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RESUMEN 
 

 

El cáncer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, siendo el cáncer 

de mama la primera causa en mujeres, por lo que esta tesis contribuirá a dar un mejor y 

eficaz tratamiento contra el cáncer de mama. 

 

La dehidroepiandrosterona (DHEA) es una hormona esteroide adrenal y está presente en 

una concentración más alta que cualquier otra hormona en el plasma humano. Se ha 

observado que la DHEA inhibe la proliferación y la migración de las células de cáncer de 

mama, y modifica la expresión de proteínas implicadas en la transición epitelio-mesénquima 

(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 cáncer de mama para poder utilizarla en el tratamiento de dicha 

enfermedad. 

 

Los efectos de la DHEA sobre la línea celular de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-

231 podrían producirse por la unión de ésta a los RTK y la señalización a través de las vías 

MEK/ERK y/o PI3K/Akt. En el presente estudio, las células MDA-MB-231 se trataron con la 

DHEA en presencia de inhibidores farmacológicos de estos receptores y vías, así también 

se utilizó el siRNA contra el gen PIK3CA, que bloquea la vía PI3K. La proliferación celular 

se midió mediante la tinción con violeta cristal, la migración mediante los ensayos de cierre 

de herida y la migración usando placas transwell. Mientras que la expresión de las proteínas 

de la TEM por medio de Western blot. Así mismo se realizó 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 revirtió la actividad 

antiproliferativa de la DHEA. Sin embargo, la wortmanina y el LY294002, inhibidores de la 

vía PI3K/Akt, revirtieron la inhibición de la migración y los cambios en la expresión de las 

proteínas E- y N-cadherina, inducidos por la DHEA en células MDA-MB-231. El siRNA 

contra PIK3CA abolió los efectos de la DHEA sobre la proliferación, la migración, la 

expresión de proteínas TEM y el crecimiento de tumores en ratones desnudos. En 

conclusión, estos resultados sugieren que la vía PI3K/Akt participa en los efectos de la 

DHEA en la línea 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. 
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ABREVIATURAS  
 

DHEA: Dehidroepiandrosterona 

RTK: Receptores de tirosina cinasa 

TEM: Transición epitelio mesenquima 
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ACTH: Adrenocorticotrópica 

SULT2A: Sulfotransferasa 

SO3 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 LA DEHIDROEPIANDROSTERONA (DHEA) 
 
 
1.1.1 CARACTERÍSTICAS DE LA DHEA 
 

 

La DHEA (3β-hidroxi-5-androsten-17-ona) es un esteroide adrenal que está presente en el 

plasma humano en una concentración más alta que cualquier otra hormona esteroide 

(Clark, 2018). La DHEA está formada por una molécula de ciclopentano-

perhidrofenantreno, compuesta por 3 anillos (A, B y 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, además contiene un grupo ceto o hidroxil en la 

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

 

 

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 regulación de la hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH) proveniente de la glándula hipófisis, 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 ovárica, en las células de Leydig en los testículos y en el cerebro. Se 

metaboliza en el hígado, en donde se convierte a androstendiona, la cual es el principal 

precursor de andrógenos y estrógenos (Klinge et al., 2018). La principal forma circulante de 

la DHEA es la hormona unida a un azufre (DHEA-S). La sulfonación de la DHEA en la 

suprarrenal es catalizada por el miembro 1 de la familia 2A de la sulfotransferasa 

(SULT2A1) que conjuga sulfurilo (SO3 
-2) con el grupo C3-β-hidroxilo de la DHEA que 

produce la DHEA-S, a su vez la DHEA-S es metabólicamente interconvertible a la DHEA a 

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

 

La DHEA tiene un patrón de secreción característico relacionado con la edad. La producción 

suprarrenal de la DHEA comienza durante la pubertad, alcanza su punto máximo a los 20 

años y disminuye con la edad a partir de los 25 años. Los niveles de la hormona descienden 

progresivamente a una tasa del 2% por año (Sahu et al., 2020). La disminución de los 

niveles plasmáticos de la DHEA se ha relacionado con la aparición de diversas patologías 

como cambios en el metabolismo, depresión, cáncer de mama, entre otros (Sahu et al., 

2020).  

 

Durante casi 50 años se consideró que la DHEA era un compuesto inerte, y solo un 

precursor de las hormonas sexuales andrógenos y estrógenos (Rutkowski et al., 2014). En 

la actualidad, la evidencia ha demostrado que tiene actividades biológicas en muchos 

tejidos y activa varias vías de señalización a través de su unión a receptores de membrana 

y nucleares (Vegliante y Ciriolo, 2018). 

 

 

 

1.1.3 VÍAS DE SEÑALIZACIÓN Y RECEPTORES UTILIZADOS POR LA DHEA 
 

 

Los mecanismos de acción de la DHEA aún no se han comprendido completamente. Se ha 

propuesto que la DHEA se une a los receptores nucleares (NR) de clase I, es decir, a los 

receptores de hormonas esteroideas. También se une a algunos de los NR de clase II, que 

son aquellos que se dimerizan con el receptor retinoide X (RXR) (Prough et al., 2016). Así 

mismo se ha observado que la DHEA se une a los receptores de andrógenos (AR), 

receptores de estrógenos α y β (ERα y ERβ, ESR1 y ESR2), receptor de pregnano (PXR), 
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receptor de xenobióticos esteroideos (SXR), así como a los receptores de membrana 

plasmática (PM) (Webb et al., 2006; Teng et al., 2015). Las afinidades de unión de la DHEA 

con los NR son mucho más bajas que las de los ligandos afines a los receptores. Cuando 

la DHEA se metaboliza a andrógenos (testosterona (T) y dihidrotestosterona (DHT) y a 

estrógenos (estradiol (E2), tiene una alta afinidad de unión por los AR y ER; sin embargo, 

es mayor por el ERα y el ERβ (Clark et al., 2018). Otros receptores a los que la DHEA se 

puede unir activándolos o inhibiéndolos son los de membrana plasmática, entre los que se 

encuentran, el receptor sigma-1 (S1R), los RTK, receptores de la familia de neurotrofina 

(NGF), receptores acoplados a proteínas G, etc. (Clark et al., 2018). Dependiendo del tipo 

celular, la DHEA puede unirse a estos receptores y tener efectos biológicos. Varios autores 

han reportado la probabilidad de que exista un receptor específico para la DHEA; sin 

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

 

 

 

1.2 EL CÁNCER 
 
 

El Instituto Nacional del Cáncer (NCI) define al cáncer como el conjunto de enfermedades 

donde las células anormales se multiplican sin control pudiendo invadir otros tejidos a través 

de los sistemas sanguíneo y linfático (NCI). 

 

Existen diferentes tipos de cáncer, siendo el cáncer de mama uno de los más frecuentes 

en todo el mundo y la primera causa de muerte en mujeres por cáncer en México (OMS, 

2020; INEGI, 2020). El cáncer es una enfermedad heterogénea, su rápida progresión y su 

tan elevada mortalidad se relacionan fuertemente con procesos de neo-angiogénesis y 

metástasis en órganos diferentes a su origen, los sitios de metástasis más frecuentes del 

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

 

El cáncer de mama, a su vez, se divide en diferentes subtipos en función de la presencia o 

ausencia del receptor de estrógenos (RE), el receptor de progesterona (RP) y el receptor 

HER2. Así, podemos distinguir entre un subtipo luminal con alta expresión del RE, RP, y 

HER2, y un subtipo basal o triple negativo (TNBC), caracterizado por tener menos del 1% 

de los RE y RP, y la ausencia del HER2, lo que con lleva a un mal pronóstico (Bergin y Loi, 

2019). 
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Para que la metástasis suceda debe ocurrir una serie de pasos previos como son, el 

rearreglo del citoesqueleto, la invasión celular, la migración y la entrada de las células a la 

circulación (Massagué y Obenauf, 2016). 

 

 

 

1.2.1 EL CÁNCER DE MAMA Y LA ANGIOGÉNESIS 
 

 

La angiogénesis es un proceso de formación de nuevos vasos sanguíneos 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 invasión y la metástasis 

(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 específicos sobre las células endoteliales (Eldridge y Wagner, 2019). La 

interacción de estos receptores con sus ligandos produce la diferenciación y la proliferación 

de las células endoteliales y eventualmente la formación de tubos capilares (Khosravi et al., 

2009). 

 

A través de estudios clínicos-patológicos y experimentales se ha mostrado que la 

angiogénesis tiene un papel esencial en el desarrollo, así como para la invasión y la 

metástasis del cáncer de mama, ya que los nuevos vasos sanguíneos proveen los 

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

Es la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de una red preexistente.  Se realiza con la 
ayuda de factores de crecimiento angiogénicos que interactúan con los receptores de las células 
endoteliales, provocando la diferenciación y la proliferación de estas y eventualmente la formación 
de tubos capilares que proveen los nutrientes necesarios para el crecimiento del tumor. 

