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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, siendo el cancer
de mama la primera causa en mujeres, por lo que esta tesis contribuira a dar un mejor y

eficaz tratamiento contra el cancer de mama.

La dehidroepiandrosterona (DHEA) es una hormona esteroide adrenal y esta presente en
una concentraciébn mas alta que cualquier otra hormona en el plasma humano. Se ha
observado que la DHEA inhibe la proliferacién y la migracién de las células de cancer de
mama, y modifica la expresion de proteinas implicadas en la transicion epitelio-mesénguima
(TEM). Sin embargo, los mecanismos implicados en estos efectos no se comprenden
completamente. Por lo que es importante estudiar este mecanismo por el cual la DHEA
tiene estos efectos sobre el cancer de mama para poder utilizarla en el tratamiento de dicha

enfermedad.

Los efectos de la DHEA sobre la linea celular de cancer de mama triple negativo MDA-MB-
231 podrian producirse por la unién de ésta a los RTK y la sefializacion a través de las vias
MEK/ERK y/o PI3K/Akt. En el presente estudio, las células MDA-MB-231 se trataron con la
DHEA en presencia de inhibidores farmacolégicos de estos receptores y vias, asi también
se utilizé el siRNA contra el gen PIK3CA, que bloquea la via PI3K. La proliferacion celular
se midié mediante la tincion con violeta cristal, la migracion mediante los ensayos de cierre
de herida y la migracién usando placas transwell. Mientras que la expresion de las proteinas
de la TEM por medio de Western blot. Asi mismo se realiz6 un ensayo in vivo de

xenotransplante en ratones desnudos (nu/nu’) utilizando el siRNA contra PIK3CA.

Los resultados mostraron que ninguno de los inhibidores utilizados revirtié la actividad
antiproliferativa de la DHEA. Sin embargo, la wortmanina y el LY294002, inhibidores de la
via PI3K/Akt, revirtieron la inhibicién de la migracion y los cambios en la expresion de las
proteinas E- y N-cadherina, inducidos por la DHEA en células MDA-MB-231. El siRNA
contra PIK3CA abolié los efectos de la DHEA sobre la proliferacion, la migracion, la
expresion de proteinas TEM y el crecimiento de tumores en ratones desnudos. En
conclusion, estos resultados sugieren que la via PI3K/Akt participa en los efectos de la
DHEA en la linea celular MDA-MB-231.
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ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of worldwide deaths, and breast cancer is the leading
cause of cancer death in women, so this thesis contributes to providing a better and effective

treatment against breast cancer.

Dehydroepiandrosterone (DHEA) is an adrenal steroid hormone present in a higher
concentration than any other hormone in human plasma. DHEA has been shown to inhibit
the proliferation and migration of breast cancer cells and to modify the expression of proteins
involved in the epithelial-mesenchymal transition (EMT). However, the mechanisms involved

in these effects are not fully understood.

The effects of DHEA on the triple-negative breast cancer cell line MDA-MB-231 could be
produced by its binding to the receptor of tyrosine kinase (RTK) and through the MEK/ERK
and/or PI3K/Akt pathways. In this study, the MDA-MB-231 cells were treated with DHEA in
the presence of pharmacological inhibitors of these receptors and pathways, as well as a
siRNA against the PIK3CA gene. Cell proliferation was measured by crystal violet staining,
migration by wound healing and transwell assays, and protein expression by Western blot.
An in vivo xenograft assay was performed in nude mice (nu/nu’) using siRNA against
PIK3CA.

The results showed that none of the inhibitors used reversed the antiproliferative activity of
DHEA. However, wortmannin and LY294002, PI3K/Akt pathway inhibitors, reversed the
migration inhibition and the changes in the E- and N-cadherin proteins expression, induced
by DHEA in MDA-MB-231 cells. The siRNA against PIK3CA abolished DHEA's effects on
proliferation, migration, EMT protein expression, and tumor growth in nude mice. In
conclusion, these results suggest that the PI3K/Akt pathway participates in the effects of
DHEA in the MDA-MB-231 cell line.

10



ABREVIATURAS

DHEA: Dehidroepiandrosterona

RTK: Receptores de tirosina cinasa

TEM: Transicién epitelio mesenquima
TME: Transicién mesenquima epitelio
ACTH: Adrenocorticotrépica

SULT2A: Sulfotransferasa

SO032: Sulfurilo

NR: nucleares

RXR: Receptor retinoide X

AR: Receptor de andrégenos

ERa y Erf3: Receptor de estrogenos a y 3
PXR: Receptor de pregnano

SXR: Receptor de xenobibticos esteroideos
PM: Receptores de membrana plasmatica
T: Testosterona
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NCI: Instituto Nacional del Cancer
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RP: Receptor de progesterona
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MiRNA: Pequefios RNA interferentes
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PI3K: Fosfatidil inositol 3-kinasa
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1. INTRODUCCION

1.1 LA DEHIDROEPIANDROSTERONA (DHEA)

1.1.1 CARACTERISTICAS DE LA DHEA

La DHEA (3B-hidroxi-5-androsten-17-ona) es un esteroide adrenal que esta presente en el
plasma humano en una concentracibn mas alta que cualquier otra hormona esteroide
(Clark, 2018). La DHEA esta formada por una molécula de ciclopentano-
perhidrofenantreno, compuesta por 3 anillos (A, By C) de 6 carbonos y uno de 5 (D), con
ciertas modificaciones (Figura 1). Pertenece a los esteroides de 19 carbonos con un doble
enlace entre los carbonos 5 y 6 del anillo B, ademas contiene un grupo ceto o hidroxil en la

posicion 17 y una masa molar de 288.424 g/mol (Ganong, 1996; Prough et al., 2016).

DHEA

Figura 1. Estructura de la DHEA

(modificada de Goodarzi et al., 2014).

1.1.2 EL METABOLISMO DE LA DHEA

La DHEA se origina a partir del colesterol bajo la regulacibn de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) proveniente de la glandula hipdfisis, se sintetiza

principalmente en la zona reticular de la corteza suprarrenal, y en menor cantidad en las
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células de la teca ovarica, en las células de Leydig en los testiculos y en el cerebro. Se
metaboliza en el higado, en donde se convierte a androstendiona, la cual es el principal
precursor de andrégenos y estrogenos (Klinge et al., 2018). La principal forma circulante de
la DHEA es la hormona unida a un azufre (DHEA-S). La sulfonacién de la DHEA en la
suprarrenal es catalizada por el miembro 1 de la familia 2A de la sulfotransferasa
(SULT2A1) que conjuga sulfurilo (SOs ) con el grupo C3-B-hidroxilo de la DHEA que
produce la DHEA-S, a su vez la DHEA-S es metabdlicamente interconvertible a la DHEA a

través de la hidrdlisis por una sulfatasa (Sahu et al., 2020).

La DHEA tiene un patron de secrecion caracteristico relacionado con la edad. La produccion
suprarrenal de la DHEA comienza durante la pubertad, alcanza su punto maximo a los 20
afios y disminuye con la edad a patrtir de los 25 afios. Los niveles de la hormona descienden
progresivamente a una tasa del 2% por afio (Sahu et al., 2020). La disminucién de los
niveles plasmaticos de la DHEA se ha relacionado con la aparicion de diversas patologias
como cambios en el metabolismo, depresion, cancer de mama, entre otros (Sahu et al.,
2020).

Durante casi 50 afios se consideré que la DHEA era un compuesto inerte, y solo un
precursor de las hormonas sexuales andrégenos y estrogenos (Rutkowski et al., 2014). En
la actualidad, la evidencia ha demostrado que tiene actividades biolégicas en muchos
tejidos y activa varias vias de sefializacion a través de su union a receptores de membrana

y nucleares (Vegliante y Ciriolo, 2018).

1.1.3 VIAS DE SENALIZACION Y RECEPTORES UTILIZADOS POR LA DHEA

Los mecanismos de accion de la DHEA alin no se han comprendido completamente. Se ha
propuesto que la DHEA se une a los receptores nucleares (NR) de clase |, es decir, a los
receptores de hormonas esteroideas. También se une a algunos de los NR de clase Il, que
son aquellos que se dimerizan con el receptor retinoide X (RXR) (Prough et al., 2016). Asi
mismo se ha observado que la DHEA se une a los receptores de androgenos (AR),

receptores de estrogenos ay B (ERa y ERB, ESR1 y ESR2), receptor de pregnano (PXR),
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receptor de xenobioticos esteroideos (SXR), asi como a los receptores de membrana
plasmatica (PM) (Webb et al., 2006; Teng et al., 2015). Las afinidades de union de la DHEA
con los NR son mucho més bajas que las de los ligandos afines a los receptores. Cuando
la DHEA se metaboliza a andrégenos (testosterona (T) y dihidrotestosterona (DHT) y a
estrogenos (estradiol (E2), tiene una alta afinidad de union por los AR y ER; sin embargo,
es mayor por el ERa y el ERB (Clark et al., 2018). Otros receptores a los que la DHEA se
puede unir activandolos o inhibiéndolos son los de membrana plasmatica, entre los que se
encuentran, el receptor sigma-1 (S1R), los RTK, receptores de la familia de neurotrofina
(NGF), receptores acoplados a proteinas G, etc. (Clark et al., 2018). Dependiendo del tipo
celular, la DHEA puede unirse a estos receptores y tener efectos biolégicos. Varios autores
han reportado la probabilidad de que exista un receptor especifico para la DHEA; sin

embargo, éste aln no ha sido confirmado (Williams et al., 2002; Liu y Dillon, 2002).

1.2 EL CANCER

El Instituto Nacional del Cancer (NCI) define al cancer como el conjunto de enfermedades
donde las células anormales se multiplican sin control pudiendo invadir otros tejidos a través

de los sistemas sanguineo y linfatico (NCI).

Existen diferentes tipos de céncer, siendo el cancer de mama uno de los mas frecuentes
en todo el mundo y la primera causa de muerte en mujeres por cancer en México (OMS,
2020; INEGI, 2020). El cancer es una enfermedad heterogénea, su rapida progresion y su
tan elevada mortalidad se relacionan fuertemente con procesos de neo-angiogénesis y
metastasis en érganos diferentes a su origen, los sitios de metastasis mas frecuentes del

cancer de mama son los pulmones, el hueso y el higado (Jin et al., 2018).

El cancer de mama, a su vez, se divide en diferentes subtipos en funcién de la presencia o
ausencia del receptor de estrégenos (RE), el receptor de progesterona (RP) y el receptor
HER2. Asi, podemos distinguir entre un subtipo luminal con alta expresion del RE, RP, y
HER2, y un subtipo basal o triple negativo (TNBC), caracterizado por tener menos del 1%
de los REy RP, y la ausencia del HER2, lo que con lleva a un mal prondstico (Bergin y Loi,
2019).
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Para que la metastasis suceda debe ocurrir una serie de pasos previos como son, el
rearreglo del citoesqueleto, la invasion celular, la migracion y la entrada de las células a la

circulacion (Massagué y Obenauf, 2016).

1.2.1 EL CANCER DE MAMA Y LA ANGIOGENESIS

La angiogénesis es un proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes (Sajib et al., 2018) (Figura 2). Es un proceso fundamental asociado con el
desarrollo normal pero también con el crecimiento tumoral, la invasion y la metastasis
(Raica et al., 2009). Incluye varios pasos donde el microambiente juega un papel muy
importante. Las células inmunes infiltrantes, el tejido normal adyacente y/o las células
tumorales secretan factores de crecimiento angiogénicos los cuales se enlazan a
receptores especificos sobre las células endoteliales (Eldridge y Wagner, 2019). La
interaccion de estos receptores con sus ligandos produce la diferenciacién y la proliferacion
de las células endoteliales y eventualmente la formacion de tubos capilares (Khosravi et al.,
2009).

A través de estudios clinicos-patolégicos y experimentales se ha mostrado que la
angiogénesis tiene un papel esencial en el desarrollo, asi como para la invasiéon y la
metastasis del cancer de mama, ya que los nuevos vasos sanguineos proveen los

nutrientes y el oxigeno necesario para la formacion del nuevo tumor (Lu et al., 2003).
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Figura 2. La angiogénesis.

Es la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de una red preexistente. Se realiza con la
ayuda de factores de crecimiento angiogénicos que interactlan con los receptores de las células
endoteliales, provocando la diferenciacion y la proliferacién de estas y eventualmente la formacion
de tubos capilares que proveen los nutrientes necesarios para el crecimiento del tumor.

1.2.2 LA MIGRACION Y LA METASTASIS

La elevada mortalidad del cancer se debe a su frecuente capacidad de generar metéstasis,
principalmente en los huesos, los pulmones y el cerebro, y es la causa del 90% de las
muertes relacionadas con el cancer (Kelly et al., 2007; Boareto et al., 2016). Un momento
clave en el desarrollo de la metastasis es la migracion, un proceso de multiples etapas que
involucra cambios en el citoesqueleto, en las adhesiones substrato-célula y en los
componentes de la matriz extracelular de las células tumorales. Dichas células viajan a
través de las monocapas de células endoteliales que recubren los vasos sanguineos, para
su posterior invasion a tejidos y organos distantes formando un tumor secundario. Las
células cancerosas pueden migrar como células individuales o migrar colectivamente
(Massagué y Obenauf, 2016).

Estos eventos se inician con células tumorales primarias que pierden caracteristicas

epiteliales y adquieren las caracteristicas de tipo mesenquimatoso, proceso conocido como
Transicion Eppitelio-Mesénquima (TEM) (Knaul et al., 2008; Neophytou et al., 2019).
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1.2.3 LA TRANCISION EPITELIO-MESENQUIMA (TEM)

La TEM es un proceso que se presenta durante la embriogénesis, pero también se ha
asociado con varias funciones tumorales como la iniciacion tumoral, la progresion maligna,
la migracion de la célula tumoral, la intravasacion a la sangre, la metastasis y la resistencia
a la terapia (Pastushenko y Blanpain, 2019). Durante la TEM, las células epiteliales pierden
sus propiedades y adquieren un fenotipo y caracteristicas mesenquimales, entre las que se
encuentran la pérdida de la polaridad y de la adhesion celular, el aumento en la movilidad
e invasividad, la resistencia a la apoptosis y varios cambios morfolégicos. Durante este
proceso tan complejo participan diversos factores de transcripcion, asi como ciertas
proteinas epiteliales y mesenquimales, entre las que destacan la E-cadherina, la B-catenina

y la N-cadherina (Kalluri y Weinberg, 2009).

1.2.4 LA TRANSICION MESENQUIMA- EPITELIO (TME)

Por otro lado, también existe el proceso contrario de la TEM, conocido como transicion
mesénquima-epitelio (TME), en el cual la célula con fenotipo mesenquimal lo pierde
adquiriendo nuevamente su fenotipo epitelial, perdiendo su capacidad de migrar gracias al
aumento de proteinas de unién como la E-cadherina y a la disminucion de las proteinas

mesenquimales como la N-cadherina, entre otras (Boareto et al., 2016; Jolly et al., 2017).

Las células epiteliales y mesenquimales difieren en varias caracteristicas funcionales y
fenotipicas. En condiciones normales, las células epiteliales no se desprenden del epitelio
y no migran, aunque si tienen cierta capacidad motriz dentro de la capa epitelial (Thiery y
Sleeman, 2006). En cultivo, las células epiteliales crecen en grupos de células que
mantienen las adhesiones con las células vecinas y presentan marcadores epiteliales como
la E-cadherina, la desmoplaquina y la citoqueratina celular (Zavala-Zendejas et al., 2011,
Brabletz et al., 2018). En contraste, las células mesenquimales no forman capas
organizadas, las adhesiones con las células mesenguimales vecinas son menos fuertes y
no estan asociadas a una lamina basal, lo que les permite una mayor capacidad migratoria.

En cultivo, las células mesengquimales tienen forma de huso, con una morfologia similar a
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los fibroblastos y tienden a ser motrices, presentan expresion de marcadores
mesenquimales como la proteina N-cadherina y filamentos intermedios (vimentina) (La

Gamba et al., 2005; Thiery y Sleeman, 2006) (Figura 3).

(A) (B) (€)
Transicion epitelio-mesénquima Angiogénesis y migracion Metastasis
(TEM)
i
R
g (o ~
= G L .' o> o \ ‘
N *
. - J
Célula =
mesenquimal >

Transicion mesénquima-epitelio
(TME)

(D)

Figura 3. Procesos celulares durante el desarrollo de la metastasis.