 
 
 
1.2.2 LA MIGRACIÓN Y LA METÁSTASIS 
 

 

La elevada mortalidad del cáncer se debe a su frecuente capacidad de generar metástasis, 

principalmente en los huesos, los pulmones y el cerebro, y es la causa del 90% de las 

muertes relacionadas con el cáncer (Kelly et al., 2007; Boareto et al., 2016). Un momento 

clave en el desarrollo de la metástasis es la migración, un proceso de múltiples 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 sanguíneos, para 

su posterior invasión a tejidos y órganos 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 características 

epiteliales y adquieren las características de tipo mesenquimatoso, proceso conocido como 

Transición Eppitelio-Mesénquima (TEM) (Knaul et al., 2008; Neophytou et al., 2019). 
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1.2.3 LA TRANCISIÓN 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 iniciación tumoral, la progresión maligna, 

la migración de la célula tumoral, la intravasación a la sangre, la metástasis y la resistencia 

a la terapia (Pastushenko y Blanpain, 2019). Durante la TEM, las células epiteliales pierden 

sus propiedades y adquieren un fenotipo y características mesenquimales, entre las que se 

encuentran la pérdida de la polaridad y de la adhesión celular, el aumento en la movilidad 

e invasividad, la resistencia a la apoptosis y varios cambios morfológicos. Durante este 

proceso tan complejo participan diversos factores de transcripción, así como ciertas 

proteínas epiteliales y mesenquimales, entre las que destacan la E-cadherina, la β-catenina 

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

 
 
 
 
1.2.4 LA TRANSICIÓN MESÉNQUIMA- EPITELIO (TME) 
 

 

Por otro lado, también existe el proceso contrario de la TEM, conocido como transición 

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 proteínas de unión como la E-cadherina y a la disminución de las proteínas 

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

 

Las células epiteliales y mesenquimales difieren en varias características funcionales y 

fenotípicas. 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 mesenquimales vecinas son menos fuertes y 

no están asociadas a una lámina basal, lo que les permite una mayor capacidad migratoria. 

En cultivo, las células mesenquimales tienen forma de huso, con una morfología similar a 
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los fibroblastos y tienden a ser motrices, presentan expresión de marcadores 

mesenquimales como la proteína N-cadherina y filamentos intermedios (vimentina) (La 

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

 

 

 

 

 

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

 Para que la metástasis 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 
transición funcional de las células epiteliales polarizadas a células mesenquimales móviles (A). 
Formación de nuevos vasos sanguíneos y migración de las células mesenquimales (B). Formación 
de tumor secundario (metástasis) (C). Transición funcional de las células mesenquimales a las 
células epiteliales (D).
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1.2.5 LA REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL DE LA TEM 
 
 

Durante la iniciación y la finalización de la TEM se ven involucrados varios procesos 

moleculares, entre ellos se encuentran los factores de transcripción activadores de la TEM 

(TEM-TF), principalmente de las familias SNAIL, TWIST, Slug y ZEB. Además, ocurren 

cambios y reorganización en la expresión de proteínas específicas de superficie y del 

citoesqueleto, y cambios en la producción de enzimas y en la expresión de micro RNAs 

(miRNAs) (Brabletz et al., 2018). Los TEM-TF desempeñan papeles importantes en todas 

las etapas de la progresión del cáncer desde el inicio, el crecimiento primario del tumor, la 

invasión y la metástasis, así como en la resistencia a la terapia (Brabletz et al., 2018). El 

TEM-TF SNAIL juega un papel importante en la regulación de la TEM, ya que al ser un 

factor de transcripción media la disminución en la expresión de moléculas de adhesión 

como E-cadherina, claudina y ocludina, así como el incremento de marcadores 

mesenquimales como vimentina, fibronectina y la expresión de metaloproteinasas (Qiao et 

al., 2012). Por otro lado, la expresión de Slug es activada por la translocación de la proteína 

β-catenina al núcleo promoviendo la TEM (Kalluri y Weinberg, 2009). 

 

Numerosas señales extracelulares como factores de crecimiento, señales estromales, y 

factores estresantes como la hipoxia y las especies reactivas de oxígeno (ROS) han sido 

implicados en la inducción de la TEM. Durante la TEM ocurre una reducción de la adhesión 

célula-célula mediante la represión 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 expresión de 

los filamentos intermedios también cambia durante la TEM con la sustitución de la 

citoqueratina de las células epiteliales por la vimentina típica de las células mesenquimales 

(Omary et al., 2004). 

 

Una característica muy marcada de la TEM es la pérdida de la expresión 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 diseminación. Las adherencias de célula a célula 

mediadas por la E-cadherina limitan la motilidad celular y establecen la polaridad apical-

basal. Esta característica de mantener la adhesión entre las células es lo que le otorga la 

capacidad de actuar como gen supresor de tumores (Chao et al., 2010). La sola alteración 

de la expresión de la E-cadherina es suficiente para desencadenar una TEM (Onder, 2008). 
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1.2.6 LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN IMPLICADAS EN EL CÁNCER 
 

 

Se han descrito muchas alteraciones en las células de cáncer de mama. Sin embargo, las 

alteraciones más estudiadas y más directamente involucradas en la iniciación, la progresión 

y el desarrollo del cáncer de mama son las que involucran vías de señalización como las 

de las proteínas cinasas activadas por mitógeno (MAPK) y la vía de señalización, fosfatidil 

inositol 3-kinasa (PI3K), Akt y la diana de rapamicina en células de mamífero (mTOR) (Asati 

et al., 2016; Feng et al., 2018). Estas vías son estimuladas como consecuencia de la 

activación de receptores de membrana tirosina cinasa, como el receptor de factor de 

crecimiento insulínico (IGFR) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), así 

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

 

La PI3K se divide en tres clases (I, ll, lll) en función de su estructura y especificidad de 

sustrato (Pinzón et al., 2009). La clase I se clasifica además en clase IA y IB, en donde la 

clase IA es la clase más estrechamente implicada en cáncer. La PI3K está constituida por 

un dominio catalítico 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 activará a la AKT mediante su unión al 

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

 

La vía de PI3K/Akt es necesaria en numerosos aspectos del crecimiento y la supervivencia 

celular (Fruman y Rommel, 2014). La activación anormal de esta vía provoca la alteración 

de los mecanismos de control del crecimiento, la motilidad y la supervivencia celular, lo que 

favorece el crecimiento, la capacidad metastásica y una mayor resistencia a los 

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

 

Las MAPKs son activadas por estímulos de muy diversa naturaleza y son un paso crítico 

en la traducción de estímulos extracelulares en respuestas intracelulares mediante la 

fosforilación y consiguiente activación de múltiples sustratos (Vivek et al., 2016). La 

regulación aberrante de la vía de las MAPKs está relacionada con la progresión del cáncer, 

el ciclo celular, la apoptosis y la diferenciación celular (Mc Cubrey et al., 2007). La cinasa 

regulada por señal extracelular (ERK) es un componente aguas abajo activado por la 

serina/treonina cinasa Raf. La Raf activa a las cinasas de doble especificidad (MEK) 1/2, 
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que luego activan a la ERK1/2. La activación de la ERK promueve la expresión regulada al 

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

 

Estas vías, junto con otras más, forman una red bioquímica entrecruzada que, en las células 

tumorales, se halla frecuentemente hiperactivada, lo que induce al crecimiento celular 

descontrolado (Vivek et al., 2016). 

 

 

2. ANTECEDENTES 

 

 

Las líneas celulares constituyen una de las principales herramientas en la investigación 

médica y biológica. Comparadas con los modelos animales multicelulares, la utilización del 

cultivo celular supone un sistema más sencillo para estudiar procesos bioquímicos o 

moleculares, lo que ha permitido mejorar el conocimiento de numerosas enfermedades, 

analizar la respuesta a fármacos o determinar el efecto de mutaciones concretas en el 

genoma. En el campo de la oncología, la investigación con líneas celulares derivadas de 

células tumorales de pacientes ha contribuido a caracterizar algunos de los rasgos típicos 

del cáncer, así como a desarrollar algunos de los fármacos usados en la actualidad. 

 

La mayoría de los cánceres de mama son dependientes de hormonas como los estrógenos 

y la progesterona, lo que ha llevado a desarrollar fármacos para inhibir a sus receptores y 

a algunos otros como el HER2 (relacionado con la proliferación) y así combatir dicha 

enfermedad. Sin embargo, existen otros tipos de cáncer que no poseen estos receptores y 

por esta razón son llamados triples negativos, en los cuales los tratamientos convencionales 

no funcionan, por lo que se busca desarrollar nuevos fármacos y tratamientos. Tal es el 

caso de la línea celular MDA-MB-231, la cual es triple negativo, por lo que es altamente 

metastásica y tiene la capacidad de generar tumores en modelos in vivo. Esta línea se 

generó a partir una muestra de derrame pleural de una paciente con cáncer de mama que 

falleció de esta enfermedad en 1973 y es una de las más utilizadas debido a que presenta 

un crecimiento rápido en medios de cultivo. Muchos de los cánceres de mama que se 

presentan en México tienen características similares a las células MDA-MB-231, como lo 

son la ausencia de receptores y su alta migración e invasividad, lo que los hace de difícil 

tratamiento; por lo tanto, estas células constituyen un excelente modelo de estudio para 

https://es.wikipedia.org/wiki/Derrame_pleural
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este proyecto de investigación. 

 

Se ha descrito que la DHEA tiene un efecto protector contra una amplia variedad de 

enfermedades, entre ellas el cáncer (Vegliante y Ciriolo, 2018). Donde ha mostrado tener 

un efecto inhibidor en la proliferación de células tumorales, entre las que se encuentran 

líneas celulares derivadas de cáncer de mama como son, MCF-7, Hs578T y MDA- MB-231 

(Rais et al., 1999; Schulz et al., 1992; López-Marure et al., 2011). 

 

Existen evidencias que indican que los efectos de la DHEA en las líneas celulares de cáncer 

se deben a su conversión a andrógenos y estrógenos, los cuales activan a los receptores 

intracelulares de estrógenos (ERs) y andrógenos (ARs) (Hayashi et al., 2000; Schmitt et al., 

2001); sin embargo, otros grupos de investigación y nuestro grupo de trabajo hemos 

demostrado que los efectos de la DHEA en dichas líneas son directos e independientes de 

su conversión a estos derivados (Williams et al., 2002; Zapata et al., 2005; Gayosso et al., 

2006). Así mismo, nuestro grupo de trabajo demostró que la DHEA inhibe la proliferación y 

la migración de las líneas celulares derivadas de cáncer de mama MCF-7, MDA- MB-231 y 

Hs578T (López-Marure et al., 2011); además, inhibe la formación de esferoides de células 

MCF-7, MDA-MB-231 y ZR-75-30 y la formación de colonias en agar en las líneas celulares 

MCF-7 y MDA-MB-231 (López-Marure et al., 2016).  

 

En otro trabajo demostramos que la DHEA disminuye la expresión de la N-cadherina y 

aumenta la expresión de la E-cadherina (proteínas involucradas en la TME) en la línea 

celular MDA-MB-231 además, la DHEA inhibió el crecimiento de tumores en ratones nu-/nu- 

(Colín-Val et al., 2017). Sin embargo, los mecanismos por los cuáles ejerce estos efectos 

aún no han sido del todo aclarados.   

 

Varios autores mencionan que las vías de transducción que están relacionadas con el 

efecto de la DHEA en procesos como la proliferación, la migración y la TME en diferentes 

tipos celulares, son las rutas de PI3K/Akt y MEK/ERK (Jiang et al., 2005). En estudios en 

líneas celulares derivadas de diferentes tipos de cáncer se ha observado que la DHEA actúa 

a través de estas vías y su unión 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 evaluó el mecanismo por el cual la DHEA indujo estos efectos en la línea 

celular MDA-MB-231. Para llevar a cabo esto se utilizaron fármacos inhibidores de las vías 

de PI3K/Akt, MEK/ERK, así como de los receptores IGF y EGF. 

 

La mayoría de los inhibidores de PI3K desarrollados hasta la fecha son competitivos con el 

ATP, los inhibidores más utilizados son la wortmanina un metabolito natural de Penicillium 

funiculosum, y el LY294002 que se derivó del flavonoide quercetina (Mahos et al., 1994; 

Davies et al., 2000; Gharbi et al., 2007). 

 

En el caso de la vía de MEK/ERK uno de los primeros inhibidores desarrollados ha sido el 

U-0126, al contrario de la mayoría de los inhibidores de cinasas, los inhibidores de MEK no 

son competidores del ATP (Davies et al., 2000). Su mecanismo de acción reside en su 

capacidad de unirse a MEK y bloquearla en estado catalíticamente inactivo, por lo que son 

altamente específicos, ya que las secuencias a las que se unen son únicas 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 

que es un inhibidor que se superpone con las tirosinas del IGFR en el sitio de 

autofosforilación, evitando dicha autofosforilación y así 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 más específicas y 

que 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), 

pequeños ARN interferentes (miRNA) y el ARN interferente pequeño (siRNA). El siRNA es 

actualmente utilizado en aplicaciones terapéuticas debido a su gran capacidad de silenciar 

genes específicos tanto en modelos in vitro como in vivo.  

 

En la actualidad el uso de modelos experimentales in vivo proporciona un mejor 

entendimiento del cáncer ya que el microambiente donde se desarrolla el tumor es más 

parecido al microambiente en el que crecería un tumor en el cuerpo humano. El modelo 
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más utilizado en cáncer es el xenotransplante en ratones desnudos (nu-/nu-), Los ratones 

desnudos fueron descubiertos por Flanagan en 1962. Flanangan describió sus 

características tanto genotípicas como fenotípicas, 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 más característico y la razón por la cual es 

utilizado en modelos de estudio para el cáncer es la ausencia de timo o un timo rudimentario 

el cual produce un número reducido de células T maduras por lo cual no rechazan tejidos 

alo- ni xenotransplantes convirtiéndolo en el primer modelo inmunodeprimido para el 

estudio del cáncer entre otras enfermedades (Pantelouris 1973; Cadili y Kneteman 2008; 

Ruiz et al., 2013). 

 

 

3. JUSTIFICACIÓN 
 

 

A nivel mundial el cáncer de mama es el más frecuente en las mujeres constituyendo el 

25.2 % de todos los casos de cáncer (OMS, 2020). En México el número anual de pacientes 

diagnosticados con cáncer de mama se vio incrementado entre los años 2010 a 2019. 

Siendo el 2019, el año que presento la tasa de incidencia más alta para las mujeres 

(35.24 casos por cada 100 mil mujeres de 20 años o más) (INEGI, 2020). El cáncer 

de mama constituye la principal causa de morbilidad hospitalaria por tumores malignos 

entre la población de 20 años y más, por lo que esta problemática requiere la 

implementación de estrategias y nuevos fármacos 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 cánceres de mama y son más 

comunes en mujeres menores de 40 años o con alguna mutación de gen BRCA1, este tipo 

de cáncer es el que se propaga más rápido, al no poseer receptores de estrógenos, de 

progesterona ni de la proteína  HER2; la terapia hormonal y los medicamentos para HER2 

no son una opción por lo que su tratamiento es limitado y posee el peor pronóstico. Algunas 

de las opciones para el tratamiento es la cirugía cuando el cáncer aún está localizado, así 

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 cáncer tiene una tasa de supervivencia de 5 años. 
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Se ha demostrado que la DHEA tiene un papel protector contra el cáncer; sin embargo, los 

mecanismos mediante los cuales ejerce estos efectos, particularmente en la línea celular 

MDA-MB-231, aún se desconocen. Por lo que es importante evaluar los mecanismos 

involucrados en los efectos de protección de la DHEA en la línea celular MDA-MB-231. Lo 

que proporcionará información valiosa para el desarrollo y el uso de fármacos para el 

tratamiento del cáncer triple negativo. 

 

En síntesis, el cáncer es un gran problema de salud pública tanto en México como en el 

mundo, y la DHEA ha demostrado tener efectos positivos en el cáncer de mama, por lo que 

encontrar el mecanismo de acción de dichos efectos es prioritario. 

 

 

4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 
 

 

¿Cuál es el receptor y la vía de señalización utilizados por la DHEA para inhibir la migración, 

la proliferación y modificar la expresión de proteínas involucradas en la TME en las células 

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

 

 

5. HIPÓTESIS 
 
 

La DHEA inhibirá la proliferación, la migración y modificará la expresión de proteínas 

involucradas en la TME en las células MDA-MB-231, y en ratones nu-/nu- disminuirá el 

crecimiento de tumores mediante la vía 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 acción por el cual la DHEA inhibe la migración, la proliferación 

y modifica la expresión de algunas de las proteínas involucradas en la TME en células MDA-

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

 

 

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES 
 

 

• Evaluar la participación de los receptores IGFR o EGFR en la vía de 

transducción que utiliza la DHEA en la línea celular MDA-MB-231. 

 

• Determinar la participación de las vías PI3K/Akt y MEK/ERK en los efectos de la 

DHEA en la línea celular MDA-MB- 231. 

 

• Evaluar si la vía de transducción identificada in vitro participa en la inhibición 

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

 

 

7. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

7.1 MATERIALES 
 

 

El anticuerpo monoclonal contra la N-cadherina (CD325) se adquirió de eBioscience (San 

Diego, CA, USA). El anti-β-actina (AC-15) se adquirió 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-IgGk 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 (GrandIsland, NY, USA). El hidroclorhidrato LY294002 (l9908) se adquirió de 

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). Espectrofotómetro de microplacas (BioTek 

Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). La detección quimio luminiscente de bandas se 

realizó con el sistema SuperSignal® y el sistema de imágenes 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 características.



 28 

 

Tabla 1. Características de la línea celular MDA-MB-231. 

MDA-MB-231 

Organismo Homo sapiens 

Tejido Glándula mamaria 

Tipo celular Epitelial con características 

mesenquimales  

Morfología Epitelial 

Enfermedad Adenocarcinoma 

Receptores 

Estrógenos Negativo 

Progesterona Negativo  

HER2 Negativo 

 

Las células MDA-MB-231 se cultivaron en medio DMEM con alta concentración de glucosa 

(4500.0 mg/L) suplementado con suero de ternera recién nacida al 10% (NBCS) y con 

antibiótico-antimicótico al 1%. Las células se mantuvieron a 37°C con una humedad relativa 

del 100% y una atmósfera al 5% de CO2 y 95% de aire. Para evaluar la concentración de 

los inhibidores se realizaron curvas usando las concentraciones de 2.5, 5, 10, 20 y 40 µM. 