Para que la metastasis ocurra existen pasos previos como la TEM, la cual consiste en la pérdida
progresiva de los marcadores epiteliales y el aumento de los mesenquimales, provocando la
transicion funcional de las células epiteliales polarizadas a células mesenquimales moviles (A).
Formacion de nuevos vasos sanguineos y migracion de las células mesenquimales (B). Formacion
de tumor secundario (metastasis) (C). Transicion funcional de las células mesenquimales a las

células epiteliales (D).
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1.2.5 LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE LA TEM

Durante la iniciacion y la finalizacion de la TEM se ven involucrados varios procesos
moleculares, entre ellos se encuentran los factores de transcripcion activadores de la TEM
(TEM-TF), principalmente de las familias SNAIL, TWIST, Slug y ZEB. Ademas, ocurren
cambios y reorganizacién en la expresion de proteinas especificas de superficie y del
citoesqueleto, y cambios en la produccion de enzimas y en la expresion de micro RNAs
(miRNAs) (Brabletz et al., 2018). Los TEM-TF desempeiian papeles importantes en todas
las etapas de la progresion del cancer desde el inicio, el crecimiento primario del tumor, la
invasion y la metastasis, asi como en la resistencia a la terapia (Brabletz et al., 2018). El
TEM-TF SNAIL juega un papel importante en la regulacion de la TEM, ya que al ser un
factor de transcripcion media la disminuciéon en la expresion de moléculas de adhesion
como E-cadherina, claudina y ocludina, asi como el incremento de marcadores
mesenquimales como vimentina, fibronectina y la expresion de metaloproteinasas (Qiao et
al., 2012). Por otro lado, la expresion de Slug es activada por la translocacién de la proteina

B-catenina al nacleo promoviendo la TEM (Kalluri y Weinberg, 2009).

Numerosas sefiales extracelulares como factores de crecimiento, sefales estromales, y
factores estresantes como la hipoxia y las especies reactivas de oxigeno (ROS) han sido
implicados en la induccion de la TEM. Durante la TEM ocurre una reduccion de la adhesion
célula-célula mediante la represion transcripcional de las cadherinas componentes de las
uniones adherentes, la ocludina y la claudina componentes de las uniones estrechas y la
desmoplaquina, componente de los desmosomas (De Wever et al., 2008). La expresion de
los filamentos intermedios también cambia durante la TEM con la sustitucion de la
citoqueratina de las células epiteliales por la vimentina tipica de las células mesenquimales
(Omary et al., 2004).

Una caracteristica muy marcada de la TEM es la pérdida de la expresion de la E-cadherina
(Thiery y Sleeman, 2006), lo que permite que las células tumorales se desenganchen de la
masa primaria y pasen a los conductos de diseminacion. Las adherencias de célula a célula
mediadas por la E-cadherina limitan la motilidad celular y establecen la polaridad apical-
basal. Esta caracteristica de mantener la adhesion entre las células es lo que le otorga la
capacidad de actuar como gen supresor de tumores (Chao et al., 2010). La sola alteracién

de la expresién de la E-cadherina es suficiente para desencadenar una TEM (Onder, 2008).
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1.2.6 LAS VIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN EL CANCER

Se han descrito muchas alteraciones en las células de cancer de mama. Sin embargo, las
alteraciones mas estudiadas y mas directamente involucradas en la iniciacion, la progresion
y el desarrollo del cdncer de mama son las que involucran vias de sefializacion como las
de las proteinas cinasas activadas por mitbgeno (MAPK) y la via de sefalizacion, fosfatidil
inositol 3-kinasa (PI3K), Akt y la diana de rapamicina en células de mamifero (nTOR) (Asati
et al.,, 2016; Feng et al., 2018). Estas vias son estimuladas como consecuencia de la
activacion de receptores de membrana tirosina cinasa, como el receptor de factor de
crecimiento insulinico (IGFR) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), asi

como por receptores acoplados a proteinas G (Vivek et al., 2016).

La PI3K se divide en tres clases (I, I, lll) en funciéon de su estructura y especificidad de
sustrato (Pinzo6n et al., 2009). La clase | se clasifica ademas en clase 1Ay IB, en donde la
clase IA es la clase mas estrechamente implicada en cancer. La PI3K esta constituida por
un dominio catalitico p110 y un dominio regulador p85. La PI3K fosforila al fosfatidil inositol
4,5 difosfato (PIP2), para dar como producto al fosfatidil inositol 3, 4, 5 trifosfato (PIP3) que
es el segundo mensajero de esta ruta, el cual activara a la AKT mediante su unién al

dominio de homologia con pleckstrina (PH) (Mukohara, 2015).

La via de PISK/Akt es necesaria en numerosos aspectos del crecimiento y la supervivencia
celular (Fruman y Rommel, 2014). La activacién anormal de esta via provoca la alteraciéon
de los mecanismos de control del crecimiento, la motilidad y la supervivencia celular, lo que
favorece el crecimiento, la capacidad metastasica y una mayor resistencia a los

tratamientos para eliminar a células cancerigenas (Fruman et al., 2017; Ortega et al., 2020).

Las MAPKs son activadas por estimulos de muy diversa naturaleza y son un paso critico
en la traduccién de estimulos extracelulares en respuestas intracelulares mediante la
fosforilacion y consiguiente activacion de mdultiples sustratos (Vivek et al., 2016). La
regulacion aberrante de la via de las MAPKSs est4 relacionada con la progresion del cancer,
el ciclo celular, la apoptosis y la diferenciacion celular (Mc Cubrey et al., 2007). La cinasa
regulada por sefial extracelular (ERK) es un componente aguas abajo activado por la

serinal/treonina cinasa Raf. La Raf activa a las cinasas de doble especificidad (MEK) 1/2,
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gue luego activan a la ERK1/2. La activacion de la ERK promueve la expresion regulada al

alza del EGFR, promoviendo el crecimiento tumoral (Yu et al., 2015).

Estas vias, junto con otras mas, forman una red bioquimica entrecruzada que, en las células
tumorales, se halla frecuentemente hiperactivada, lo que induce al crecimiento celular
descontrolado (Vivek et al., 2016).

2. ANTECEDENTES

Las lineas celulares constituyen una de las principales herramientas en la investigacién
meédica y biolégica. Comparadas con los modelos animales multicelulares, la utilizacién del
cultivo celular supone un sistema mas sencillo para estudiar procesos bioquimicos o
moleculares, lo que ha permitido mejorar el conocimiento de numerosas enfermedades,
analizar la respuesta a farmacos o determinar el efecto de mutaciones concretas en el
genoma. En el campo de la oncologia, la investigacion con lineas celulares derivadas de
células tumorales de pacientes ha contribuido a caracterizar algunos de los rasgos tipicos

del cancer, asi como a desarrollar algunos de los farmacos usados en la actualidad.

La mayoria de los canceres de mama son dependientes de hormonas como los estrégenos
y la progesterona, lo que ha llevado a desarrollar farmacos para inhibir a sus receptores y
a algunos otros como el HER2 (relacionado con la proliferacion) y asi combatir dicha
enfermedad. Sin embargo, existen otros tipos de cancer que no poseen estos receptores y
por esta razén son llamados triples negativos, en los cuales los tratamientos convencionales
no funcionan, por lo que se busca desarrollar nuevos farmacos y tratamientos. Tal es el
caso de la linea celular MDA-MB-231, la cual es triple negativo, por lo que es altamente
metastasica y tiene la capacidad de generar tumores en modelos in vivo. Esta linea se
generd a partir una muestra de derrame pleural de una paciente con cancer de mama que
falleci6 de esta enfermedad en 1973 y es una de las mas utilizadas debido a que presenta
un crecimiento rapido en medios de cultivo. Muchos de los canceres de mama que se
presentan en México tienen caracteristicas similares a las células MDA-MB-231, como lo
son la ausencia de receptores y su alta migracién e invasividad, lo que los hace de dificil
tratamiento; por lo tanto, estas células constituyen un excelente modelo de estudio para
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este proyecto de investigacion.

Se ha descrito que la DHEA tiene un efecto protector contra una amplia variedad de
enfermedades, entre ellas el cancer (Vegliante y Ciriolo, 2018). Donde ha mostrado tener
un efecto inhibidor en la proliferacion de células tumorales, entre las que se encuentran
lineas celulares derivadas de cancer de mama como son, MCF-7, Hs578T y MDA- MB-231
(Rais et al., 1999; Schulz et al., 1992; Lépez-Marure et al., 2011).

Existen evidencias que indican que los efectos de la DHEA en las lineas celulares de cancer
se deben a su conversion a andrégenos y estrégenos, los cuales activan a los receptores
intracelulares de estrégenos (ERs) y androgenos (ARs) (Hayashi et al., 2000; Schmitt et al.,
2001); sin embargo, otros grupos de investigacion y nuestro grupo de trabajo hemos
demostrado que los efectos de la DHEA en dichas lineas son directos e independientes de
su conversion a estos derivados (Williams et al., 2002; Zapata et al., 2005; Gayosso et al.,
2006). Asi mismo, nuestro grupo de trabajo demostré que la DHEA inhibe la proliferacién y
la migracion de las lineas celulares derivadas de cancer de mama MCF-7, MDA- MB-231 y
Hs578T (Lopez-Marure et al., 2011); ademas, inhibe la formacién de esferoides de células
MCF-7, MDA-MB-231 y ZR-75-30 y la formacion de colonias en agar en las lineas celulares
MCF-7 y MDA-MB-231 (Lépez-Marure et al., 2016).

En otro trabajo demostramos que la DHEA disminuye la expresion de la N-cadherina y
aumenta la expresion de la E-cadherina (proteinas involucradas en la TME) en la linea
celular MDA-MB-231 ademas, la DHEA inhibi6 el crecimiento de tumores en ratones nu/nu-
(Colin-Val et al., 2017). Sin embargo, los mecanismos por los cuales ejerce estos efectos

aun no han sido del todo aclarados.

Varios autores mencionan que las vias de transduccion que estan relacionadas con el
efecto de la DHEA en procesos como la proliferacion, la migracion y la TME en diferentes
tipos celulares, son las rutas de PI3K/Akt y MEK/ERK (Jiang et al., 2005). En estudios en
lineas celulares derivadas de diferentes tipos de cancer se haobservado que la DHEA actua
a través de estas vias y su union a receptores de tirosina cinasa, como el receptor del IGF
(Liang et al., 2016). La DHEA inhibe la TEM en células bronquiales epiteliales 6HBE-14 (Xu
et al., 2014).
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En este trabajo se evalu6 el mecanismo por el cual la DHEA indujo estos efectos en la linea
celular MDA-MB-231. Para llevar a cabo esto se utilizaron farmacos inhibidores de las vias
de PI3K/Akt, MEK/ERK, asi como de los receptores IGF y EGF.

La mayoria de los inhibidores de PI3K desarrollados hasta la fecha son competitivos con el
ATP, los inhibidores mas utilizados son la wortmanina un metabolito natural de Penicillium
funiculosum, y el LY294002 que se derivo del flavonoide quercetina (Mahos et al., 1994;
Davies et al., 2000; Gharbi et al., 2007).

En el caso de la via de MEK/ERK uno de los primeros inhibidores desarrollados ha sido el
U-0126, al contrario de la mayoria de los inhibidores de cinasas, los inhibidores de MEK no
son competidores del ATP (Davies et al., 2000). Su mecanismo de accién reside en su
capacidad de unirse a MEK y bloguearla en estado cataliticamente inactivo, por lo que son
altamente especificos, ya que las secuencias a las que se unen son Unicas para esta familia

de cinasas (Sebolt-Leopold y Herrera, 2004).

Uno de los inhibidores que existen actualmente para inhibir la actividad del EGFR es el AG-
1478 (4-(3-chloroanilino-6,7-dimethoxyquinazoline), que es competitivo con el ATP (Gan et
al., 2007). En el caso del receptor del IGF uno de los inhibidores es el AG-538, el cual Blum
y colaboradores (2000) encontraron que no es un inhibidor competitivo con el ATP, sino
gue es un inhibidor que se superpone con las tirosinas del IGFR en el sitio de

autofosforilacion, evitando dicha autofosforilacién y asi inhibiendo al receptor.

Algunas de las desventajas de estos inhibidores son su inespecificidad y su uso exclusivo
a modelos in vitro, por lo que se han buscado nuevas opciones, técnicas mas especificas y
gue se puedan utilizar tanto en modelos in vitro como in vivo tal es el caso del uso de RNA
de interferencia (RNAI), entre los que se encuentran el ARN asociado a piwi (piRNA),
pequefios ARN interferentes (MiRNA) y el ARN interferente pequefio (SiRNA). El siRNA es
actualmente utilizado en aplicaciones terapéuticas debido a su gran capacidad de silenciar

genes especificos tanto en modelos in vitro como in vivo.

En la actualidad el uso de modelos experimentales in vivo proporciona un mejor
entendimiento del cancer ya que el microambiente donde se desarrolla el tumor es mas

parecido al microambiente en el que creceria un tumor en el cuerpo humano. ElI modelo
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mas utilizado en cancer es el xenotransplante en ratones desnudos (nu/nu’), Los ratones
desnudos fueron descubiertos por Flanagan en 1962. Flanangan describié sus
caracteristicas tanto genotipicas como fenotipicas, entre ellas la ausencia de pelo, esto
ocasionado por un alelo mutante homocigota recesivo que pertenece al grupo linkage VII
del cromosoma 11; sin embargo, su rasgo mas caracteristico y la razén por la cual es
utilizado en modelos de estudio para el cancer es la ausencia de timo o un timo rudimentario
el cual produce un namero reducido de células T maduras por lo cual no rechazan tejidos
alo- ni xenotransplantes convirtiéndolo en el primer modelo inmunodeprimido para el
estudio del cancer entre otras enfermedades (Pantelouris 1973; Cadili y Kneteman 2008;
Ruiz et al., 2013).

3. JUSTIFICACION

A nivel mundial el cancer de mama es el mas frecuente en las mujeres constituyendo el
25.2 % de todos los casos de cancer (OMS, 2020). En México el nUmero anual de pacientes
diagnosticados con cancer de mama se vio incrementado entre los afios 2010 a 2019.
Siendo el 2019, el afio que presento la tasa de incidencia mas alta para las mujeres
(35.24 casos por cada 100 mil mujeres de 20 afios o0 mas) (INEGI, 2020). El cancer
de mama constituye la principal causa de morbilidad hospitalaria por tumores malignos
entre la poblacibn de 20 afios y mas, por lo que esta probleméatica requiere la
implementacién de estrategias y nuevos farmacos que ayuden al tratamiento de manera

eficaz y con los menos efectos secundarios posibles.

El TNBC representa entre el 10 % y el 15 % de todos los canceres de mama y son mas
comunes en mujeres menores de 40 afios o con alguna mutacion de gen BRCAL, este tipo
de cancer es el que se propaga mas rapido, al no poseer receptores de estrogenos, de
progesterona ni de la proteina HERZ2; la terapia hormonal y los medicamentos para HER2
Nno son una opcion por lo que su tratamiento es limitado y posee el peor prondstico. Algunas
de las opciones para el tratamiento es la cirugia cuando el cancer adn esta localizado, asi
como la quimioterapia y la radioterapia, las cuales generan efectos secundarios que afectan
el estilo de vida de las mujeres, con los tratamientos adecuados y dependiendo del grado

de la enfermedad este tipo de cancer tiene una tasa de supervivencia de 5 afios.
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Se ha demostrado que la DHEA tiene un papel protector contra el cancer; sin embargo, los
mecanismos mediante los cuales ejerce estos efectos, particularmente en la linea celular
MDA-MB-231, aun se desconocen. Por lo que es importante evaluar los mecanismos
involucrados en los efectos de proteccion de la DHEA en la linea celular MDA-MB-231. Lo
gue proporcionard informacion valiosa para el desarrollo y el uso de farmacos para el

tratamiento del cancer triple negativo.

En sintesis, el cancer es un gran problema de salud publica tanto en México como en el
mundo, y la DHEA ha demostrado tener efectos positivos en el cAncer de mama, por lo que

encontrar el mecanismo de accién de dichos efectos es prioritario.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cudl es el receptory la via de sefializacién utilizados por la DHEA para inhibir la migracion,
la proliferaciéon y modificar la expresién de proteinas involucradas en la TME en las células

MDA-MB-231, asi como disminuir el crecimiento de tumores en ratones nu/nu?