Sin embargo, dado los resultados obtenidos en el Western blot, en los que se muestra que 

a estas concentraciones los fármacos inhiben a sus respectivos blancos, se decidió utilizar 

la concentración de 40 µM para el resto de los experimentos. 

 

Las células se expusieron a los inhibidores (40 µM) 1 h antes de la adición de la DHEA (10 

µM) durante 48 h, los cuales mostraron en experimentos previos, ser los que tenían mejores 

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

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

7.3 ENSAYO MTT 
 

 

Para obtener la concentración adecuada de los inhibidores para bloquear a su blanco (Tabla 

1) se midió su efecto citotóxico mediante el ensayo del MTT. Se sembraron células MDA-

MB-231 (3x103 células/pozo) en placas de 96 pozos y se incubaron a 37ºC y 5% de CO2 

durante 24 horas para permitir su adherencia, posteriormente se expusieron a diferentes 

concentraciones de los inhibidores (2.5, 5, 10, 20 y 40 µM) y 10 µM de la DHEA 

(concentración utilizada en experimentos previos) durante 48 h. Las células no tratadas se 

usaron como controles. Se añadieron 20 µL de la solución 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 formación de 

cristales de formazán. Después se eliminó el medio de cultivo, los cristales de formazán se 

disolvieron con 100 µL de isopropanol ácido (HCl 0.04 N) y se midió la densidad óptica a 

570 nm en un espectrofotómetro de microplacas. 

 

 

7.4 CRISTAL VIOLETA (CV) 
 

 

Para medir la proliferación celular se realizó la prueba del CV. Las células MDA-MB-231 (3 

x 103/pozo) se sembraron en placas de 96 pozos y se expusieron a cada inhibidor (40 μM) 

durante 1 h, posteriormente las células se cultivaron con la DHEA (10 μM) durante 48 h. 

Inhibidor Blanco 

AG-538 IGFR 

AG-1478 EGFR 

U-0126 MEK 

Wortmanina PI3K 

LY294002 PI3K 
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Las células se fijaron con 100 μL de glutaraldehído al 1.1% en solución amortiguadora de 

fosfatos HEPES (NaCl 150 mM, KCl 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 tiñó con 100 μL de una solución de cristal 

violeta al 0.1% (tampón de ácido fosfórico 200 mM, pH 6) durante 20 min. Las placas se 

lavaron minuciosamente con agua destilada para eliminar el exceso de la solución de CV y 

se secaron al aire. El colorante unido a las proteínas celulares se solubilizó con 100 μL de 

una solución de ácido acético al 10% durante 10 min. La densidad óptica se midió a 595 

nm en un espectrofotómetro de microplacas. 

 
 

 

7.5 ENSAYO DE MIGRACIÓN 
 

 

Se sembraron las células MDA-MB-231 (2.5 x 105/pozo) en filtros transwell de tamaño de 

poro de 8 µm en 250 µL de medio libre de NBCS y se les agregaron los inhibidores con o 

sin la DHEA. Al pozo inferior de la placa, se le añadió 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 migración de las células en el lado inferior del filtro y 

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

 

 

7.6 ENSAYO DE MOTILIDAD (ENSAYO DE CIERRE DE HERIDA) 
 

 

Se sembraron las células (2 x 105/pozo) en placas de 12 pozos y se dejaron en cultivo por 

2 días hasta alcanzar la confluencia. Posteriormente, a las monocapas celulares se les 

realizó una herida con la ayuda de una punta de pipeta de 200 μL. Para eliminar las células 

flotantes, se retiró el medio de cultivo y las células se lavaron dos veces con una solución 

tampón de fosfatos con Ca2+ y Mg2+ (0.1 g de MgCl2, 0.1 g de CaCl2, 8 g de NaCl, 0.2 g de 

KCl, 2.16 g de NaH2PO4, 0.2 g de K2HPO4, pH 7.2). Se añadió medio fresco con NBCS al 

2% con los tratamientos: control (células no tratadas), DHEA, inhibidores solos e inhibidores 

más DHEA durante 48 h. Las heridas se fotografiaron a las 0 y 48 h. El porcentaje de área 

abierta de la herida (espacio libre de células) se calculó utilizando el software ImageJ - NIH. 



 31 

7.7 EXTRACCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
 

 

Las células MDA-MB-231 se sembraron en placas Petri de 35 mm y se cultivaron hasta una 

confluencia del 70%, se trataron con los inhibidores y la DHEA durante 48 h. El medio de 

cultivo se retiró y las células se lavaron con HEPES. Después se incubaron con 100 µL de 

tampón de lisis (Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 120 mM, NP4 al 0.5%, NaF 100 mM, NaVO3 

0.2 mM, aprotinina 1 µg/mL, PMSF 1 mM, 1 µg/mL de leupeptina) a 4°C durante 15 min. 

Las células se separaron con un raspador y los restos celulares se eliminaron por 

centrifugación a 14,000 rpm durante 10 min. Los sobrenadantes se recogieron y se 

almacenaron a -80°C. La concentración de proteína se midió con el ensayo de Bradford 

(Bio-Rad). La absorbancia se leyó a 595 nm en un espectrofotómetro de microplacas. La 

concentración de proteína se calculó a partir de una curva estándar de albúmina de suero 

de bovino (BSA). 

 

 

 

7.8 WESTERN BLOT 
 
 

La determinación de la presencia de las proteínas se realizó por electroforesis utilizando 

geles de SDS-poliacrilamida al 8% de la siguiente manera, 2.5 mL de solución 1 (Tris-HCl 

0.75 M, SDS al 0.2%, pH 8.8), 2 mL de solución de acrilamida-bisacrilamida al 30%, 1 mL 

de agua, 7 µL de TEMED y 25 µL de persulfato de amonio al 13%. Las muestras se 

desnaturalizaron a 95°C durante 5 min. Luego, se cargaron 30 µg de proteína 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 proteínas se transfirieron 

a membranas de PVDF a 120 voltios durante 120 min a 4°C, con 800 mL de solución de 

transferencia (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20%, pH 8.3). Las membranas 

se bloquearon 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 agitación constante, posteriormente las membranas 

se incubaron durante toda la noche con los anticuerpos primarios contra N-cadherina 

(1:1000), β-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 incubación, 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-IgGk BP-HRP (1:10000) 

y eIgG-HRP (1:10000) se añadieron durante 1 h en agitación constante a temperatura 

ambiente y después se realizaron tres lavados con TBS-T durante 5 min. La detección 

quimioluminiscente de bandas se realizó con el reactivo ClarityTM Western ECL subctrate y 

el sistema de imágenes MP ChemiDocTM. El análisis densitométrico de proteínas se realizó 

con el software Image Lab ™ V 4.0.  

 

 

 

7.9 TRANSFECCIÓN 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 

prediseñado contra PI3KCA, y con 9 µL del control negativo del siRNA previamente diluidos 

con 450 µL de medio DMEM sin suero durante 72 h. La transfección se realizó utilizando 

Lipofectamina 2000 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Transcurridas las 72 h 

la transfección se confirmó con Western blot analizando la expresión de la PI3K, y se 

realizaron los experimentos correspondientes (CV, ensayo de cierre de herida, ensayo 

transwell, expresión de las proteínas E y N-cadherinas) con y sin DHEA. 

 

 

 

7.10 ENSAYO DE FORMACIÓN 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-ZOO-1999).  

 

El ensayo de formación de tumores se realizó en un modelo de xenotransplante en ratones 

desnudos atímicos (nu-/nu-), se utilizaron un total de 21 hembras de 10 semanas de edad 

de 20-25 g de peso, Para implantación de las células tumorales, se suspendieron 1 x106 

células de la línea 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 µL de tampón HEPES 1X y se implantaron por 

vía subcutánea en la parte dorsal derecha de los ratones. Los ratones se monitorearon cada 

tercer día hasta la formación de tumores. 

 

La DHEA se diluyó en aceite de oliva estéril al 80% y etanol (vehículo) al 20%. La DHEA se 

inyectó por vía subcutánea en el plano dorsal de los ratones cada tres días a una dosis de 

60 µg de la DHEA/g de peso corporal en un volumen total de 100 μL.  

Los animales se dividieron aleatoriamente en 7 grupos (3 ratones por grupo): Grupo 1 = 

Control  negativo (-), solo se inyectó vehículo durante 5 semanas; Grupo 2 = Control positivo 

(+), se inocularon células tumorales y solo se administró el vehículo; Grupo 3 = Control 

siRNA, se inocularon las células tumorales previamente transfectadas con el control del 

siRNA durante 48 h y se administró el vehículo por 5 semanas; Grupo 4= siRNA, se 

inocularon las células tumorales previamente transfectadas con el siRNA durante 48 h y se 

les administró el vehículo durante 5 semanas; Grupo 5 = DHEA, se administró la DHEA 

durante 5 semanas comenzando con la primera dosis 1 semana antes de la inoculación con 

las células tumorales; Grupo 6 = DHEA + Control siRNA, se administró la DHEA durante 5 

semanas comenzando con la primera dosis 1 semana antes de la inoculación con las 

células tumorales previamente transfectadas con el control del siRNA durante 48 h; Grupo 

7 = DHEA + siRNA, se administró la DHEA durante 5 semanas comenzando con la primera 

dosis 1 semana antes de la inoculación con las células tumorales previamente 

transfectadas con el siRNA durante 48 h (Tabla 2). 

 

Cuatro semanas después de la implantación de las células tumorales, los ratones se 

anestesiaron con una inyección peritoneal de 0.4 ml/ratón de pentobarbital (6.3 g/100 mL) 

diluida 1:10 y se realizó la eutanasia mediante dislocación cervical. Posteriormente los 

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

 

Grupos Vehículo DHEA Células 

solas 

Células 

control 

siRNA 

Células 

siRNA 

1  Control (-) X     

2  Control (+) X  X   

3  Control siRNA X   X  

4  siRNA X    X 

5  DHEA  X X   

6  DHEA + 

Control siRNA 

 X   X 

7  DHEA + 

siRNA 

 X   X 

 
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 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y por lo menos tres veces de manera 

independiente. Se realizó un análisis descriptivo de todos los grupos y se verificó la 

distribución de los datos bajo la curva de normalidad. Se realizó la prueba ANOVA para 

comparar más de dos grupos de datos, seguida de Tukey-Kramer para la comparación 

entre grupos. Las diferencias se consideraron como estadísticamente 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 µM) y se determinó la viabilidad 

mediante la reducción del MTT. Los resultados mostraron que ninguno de los inhibidores 

con ninguna de las concentraciones utilizadas afectó la reducción del MTT (Figura 4), por 

lo que en los experimentos siguientes solo se usó la concentración de 40 μM. Para 

comprobar la efectividad de los inhibidores para bloquear a sus moléculas blanco, se realizó 

un Western blot. Los resultados indicaron que todos los fármacos lograron inhibir a sus 

respectivos blancos (Figura 5). 

 

 

Figura 4. Efecto de la DHEA y de los inhibidores en la citotoxicidad de las células 
MDA-MB-231.  

Las células se sembraron (3×103/pozo) en placas de 96 pozos y se incubaron con 2.5, 5, 10, 20 y 40 
μM de AG-538, AG-1478, U-0126 y wortmanina y con la DHEA 10 μM durante 48 h. Se usó etanol 
como vehículo. Los datos se muestran como el porcentaje de reducción 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. 

 
 

 
 
 

Figura 5. Los inhibidores disminuyen la presencia de Akt-p y ERK-p en células MDA-
MB-231.  

Se sembraron células MDA-MB-231 (1×106) en cajas de Petri de 100 mm y se expusieron a los 

inhibidores (40 µM) durante 1 h. La presencia de Akt-p y ERK-p se determinó mediante Western blot. 
El nivel de expresión de las proteínas se normalizó 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 
fosforilación de proteínas se normalizó frente al nivel de la proteína 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 comparación con las células control. 

 
 

 

8.1 LA COMBINACIÓN DE LA DHEA Y LOS INHIBIDORES DISMINUYÓ LA 
PROLIFERACIÓN 
 
 

Para determinar si la DHEA afecta la proliferación celular mediante las vías PI3K/Akt y 

MEK/ERK, o IGFR y EGFR, las células fueron expuestas a 40 μM de los inhibidores solos 
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o en combinación con 10 μM de la DHEA y el vehículo (etanol) durante 48 h, y la 

proliferación fue evaluada por tinción con CV. La DHEA inhibió en un 50% la proliferación 

de las células MDA-MB-231. Todos los inhibidores aumentaron la proliferación en un 20-

40% en comparación con las células de control. La combinación de la DHEA con AG-1478, 

U-0126 y wortmanina indujo una mayor disminución de la proliferación en comparación con 

la DHEA sola (Figura 6), lo que sugiere que ninguna de estas vías participa en el efecto 

antiproliferativo de la DHEA. 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

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

Las células se sembraron (3×103) en cada pozo y se incubaron con 40 μM de los inhibidores (AG-
538, AG-1478, U-0126 y wortmanina), solos o en combinación con la DHEA (10 μM) durante 48 h. 
Las células se incubaron con los inhibidores durante 1 h antes de agregar la DHEA. La proliferación 
celular se midió por la técnica de CV. Los datos se muestran como el porcentaje de la proliferación 
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 comparación con el control y la DHEA, 
respectivamente. 
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8.2 LA WORTMANINA REVIRTIÓ LA INHIBICIÓN DE LA MIGRACIÓN INDUCIDA POR 
LA DHEA 
 
 

Las células se expusieron a 40 μM de los inhibidores sin o con 10 μM de la DHEA durante 

48 h y la migración se evaluó mediante un ensayo de cierre de herida (Figura 7) así como 

con ensayo transwell (Figura 8). La DHEA disminuyó la migración de las células en un 70%, 

similar a nuestros resultados anteriores (López-Marure et al., 2011; Colín-Val et al., 2017). 

Todos los inhibidores disminuyeron la migración cuando se usaron solos en comparación 

con el control; sin embargo, cuando se combinaron con la DHEA, solo la wortmanina pudo 

revertir en un 40% la inhibición de la migración inducida por la DHEA sola (Figura 7). Los 

resultados de los ensayos transwell mostraron que la DHEA disminuyó en un 25% la 

migración en comparación con el control. Se observaron resultados similares con el 

inhibidor U-0126 con una disminución de la migración de un 30%. La combinación del 

inhibidor U-0126 más la DHEA disminuyó la migración en un 45%. La combinación de la 

DHEA con el inhibidor wortmanina disminuyó la migración en un 12% en comparación con 

el tratamiento de la DHEA sola (Figura 8), lo que indica que la vía de la PI3K/Akt podría 

participar en la inhibición de la migración inducida por la DHEA. 
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Figura 7. La DHEA disminuyó la migración mediante ensayos de cierre de herida a 
través de la vía PI3K/Akt. 

Se cultivaron monocapas confluentes de las células MDA-MB-231 sin (control), con la DHEA 
10 µM y con los inhibidores 40 µM, y se evaluó la migración celular mediante ensayo de cierre 
de herida a las 48 h. A) Las células se fotografiaron a las 0 y 48 h después de los tratamientos. 
B) Se realizó un análisis del porcentaje del área abierta de la herida con el software Image J. 
Los datos se muestran como el porcentaje de área 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 disminuyó la migración mediante ensayos transwell a través de 
la vía PI3K/Akt. 

 Las células se cultivaron sin (control) o con la DHEA (10 µM), los inhibidores solos (40 µM) e 
inhibidores más la DHEA durante 48 h. La migración celular se evaluó mediante el ensayo 
transwell y las células migratorias se tiñeron con CV. Los datos se muestran como densidad 
óptica 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 EXPRESIÓN DE LA E Y N-CADHERINA REGULADA POR LA DHEA 

 

 

Las proteínas E y N-cadherina son marcadores específicos del fenotipo epitelial y 

mesenquimatoso, respectivamente. Anteriormente demostramos que la DHEA aumentaba 

la expresión de la E-cadherina y disminuía la expresión de la N-cadherina en las células 

MDA-MB-231 (Colín-Val et al., 2017). Por lo tanto, para probar si el efecto de la DHEA está 

mediado por la vía PI3K/Akt o MEK/ERK, o mediante los receptores IGF y EGF, se observó 
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la expresión de la E y N-cadherina en las células tratadas con la DHEA sola o en 

combinación con los diferentes inhibidores de estas vías y de los receptores. Los resultados 

del Western blot mostraron que los inhibidores solos disminuyeron la expresión de la E-

cadherina (28%) en comparación con las células del control (Figura 9). El tratamiento con 

la DHEA más U-0126 aumentó la expresión de la E-cadherina de una manera similar a la 

DHEA sola (Figura 9), lo que sugiere que la vía MEK/ERK no participa en el efecto inducido 

por la DHEA en la expresión de la E-cadherina. Por otro lado, la combinación de DHEA 

más los inhibidores AG-538, AG-1478 y wortmanina abatieron el aumento de la expresión 

de la E-cadherina provocado por la DHEA sola, lo que indica que el EGFR e IGFR, así 

como la vía PI3K/Akt participan en el efecto inducido por la DHEA sobre la expresión de la 

proteína E-cadherina (Figura 9). 

 

Los resultados de la expresión de la N-cadherina mostraron que todos los inhibidores 

disminuyeron alrededor del 30% su expresión (Figura10). Cuando las células se incubaron 

con la DHEA más los inhibidores AG-538, AG-1478 y U-0126, la expresión de la N-

cadherina fue similar a la de la DHEA sola; sin embargo, wortmanina abolió el 40% de la 

disminución de la N-cadherina inducida por la DHEA, lo que sugiere que la vía PI3K/Akt 

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

Se cultivaron monocapas confluentes de células MDA-MB-231 sin (control), con DHEA (10 
µM) y con los inhibidores (40 µM), y se evaluó la expresión de la E-cadherina a las 48 h usando 
la técnica de Western blot. El nivel de expresión de la proteína se normalizó frente al nivel de 
la β-actina. A) Muestra un experimento representativo. B) La expresión de la proteína se 
normalizó con el control de carga (β-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 disminuyó la expresión de la N-cadherina en las células MDA-
MB-231 a través de la vía PI3K/Akt.  