5. HIPOTESIS

La DHEA inhibird la proliferacion, la migracion y modificard la expresion de proteinas
involucradas en la TME en las células MDA-MB-231, y en ratones nu/nu” disminuira el
crecimiento de tumores mediante la via de PI3K/Akt y/o MEK/ERK, y por medio de los
receptores IGFR y EGFR.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el mecanismo de accién por el cual la DHEA inhibe la migracién, la proliferacion
y modifica la expresion de algunas de las proteinas involucradas en la TME en células MDA-

MB-231 e inhibe el crecimiento de tumores en ratones nu/nu-.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la participacion de los receptores IGFR o EGFR en la via de

transduccién que utiliza la DHEA en la linea celular MDA-MB-231.

e Determinar la participacion de las vias PI3K/Akt y MEK/ERK en los efectos de la
DHEA en la linea celular MDA-MB- 231.

e Evaluar si la via de transduccién identificada in vitro participa en la inhibicién

causada por la DHEA en el crecimiento de tumores en ratones nu/nu-.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 MATERIALES

El anticuerpo monoclonal contra la N-cadherina (CD325) se adquirié de eBioscience (San
Diego, CA, USA). El anti-B-actina (AC-15) se adquiri6 de Abcam (Cambridge, MA, USA).
Los anticuerpos monoclonales contra Akt 1/2/3 (5C10), Akt-p 1/2/3 (C-11), ERK 1/2 (C-9),
ERK-p (pT202/pY204.22A), el anticuerpo policlonal contra la E-cadherina (H-108), los
anticuerpos secundarios m-IlgGk BP-HRP (sc-526102) gG-HRP (sc-516087) se adquirieron
de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, TX, USA). Los inhibidores AG-538 (CAS 133550-
18-2), AG-1478 (CAS 175178-82-2), U-0126 (CAS 109511-58-2) y Wortmanina (CAS
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19545-26-7) también fueron obtenidos de Santa Cruz Biotechnology. Los reactivos de para
el Western blot se obtuvieron de Bio-Rad (Hercules, CA, USA). El medio DMEM con alto
contenido de glucosa (4.5 g/mL) y otros reactivos del cultivo celular se adquirieron de
GIBCO/BRL (Grandlsland, NY, USA). El hidroclorhidrato LY294002 (I19908) se adquirié de
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). Espectrofotometro de microplacas (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). La deteccién quimio luminiscente de bandas se

realizo con el sistema SuperSignal® y el sistema de imagenes MP ChemiDocTM (Bio-Rad).

7.2 CONDICIONES DEL CULTIVO CELULAR

Las células MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) fueron obtenidas del American Type Culture

Collection (ATCC) con las siguientes caracteristicas.
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Tabla 1. Caracteristicas de la linea celular MDA-MB-231.

MDA-MB-231
Organismo Homo sapiens
Tejido Glandula mamaria
Tipo celular Epitelial con caracteristicas

mesenquimales

Morfologia Epitelial

Enfermedad Adenocarcinoma
Receptores

Estrégenos Negativo

Progesterona Negativo

HER2 Negativo

Las células MDA-MB-231 se cultivaron en medio DMEM con alta concentracion de glucosa
(4500.0 mg/L) suplementado con suero de ternera recién nacida al 10% (NBCS) y con
antibiético-antimicotico al 1%. Las células se mantuvieron a 37°C con una humedad relativa
del 100% y una atmosfera al 5% de CO; y 95% de aire. Para evaluar la concentracion de
los inhibidores se realizaron curvas usando las concentraciones de 2.5, 5, 10, 20 y 40 uM.
Sin embargo, dado los resultados obtenidos en el Western blot, en los que se muestra que
a estas concentraciones los farmacos inhiben a sus respectivos blancos, se decidio utilizar

la concentracion de 40 uM para el resto de los experimentos.
Las células se expusieron a los inhibidores (40 uM) 1 h antes de la adicién de la DHEA (10

uUM) durante 48 h, los cuales mostraron en experimentos previos, ser los que tenian mejores

efectos. Los inhibidores utilizados se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 2. Inhibidores

Inhibidor Blanco
AG-538 IGFR
AG-1478 EGFR
U-0126 MEK
Wortmanina PI3K
LY294002 PI3K

Se utilizaron los inhibidores AG-538, AG-1478, U-0126, wortmanina y LY294002 con las
concentraciones de 2.5, 5, 10, 20 y 40 uM, posteriormente para todos los siguientes experimentos
solo se utilizé la concentracién de 40 uM, antes de la adicion de la DHEA (10 pM).

7.3 ENSAYO MTT

Para obtener la concentracion adecuada de los inhibidores para bloquear a su blanco (Tabla
1) se midi6 su efecto citotéxico mediante el ensayo del MTT. Se sembraron células MDA-
MB-231 (3x10° células/pozo) en placas de 96 pozos y se incubaron a 37°C y 5% de CO;
durante 24 horas para permitir su adherencia, posteriormente se expusieron a diferentes
concentraciones de los inhibidores (2.5, 5, 10, 20 y 40 pM) y 10 uM de la DHEA
(concentracién utilizada en experimentos previos) durante 48 h. Las células no tratadas se
usaron como controles. Se afiadieron 20 pL de la soluciéon del MTT (5 mg/ml) a cada pozo
y las placas se incubaron en la oscuridad a 37°C durante 4 h, para permitir la formacion de
cristales de formazan. Después se eliminé el medio de cultivo, los cristales de formazan se
disolvieron con 100 pL de isopropanol acido (HCI 0.04 N) y se midi6 la densidad Optica a

570 nm en un espectrofotdmetro de microplacas.

7.4 CRISTAL VIOLETA (CV)

Para medir la proliferacion celular se realiz6 la prueba del CV. Las células MDA-MB-231 (3
x 10%/pozo) se sembraron en placas de 96 pozos y se expusieron a cada inhibidor (40 uM)

durante 1 h, posteriormente las células se cultivaron con la DHEA (10 uyM) durante 48 h.
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Las células se fijaron con 100 uL de glutaraldehido al 1.1% en solucién amortiguadora de
fosfatos HEPES (NaCl 150 mM, KCI 4.4 mM, HEPES 10.9 mM, glucosa 12.2 mM, pH 7.4)
durante 15 min, las placas se lavaron tres veces con agua destilada y se secaron a
temperatura ambiente, enseguida la placa se tifid con 100 yL de una solucién de cristal
violeta al 0.1% (tampoén de &cido fosforico 200 mM, pH 6) durante 20 min. Las placas se
lavaron minuciosamente con agua destilada para eliminar el exceso de la solucion de CV'y
se secaron al aire. El colorante unido a las proteinas celulares se solubilizé6 con 100 pyL de
una solucion de 4cido acético al 10% durante 10 min. La densidad éptica se midié a 595

nm en un espectrofotdmetro de microplacas.

7.5 ENSAYO DE MIGRACION

Se sembraron las células MDA-MB-231 (2.5 x 10%/pozo) en filtros transwell de tamarfio de
poro de 8 um en 250 puL de medio libre de NBCS y se les agregaron los inhibidores con o
sin la DHEA. Al pozo inferior de la placa, se le afiadi6 1 mL de medio con 10% de NBCS.
Después de 48 h de tratamiento, las células en el lado superior del filtro se eliminaron
frotando dos veces con un hisopo. La migracion de las células en el lado inferior del filtro y

las células adheridas a la placa (células que migraron) se tifieron con cristal violeta.

7.6 ENSAYO DE MOTILIDAD (ENSAYO DE CIERRE DE HERIDA)

Se sembraron las células (2 x 10°/pozo) en placas de 12 pozos y se dejaron en cultivo por
2 dias hasta alcanzar la confluencia. Posteriormente, a las monocapas celulares se les
realizé una herida con la ayuda de una punta de pipeta de 200 yL. Para eliminar las células
flotantes, se retir6 el medio de cultivo y las células se lavaron dos veces con una solucion
tampodn de fosfatos con Ca?* y Mg?* (0.1 g de MgCly, 0.1 g de CacCly, 8 g de NaCl, 0.2 g de
KCI, 2.16 g de NaH;PQ4, 0.2 g de K;HPO., pH 7.2). Se afladié medio fresco con NBCS al
2% con los tratamientos: control (células no tratadas), DHEA, inhibidores solos e inhibidores
mas DHEA durante 48 h. Las heridas se fotografiaron a las 0 y 48 h. El porcentaje de area

abierta de la herida (espacio libre de células) se calcul6 utilizando el software ImageJ - NIH.
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7.7 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Las células MDA-MB-231 se sembraron en placas Petri de 35 mmy se cultivaron hasta una
confluencia del 70%, se trataron con los inhibidores y la DHEA durante 48 h. El medio de
cultivo se retird y las células se lavaron con HEPES. Después se incubaron con 100 pL de
tampdn de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 120 mM, NP4 al 0.5%, NaF 100 mM, NaVOs;
0.2 mM, aprotinina 1 pg/mL, PMSF 1 mM, 1 pg/mL de leupeptina) a 4°C durante 15 min.
Las células se separaron con un raspador y los restos celulares se eliminaron por
centrifugacion a 14,000 rpm durante 10 min. Los sobrenadantes se recogieron y se
almacenaron a -80°C. La concentracién de proteina se midié con el ensayo de Bradford
(Bio-Rad). La absorbancia se leyé a 595 nm en un espectrofotometro de microplacas. La
concentracion de proteina se calcul6 a partir de una curva estandar de albumina de suero
de bovino (BSA).

7.8 WESTERN BLOT

La determinacién de la presencia de las proteinas se realizd por electroforesis utilizando
geles de SDS-poliacrilamida al 8% de la siguiente manera, 2.5 mL de solucion 1 (Tris-HCI
0.75 M, SDS al 0.2%, pH 8.8), 2 mL de solucién de acrilamida-bisacrilamida al 30%, 1 mL
de agua, 7 uL de TEMED y 25 uL de persulfato de amonio al 13%. Las muestras se
desnaturalizaron a 95°C durante 5 min. Luego, se cargaron 30 ug de proteina del lisado
total por carril con 1:1 de t buffer de muestra Laemmli (2X). Las muestras se procesaron a
120 voltios durante 90 min con buffer Tris/Glycine/SDS (1X). Las proteinas se transfirieron
a membranas de PVDF a 120 voltios durante 120 min a 4°C, con 800 mL de solucién de
transferencia (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20%, pH 8.3). Las membranas
se bloguearon con leche sin grasa al 8% en TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 137 mM, pH 7.6 y
Tween-20 al 0.01%) durante 1 h con agitacion constante, posteriormente las membranas
se incubaron durante toda la noche con los anticuerpos primarios contra N-cadherina
(1:1000), B-actina (1:5000), Akt 1/2/3 (1:1000), Akt-p 1/2/3 (1:1000), ERK 1/2 (1:1000), ERK-
p (1:1000), E-cadherina (1:200) y PI3K (1:1000). Después de la incubacion, las membranas

se lavaron tres veces durante 5 min con TBS-T y se incubaron con leche sin grasa al 8%
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en TBS-T durante 15 min. Los anticuerpos secundarios contra m-lgGk BP-HRP (1:10000)
y elgG-HRP (1:10000) se afiadieron durante 1 h en agitacion constante a temperatura
ambiente y después se realizaron tres lavados con TBS-T durante 5 min. La deteccion
quimioluminiscente de bandas se realizé con el reactivo Clarity™ Western ECL subctrate y
el sistema de imagenes MP ChemiDocTM. El analisis densitométrico de proteinas se realizd

con el software Image Lab ™ V 4.0.

7.9 TRANSFECCION DEL siRNA

Las células se sembraron en cajas Petri de 35 mm, una vez que llegaron a una confluencia
del 70%, se sembraron en medio DMEM sin suero y se incubaron con 600 pM del siRNA
predisefado contra PISBKCA, y con 9 L del control negativo del siRNA previamente diluidos
con 450 pL de medio DMEM sin suero durante 72 h. La transfeccion se realiz6 utilizando
Lipofectamina 2000 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Transcurridas las 72 h
la transfeccion se confirmé con Western blot analizando la expresion de la PI3K, y se
realizaron los experimentos correspondientes (CV, ensayo de cierre de herida, ensayo

transwell, expresion de las proteinas E y N-cadherinas) con y sin DHEA.

7.10 ENSAYO DE FORMACION DE TUMORES

El uso de animales para este estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Uso y
Cuidado de Animales local. Los estudios se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999).

El ensayo de formacion de tumores se realizé en un modelo de xenotransplante en ratones
desnudos atimicos (nu/nu’), se utilizaron un total de 21 hembras de 10 semanas de edad
de 20-25 g de peso, Para implantacion de las células tumorales, se suspendieron 1 x10°

células de la linea MDA-MB-231 (solo células, células previamente inoculadas con el control
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del siRNA o con el siRNA para PI3K) en 100 pL de tamp6n HEPES 1X y se implantaron por
via subcutanea en la parte dorsal derecha de los ratones. Los ratones se monitorearon cada

tercer dia hasta la formaciéon de tumores.

La DHEA se diluy6 en aceite de oliva estéril al 80% y etanol (vehiculo) al 20%. La DHEA se
inyecto6 por via subcutanea en el plano dorsal de los ratones cada tres dias a una dosis de

60 ug de la DHEA/g de peso corporal en un volumen total de 100 L.

Los animales se dividieron aleatoriamente en 7 grupos (3 ratones por grupo): Grupo 1 =
Control negativo (-), solo se inyectd vehiculo durante 5 semanas; Grupo 2 = Control positivo
(+), se inocularon células tumorales y solo se administré el vehiculo; Grupo 3 = Control
siRNA, se inocularon las células tumorales previamente transfectadas con el control del
SsiRNA durante 48 h y se administré el vehiculo por 5 semanas; Grupo 4= siRNA, se
inocularon las células tumorales previamente transfectadas con el siRNA durante 48 hy se
les administré el vehiculo durante 5 semanas; Grupo 5 = DHEA, se administré la DHEA
durante 5 semanas comenzando con la primera dosis 1 semana antes de la inoculacién con
las células tumorales; Grupo 6 = DHEA + Control siRNA, se administr6 la DHEA durante 5
semanas comenzando con la primera dosis 1 semana antes de la inoculaciéon con las
células tumorales previamente transfectadas con el control del siRNA durante 48 h; Grupo
7 = DHEA + siRNA, se administré la DHEA durante 5 semanas comenzando con la primera
dosis 1 semana antes de la inoculaciébn con las células tumorales previamente
transfectadas con el siRNA durante 48 h (Tabla 2).

Cuatro semanas después de la implantacién de las células tumorales, los ratones se
anestesiaron con una inyeccion peritoneal de 0.4 ml/raton de pentobarbital (6.3 g/100 mL)
diluida 1:10 y se realiz6 la eutanasia mediante dislocacion cervical. Posteriormente los

tumores se aislaron, se pesaron y se fotografiaron.
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Tabla 3. Grupos del ensayo in vivo.

Grupos Vehiculo | DHEA | Células | Células Células
solas control SIRNA
SiRNA
1 Control (-) X
2 | Control (+) X X
3 | Control siRNA X X
4 | siRNA X X
5 | DHEA X
6 | DHEA + X
Control siRNA
7 | DHEA + X X
SiRNA

Los animales se dividieron aleatoriamente en 7 grupos (3 ratones por grupo): Grupo 1 = Control (-),
Grupo 2 = Control (+), Grupo 3 = Control siRNA, Grupo 4= siRNA, Grupo 5 = DHEA, Grupo 6 = DHEA

+ Control siRNA, y Grupo 7 = DHEA + siRNA.

7.11 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y por lo menos tres veces de manera
independiente. Se realizé un analisis descriptivo de todos los grupos y se verificd la
distribucion de los datos bajo la curva de normalidad. Se realiz6 la prueba ANOVA para
comparar mas de dos grupos de datos, seguida de Tukey-Kramer para la comparacion

entre grupos. Las diferencias se consideraron como estadisticamente significativas con una

p<0.05.
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8. RESULTADOS

Para evaluar la posible toxicidad de los inhibidores utilizados, las células se expusieron a
diferentes concentraciones de éstos (2.5, 5, 10, 20 y 40 uM) y se determiné la viabilidad
mediante la reduccion del MTT. Los resultados mostraron que ninguno de los inhibidores
con ninguna de las concentraciones utilizadas afect6 la reduccion del MTT (Figura 4), por
lo que en los experimentos siguientes solo se usO la concentracion de 40 yM. Para
comprobar la efectividad de los inhibidores para bloquear a sus moléculas blanco, se realizé
un Western blot. Los resultados indicaron que todos los farmacos lograron inhibir a sus

respectivos blancos (Figura 5).
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Figura 4. Efecto de la DHEA y de los inhibidores en la citotoxicidad de las células
MDA-MB-231.