Se cultivaron monocapas confluentes de células MDA-MB-231 sin (control), con la DHEA (10 
µM) y con los inhibidores (40 µM), y se evaluó la expresión de la N-cadherina a las 48 h 
mediante Western blot. El nivel de expresión de la proteína se normalizó frente al nivel de la 
β-actina. A) Experimento representativo B) La expresión de la proteína se normalizó con el 
control de carga (β-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 REDUCCIÓN DE MTT EN LAS 
CÉLULAS MDA-MB-231 

 

 

Para confirmar que los efectos de la DHEA están mediados por la vía PI3K/Akt, utilizamos 

otro inhibidor de esta vía, el LY294002. Para determinar la posible toxicidad del LY294002, 

se cultivaron las células con diferentes concentraciones (2.5, 5, 10, 20 y 40 µM) y se realizó 

el ensayo del MTT. El LY294002 no tuvo efecto en la reducción del MTT con ninguna de 

las concentraciones utilizadas (Figura 11). Para confirmar la inhibición de la PI3K, se realizó 

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

Células control, vehículo (etanol) y tratamientos con el inhibidor LY294002 (2.5, 5, 10, 20 y 40 µM). 
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 proteína AKT y AKT-p 
en la línea celular MDA-MB-231.  

Las células se cultivaron con el inhibidor a 40 µM. A) Se muestra un ensayo representativo de la 
presencia de las proteínas por Western blot de tres experimentos independientes realizados por 
triplicado. B) El efecto sobre la actividad se expresa como el cociente de normalización AKT-p/AKT 
en unidades arbitrarias y se comparó 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 más el inhibidor LY294002 y se evaluó la 

proliferación y la migración. Las concentraciones solas no afectaron la proliferación (Figura 

13). La combinación del LY294002 con la DHEA tampoco afectó la proliferación en 

comparación con el tratamiento con la DHEA sola; por lo tanto, estos resultados indican 

que la vía PI3K no participa en el efecto antiproliferativo inducido por la DHEA, confirmando 

los resultados anteriores al usar wortmanina. Para evaluar si esta vía puede participar en 

otros efectos inducidos por la DHEA, también se evaluaron la migración y la expresión de 

la E y N-cadherina. Los resultados del ensayo de cierre de herida mostraron que la DHEA 

evitó el cierre de la herida en un 80% (Figura 14). El LY294002 solo evitó el cierre de la 

herida en un 50%, y cuando se combinó con la DHEA revirtió un 30% el efecto de la DHEA 

sola. Resultados similares se obtuvieron en el ensayo transwell, donde el LY294002 abolió 

el efecto inducido por la DHEA en la migración (Figura 15). Estos resultados, juntos con los 

resultados previos al usar wortmanina, sugieren que la vía PI3K está relacionada con el 

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

Las células (3×103) se sembraron en cada pozo y se incubaron con 40 μM del LY294002 solo 
o combinado con la DHEA (10 μM) durante 48 h. Las células se incubaron con el inhibidor 
durante 1 h antes de la adición de la DHEA. La proliferación celular se realizó con CV. Los 
datos se muestran como el porcentaje de proliferación 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 disminuyó la migración mediante ensayos de cierre de herida a 
través de la vía PI3K/Akt. 

 Se cultivaron monocapas confluentes de células MDA-MB-231 sin (control), con DHEA (10 µM), el 
LY294002 solo (40 µM) y el LY294002 más la DHEA durante 48 h. La migración celular se evaluó 
mediante ensayo de cierre de herida. A) Las células fueron fotografiadas a las 0 y 48 h después de 
los tratamientos. B) Se realizó un análisis del porcentaje de área abierta de la herida con el software 
Image J. Los datos se muestran como la media del área 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 disminuyó la migración mediante ensayos transwell a través de 
la vía PI3K/Akt.  

Las células se cultivaron sin (control), con la DHEA (10 µM), con el LY294002 (40 µM) y el LY294002 
más la DHEA durante 48 h. La migración celular se evaluó mediante ensayo transwell y las células 
migratorias se tiñeron con CV. Los datos se muestran como densidad óptica 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. 

 

 

Además, el ensayo de Western blot reveló que el LY294002 solo aumentó en un 33% la 
expresión de la E-cadherina en comparación con el control (Figura 16 A y B); sin embargo, 
cuando las células se expusieron al LY294002 más la DHEA, la expresión de la E-
cadherina disminuyó en un 45% en comparación con la DHEA sola.  Finalmente, la 
expresión de la N-cadherina disminuyó en las células tratadas con el LY294002 solo en un 
18% en comparación con el control, pero combinado con la DHEA, aumentó la expresión 
de la N-cadherina en niveles muy similares a los de las células control (Figura 16 C y D), 
lo que confirma que la vía de PI3K está involucrada en el efecto de la DHEA en la expresión 
de la E y N-cadherina. 
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Figura 16. La DHEA aumentó la expresión de la E-cadherina en las células MDA-MB-
231 a través de la vía PI3K/Akt utilizando el inhibidor LY294002.  

Las células se expusieron al LY294002 solo y en combinación con la DHEA (10 µM) durante 48 h. 
La expresión de la E y N-cadherina se determinó mediante western blot. El nivel de expresión de la 
proteína se normalizó frente al nivel de la β-actina. A) y C) muestran un experimento representativo 
de la E y N-cadherina, respectivamente. En B) y D), el nivel de expresión de las proteínas se 
normalizó frente al nivel de β-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 LÍNEA CELULAR MDA-MB-231 SON 
ATRAVÉS DE LA VÍA PI3K/Akt  
 

Para confirmar que los efectos de la DHEA están mediados por la vía PI3K/Akt, utilizamos 

un siRNA contra el mensajero de la PI3K. Para confirmar el silenciamiento de la proteína 

PI3K, se realizó un ensayo de Western blot utilizando anticuerpos contra la PI3K (Figura 

17). 
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Figura 17.  Efecto del siRNA en la expresión de la proteína PI3K en la línea celular 
MDA-MB-231.  

Las células se cultivaron con el siRNA por 72 h. A) Se muestra un ensayo representativo de la 
expresión de las proteínas por Western blot de tres experimentos independientes. B) El nivel de 
expresión de la proteína se expresa como el cociente de normalización PI3K/β-actina en unidades 
arbitrarias y se comparó 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, así como con su control 

y posteriormente se les agregó la DHEA durante 48 h y se evaluó la proliferación, la 

migración y la expresión de las proteínas E- y N-cadherina. El siRNA disminuyó la 

proliferación en un 25%, mientras que la DHEA lo hizo en un 50% (Figura 18). Los 

resultados anteriores mostraron que la combinación de la DHEA con los inhibidores no 

abatía los efectos de ésta, mientras que aquí se observa un aumento en la proliferación en 

un 30% con la combinación del siRNA más la DHEA comparada con la DHEA sola, esto 

podrá deberse a que los inhibidores no son tan específicos como el siRNA y podrían estar 

inhibiendo además de su blanco algún otro elemento. Esto demuestra la importancia de 

esta vía en los efectos antiproliferativos de la DHEA. 

 
 
 

 

 

A) B) 
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Figura 18. La inhibición de la proliferación causada por la DHEA en células MDA-MB-
231 es mediante la vía de la PI3K. 

 Las células (3×103) se sembraron en cada pozo y se incubaron con el siRNA y su control solo 
o combinado con la DHEA 10 μM durante 48 h. Las células se incubaron con el siRNA 72 h 
antes de la adición de la DHEA. La proliferación celular se realizó con CV. Los datos se 
muestran como el porcentaje de proliferación 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, así como con su control 

y posteriormente se les agrego la DHEA durante 48 h y la migración se evaluó mediante 

un ensayo de cierre de herida (Figura 19) así como con ensayo de cámara de Boyden 

(transwell) (Figura 20). La DHEA disminuyo un 30% la migración en los ensayos transwell 

y ésta fue revertida en un 10% por el tratamiento del siRNA con la DHEA. Estos resultados 

confirman que la vía de PI3K está implicada en los efectos de la DHEA en la línea celular 

MDA-MB-231. 

 

 

 

 

 

 

0

50

100

150

P
ro

li
fe

ra
ti

o
n

 (
%

)
* # * #

* *

#

- - - +          +          +         

- +          - - +          -

- - +           - - +

DHEA

Control siRNA

siRNA



 52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. La DHEA disminuyó la migración mediante ensayos de cierre de herida a 
través de la vía PI3K/Akt.  