Las células se sembraron (3x10%/pozo) en placas de 96 pozos y se incubaron con 2.5, 5, 10, 20 y 40

MM de AG-538, AG-1478, U-0126 y wortmanina y con la DHEA 10 uyM durante 48 h. Se usé etanol
como vehiculo. Los datos se muestran como el porcentaje de reduccion del MTT donde el grupo
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control representa el 100%. Los resultados se expresan como la media * la DE, de tres experimentos
independientes realizados por triplicado.
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Figura 5. Los inhibidores disminuyen la presencia de Akt-p y ERK-p en células MDA-
MB-231.

Se sembraron células MDA-MB-231 (1x108) en cajas de Petri de 100 mm y se expusieron a los
inhibidores (40 puM) durante 1 h. La presencia de Akt-p y ERK-p se determiné mediante Western blot.
El nivel de expresién de las proteinas se normalizé contra el nivel de Akt y ERK, respectivamente.
Se muestra un experimento representativo de Akt y Akt-p (A) y de ERK y ERK-p (C). El nivel de
fosforilacion de proteinas se normalizé frente al nivel de la proteina sin fosforilar (B) y (D). Los
resultados se expresan como la media + la DE de tres experimentos independientes con resultados
similares. * p<0.05 en comparacioén con las células control.

8.1LA COMBII\JACION DE LA DHEA Y LOS INHIBIDORES DISMINUYO LA
PROLIFERACION

Para determinar si la DHEA afecta la proliferacion celular mediante las vias PI3K/Akt y
MEK/ERK, o IGFR y EGFR, las células fueron expuestas a 40 uM de los inhibidores solos
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o en combinacion con 10 uM de la DHEA vy el vehiculo (etanol) durante 48 h, y la
proliferacion fue evaluada por tincién con CV. La DHEA inhibié en un 50% la proliferaciéon
de las células MDA-MB-231. Todos los inhibidores aumentaron la proliferacion en un 20-
40% en comparacion con las células de control. La combinacion de la DHEA con AG-1478,
U-0126 y wortmanina indujo una mayor disminucion de la proliferacién en comparacién con
la DHEA sola (Figura 6), lo que sugiere que ninguna de estas vias participa en el efecto

antiproliferativo de la DHEA.
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Figura 6. La inhibicion de la proliferacion causada por la DHEA en células MDA-MB-
231 no se vio afectada por los inhibidores.

Las células se sembraron (3x10%) en cada pozo y se incubaron con 40 uM de los inhibidores (AG-
538, AG-1478, U-0126 y wortmanina), solos o en combinaciéon con la DHEA (10 yM) durante 48 h.
Las células se incubaron con los inhibidores durante 1 h antes de agregar la DHEA. La proliferacion
celular se midio por la técnica de CV. Los datos se muestran como el porcentaje de la proliferacion
donde el grupo control representa el 100%. Los resultados se expresan como la media + la DE, de
tres experimentos independientes por triplicado. * # p<0.05 en comparacion con el control y la DHEA,
respectivamente.
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8.2 LA WORTMANINA REVIRTIO LA INHIBICION DE LA MIGRACION INDUCIDA POR
LA DHEA

Las células se expusieron a 40 uM de los inhibidores sin o con 10 uM de la DHEA durante
48 h y la migracién se evalué mediante un ensayo de cierre de herida (Figura 7) asi como
con ensayo transwell (Figura 8). La DHEA disminuy0 la migracion de las células en un 70%,
similar a nuestros resultados anteriores (Lopez-Marure et al., 2011; Colin-Val et al., 2017).
Todos los inhibidores disminuyeron la migracion cuando se usaron solos en comparacion
con el control; sin embargo, cuando se combinaron con la DHEA, solo la wortmanina pudo
revertir en un 40% la inhibicion de la migracién inducida por la DHEA sola (Figura 7). Los
resultados de los ensayos transwell mostraron que la DHEA disminuyé en un 25% la
migracién en comparacion con el control. Se observaron resultados similares con el
inhibidor U-0126 con una disminucion de la migracion de un 30%. La combinacion del
inhibidor U-0126 mas la DHEA disminuyé la migraciéon en un 45%. La combinacion de la
DHEA con el inhibidor wortmanina disminuy6 la migracién en un 12% en comparacion con
el tratamiento de la DHEA sola (Figura 8), lo que indica que la via de la PI3K/Akt podria
participar en la inhibicion de la migracion inducida por la DHEA.
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Figura 7. La DHEA disminuy6 la migracién mediante ensayos de cierre de herida a
través de la via PI3K/Akt.

Se cultivaron monocapas confluentes de las células MDA-MB-231 sin (control), con la DHEA
10 uM y con los inhibidores 40 uM, y se evalu6 la migracion celular mediante ensayo de cierre
de herida alas 48 h. A) Las células se fotografiaron alas 0y 48 h después de los tratamientos.
B) Se realizé un andlisis del porcentaje del area abierta de la herida con el software Image J.
Los datos se muestran como el porcentaje de area abierta de la herida y se expresan como la
media + la DE, de tres experimentos independientes. *, # p<0.05 comparado con el control y la
DHEA respectivamente, en el tiempo 0.
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Figura 8. La DHEA disminuy6 la migracion mediante ensayos transwell a través de
la via PIBK/Akt.

Las células se cultivaron sin (control) o con la DHEA (10 uM), los inhibidores solos (40 uM) e
inhibidores mas la DHEA durante 48 h. La migracion celular se evalu6 mediante el ensayo
transwell y las células migratorias se tifieron con CV. Los datos se muestran como densidad
Optica y se expresan como la media + la DE, de tres experimentos independientes realizados
por triplicado. *, # p<0.05 comparado con el control y la DHEA, respectivamente.

8.3 LA EXPRESION DE LA E Y N-CADHERINA REGULADA POR LA DHEA

Las proteinas E y N-cadherina son marcadores especificos del fenotipo epitelial y
mesenquimatoso, respectivamente. Anteriormente demostramos que la DHEA aumentaba
la expresion de la E-cadherina y disminuia la expresion de la N-cadherina en las células
MDA-MB-231 (Colin-Val et al., 2017). Por lo tanto, para probar si el efecto de la DHEA esta
mediado por la via PI3K/Akt o MEK/ERK, o mediante los receptores IGF y EGF, se observé
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la expresion de la E y N-cadherina en las células tratadas con la DHEA sola o en
combinacion con los diferentes inhibidores de estas vias y de los receptores. Los resultados
del Western blot mostraron que los inhibidores solos disminuyeron la expresion de la E-
cadherina (28%) en comparacion con las células del control (Figura 9). El tratamiento con
la DHEA mas U-0126 aumento la expresion de la E-cadherina de una manera similar a la
DHEA sola (Figura 9), lo que sugiere que la via MEK/ERK no patrticipa en el efecto inducido
por la DHEA en la expresiéon de la E-cadherina. Por otro lado, la combinacion de DHEA
mas los inhibidores AG-538, AG-1478 y wortmanina abatieron el aumento de la expresion
de la E-cadherina provocado por la DHEA sola, lo que indica que el EGFR e IGFR, asi
como la via PI3K/Akt participan en el efecto inducido por la DHEA sobre la expresion de la

proteina E-cadherina (Figura 9).

Los resultados de la expresién de la N-cadherina mostraron que todos los inhibidores
disminuyeron alrededor del 30% su expresién (Figural0). Cuando las células se incubaron
con la DHEA mas los inhibidores AG-538, AG-1478 y U-0126, la expresién de la N-
cadherina fue similar a la de la DHEA sola; sin embargo, wortmanina aboli6 el 40% de la
disminucion de la N-cadherina inducida por la DHEA, lo que sugiere que la via PI3K/Akt

participa en el efecto de la DHEA en la expresion de la N-cadherina (Figura 10).
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Figura 9. La DHEA aumentd la expresion de la E-cadherina en células MDA-MB-231 a
través de la via PI3K/Akt.

Se cultivaron monocapas confluentes de células MDA-MB-231 sin (control), con DHEA (10
MM) y con los inhibidores (40 uM), y se evalué la expresion de la E-cadherina a las 48 h usando
la técnica de Western blot. El nivel de expresidn de la proteina se normaliz6 frente al nivel de
la B-actina. A) Muestra un experimento representativo. B) La expresion de la proteina se
normalizé con el control de carga (B-actina) y los resultados se expresaron como la media *
la DE, de tres experimentos independientes con resultados similares. *, # p<0.05 comparado
con el control y la DHEA, respectivamente.
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Figura 10. La DHEA disminuyé la expresién de la N-cadherina en las células MDA-
MB-231 a través de la via PI3K/Akt.

Se cultivaron monocapas confluentes de células MDA-MB-231 sin (control), con la DHEA (10
MM) y con los inhibidores (40 uM), y se evalud la expresién de la N-cadherina a las 48 h
mediante Western blot. El nivel de expresién de la proteina se normaliz6 frente al nivel de la
B-actina. A) Experimento representativo B) La expresién de la proteina se normalizé con el
control de carga (B-actina) y los resultados se expresaron como la media + la DE, de tres
experimentos independientes con resultados similares. *, # p<0.05 comparado con el control
y la DHEA, respectivamente.
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8.4 EL INHIBIDOR LY294002 NO AFECTO LA REDUCCION DE MTT EN LAS
CELULAS MDA-MB-231

Para confirmar que los efectos de la DHEA estdn mediados por la via PI3K/Akt, utilizamos
otro inhibidor de esta via, el LY294002. Para determinar la posible toxicidad del LY294002,
se cultivaron las células con diferentes concentraciones (2.5, 5, 10, 20y 40 uM) y se realiz6
el ensayo del MTT. EI LY294002 no tuvo efecto en la reduccién del MTT con ninguna de
las concentraciones utilizadas (Figura 11). Para confirmar la inhibicién de la PI3K, se realizd

un ensayo de Western blot contra Akt y Akt-p utilizando 40 uM del inhibidor (Figura 12).
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Figura 11. El LY294002 no afect6 la reduccién de MTT.

Células control, vehiculo (etanol) y tratamientos con el inhibidor LY294002 (2.5, 5, 10, 20 y 40 uM).
Se muestran 3 experimentos por triplicado. Los resultados se expresan como la media + la DE, de
tres experimentos realizados por triplicado. *, # p<0.05 comparado con el control y la DHEA,
respectivamente.
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Figura 12. Efecto del inhibidor LY294402 en la presencia de la proteina AKT y AKT-p
en la linea celular MDA-MB-231.

Las células se cultivaron con el inhibidor a 40 uM. A) Se muestra un ensayo representativo de la
presencia de las proteinas por Western blot de tres experimentos independientes realizados por
triplicado. B) El efecto sobre la actividad se expresa como el cociente de normalizacion AKT-p/AKT
en unidades arbitrarias y se comparé contra el control (células sin tratamiento) que corresponde a 1.
Los resultados se expresan como la media + la DE, de tres experimentos realizados por triplicado. *
p<0.05 vs control.

Las células fueron expuestas a la DHEA mas el inhibidor LY294002 y se evalud la
proliferacion y la migracion. Las concentraciones solas no afectaron la proliferacion (Figura
13). La combinacion del LY294002 con la DHEA tampoco afecté la proliferacion en
comparacion con el tratamiento con la DHEA sola; por lo tanto, estos resultados indican
gue la via PI3K no participa en el efecto antiproliferativo inducido por la DHEA, confirmando
los resultados anteriores al usar wortmanina. Para evaluar si esta via puede participar en
otros efectos inducidos por la DHEA, también se evaluaron la migracion y la expresion de
la E y N-cadherina. Los resultados del ensayo de cierre de herida mostraron que la DHEA
evito el cierre de la herida en un 80% (Figura 14). EI LY294002 solo evit6 el cierre de la
herida en un 50%, y cuando se combiné con la DHEA revirtié un 30% el efecto de la DHEA
sola. Resultados similares se obtuvieron en el ensayo transwell, donde el LY294002 aboli6
el efecto inducido por la DHEA en la migracion (Figura 15). Estos resultados, juntos con los
resultados previos al usar wortmanina, sugieren que la via PI3K esta relacionada con el

efecto de la DHEA en la migracion.
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Figura 13. La inhibicién de la proliferacién causada por la DHEA en las células MDA-
MB-231 no se vio afectada con el inhibidor LY294002.

Las células (3x10%) se sembraron en cada pozo y se incubaron con 40 uM del LY294002 solo
o0 combinado con la DHEA (10 uM) durante 48 h. Las células se incubaron con el inhibidor
durante 1 h antes de la adiciéon de la DHEA. La proliferaciéon celular se realizé con CV. Los
datos se muestran como el porcentaje de proliferacion donde el grupo de control representa
el 100%. Los resultados se expresan como la media + la DE, de tres experimentos
independientes por triplicado. *, # p<0.05 comparado con el control y la DHEA,
respectivamente.
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Figura 14. La DHEA disminuy06 la migracién mediante ensayos de cierre de herida a
través de la via PI3K/Akt.

Se cultivaron monocapas confluentes de células MDA-MB-231 sin (control), con DHEA (10 pM), el
LY294002 solo (40 uM) y el LY294002 més la DHEA durante 48 h. La migracion celular se evaluo
mediante ensayo de cierre de herida. A) Las células fueron fotografiadas a las 0 y 48 h después de
los tratamientos. B) Se realiz6 un andlisis del porcentaje de &rea abierta de la herida con el software
Image J. Los datos se muestran como la media del area abierta de la herida + DE, de tres
experimentos independientes realizados por triplicado, donde las células control fueron el 100%. *,
# p<0.05 comparado con el control y la DHEA, respectivamente.
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Figura 15. La DHEA disminuyé la migracién mediante ensayos transwell a través de
la via PIBK/Akt.

Las células se cultivaron sin (control), con la DHEA (10 uM), con el LY294002 (40 uM) y el LY294002
mas la DHEA durante 48 h. La migracion celular se evalué mediante ensayo transwell y las células
migratorias se tifieron con CV. Los datos se muestran como densidad 6ptica y se expresaron como
la media = la DE, de tres experimentos independientes realizados por triplicado. *, # p<0.05
comparado con el control y la DHEA, respectivamente.

Ademas, el ensayo de Western blot revel6 que el LY294002 solo aumentd en un 33% la
expresion de la E-cadherina en comparacion con el control (Figura 16 Ay B); sin embargo,
cuando las células se expusieron al LY294002 mas la DHEA, la expresion de la E-
cadherina disminuyé en un 45% en comparacion con la DHEA sola. Finalmente, la
expresion de la N-cadherina disminuy6 en las células tratadas con el LY294002 solo en un
18% en comparacion con el control, pero combinado con la DHEA, aumentd la expresion
de la N-cadherina en niveles muy similares a los de las células control (Figura 16 C y D),

lo que confirma que la via de PI3K esta involucrada en el efecto de la DHEA en la expresion
de la E y N-cadherina.
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Figura 16. La DHEA aumentd la expresién de la E-cadherina en las células MDA-MB-
231 a través de la via PI3K/Akt utilizando el inhibidor LY294002.

Las células se expusieron al LY294002 solo y en combinacion con la DHEA (10 uM) durante 48 h.
La expresion de la E y N-cadherina se determind mediante western blot. El nivel de expresién de la
proteina se normalizo frente al nivel de la B-actina. A) y C) muestran un experimento representativo
de la E y N-cadherina, respectivamente. En B) y D), el nivel de expresion de las proteinas se
normalizé frente al nivel de B-actina y los resultados se expresaron como la media * la DE, de tres
experimentos independientes con resultados similares. *p<0.05 comparado contra la DHEA.

8.5 LOS EFECTOS DE LA DHEA EN LA LINEA CELULAR MDA-MB-231 SON
ATRAVES DE LA VIA PI3K/Akt

Para confirmar que los efectos de la DHEA estan mediados por la via PI3K/Akt, utilizamos
un siRNA contra el mensajero de la PI3K. Para confirmar el silenciamiento de la proteina
PI3K, se realizd un ensayo de Western blot utilizando anticuerpos contra la PI3K (Figura
17).
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Figura 17. Efecto del siRNA en la expresion de la proteina PI3K en la linea celular
MDA-MB-231.

Las células se cultivaron con el siRNA por 72 h. A) Se muestra un ensayo representativo de la
expresion de las proteinas por Western blot de tres experimentos independientes. B) El nivel de
expresion de la proteina se expresa como el cociente de normalizacion PI3K/B-actina en unidades
arbitrarias y se compard contra el control (células sin tratamiento) que corresponde a 1. Los
resultados se expresan como la media = la DE, de tres experimentos realizados por triplicado. * p<
0.05 vs el control.

Las células se trataron por 72 h con el siRNA para silenciar PI3K, asi como con su control
y posteriormente se les agregd la DHEA durante 48 h y se evalud la proliferacion, la
migracion y la expresion de las proteinas E- y N-cadherina. El siRNA disminuy6 la
proliferacién en un 25%, mientras que la DHEA lo hizo en un 50% (Figura 18). Los
resultados anteriores mostraron que la combinacién de la DHEA con los inhibidores no
abatia los efectos de ésta, mientras que aqui se observa un aumento en la proliferacién en
un 30% con la combinacion del siRNA méas la DHEA comparada con la DHEA sola, esto
podra deberse a que los inhibidores no son tan especificos como el siRNA y podrian estar
inhibiendo ademas de su blanco algun otro elemento. Esto demuestra la importancia de

esta via en los efectos antiproliferativos de la DHEA.
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Figura 18. La inhibicién de la proliferacion causada por la DHEA en células MDA-MB-
231 es mediante la via de la PI3K.

Las células (3x10%) se sembraron en cada pozo y se incubaron con el siRNA y su control solo
0 combinado con la DHEA 10 uM durante 48 h. Las células se incubaron con el siRNA 72 h
antes de la adicion de la DHEA. La proliferacion celular se realizé con CV. Los datos se
muestran como el porcentaje de proliferacién donde el grupo de control representa el 100%.
Los resultados se expresan como la media * la DE, de tres experimentos independientes por
triplicado. *, # p<0.05 comparado con el control y la DHEA, respectivamente.

Las células se trataron por 72 h con el siRNA para silenciar a PI3K, asi como con su control
y posteriormente se les agrego la DHEA durante 48 h y la migracion se evalu6 mediante
un ensayo de cierre de herida (Figura 19) asi como con ensayo de camara de Boyden
(transwell) (Figura 20). La DHEA disminuyo un 30% la migracion en los ensayos transwell
y ésta fue revertida en un 10% por el tratamiento del siRNA con la DHEA. Estos resultados
confirman que la via de PI3K esta implicada en los efectos de la DHEA en la linea celular
MDA-MB-231.
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Figura 19. La DHEA disminuy6 la migracién mediante ensayos de cierre de herida a
través de la via PI3K/Akt.

Se cultivaron monocapas confluentes de células MDA-MB-231 sin (control), con el siRNA, DHEA y
el siRNA més la DHEA durante 48 h. La migracion celular se evalu6 mediante el ensayo de cierre de
herida. A) Las células fueron fotografiadas a las 0 y 48 h después de los tratamientos. B) Se realiz6
un andlisis del porcentaje de area abierta de la herida con el software Image J. Los datos se muestran
como la media del area abierta de la herida + DE, de tres experimentos independientes realizados
por triplicado, donde las células de control fueron del 100%. *, # p<0.05 comparado con control y
DHEA, respectivamente.
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Figura 20. La DHEA disminuy06 la migracion mediante ensayos transwell a través de
la via PIBK/Akt.

Las células se cultivaron sin (control), con la DHEA (10 pM), con LY294002 (40 pM) y LY294002
mas la DHEA durante 48 h. La migracion celular se evalué mediante ensayo transwell y las células
migratorias se tifieron con CV. Los datos se muestran como densidad 6ptica y se expresaron como
la media = la DE, de tres experimentos independientes realizados por triplicado. *, # p<0.05
comparado con el control y la DHEA, respectivamente.

Los resultados del Western blot mostraron que el siRNA disminuyd la expresion de N-
cadherina en un 50%, mientras que la DHEA la disminuy6 en un 55%, en comparacién con
el control, y la combinacién de siRNA con DHEA revirtio el efecto de la DHEA sola en un
30%. En cuanto a la expresion de E-cadherina, el SIRNA aumentd un 225% su expresion
en comparacion con el control, mientras que la DHEA aumento la expresion en un 275%;
sin embargo, cuando las células se expusieron a al sSiRNA mas DHEA, la expresion de E-
cadherina disminuy6é en un 30% en comparacién con la DHEA sola (Figura 21). Estos
resultados, junto con los anteriores, confirman que la via PI3K/Akt esta implicada en el

efecto de la DHEA sobre la expresion de E- y N-cadherina.
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Figura 21. La DHEA aumenta la expresién de la E-cadherina en las células MDA-MB-
231 através de la via PI3K/Akt utilizando el inhibidor LY294002.

Las células se expusieron al LY294002 solo y en combinacién con la DHEA 10 uM durante 48 h. La
expresion de E y N-cadherina se determin6é mediante western blot. El nivel de expresion de la
proteina se normalizé frente al nivel de la B-actina. A) muestra un experimento representativo de la
E y N-cadherina. B y C) muestran el nivel de expresion de las proteinas de la E y N-cadherina
respectivamente, el cual se normalizé frente al nivel de la B-actina y los resultados se expresaron
como lamedia * la DE, de tres experimentos independientes con resultados similares. *p<0.05 contra
la DHEA.

8.6 FORMACION DE TUMORES IN VIVO

Para observar si la via de PI3K estaba relacionada con el efecto in vivo de la DHEA en la
formacion de tumores, se realiz6 un xenotransplante de la linea celular MDA-MB-231
(previamente transfectadas con el control del siRNA o con el siRNA para silenciar PI3K en un

modelo con ratones nu/nu’, a los cuales se les administré la DHEA en una concentracién de 30
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Hg/g de pesol/dia, disuelta en 80% de aceite de oliva estéril y 20% de etanol (vehiculo). En el
Grupo 1 el vehiculo no ocasioné ningun efecto secundario. En el Grupo control positivo (2) se
observaron los tumores de mayor tamafio con un promedio de peso de 1.6 g con respecto a los
demas grupos, los grupos 3 y 4 mostraron una disminucion en el peso de los tumores con
respecto al control con un promedio de peso de 1.2 y 0.73 g, respectivamente. En el grupo con
el tratamiento de la DHEA (5) solo uno de los 3 ratones utilizados desarrollo tumor. En los grupos
con el control del siRNA y el siRNA mas el tratamiento con la DHEA (6 y 7) se observé un
promedio en el peso de los tumores del 1.16 y 0.93 g respectivamente, mostrando un aumento
en el tamafio y la aparicion de los tumores con respecto al grupo de la DHEA (5), evitando que la
DHEA tuviera un efecto en los ratones y en el crecimiento de los tumores, sugiriendo que la via
de PI3K/Akt también esta involucrada en el efecto in vivo de la DHEA sobre la formacion y el

crecimiento de tumores (Figura 22).
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Figura 22. ElI siRNA contra el gen PIK3CA aboli6 el efecto de la DHEA en el
crecimiento tumoral de xenotransplante de las células MDA-MB-231 en ratones
desnudos.
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Los ratones desnudos se dividieron en 7 grupos: 1) grupo de control (-) (20% de etanol, 80% de
aceite de oliva), 2) grupo de control (+) (células MDA-MB-231 + vehiculo), 3) grupo control siRNA
(células MDA-MB-231 transfectadas con el control del siRNA + vehiculo), 4) grupo siRNA (células
MDA-MB-231 transfectadas con el siRNA + vehiculo), 5) grupo DHEA (células MDA-MB-231+
DHEA), 6) grupo control del siRNA + DHEA (células MDA-MB-231 transfectadas con el control del
siRNA + la DHEA), 7) grupo siRNA + DHEA (células MDA-MB-231 transfectadas con el siRNA + la
DHEA). Las células MDA-MB-231 (1x10°) se inyectaron a los ratones por via subcutanea en los
flancos derechos. Se inyectaron el vehiculo y la DHEA (60 pg/g) por via subcutanea en el plano
dorsal cada tercer dia. Cinco semanas después del xenotransplante los ratones se anestesiaron con
el pentobarbital y se sacrificaron. Los tumores se extrajeron y se pesaron. Se muestra una fotografia
de los tumores extraidos (A) y la grafica de peso de los tumores (g) (B). Los resultados se expresan
como la media + la DE de un experimento con una n= 3 por grupo.

9. DISCUSION

En los ultimos afios, cada vez hay méas pruebas que respaldan los beneficios de la DHEA
para mejorar la salud, incluidas sus propiedades anticancerigenas (Klinge et al., 2018).
Anteriormente, nuestro grupo demostr6é que la DHEA inhibe la proliferacion, la migracién y
modifica la expresion de la E- y N-cadherina, proteinas epitelial y mesenquimal
respectivamente, en varias lineas celulares de cancer de mama como MCF-7, ZR-75-30,
Hs578T y MDA-MB-231 (Lépez-Marure et al., 2011; Colin-Val et al., 2017). Sin embargo,
los mecanismos por los cuales la DHEA provoca estos efectos son desconocidos. Por lo
tanto, en este estudio investigamos los posibles mecanismos implicados en los efectos de
la DHEA en la linea celular MDA-MB-231, la cual se caracteriza por presentar un fenotipo
mesenquimal y ser altamente invasiva y metastasica. Para evaluar los posibles
mecanismos, utilizamos inhibidores farmacoldgicos de las vias PI3K/Akt y MEK/ERK, asi
como de los receptores IGF y EGF. Ademas, se evalud la proliferacion, la migracién y la
expresion de proteinas de la TME en células cultivadas con la DHEA sola o en combinacion
con los inhibidores farmacoldgicos. También se utilizé un siRNA para silenciar la proteina
PI3K para inhibir la via PI3K.

Las vias de vias PI3K/Akt y MEK/ERK, asi como los receptores IGF y EGF regulan
procesos como la sobrevivencia, el crecimiento, la proliferacion y la diferenciacion los
cuales estan ampliamente relacionados con la progresion del cancer (Gharbi et al., 2007).
Ademas, algunos estudios han demostrado que los efectos de la DHEA son a través de

estas vias, tal es el caso de las células endoteliales de aorta (BAECs) en donde la DHEA
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mostro un efecto de proteccion contra la apoptosis activando la via PI3K (Liu et al., 2007),
por otro lado, en células epiteliales de prostata la DHEA indujo la proliferacion mediante la
via de NFKB via PI3K/AKT (Sun et al., 2010). En las lineas celulares HepG2 y HT-29 la
DHEA inhibio la proliferacién y provoco apoptosis a traves de la via PI3K/Akt (Jiang et al.,
2005). Estos antecedentes sugirieron que estas vias podrian ser las implicadas en los
efectos observados de la DHEA en la linea celular MDA-MB-231. Sin embargo, nuestros
resultados sugieren que ninguna de las vias inhibidas participa en el efecto antiproliferativo
de la DHEA, ya que no se revirtié con ninguno de los inhibidores (Figura 6). Por lo que la
proliferacion celular podria estar siendo inhibida por diferentes vias no evaluadas en este
trabajo (Valdespino-Gomez et al., 2015), entre las que se encuentran la via de JAK-STAT
y la de la Wnt/B-catenina (Ruzhen et al., 2017). La via de transduccion Wnt/B-catenina es
una de las vias involucradas en el inicio, la progresion y el pronéstico de los canceres
humanos (Ruzhen et al., 2017). Por ejemplo, en células osteoblasticas y en células de
carcinoma hepatocelular (HCC), compuestos como el tricloruro de aluminio (AICI3) y la
pirfenidona respectivamente, inhibieron la proliferacion a través de un mecanismo que
involucra a la via de Wnt/B-catenina (Wanyue et al., 2016; Wei-Jie et al., 2017). Otra via
relacionada fuertemente con la proliferacion celular y que se ha visto que se modifica en
enfermedades como el cancer es la via de JAK/STAT. En un estudio se observé que el
agente terapéutico ECPIRM, inhibi6 la proliferacion celular promoviendo la apoptosis en las
células de linfocitos T cutaneos (HUT78) a través de la via JAK/STAT al reducir los niveles
de fosforilacion de JAK1l, STAT3 y STAT5 (Hua et al.,, 2018). En las células de
retinoblastoma (SO-Rb50 e Y79), la curcumina redujo la viabilidad, migracion, proliferacion
e invasion disminuyendo la fosforilacién de JAK1, STAT1 y STAT3. Dado que estas vias
son muy importantes en la regulacion de la proliferacién, seria interesante determinar si
estas vias juegan un papel en la actividad antiproliferativa de la DHEA en las células MDA-
MB-231.

La inhibicibn de la migracion inducida por la DHEA se evalu6 mediante ensayos de
migracion (cierre de herida y transwell), los resultados mostraron que el inhibidor
wortmanina revirtio los efectos de la DHEA sobre la migracion, mientras que con los demas
inhibidores no se observo efecto (Figura 7 y 8), estos resultados indican la participacion de
la via PI3K/Akt en este mecanismo. Resultados similares se han observado con otros
compuestos en lineas celulares de cancer; por ejemplo, el farmaco tanshinol inhibié la

fosforilacion de PI3K y Akt evitando la migracion e invasién de las células HepG2 (Pingting
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et al., 2019). El 4cido asiatico (AA) inhibié la proliferacién, la migracién, indujo la apoptosis
y modificé la expresion de marcadores TEM en células de cancer de colon (CCR), regulando
negativamente la via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR (Yajuan et al., 2018). El polifenol
bioactivo en el té verde, epigalocatequina-3-galato (EGCG), inhibié la migracion y la
invasion en las células de cancer de vejiga (T24 y 5637), disminuyendo la fosforilacion de
PISK y Akt (Thr 308 y Ser473), y cuando se inhibié Akt, EGCG no mostr6 efecto (Ke-Wang
et al., 2018).

Para validar si los efectos de la DHEA en la expresion de proteinas epiteliales y
mesenquimales también estaban mediados por las mismas vias y receptores, evaluamos
la expresion de las proteinas E y N-cadherina en presencia de los inhibidores. La TEM es
un proceso bioldgico en el que las células epiteliales pierden sus caracteristicas y adquieren
un fenotipo mesenquimal, a menudo involucrado en enfermedades, como la progresion del
cancer (Zhang y Weinberg, 2018). Uno de los principales fenébmenos que ocurren enla TEM
es la disminucion de la expresion de la E-cadherina y el aumento de la N-cadherina que
facilita la migracién celular. El proceso inverso conocido como TME también juega un papel
importante en la reprogramacion de las células mesenquimales (Tong et al., 2017). Los
resultados anteriores mostraron que la DHEA produce un aumento en la expresién de la
proteina epitelial E-cadherina y una disminucion en la expresién de la proteina mesenquimal
N-cadherina en las células MDA-MB-231 (Colin-Val et al., 2017). En este trabajo, las células
MDA-MB-231 tratadas con la DHEA mas el inhibidor de MEK (U-0126) aumentaron la
expresion de la E-cadherina de manera similar a la DHEA sola (Figura 9), lo que sugiere
gue la via MEK/ERK no participa en el aumento de expresion de la E-cadherina provocado
por la DHEA. En contraste, la combinacién de la DHEA més los inhibidores de IGFR y EGFR
(AG-538 y AG-1478) respectivamente, asi como la wortmanina (inhibidor de PI3K),
bloquearon el aumento de la E-cadherina producida por la DHEA sola, destacando el papel
de EGFR, IGFR y PI3K/Akt en la modulacién de la expresion de la E-cadherina provocada
por la DHEA. Este resultado fue el Unico que mostro que los receptores de EGF e IGF
podrian estar relacionados con el aumento de la E-cadherina provocado por la DHEA. Por
otro lado, cuando las células se expusieron a la DHEA mas los inhibidores de AG-538, AG-
1478 y U-0126, la expresion de N-cadherina fue similar a la observada con la DHEA sola,
en contraste, wortmanina abolié la disminucion de la expresion de la N-cadherina producida
por la DHEA en un 40%, lo que sugiere la participacién de la via PI3K/Akt como mediador

de los efectos de la DHEA en la expresion de la N-cadherina (Figura 10).
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Los resultados obtenidos coinciden con los de otros investigadores donde se observé que
la activacion de la TEM y TME induce la expresion de factores de transcripcion en respuesta
a varias vias de sefializacion entre ellas la via de PI3K/Akt (Gonzalez y Medici, 2015). Por
ejemplo, el farmaco genisteina inhibi6é la migracion de las células de cancer de colon y
revirtié la TEM al aumentar la regulacion de la E-cadherina y disminuir la expresion de la N-
cadherina, suprimiendo la via Notch1l/NF-kB/slug/E-cadherina (Panpan et al., 2017). En otro
estudio, el sustrato asociado a crk (CAS) reguld negativamente la expresion de la E-
cadherina activando la ruta de sefializacion de Akt en el cancer de pulmén de células no
pequefias (Li et al., 2016). En las células de cancer colorrectal (CCR), el carboxilo terminal
de la proteina que interactta con la Hsc70 (CHIP) inhibi6 el crecimiento celular, la migracién
y la invasion, regulando al alza la E-cadherina por la ruta MAPK/Akt-GSK-3B-Slug-E-
cadherina (Xu et al., 2018). Otro estudio demostrd que el cambio de la E- a N-cadherina en
las células de melanoma maligno estaba regulado a nivel transcripcional por Twist, Snail y
la via PI3K (Hao et al., 2012).