Se cultivaron monocapas confluentes de células MDA-MB-231 sin (control), con el siRNA, DHEA y 
el siRNA más la DHEA durante 48 h. La migración celular se evaluó mediante el ensayo de cierre de 
herida. A) Las células fueron fotografiadas a las 0 y 48 h después de los tratamientos. B) Se realizó 
un análisis del porcentaje de área abierta de la herida con el software Image J. Los datos se muestran 
como la media del área 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 disminuyó la migración mediante ensayos transwell a través de 
la vía PI3K/Akt.  

Las células se cultivaron sin (control), con la DHEA (10 µM), con LY294002 (40 µM) y LY294002 
más la DHEA durante 48 h. La migración celular se evaluó mediante ensayo transwell y las células 
migratorias se tiñeron con CV. Los datos se muestran como densidad óptica 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 disminuyó la expresión de N-

cadherina en un 50%, mientras que la DHEA la disminuyó en un 55%, en comparación con 

el control, y la combinación de siRNA con DHEA revirtió el efecto de la DHEA sola en un 

30%. En cuanto a la expresión de E-cadherina, el siRNA aumentó un 225% su expresión 

en comparación con el control, mientras que la DHEA aumentó la expresión en un 275%; 

sin embargo, cuando las células se expusieron a al siRNA más DHEA, la expresión de E-

cadherina disminuyó en un 30% en comparación con la DHEA sola (Figura 21). Estos 

resultados, junto con los anteriores, confirman que la vía PI3K/Akt está implicada en el 

efecto de la DHEA sobre la expresión de E- y N-cadherina. 
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Figura 21. La DHEA aumenta la expresión de la E-cadherina en las células MDA-MB-
231 a través de la vía PI3K/Akt utilizando el inhibidor LY294002.  

Las células se expusieron al LY294002 solo y en combinación con la DHEA 10 µM durante 48 h. La 
expresión de E y N-cadherina se determinó mediante western blot. El nivel de expresión de la 
proteína se normalizó frente al nivel de la β-actina. A) muestra un experimento representativo de la 
E y N-cadherina. B y C) muestran el nivel de expresión de las proteínas de la E y N-cadherina 
respectivamente, el cual se normalizó frente al nivel de la β-actina y los resultados se expresaron 
como la media ± la DE, de tres experimentos independientes con resultados similares. *p<0.05 contra 
la DHEA. 

 

 

 

8.6 FORMACIÓN DE TUMORES IN VIVO  
 
 
Para observar si la vía de PI3K estaba relacionada con el efecto in vivo de la DHEA en la 

formación de tumores, se realizó un xenotransplante de la línea 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 administró la DHEA en una concentración de 30 
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µg/g de peso/día, disuelta en 80% de aceite de oliva estéril y 20% de etanol (vehículo). En el 

Grupo 1 el vehículo no ocasionó ningún efecto secundario. En el Grupo control positivo (2) se 

observaron los tumores de mayor tamaño con un promedio de peso de 1.6 g con respecto a los 

demás grupos, los grupos 3 y 4 mostraron una disminución 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 más el tratamiento con la DHEA (6 y 7) se observó un 

promedio en el peso de los tumores del 1.16 y 0.93 g respectivamente, mostrando un aumento 

en el tamaño y la aparición 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 vía 

de PI3K/Akt también está involucrada en el efecto in vivo de la DHEA sobre la formación y el 

crecimiento de tumores (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. El siRNA contra el gen PIK3CA abolió 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 + vehículo), 3) grupo control siRNA 
(células MDA-MB-231 transfectadas con el control del siRNA + vehículo), 4) grupo siRNA (células 
MDA-MB-231 transfectadas con el siRNA + vehículo), 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 (1×106) se inyectaron a los ratones por vía subcutánea en los 
flancos derechos. Se inyectaron el vehículo y la DHEA (60 µg/g) por vía subcutánea en el plano 
dorsal cada tercer día. 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 fotografía 
de los tumores extraídos (A) y la gráfica 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. DISCUSIÓN 
 

 

En los últimos años, cada vez hay más pruebas que respaldan los beneficios de la DHEA 

para mejorar la salud, incluidas sus propiedades anticancerígenas (Klinge et al., 2018). 

Anteriormente, nuestro grupo demostró que la DHEA inhibe la proliferación, la migración y 

modifica la expresión de la E- y N-cadherina, proteínas epitelial y mesenquimal 

respectivamente, en varias líneas celulares de cáncer de mama como MCF-7, ZR-75-30, 

Hs578T y MDA-MB-231 (López-Marure et al., 2011; Colín-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 línea celular MDA-MB-231, la cual se caracteriza por presentar un fenotipo 

mesenquimal y ser altamente invasiva y metastásica. Para evaluar los posibles 

mecanismos, utilizamos inhibidores farmacológicos de las vías PI3K/Akt y MEK/ERK, así 

como de los receptores IGF y EGF.  Además, se evaluó la proliferación, la migración y la 

expresión de proteínas de la TME en células cultivadas con la DHEA sola o en combinación 

con los inhibidores farmacológicos. También se utilizó un siRNA para silenciar la proteína 

PI3K para inhibir la vía PI3K. 

 

 Las vías de vías PI3K/Akt y MEK/ERK, así como los receptores IGF y EGF regulan 

procesos como la sobrevivencia, el crecimiento, la proliferación y la diferenciación los 

cuales están ampliamente relacionados con la progresión del cáncer (Gharbi et al., 2007). 

Además, algunos estudios han demostrado que los efectos de la DHEA son a través de 

estas vías, tal es el caso de las células endoteliales de aorta (BAECs) en donde la DHEA 
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mostro un efecto de protección contra la apoptosis activando la vía PI3K (Liu et al., 2007), 

por otro lado, en células epiteliales de prostata la DHEA indujo la proliferación mediante la 

vía de NFKB vía PI3K/AKT (Sun et al., 2010). En las líneas celulares HepG2 y HT-29 la 

DHEA inhibio la proliferación y provoco apoptosis a traves de la vía PI3K/Akt (Jiang et al., 

2005). Estos antecedentes sugirieron que estas vías podrían ser las implicadas en los 

efectos observados de la DHEA en la línea celular MDA-MB-231. Sin embargo, nuestros 

resultados sugieren que ninguna de las vías inhibidas participa en el efecto antiproliferativo 

de la DHEA, ya que no se revirtió con ninguno de los inhibidores (Figura 6). Por lo que la 

proliferación celular podría estar siendo inhibida por diferentes vías no evaluadas en este 

trabajo (Valdespino-Gómez et al., 2015), entre las que se encuentran la vía de JAK-STAT 

y la de la Wnt/β-catenina (Ruzhen et al., 2017). La vía de transducción Wnt/β-catenina es 

una de las vías involucradas en el inicio, la progresión y el pronóstico de los cánceres 

humanos (Ruzhen et al., 2017). Por ejemplo, en células osteoblásticas y en células de 

carcinoma hepatocelular (HCC), compuestos como el tricloruro de aluminio (AlCl3) y la 

pirfenidona respectivamente, inhibieron la proliferación a través de un mecanismo que 

involucra a la vía de Wnt/β-catenina (Wanyue et al., 2016; Wei-Jie et al., 2017). Otra vía 

relacionada fuertemente con la proliferación celular y que se ha visto que se modifica en 

enfermedades como el cáncer es la vía de JAK/STAT. En un estudio se observó que el 

agente terapéutico ECPIRM, inhibió la proliferación celular promoviendo la apoptosis en las 

células de linfocitos T cutáneos (HUT78) a través de la vía JAK/STAT al reducir los niveles 

de fosforilación de JAK1, STAT3 y STAT5 (Hua et al., 2018). En las células de 

retinoblastoma (SO-Rb50 e Y79), la curcumina redujo la viabilidad, migración, proliferación 

e invasión disminuyendo la fosforilación de JAK1, STAT1 y STAT3. Dado que estas vías 

son muy importantes en la regulación de la proliferación, sería interesante determinar si 

estas vías juegan un papel en la actividad antiproliferativa de la DHEA en las células MDA-

MB-231. 

 

La inhibición de la migración inducida por la DHEA se evaluó mediante ensayos de 

migración (cierre de herida y transwell), los resultados mostraron que el inhibidor 

wortmanina revirtió los efectos de la DHEA sobre la migración, mientras que con los demás 

inhibidores no se observó efecto (Figura 7 y 8), estos resultados indican la participación de 

la vía PI3K/Akt en este mecanismo. Resultados similares se han observado con otros 

compuestos en líneas celulares de cáncer; por ejemplo, el fármaco tanshinol inhibió la 

fosforilación de PI3K y Akt evitando la migración e invasión de las células HepG2 (Pingting 
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et al., 2019). El ácido asiático (AA) inhibió la proliferación, la migración, indujo la apoptosis 

y modificó la expresión de marcadores TEM en células de cáncer de colon (CCR), regulando 

negativamente la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR (Yajuan et al., 2018). El polifenol 

bioactivo en el té verde, epigalocatequina-3-galato (EGCG), inhibió la migración y la 

invasión en las células de cáncer de vejiga (T24 y 5637), disminuyendo la fosforilación de 

PI3K y Akt (Thr 308 y Ser473), y cuando se inhibió Akt, EGCG no mostró efecto (Ke-Wang 

et al., 2018). 