Para verificar si los efectos de la DHEA sobre la migracién y las proteinas de la TME estan
mediados por la ruta PI3K/Akt, utilizamos otro inhibidor de esta via, LY294002. Este
compuesto sintético fue disefiado a partir de la quercetina flavonoide (Vlahos et al., 1994),
y es mucho mas estable en solucion que la wortmanina (Walker et al., 2000). Nuestros
resultados con el ensayo del MTT mostraron que ninguna de las concentraciones de LY
294002 resulté téxica para las células y que la concentraciéon utilizada (40 uM) redujo la
fosforilacion de la proteina Akt confirmando la inhibicion de la PI3K (Figura 11 y 12
respectivamente). Se observo que el farmaco LY294002 tiene el mismo efecto que la
wortmanina, aboliendo los efectos de la DHEA en la migracion celular, asi como en la
expresion de las proteinas E y N-cadherina en las células MDA-MB-231 (Figuras 14-16).
Del mismo modo, con los demas inhibidores no se observd que el farmaco LY294002
abatiera el efecto antiproliferativo de la DHEA en las células de cancer de mama MDA-MB-
231 (Figura 13).

Para corroborar el efecto que se observo con los inhibidores y la participacion de la via de
PI3K en la migracién, se utiliz6 un siRNA para silenciar a la proteina PI3K. El ensayo de
proliferacidén mostré una disminucion de ésta en las células transfectadas solo con el SiRNA,

sin embargo, en el tratamiento de las células transfectadas con el siRNA mas la DHEA se
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observé un aumento de la proliferacion en comparacién con la DHEA sola (Figura 18). A
diferencia de lo que se habia observado con los inhibidores, estos resultados sugieren que
la via de PI3K si estéa participando en el efecto antiproliferativo de la DHEA. Por otro lado,
dado que la inhibicion de la ruta de PI3K por el siRNA redujo fuertemente la migracién
celular, no pudo observarse su efecto sobre la inhibicion de la migracion inducida por la
DHEA (Figura 19 y 20). Sin embargo, los resultados obtenidos con los inhibidores
farmacoldgicos muestran la participacion de esta via en la migracion celular. En cuanto a
los efectos de la DHEA en la expresion de las proteinas E y N-cadherina, el siRNA al igual
gue los inhibidores wortmanina y LY294002, lograron evitar que la DHEA tuviera efecto
(Figura 21). Sugiriendo nuevamente la participacion de la via de PI3K/Akt en los efectos de
la DHEA en la linea celular MDA-MB-231.

Los inhibidores farmacoldgicos suelen no ser tan estables en solucién por lo que el uso de
un siRNA para evitar la sintesis de algunas proteinas suele ser necesario ya que tiene una
alta especificidad al bloquear directamente al transcrito del gen de la proteina de interés
para evitar que ésta se exprese. Nuestros resultados con el siRNA para PI3K confirmaron
gue los efectos producidos por la DHEA en la linea celular MDA-MB-231, incluido su efecto
antiproliferativo, estan mediados en parte por la via PISK/Akt (Figura 18-21). Por otro lado,
el experimento in vivo con ratones desnudos sugiere que la via de PI3K/Akt participa en los
efectos de la DHEA en el crecimiento de tumores, ya que el siRNA evit6 el efecto de la

DHEA sobre el crecimiento de los tumores (Figura 22).

La via de PI3K/Akt tiene un papel importante en funciones celulares como proliferacion,
crecimiento, supervivencia, motilidad y metabolismo (Engelman, 2009). Los inhibidores
wortmanina y LY294002 afectaron directamente la fosforilacion de Akt mientras que el
siRNA empleado disminuyo a la proteina PI3K esto evita que PIP3 recluya a Akt a la
membrana y que ésta sea fosforilada por la enzima piruvato deshidrogenasa cinasa (PDK)
y por mTORC2. Si Akt no esta fosforilada, no se activa el mTORC1 y tampoco se transloca
al nacleo; por tanto, cualquier proteina localizada corriente abajo de Akt implicada en la
proliferacion, supervivencia celular y angiogénesis podria participar en los efectos
producidos por la DHEA.

Dado que nuestros resultados anteriores mostraron que la DHEA inhibe la proliferacion, la

migracion y altera la expresion de proteinas de la TME en otras células de cancer de mama
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como MCF-7, Hs578T y ZR-75-3012-14, planteamos la hipétesis de que la via PI3K/Akt
también podria estar relacionada con los efectos inducidos por la DHEA en estas células.
La hiperactivacion de esta via se encuentra alrededor del 60% en los tumores de cancer de
mama (Thorpe et al., 2015). Algunos informes muestran el efecto de otros compuestos que
afectan la via PI3K/Akt. Por ejemplo, Wanjun y colaboradores demostraron que el
compuesto Baicalein tenia efectos anticancerigenos tanto in vivo como in vitro, reduciendo
Akt-p en las lineas de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 (Yan et al., 2018). El
compuesto everolimus disminuyé la presencia de la forma fosforilada de las proteinas PI3K-
p, Akt-p y mTOR en las células MCF-7, provocando una disminucién del crecimiento celular
(Du et al., 2018). En otro estudio, el extracto obtenido de Astragalus membranaceus (AM),
inhibi6 el crecimiento celular e indujo apoptosis en células de cancer de mama incluida la
linea celular MDA-MB-231, y sus efectos se asociaron a su capacidad para inhibir la
actividad de la via PIBK/Akt/mTOR (Zhou et al., 2018).

Nuestros resultados mostraron que los receptores IGF y EGF podrian estar relacionados
con el efecto de la DHEA en el aumento de la E-cadherina por lo que la DHEA podria unirse
a estos receptores para producir dicho efecto. Sin embargo, los demas resultados no
mostraron que estos receptores estuvieran relacionados con los efectos de la DHEA, por lo
gue la DHEA podria estar actuando a través de su unién a otro receptor. En un estudio se
mostro que en células endotelialles la DHEA activa la sintasa de 6xido nitrico mediante un
mediante un receptor de membrana especifico acoplado a proteinas G (Liu y Dillon, 2002).
Por otro lado, estudios demuestran que la DHEA podria unirse a proteinas de unién a
lipidos, esto basado en las caracteristicas propias de la DHEA. La DHEA es de caracter
lipdfilo por lo que esta afinidad a los lipidos logra que la DHEA pase a través de la membrana
lipidica, se una a algun receptor intracelular y desencadene una cascada de sefializacion.
Ademas, hay evidencia que sugiere que los efectos de la DHEA podrian deberse también

por la unién de esta a un receptor nuclear o citoplasmatico (Widstrom et al., 2004),

La via de PI3K puede activarse mediante receptores RTK 0 mediante receptores acoplados
a proteina G. La PI3K activa y cataliza la conversion de PIP2 de la membrana en PIP3, que
recluta a la proteina cinasa B (PKB) o Akt, posteriormente PDK, fosforila a la Akt. La Akt
recibe una segunda fosforilacion por mTOR. La Akt-p puede translocarse al nucleo,
activando factores de transcripcion como Snail, Twist y Slug, que a su vez regulan al alza

la N-cadherina y regulan negativamente la E-cadherina, o que causa un aumento de la
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migracion y la proliferacién (Prat y Baselga, 2007; Hernandez-Aya y Gonzalez-Angulo,
2011; Hemmings y Restuccia, 2012). Segun nuestros resultados, proponemos que la via
PI3K/Akt podria participar en los efectos de la DHEA sobre las células MDA-MB-231,
evitando la fosforilacion de la Akt, su translocacion nuclear y consecuentemente la
activacion de factores de transcripcion (Figura 23). La via de PI3K suele estar entre cruzada
con otras vias por lo que los efectos de la DHEA pueden ser directos por esta via o por la
activacion de otras vias que crucen con la via de PI3K, por lo que se requieren mas estudios

sobretodo de afinidad para corroborar que los efectos son directos sobre esta via.
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Figura 23. Papel de la via de PI3K/Akt en el cancer. Durante la tumorigénesis, la via
PI3K/AKkt esta hiperactivada.

PI3K fosforila el PIP2 y forma el PIP3. Luego, el PIP3 recluta a la PDK y la Akt a la membrana
plasmatica. La PDK y el mTORC2 fosforilan a la Akt. La Akt-p puede activar al mTORC1 y
translocarse al nlcleo activando varios factores de transcripcién como Snail, Twist y Slug, que
regulan la expresién de la E- y N-cadherina, la migracion celular y la proliferacién y finalmente la
tumorigénesis. Nuestros resultados sugieren que la DHEA inhibe la via PI3K/Akt, evitando su
translocacion al nucleo y la expresion de factores de transcripcion, regulando el aumento de la E-
cadherina, y disminuyendo la expresion de la de N-cadherina, la proliferacién y la migracion celular.
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10. CONCLUSION

La DHEA es una hormona esteroide con varios efectos beneficiosos para la salud y con
propiedades anticancerigenas. En las células de cancer de mama MDA-MB-231 la DHEA
inhibe la proliferacion y la migracién, asi mismo aumenta la expresion de la proteina epitelial
E-cadherina y disminuye la expresién de la proteina mesenquimal N-cadherina, los
resultados muestran que estos efectos estan mediados parcialmente por la via de PI3K/Akt.
Esta via esta relacionada con el desarrollo y progresion del cancer; por lo tanto, la DHEA
podria usarse como un agente terapéutico en combinacion con la quimioterapia para el

tratamiento del cancer de mama, especialmente en el triple negativo.

11. PERSPECTIVAS

Nuestros resultados anteriores mostraron que la DHEA inhibe la proliferacién, la migracién
en otras células de cancer de mama como MCF-7, Hs578T y ZR-75-3012-14, por lo que
seria importante realizar experimentos con estas lineas celulares, para confirmar si la via
de PI3K también esté involucrada o si otras vias pudieran participar en los efectos inducidos
por la DHEA. Ademas, se requieren mas experimentos in vivo para confirmar el papel de la

via de PI3K/Akt en los efectos de la DHEA en la disminucién de tumores.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Cancer is one of the leading causes of death worldwide, and breast cancer is the most common among women.
DHEA . . Dehydroepiandrosterone (DHEA), the most abundant steroxd hormone in human serum, mhxbxts proliferation
Mesenchymal-epithelial transition and migration of breast cancer cells, fulating the of p involved in l-epithelial
PI3K/Akt A as 1 1 1

Breast cancer cells

transition (MET). However, the are not fully understood. DHEA effects on the
triple-negative breast cancer cell line MDA-MB-231 (mesenchymal stem-like) could be exerted by binding to
receptors tyrosine kinase (RTKs) and signaling through MEK/ERK and/or PI3K/Akt pathways. In this study,
MDA-MB-231 cells were exposed to DHEA in the of pharm 1 1 inhibi of these path anda
siRNA against PIK3CA gene, which blocks PI3K . Cell r; was d by crystal violet
staining, migration by the wound healing and transwell assays, and MET protein expression by western blot. A
xenograft tumor growth in nude mice (nu /nu ) using a siRNA against PI3K was also performed.

Results showed that neither of the inhibitors used reverted the antiproliferative activity of DHEA. However,
wortmannin and LY294002, inhibitors of the Pl3K/Akt pav.hw;\y, abolished the up- and down-regulation of E-
and N-cadherin expression respectively, and i of ind d by DHEA in MDA-MB-231 cells. The
siRNA that blocks the PI3K pathway, abolished the effects of DHEA on proliferation, migration, MET proteins

expression and the growth of tumors in nude mice.
In conclusion, these results suggest that PI3K/Akt pathway participates in the effects of DHEA on breast cancer

cells.

1. Introduction

Cancer comprises a sequence of molecular events, including uncon-
trolled cell proliferation, morphological alterations, angiogenesis,
apoptosis deregulation, invasion, and metastasis [1]. Cancer is one of
the biggest causes of death worldwide, whereas breast cancer is the
mainly among in México, with 16 % of all malignant
tumors [2,3].

Among breast cancer, triple-negative cancer (TNBC) subtype, such as
the cell line MDA-MB-231 (mesenchymal stem-like), is highly aggres-
sive, conferring an unfavorable progr [4]. ch therapy has
limited effectiveness for TNBC, because most patients experience re-
lapses, metastases, and side effects given the inaccuracy of this treat-
ment [5].

Pathways such as MEK/ERK and PI3K/Akt/mTOR play central roles
in the networks signal transduction promoting tumor initiation and
progression, regulating normal cellular pr ling prolifera-
tion, survival, growth, and motility, this is highlighted by the high fre-
quency of mutations in this pathways [6-8]. MEK/ERK and PI3K/Akt
pathways are activated by tyrosine kinase receptors (RTKs) such as the
epidermal growth factor receptor (EGFR), and the insulin-like growth
factor receptor (IGFR) [9]. These markers are overexpressed frequently
on TNBC cells and correlate with poor prognosis.

Dehydroepiandrosterone (DHEA) and its sulfated form (DHEA-S) are
the most abundant steroid hormones in human serum produced by the
adrenal cortex [10]. DHEA and DHEA-S levels increase in 6 to 8-year old
children, reach a peak between 20-30 years and declining progressively
with age, which is correlate with several pathologies [11].
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In previous works, we described how DHEA inhibits proliferation
and migration of MCF-7, MDA-MB-231, and Hs 578T breast cancer cells
[12]. DHEA inhibits spheroids of MCF-7, MDA-MB-231, and ZR-75-30
cells and colony formation of MCF-7 and MDA-MB-231 cells in agar
medium [13]. We also found that DHEA modulates proteins involved in
MET and reverses mesenchymal markers in MDA-MB-231 cells in vitro,
which regain epithelial properties reducing N-cadherin while increasing
E-cadherin expression. DHEA also inhibited tumor growth in nu /nu
mice [14]. However, the molecular mechanisms responsible for these
effects are not fully understood.

The binding of DHEA to a receptor to induce its effects on breast
cancer cells remains unknown. Our work group showed that DHEA-
antiproliferative effect in MCF-7 cells was androgen- and estrogen
receptor-independent [15]. To date, there is not enough data supporting
an intracellular receptor for DHEA and its sulfate that indicate if DHEA
acts directly or through a metabolite to induce its effects. One study
strongly supported a plasma membrane receptor for DHEA, but this is
yet to be isolated [16].

Several authors describe that processes such as proliferation,
migration, and epithelial hymal tra (EMT) are mediated
by PI3K/Akt and MEK/ERK pathways [17,15]. One study in human
mesenchymal stem cells showed that DHEA acts through these pathways
and binds to RTKs such as IGFR [19]. In another study, DHEA inhibited
EMT in 6HBE-14 epithelial bronchial cells by PI3K [20].

To test the hypothesis that DHEA effects on breast cancer cells are
mediated by binding to RTKs, which activate MEK/ERK and/or PI3K/
Akt pathways, the MDA-MB-231 cells were exposed to DHEA in the
presence of pharmacological inhibitors of these pathways or a siRNA
against PI3K/Akt pathway, while proliferation, migration, and expres-
sion of MET proteins were evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Materials

The monoclonal antibody against N-cadherin (CD325) was pur-
chased from eBioscience (San Diego, CA, USA). Anti-beta-actin (AC-15)
was acquired from Abcam (Cambridge, MA, USA). Monoclonal anti-
bodies against Akt 1/2/3 (5C10), Akt-p 1/2/3 (C-11), ERK 1/2 (C-9),
ERK-p (pT202/pY204.22A), polyclonal antibodies against E-cadherin
(H-108) and PI3-kinase p110« (4F3), secondary antibodies m-IgGk BP-
HRP (sc¢-526102) and chicken anti-rabbit IgG-HRP (sc-516087) were
purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, TX, USA). In-
hibitors Ag-538 (CAS 133550-18-2), Ag-1478 (CAS 175178-82-2), U-
0126 (CAS 109511-58-2), and Wortmannin (CAS 19545-26-7) were also
provided by Santa Cruz Biotechnology, Inc. Western blot reagents were
obtained from Bio-Rad (Hercules, CA, USA). DMEM-high glucose me-
dium and other cell culture reagents were acquired from GIBCO/BRL
(Grandlsland, NY, USA). LY294002 hydrochloride (19908) and Laemmli
sample buffer were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Ambion® Silencer Pre-designed siRNA against PIK3CA gene (Ambion
Cat #: AM16708), siRNA negative control (Ambion Cat #: AM461), and
Lipofectamine® 2000 reagent (Invitrogen Cat #: 11668-030) were
purchased from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).

2.2. Cell culture

MDA-MB-231 cells were cultured in DMEM-high glucose supple-
mented with 10 % newborn calf serum (NBCS) and 1% antibiotic-
antimycotic solution. For all experiments, cells were exposed to in-
hibitors (40 yM) 1 h before DHEA addition (10 pM). The inhibitors are

shown in the following table.
Inhibitor Target
Ag-538 EGFR

(continued on next column)
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(continued )
Inhibitor Target
Ag-1478 IGFR
U-0126 MEK
Wortmannin PI3K
LY294002 PI3K
2.3. MTT assay

The cytotoxic effect of the inhibitors was measured by the MTT
assay. MDA-MB-23] cells (3 x 10°/well) were seeded in 96-well plates
and exposed to different concentrations of inhibitors (2.5, 5, 10, 20, and
40 uM) and DHEA (10 pM) for 48 h. Untreated cells were used as con-
trols. At the end of each treatment, 20 pL of MTT solution (5 mg/mL)
was added to each well, and plates were incubated in the dark for 4 hat
37 °C. After removing culture medium, formazan crystals were dissolved
with acid isopropanol (0.04 N HCI), and optical density was measured at
570 nm in a microplate spectrophotometer (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA).

2.4. Crystal violet staining

Cell proliferation was measured by crystal violet. To this, MDA-MB-
231 cells (3 x 10°/well) were plated in 96-multiwell plates and exposed
to inhibitors (40 pM) for 1 h, and cells were then cultured with DHEA
(10 pM) for 48 h. After fixing cells with 100 pl of 1.1 % glutaraldehyde in
HEPES buffer (150 mM Nacl, 10.9 mM HEPES, 4.4 mM KCl, 12.2 mM
glucose, pH 7.4) for 15 min, plates were washed three times with
distilled water, air-dried, and stained for 20 min with 100 pl of 0.1 %
crystal violet solution (200 mM formic acid buffer, pH 6). Crystal violet
was removed, plates were thoroughly washed with distilled water, and
air-dried. The bound dye was solubilized with 100 pl of a 10 % acetic
acid solution for 10 min. Optical density was measured at 590 nm in a
microplate spectrophotometer.

2.5. Migration assay

MDA-MB-231 cells (2.5 x 10°/well) were seeded into 8 pm pore-size
transwell filters in 250 pL of the NBCS-free medium. To the lower
chamber, 1 mL of medium with 10 % NBCS, and inhibitors with or
without DHEA was added. After 48 h of treatment, cells on the top side
of the filter were removed by scrubbing twice with a tipped swab. The
migration of cells on the bottom side of the filter, and cells adhered to
the plate (migrating cells) were stained with crystal violet.

2.6. Scratch motility assay (wound assay)

Cells were seeded and grown to confluence. After this, cell mono-
layers were scratched with a 200 pl-pipette tip to create a wound. The
culture medium was removed, and cells were washed twice with a
phosphate buffer solution containing Ca*? and Mg*? (0.1 gMgCl,, 0.1g
CaCly, 8 g NaCl, 0.2 g KC, 2.16 g NaH,POy, 0.2 g K,HPO,, pH 7.2) to
remove suspended cells. Fresh medium with 2% NBCS was added with
different treatments: control (non-treated cells), DHEA, inhibitors alone,
and inhibitors plus DHEA for 48 h. Cells migrating from the leading edge
were photographed at 0 and 48 h. The percentage of open wound area
(cell-free space) was calculated using the Image J software (version
1.50i).

2.7. Protein extraction and quantification
MDA-MB-231 cells were seeded in 35 mm Petri dishes and grown

until 70 % confluence, after they were treated with different inhibitors,
DHEA, and DHEA plus inhibitors for 48 h. The culture medium was
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removed, and cells were washed with HEPES buffer. Cells were incu-
bated with 100 pl of lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 120 mM NacCl,
0.5 % NP40, 100 mM NaF, 0.2 mM NaVOs, 1 pg/mL aprotinin, 1 mM
PMSF, 1 pg/mL leupeptin) at 4 °C for 15 min. After, cells were detached
with a scraper, and cell debris was removed by centrifugation at 14,000
rpm for 10 min. Supernatants were collected and stored at —80 °C.
Protein levels were measured with the Bradford assay. Absorbance was
read at 595 nm ina GENESYS™ 108 UV-vis spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific). Protein concentration was calculated from a standard
bovine serum albumin (BSA) curve.

2.8. Western blot

Proteins were analyzed by electrophoresis using 8 % SDS-
polyacrylamide gels as follows: 2.5 mL of solution 1 (0.75 M Tris-HCl,
0.2 % SDS, pH 8.8), 2 mL of solution 2 (30 % acrylamide-
bisacrylamide in 37.5:1 ratio), 1 mL of water, 7 pL of TEMED, 25 pL
of 13 % ammonium persulfate. Samples were denatured at 95 °C for 5
min. Then, 30 pg of protein from the total lysate was loaded per lane
with 1:1 1X sample buffer, 2X Laemmli sample buffer. Samples were run
at 120 V for 90 min with 1X Tris/Glycine/SDS buffer. Proteins were
transferred to PVDF membranes at 250 mA for 120 min at 4 °C, with 800
mL of transfer solution (25 mM Tris-base, 192 mM glycine, and 20 %
methanol, pH 8.3). Membranes were blocked with 8% fat-free milk in
TBS-T (20 mM Tris, 137 mM NaCl, 0.01 % Tween-20, pH 7.6) for 1 h
with constant stirring, and then membranes were incubated overnight
with all primary antibodies. Antibodies against f-actin and E-cadherin
were used at 1:5000 and 1:200 dilution, respectively. All other primary
antibodies were used at 1:1000 dilution. After, blots were washed three
times for 5 min in TBS-T and incubated with 8% fat-free milk in TBS-T
for 15 min. The secondary antibodies (diluted 1:2500) were added for
1 h before washing the blots three times with TBS-T for 5 min. Chemi-
luminescent detection of bands was performed with the SuperSignal®
system and the ChemiDocTM MP Imaging System (Bio-Rad). Densito-
metric analysis of proteins was carried out with the Image Lab™ V 4.0
Software (Bio-Rad).

2.9. siRNA transfection

The cells were seeded in 35 mm Petri dishes and grown until 70 %
confluence. After, cells were seeded again in DMEM medium without
serum, incubated with 600 pM of the predesigned siRNA directed
against PIK3CA gene, and with 9 L of siRNA negative control previ-
ously diluted with 450 pL of serum-free DMEM medium for 72 h.
Transfection was performed using Lipofectamine® 2000 according to
the manufacturer’s instructions. Transfection was confirmed by western
blot analyzing PI3K expression.

2.10. In vivo assay

The in vivo study was conducted according to the Official Mexican
Standard (NOM-062-Z00-1999) for production, care and use of labo-
ratory animals. A mouse xenograft model was performed. We used 12
female of 10 weeks old athymic nude (nu-/nu-) mice weighing between
20-25 g. A total of 1 x 10° MDA-MB-231 cells per mouse were used for
implantation. Previously, cells were treated with 600 pM siRNA against
PIK3CA for 48 h. After, cells were suspended in 100 pl of 1X HEPES
buffer and were implanted subcutaneously into the right flank of the
mouse. DHEA was diluted in 20 % ethanol (vehicle) and 80 % sterile
pure extra olive oil and was injected subcutaneously into the dorsal
plane of mice every third day at 60 g of DHEA/g of body weight during
5 weeks. Tumor formation was monitored every third day.

Animals were divided into the follow groups (3 mice per group):

Group 1 = negative control, only vehicle was injected.

Group 2 (control) = positive control, tumor cells were inoculated and
only the vehicle was administered.
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Fig. 1. DHEA inhibition of proliferation of MDA-MB-231 cells was not
affected by the inhibitors. Cells (3 x 10%) were plated in each well and
incubated with 40 pyM Ag-538, Ag-1478, U-0126, and wortmannin alone or
combined with 10 yM DHEA for 48 h. Cells were incubated with inhibitors for 1
h before adding DHEA. Cell proliferation was measured by crystal violet. Data
are shown as the percentage of proliferation where the control group represents
100 %. Results are expressed as mean + SD from three independent experi-
ments by triplicate. *, # p < 0.05 compared to control and DHEA, respectively.

Group 3 (DHEA) = DHEA was administered beginning with the first
dose one week before inoculation with tumor cells.

Group 4 (siRNA) = tumor cells were previously treated with siRNA
and DHEA was administered beginning with the first dose one week
before inoculation.

Four weeks after tumor cells implantation, mice were narcotized
with 0.4 mL/mice pentobarbital (6.3 g/100 mL) diluted 1:10 in HEPES
buffer by peritoneal injection. Tumors were isolated and weighed.

2.11. Statistical analysis

At least three independent experiments were performed per condi-
tion. Results are presented as mean + standard deviation (SD). Multiple
comparisons were performed by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey's pairwise comparison (GraphPad Prism software,
version 5.01). Differences were considered statistically significant at p <
0.05.

3. Results

3.1. Effect of DHEA and inhibitors on viability and Akt-p/ERK-p
expression

Each inhibitor was tested for potential toxicity, measuring cell
viability by the MTT assay. Results showed that none of the inhibitors or
concentrations affected the cell viability (Fig. 1S, supplementary mate-
rial). On the other hand, all inhibitors acted on their respective targets at
40 uM (Fig. 28, supplementary material); therefore, this concentration
was selected for further experiments. DHEA did not affect cell viability
neither Akt nor ERK expression (Fig. 1S and 2S, supplementary
material).

3.2. Effect of inhibitors on the decrease of proliferation induced by DHEA

To determine whether DHEA affects cell proliferation through PI3K/
Akt, MEK/ERK, IGFR, or EGFR, cells were exposed to 40 uM of inhibitors
alone or in combination with 10 pM DHEA for 48 h. Cell proliferation
was evaluated by crystal violet. DHEA inhibited 50 % MDA-MB-231 cells
proliferation. DHEA combined with Ag-1478, U-0126, and wortmannin
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Fig. 2. DHEA diminished 1l through the PI3K/Akt
pathway. In the upper chamber of transwell, cells (250 x 10%) were cultured
without (control) or with DHEA (10 pM), inhibitors (40 yM), and inhibitors plus
DHEA, NBCS free for 48 h. In the lower chamber, medium plus 10 % NBCS was
added. Cell migration was evaluated by the transwell assay, and migrating cells
were stained with crystal violet. Data are shown as optical density and
expressed as mean + SD from three independent experiments performed by
triplicate. *, # p < 0.05 compared with control and DHEA, respectively.

reduced cell proliferation more than DHEA alone (Fig. 1), suggesting
that none of these pathways is responsible for the antiproliferative effect
of DHEA.

3.3. Wortmannin reverted DHEA inhibition of migration

Since DHEA inhibits migration of MDA-MB-231 cells, these were
exposed to 40 pM of inhibitors with or without 10 pM DHEA for 48 h,
and migration was evaluated by Boyden chamber assay (transwells)
(Fig. 2) and the wound assay (Fig. 3). Transwell assay results showed
that DHEA decreased cell migration by 17 %. Similar results were
observed with U-0126 reducing 28 %. U-0126 plus DHEA diminished
migration by 45 %. DHEA with wortmannin increased migration by 12
% compared to DHEA alone (Fig. 2). Wound assay results showed that
DHEA reduced cell migration by around 70 %, similar to our previous
results [11,14]. Each inhibitor decreased cell migration compared to
controls; however, in combination with DHEA, only wortmannin
reverted DHEA inhibition of migration by 40 % (Fig. 3B). These results
together indicate that PI3K/Akt could mediate DHEA inhibition of
migration.

3.4. PI3K/Akt pathway participates on effect DHEA induced on MET
proteins expression

E- and N-cadherin proteins are specific markers of epithelial and
mesenchymal phenotypes, respectively. We previously showed DHEA
upregulated E-cadherin and downregulated N-cadherin expression in
MDA-MB-231 cells [14]. Therefore, to validate whether DHEA effects
are mediated by PI3K/Akt or MEK/ERK pathways or through IGFR and
EGFR signaling, we measured E- and N-cadherin expression from cells
treated with DHEA alone, and in combination with different inhibitors
of these pathways and receptors. Western blot results showed that in-
hibitors alone reduced E-cadherin expression (28 %) compared to con-
trol cells (Fig. 4A and 4B). DHEA plus U-0126 increased E-cadherin
expression as DHEA alone, suggesting that the MEK/ERK pathway is not
involved in DHEA effects on E-cadherin expression. On the other hand,
Ag-538, Ag-1478, and wortmannin addition prevented E-cadherin
upregulation by DHEA, highlighting EGFR, IGFR, and PI3K/Akt
pathway as mediators of DHEA effects on E-cadherin expression.

Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 208 (2021) 105818

All inhibitors reduced N-cadherin expression by around 30 %
(Fig. 4C and 4D). Addition of Ag-538, Ag-1478, and U-0126 inhibitors
did not change DHEA effects on N-cadherin expression; however,
wortmannin abolished 40 % of N-cadherin downregulation induced by
DHEA, suggesting that the PI3K/Akt pathway participates in DHEA ef-
fect on N-cadherin expression.

3.5. LY294002 reverted DHEA inhibition of migration and MET proteins
expression

To confirm whether PI3K/Akt pathway mediates DHEA effects, we
used another PI3K inhibitor, LY294002. First, we tested the potential
cell toxicity of LY294002 by the MTT assay. LY294002 showed no toxic
effects at different concentrations (2.5, 5, 10, 20, and 40 pM). PI3K in-
hibition was confirmed by western blot using 40 pM LY294002 (Fig. 3S,
supplementary material).

Cells were exposed to DHEA plus LY294002, and proliferation and
migration were evaluated. LY294002 alone did not affect cell prolifer-
ation (Fig. 5A). DHEA alone decreased around 50 % proliferation and in
combination with LY294002, cell proliferation was not affected
compared with DHEA alone. To test whether PI3K/Akt pathway medi-
ates other of the effects produced by DHEA, migration, and E- and N-
cadherin expression were also evaluated. LY294002 abolished the DHEA
effect on migration tested by the transwell assay (Fig. 5B). Similarly,
wound assays showed that DHEA and LY294002 alone prevented wound
closure by 80 % and 50 %, respectively (Fig. 5C), but in combination, a
similar inhibition to the inhibitor alone was observed.

Western blots results revealed that LY294002 alone increased E-
cadherin expression by 33 % compared to control (Fig. 5D); however, in
cells exposed to LY294002 plus DHEA, E-cadherin expression decreased
45 % compared to DHEA alone. Finally, N-cadherin expression
decreased with LY294002 alone by 18 %, but the combination with
DHEA restored N-cadherin expression (Fig. SE). These results together to
the obtained with wortmannin, suggest that the PI3K pathway could be
related to the DHEA effect on migration and MET protein expression.

3.6. The effects of DHEA are mediated through the PI3K/Akt pathway

To confirm the participation of the PI3K pathway in the effects
induced by DHEA, a siRNA that mediates silencing of PI3KCA gene was
transfected to cells. After cell transfection with siRNA, a western blot
assay against PI3K protein was performed to check the effectivity of
transfection (Fig. 4S, supplementary material).

Once that the PI3K protein expression inhibition was confirmed, cells
were treated with DHEA for 48 h and proliferation, migration, E- and N-
cadherin proteins expression were evaluated. The siRNA decreased
proliferation by 25 % while DHEA did so by 50 % (Fig. 6A). Proliferation
results using all inhibitors showed that the combination of DHEA plus
inhibitors did not abolish the d of proliferation induced by DHEA
(Fig. 1). However, the use of siRNA plus DHEA increased by 30 % pro-
liferation compared to DHEA alone, probably because the inhibitors are
not as specific as siRNA and can inhibit other signaling pathways. This
result demonstrates the participation of the PI3K/Akt pathway in the
antiproliferative effect of DHEA.

Transwell assay showed that DHEA decreased 30 % migration, and
this effect was reversed by 10 % when cells were treated with siRNA plus
DHEA; however, this difference was not significant (Fig. 6B). Similar
results were obtained with the wound assay, where DHEA and siRNA
alone prevented wound closure by 60 and 70 %, respectively. When cells
were cultured with siRNA plus DHEA, siRNA abolished 16 % of the
migration inhibition induced by DHEA alone (Fig. 6C), indicating that
PI3K/Akt pathway could be involved in the migration effects induced by
DHEA on MDA-MB-231 cells.

The western blot test revealed that siRNA decreased N-cadherin
expression by 50 %, while DHEA decreased it by 55 %, compared to the
control, and the combination of siRNA with DHEA reversed the effect of
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DHEA alone by 30 % (Fig. 6D). Regarding E-cadherin expression, siRNA
increased 225 % its expression compared with control, while DHEA
increased the expression by 275 %; however, when cells were exposed to
siRNA plus DHEA, E-cadherin expression decreased by 30 % compared
to DHEA alone (Fig. 6D). These results, along with the previous ones,
confirm that the PI3K/Akt pathway is involved in the effect of DHEA on
the expression of E- and N-cadherin.

3.7. PI3K pathway is involved in the red;
by DHEA in nude mice

of tumor formation caused

We previously showed that DHEA reduces tumor formation in nude
mice, and to confirm the participation of PI3K pathway in this effect, we
use a siRNA against PIK3CA gene. To this, cells were treated with the

U-0126

Ag-538+DHEA  Ag-1478+DHEA  U-0126+DHEA Wortmannin+DHEA
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Fig. 3. DHEA impaired cell migration
through the PI3K/Akt pathway.
Confluent monolayers from MDA-MB-
231 cells were cultured without (con-
trol) or with DHEA (10 pM), inhibitors
(40 pM), and inhibitors plus DHEA with
2% NBCS for 48 h. Cell migration was
evaluated by the wound assay. A) Cells
were photographed at 0 and 48 h after
t B) lysis of the p ag:
of open wound area was performed with
the Image J software. Data are shown as
the mean of open wound area + SD from
three independent experiments per-
formed by triplicate, where control cells
were 100 %. *, # p < 0.05 compared
with control and DHEA, respectively.

Wortmannin

siRNA for 48 h and after were inoculated in nude mice previously
treated with DHEA. The negative control group (vehicle) no showed
growth of tumor. In the positive control group (cells + vehicle), all mice
developed big tumors (around 1.6 g). In the group of DHEA, just one
mouse developed tumor and its weight (0.95 g) was significantly
reduced compared to the tumors obtained in the positive control group
(Fig. 7). siRNA abolished the effect of DHEA in the reduction and for-
mation of tumors with a mean tumor weight (0.96 g); indicating the
participation of PI3K pathway in this effect.

4. Discussion

Over the last years, increasing evidence supports DHEA benefits for
health, including anticancer properties [21]. Our group previously
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Fig. 4. DHEA upregulated Ecadh and d lated N-cadh expression through the PI3K/Akt pathway. Cells (1 x 10°) were exposed to inhibitors

alone (40 pM) and in combination with DHEA (10 pM) for 48 h. A) E-cadherin expression was measured by westem blot. B) E-cadherin expression level was
normalized against the p-actin level. C) N-cadherin expression was measured by westem blot. D) N-cadherin expression level was normalized against the f-actin level.
In Aand C, arepresentative experiment is shown. In B and D, results are expressed as mean + SD of three independent experiments with similar results. *, # p < 0.05

compared with control and DHEA, respectively.

demonstrated DHEA inhibition of proliferation, migration, and modu-
lation of E- and N-cadherin expression on several breast cancer cells such
as MCF-7, ZR-75-30, Hs 578T, and MDA-MB-231 [12-14]; however, the
mechanisms underlying these effects still are unknown. Therefore, in
this study we explored the possible mechanisms involved in the DHEA
effects in MDA-MB-231 cells, a cell line highly invasive, metastatic and
with a mesenchymal phenotype. To this, proliferation, migration and
MET proteins expression were evaluated in cells cultured with DHEA
alone or in combination with pharmacological inhibitors of PI3K/Akt
and MEK/ERK pathways, as well as IGF and EGF receptors. A siRNA
directed against PIK3CA gene was also used.

First, the effect of these inhibitors was evaluated on the inhibition of
proliferation induced by DHEA. Results showed that the anti-
proliferative effect of DHEA was not reverted with any of the inhibitors
(Fig. 1), suggesting that any of the inhibited pathways participate in this
effect. It is known that cell proliferation can be inhibited by different
signaling pathways, such as RAS and Wnt/p-catenin [22,23]. The
Wnt/p-catenin is a signaling pathway that regulates several processes
among them; cell proliferation, differentiation and migration, and its
mutation is often associated with tumor aggressiveness [24]. It has been
showed that some compounds inhibit proliferation mediating this
pathway. For example, aluminum trichloride (AICI3), pirfenidone and
curcumin decreased proliferation through a mechanism involving the
inhibition of Wnt/p-catenin in osteoblastic cells, hepatocellular carci-
noma cells (HCC), and gastric carcinoma cells, respectively [25-27].
Another pathway related with proliferation is JAK-STAT pathway. For
example, in retinoblastoma cells (SO-Rb50 and Y79), curcumin reduced

viability, migration, proliferation and invasion decreasing phosphory-
lation of JAK1, STAT1, and STAT3 [28]. It has also been observed that
the therapeutic agent ECPIRM inhibited cell proliferation, promoting
apoptosis in cutaneous T lymphocyte cells (HUT78) through the JAK/-
STAT pathway by reducing phosphorylation levels of JAK1, STAT3,
STATS [29]. Since these pathways are very important in regulate pro-
liferation, it will be interesting to determine whether play a role in the
antiproliferative activity of DHEA on breast cancer cells.

In our study, we also evaluated whether all inhibitors modulate
DHEA effects on the migration of MDA-MB-231 cells. Wortmannin, a
PI3K/Akt inhibitor, reduced DHEA inhibition of migration measured by
wound healing and transwell migration assays (Figs. 2 and 3). To verify
whether the PI3K/Akt pathway mediates DHEA effects on migration, we
used another inhibitor of this pathway, LY294002. This synthetic com-
pound was designed from the flavonoid quercetin [[30] and is much
more stable in solution than wortmannin [31]. Our results showed
LY294002 had the same effect as wortmannin, strongly abolishing
DHEA effects on cell migration (Fig. 5B and C). To corroborate the
participation of PI3K pathway on migration, a siRNA against PIK3CA
gene was used. The siRNA alone induced diminution of migration
similar to the obtained with DHEA alone, indicating that PI3K/Akt
pathway activation is correlated to cell migration. When cells were
cultured in presence of siRNA + DHEA, a 10 % reversion of the decrease
in migration induced by DHEA alone was observed (Fig. 6B and C);
however, this difference was not significant. Since the inhibition of the
PI3K pathway by siRNA strongly reduced cell migration, its effect on the
inhibition of migration induced by DHEA could not be observed; though,
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the results obtained with the pharmacological inhibitors show the
participation of this pathway on cell ion. Similar results have
been observed with several compounds in other cancer cell lines; for
example, tanshinol inhibited PI3K and Akt phosphorylation preventing
migration and invasion of HepG2 cells [32]. Asiatic acid (AA) inhibited
proliferation, migration, induced apoptosis, and modified the expression
of EMT markers on colon cancer cells (CRC), d gulating
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Fig. 7. siRNA against PIK3CA gene abolished the effect of
DHEA in tumor growth of MDA-MB-231 cells xenografts in
nude mice. Athymic nude mice were divided into four groups:
1) negative control group (20 % ethanol, 80 % olive oil), 2)
positive control group (MDA-MB-231 cells + vehicle), 3) DHEA
(MDA-MB-231 cells + DHEA administered one week before
tumor cells inoculation), and 4) siRNA group (MDA-MB-231
cells with siRNA + DHEA). Mice were injected subcutaneously
into the right flanks with 1 x 10° MDA-MB-231 cells. Vehicle
and DHEA (60 pg/g) were injected subcutaneously into the
dorsal plane every third day. Tumor photographs and tumor
weight (g) is showed as mean + SD of three mice.

cell survival and angiogenesis could participate in the effects produced
by DHEA.

Activation of EMT and MET induces the expression of transcription
factors in response to various signaling pathways [42]. For example,
genistein inhibited colon cancer cells migration and reversed EMT by
upregulation of E-cadherin and downregulation of N-cadherin expres-

PI3K/Akt/mTOR/p70S6K signaling pathway [33]. The bioactive poly-
phenol in green tea, Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), inhibited
migration and invasion in bladder cancer cells (T24 and 5637) measured
by wound healing and t 1l mig) assays, decreasing phos-
phorylation of PI3K and Akt (Thr 308 and Ser473), and when Akt was
inhibited, EGCG did not show effect [34].

To validate whether MEK/ERK and /or PI3K/Akt pathways and RTKs
also mediated DHEA effects on epithelial and mesenchymal protein
expression, we evaluated the level of EMT proteins in presence of the
inhibitors and siRNA. EMT is a biological process where epithelial cells
lose their characteristics and acquire a mesenchymal phenotype, often
involved in diseases, such as cancer progression [35]. One of the main
phenomena occurring in EMT is the decrease of E-cadherin expression
and the increase of N-cadherin facilitating cell migration. The reverse
process is known as MET, also plays an essential role in reprogramming
mesenchymal cells [36]. Previous results from our group showed DHEA
upregulated E-cadherin and downregulated N-cadherin expression in
MDA-MB-231 cells [14]. In this work, MDA-MB-231 cells treated with
DHEA plus a MEK inhibitor (U-0126) increased E-cadherin expression as
DHEA alone (Fig. 4A and B), suggesting the MEK/ERK pathway does not
participate in E-cadherin upregulation by DHEA. In contrast, the com-
bination of DHEA plus the IGFR and EGFR inhibitors (Ag-538 and
Ag-1478, respectively), wortmannin and LY294002 (PI3K/Akt in-
hibitors), as well as siRNA, blocked E-cadherin upregulation produced
by DHEA alone, highlighting EGFR, IGFR, and PI3K/Akt pathway role in
DHEA modulation of E-cadherin expression. In contrast, when cells were
exposed to DHEA plus Ag-538, Ag-1478 or U-0126 inhibitors, N-cad-
herin expression was similar to that observed with DHEA alone (Fig. 4C
and D). This difference between the two cadherins could be because they
can interact with different receptors. E-cadherin expression has been
related to the IGFR and EGFR [37,35] and strongly bound p120 catenin
and p-catenin avoiding to activate Wnt/p-catenin and PI3K pathways.
Instead, N-cadherin induces the stabilization of fibroblast growth factor
receptor (FGFR), to activate MEK/ERK and PI3K pathways in association
with PDGFR to enhance cell survival and migration [39,40]. On the
other hand, our results also showed that wortmannin, LY294002, and
siRNA abolished DHEA downregul of N-cadherin expression
(Figs. 4C and D, 5E and 6D), suggesting the participation of PI3K/Akt
pathway as a mediator of DHEA effects on N-cadherin expression.

Wortmannin and LY294002 affect directly Akt phosphorylation
avoiding that PIP3 recluses Akt and be phosphorylated by mTORC2. If
Akt is not phosphorylated no activate to mTORC1 [41]; therefore, any
protein located downstream of Akt pathway involved in proliferation,

sion, suppressing the Notch1/NF-kB/slug/E-cadherin pathway [43]. In
another study, Crk-associated substrate (CAS) downregulated E-cad-
herin expression activating the Akt signaling pathway in non-small cell
lung cancer [44]. In a colorectal cancer cells (CRC) study, the carboxyl
terminus of Hsc70-interacting protein (CHIP) inhibited cell growth,
migration, and invasion, upregulating E-cadherin by MAP-
K/Akt-GSK-3p-Slug-E-cadherin pathway [45]. It has been demonstrated
the switch from E- to N-cadherin in malignant melanoma cells is regu-
lated at the transcriptional level by Twist, Snail, and the PI3K pathway
[46]. It would be important to evaluate the participation of these tran-
scription factors on the effects of DHEA on breast cancer cells.

The use of pharmacological inhibitors to block protein kinases is
unspecific, because sometimes they are much more potent to inhibit
many protein kinases than their targets and the results obtained from
their use in experiments using cell cultures are likely to be erroneous
[471. Therefore, the use of siRNAs to block some pathways with a high
specificity is necessary. Our results with the siRNA against PIK3CA gene
confirmed that the effects produced by DHEA in the MDA-MB-231 cell
line, including its antiproliferative effect are mediated in part by the
PI3K/Akt pathway (Fig. 6). In vivo experiment using nude mice
confirmed these results, since the siRNA reverted the effect of DHEA on
tumors growth (Fig. 7). These results were supported by the decrease of
PI3K expression obtained in cultured cells with DHEA (supplementary
material, Fig. 4S). Since our previous results showed that DHEA inhibits
proliferation, migration and alters MET proteins expression in other
breast cancer cells such as MCF-7, Hs 578T, and ZR-75-30 [12-14], we
hypothesize that PI3K/Akt pathway could be also related to the effects
induced by DHEA in these cells.

It is known that the PI3K/Akt pathway plays a vital role in cellular
functions such as proliferation, growth, survival, motility, and meta-
bolism [48]. The hyperactivation of this pathway is found around 60 %
in breast cancer tumors [49]. Some reports show the effect of other
compounds that affect the PI3K/Akt pathway. For example, Wanjun and
collaborators demonstrated that the compound Baicalein had anticancer
effects both in vivo and in vitro, reducing Akt-p in the MCF-7 and
MDA-MB-231 cells [50]. The compound everolimus decreased the
expression of PI3K-p, Akt-p, and mTOR in MCF-7 cells, causing a dimi-
nution in cell growth [51]. In another study, the extract obtained from
Astragalus membranaceus (AM), inhibited cell growth and induced
apoptosis in breast cancer cells including the MDA-MB-231 cell line, and
its effects were associated with its ability to inhibit the activity of the
PI3K/Akt/mTOR pathway [52].

PI3K can be activated by RTK receptors or by G protein-coupled
receptors. PI3K catalyzes the conversion of membrane
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Fig. 8. Role of PI3K/Akt pathway signaling in cancer.
During tumorigenesis, the PI3K/Akt pathway is hyper-

activated. PI3K phosphorylates PIP2 into PIP3. Then, PIP3 re-
cruits PDK and Akt to the plasma membrane. PDK and
mTORC2 phosphorylates Akt. Akt-p can activate mTORCI1 and

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) to phosphatidylinositol
3,4,5-triphosphate  (PIP3), which recruits the phosphoinositide-
dependent protein kinase (PDK) and Akt. When PDK is activated, it
phosphorylates Akt and this receives a second phosphorylation by
mammalian target of rapamycin (mTORC2). Akt-p can activate to
mTORC]1, and translocate to the nucleus, activating transcription factors
such as Snail, Twist, and Slug, whlch in turn upregulate N-cadherin and

negatively E- in 1g an increase in migration and
proliferation [53-55]. According our r&sults, we propose that the
PI3K/Akt pathway could participates on the effects of DHEA on
MDA-MB-231 cells, avoiding Akt phosphorylation, its nuclear trans-
location and consequently the activation of transcription factors (Fig. 7).

The binding of DHEA to a receptor to induce its effects on breast
cancer cells remains unknown. Our work group showed that DHEA-
antiproliferative effect in MCF-7 cells was androgen- and estrogen
receptor-independent [54]. To date, there is not enough data supporting
an intracellular receptor for DHEA and its sulfate that indicate if DHEA
acts directly or through a metabolite to induce its effects. One study
strongly supported a plasma membrane receptor for DHEA, but this is
yet to be isolated [55] (Fig. 8]).

5. Conclusion

In the MDA-MB-231 cell line, DHEA inhibited migration, increased
E-cadherin and decreased N-cadherin expression, and these effects were
partially mediated by PI3K/Akt signaling. This pathway is strongly
related to cancer development and progression; therefore, DHEA could
be used as a single therapeutic agent or in combination with chemo-
therapy for breast cancer treatment.
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