 

Para validar si los efectos de la DHEA en la expresión de proteínas epiteliales y 

mesenquimales también estaban mediados por las mismas vías y receptores, evaluamos 

la expresión de las proteínas E y N-cadherina en presencia de los inhibidores. La TEM es 

un proceso biológico en el que las células epiteliales pierden sus características y adquieren 

un fenotipo mesenquimal, a menudo involucrado en enfermedades, como la progresión del 

cáncer (Zhang y Weinberg, 2018). Uno de los principales fenómenos que ocurren en la TEM 

es la disminución de la expresión de la E-cadherina y el aumento de la N-cadherina que 

facilita la migración celular. El proceso inverso conocido como TME también juega un papel 

importante en la reprogramación de las células mesenquimales (Tong et al., 2017). Los 

resultados anteriores mostraron que la DHEA produce un aumento en la expresión de la 

proteína epitelial E-cadherina y una disminución en la expresión de la proteína mesenquimal 

N-cadherina en las células MDA-MB-231 (Colín-Val et al., 2017). En este trabajo, las células 

MDA-MB-231 tratadas con la DHEA más el inhibidor de MEK (U-0126) aumentaron la 

expresión de la E-cadherina de manera similar a la DHEA sola (Figura 9), lo que sugiere 

que la vía MEK/ERK no participa en el aumento de expresión de la E-cadherina provocado 

por la DHEA. En contraste, la combinación de la DHEA más los inhibidores de IGFR y EGFR 

(AG-538 y AG-1478) respectivamente, así 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 modulación de la expresión de la E-cadherina provocada 

por la DHEA. Este resultado fue el único que mostro que los receptores de EGF e IGF 

podrían estar relacionados con el aumento de la E-cadherina provocado por la DHEA. Por 

otro lado, cuando las células se expusieron a la DHEA más los inhibidores de AG-538, AG-

1478 y U-0126, la expresión de N-cadherina fue similar a la observada con la DHEA sola, 

en contraste, wortmanina abolió la disminución de la expresión de la N-cadherina producida 

por la DHEA en un 40%, lo que sugiere la participación de la vía PI3K/Akt como mediador 

de los efectos de la DHEA en la expresión de la N-cadherina (Figura 10). 
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Los resultados obtenidos coinciden con los de otros investigadores donde se observó que 

la activación de la TEM y TME induce la expresión de factores de transcripción en respuesta 

a varias vías de señalización entre ellas la vía de PI3K/Akt (González y Medici, 2015). Por 

ejemplo, el fármaco genisteína inhibió la migración de las células de cáncer de colon y 

revirtió la TEM al aumentar la regulación de la E-cadherina y disminuir la expresión de la N-

cadherina, suprimiendo la vía Notch1/NF-κB/slug/E-cadherina (Panpan et al., 2017). En otro 

estudio, el sustrato asociado a crk (CAS) reguló negativamente la expresión de la E-

cadherina activando la ruta de señalización de Akt en el cáncer de pulmón de células no 

pequeñas (Li et al., 2016). En las células de cáncer colorrectal (CCR), el carboxilo terminal 

de la proteína que interactúa con la Hsc70 (CHIP) inhibió el crecimiento celular, la migración 

y la invasión, regulando al alza la E-cadherina por la ruta MAPK/Akt-GSK-3β-Slug-E-

cadherina (Xu et al., 2018). Otro estudio demostró 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 vía PI3K (Hao et al., 2012). 

 

Para verificar si los efectos de la DHEA sobre la migración y las proteínas de la TME están 

mediados por la ruta PI3K/Akt, utilizamos otro inhibidor de esta vía, LY294002. Este 

compuesto sintético fue diseñado a partir de la quercetina flavonoide (Vlahos et al., 1994), 

y es mucho más estable en solución que la wortmanina (Walker et al., 2000). Nuestros 

resultados con el ensayo del MTT mostraron que ninguna de las concentraciones de LY 

294002 resultó tóxica para las células y que la concentración utilizada (40 µM) redujo la 

fosforilación de la proteína Akt confirmando la inhibición de la PI3K (Figura 11 y 12 

respectivamente). Se observó que el fármaco LY294002 tiene el mismo efecto que la 

wortmanina, aboliendo los efectos de la DHEA en la migración celular, así como en la 

expresión de las proteínas E y N-cadherina en las células MDA-MB-231 (Figuras 14-16). 

Del mismo modo, con los demás inhibidores no se observó que el fármaco LY294002 

abatiera el efecto antiproliferativo de la DHEA en las células de cáncer de mama MDA-MB-

231 (Figura 13). 

 

Para corroborar el efecto que se observó con los inhibidores y la participación de la vía de 

PI3K en la migración, se utilizó un siRNA para silenciar a la proteína PI3K. El ensayo de 

proliferación mostró una disminución de ésta en las células transfectadas solo con el siRNA, 

sin embargo, en el tratamiento de las células transfectadas con el siRNA más la DHEA se 
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observó un aumento de la proliferación en comparación con la DHEA sola (Figura 18).  A 

diferencia de lo que se había observado con los inhibidores, estos resultados sugieren que 

la vía de PI3K sí está participando en el efecto antiproliferativo de la DHEA. Por otro lado, 

dado que la inhibición de la ruta de PI3K por el siRNA redujo fuertemente la migración 

celular, no pudo observarse su efecto sobre la inhibición de la migración inducida por la 

DHEA (Figura 19 y 20). Sin embargo, los resultados obtenidos con los inhibidores 

farmacológicos muestran la participación de esta vía en la migración celular. En cuanto a 

los efectos de la DHEA en la expresión de las proteínas E y N-cadherina, el siRNA al igual 

que los inhibidores wortmanina y LY294002, lograron evitar que la DHEA tuviera efecto 

(Figura 21). Sugiriendo nuevamente la participación de la vía de PI3K/Akt en los efectos de 

la DHEA en la línea celular MDA-MB-231. 

 

Los inhibidores farmacológicos suelen no ser tan estables en solución por lo que el uso de 

un siRNA para evitar la síntesis de algunas proteínas suele ser necesario ya que tiene una 

alta especificidad al bloquear directamente al transcrito del gen de la proteína de interés 

para evitar que ésta se exprese. Nuestros resultados con el siRNA para PI3K confirmaron 

que los efectos producidos por la DHEA en la línea celular MDA-MB-231, incluido su efecto 

antiproliferativo, están mediados en parte por la vía PI3K/Akt (Figura 18-21). Por otro lado, 

el experimento in vivo con ratones desnudos sugiere que la vía de PI3K/Akt participa en los 

efectos de la DHEA en el crecimiento de tumores, ya que el siRNA evitó el efecto de la 

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

 

La vía de PI3K/Akt tiene un papel importante en funciones celulares como proliferación, 

crecimiento, supervivencia, motilidad y metabolismo (Engelman, 2009). Los inhibidores 

wortmanina y LY294002 afectaron directamente la fosforilación de Akt mientras que el 

siRNA empleado disminuyo a la proteína 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 está fosforilada, no se activa el mTORC1 y tampoco se transloca 

al núcleo; por tanto, cualquier proteína localizada corriente abajo de Akt implicada en la 

proliferación, supervivencia celular y angiogénesis podría participar en los efectos 

producidos por la DHEA. 

 

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

migración y altera la expresión de proteínas de la TME en otras células de cáncer de mama 
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como MCF-7, Hs578T y ZR-75-3012-14, planteamos la hipótesis de que la vía PI3K/Akt 

también podría estar relacionada con los efectos inducidos por la DHEA en estas células. 

La hiperactivación de esta vía se encuentra alrededor del 60% en los tumores de cáncer de 

mama (Thorpe et al., 2015). Algunos informes muestran el efecto de otros compuestos que 

afectan la vía PI3K/Akt. Por ejemplo, Wanjun y colaboradores demostraron que el 

compuesto Baicalein tenía efectos anticancerígenos tanto in vivo como in vitro, reduciendo 

Akt-p en las líneas de cáncer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 (Yan et al., 2018). El 

compuesto everolimus disminuyó la presencia de la forma fosforilada de las proteínas PI3K-

p, Akt-p y mTOR en las células MCF-7, provocando una disminución del crecimiento celular 

(Du et al., 2018). En otro estudio, el extracto obtenido de Astragalus membranaceus (AM), 

inhibió el crecimiento celular e indujo apoptosis en células de cáncer de mama incluida la 

línea celular MDA-MB-231, y sus efectos se asociaron a su capacidad para inhibir la 

actividad de la vía PI3K/Akt/mTOR (Zhou et al., 2018). 

 

Nuestros resultados mostraron que los receptores IGF y EGF podrían estar relacionados 

con el efecto de la DHEA en el aumento de la E-cadherina por lo que la DHEA podría unirse 

a estos receptores para producir dicho efecto. Sin embargo, los demás resultados no 

mostraron que estos receptores estuvieran relacionados con los efectos de la DHEA, por lo 

que la DHEA podría estar actuando a través de su unión a otro receptor. En un estudio se 

mostro que en células endotelialles la DHEA activa la sintasa de óxido nítrico mediante un 

mediante un receptor de membrana especifico acoplado a proteínas G (Liu y Dillon, 2002). 

Por otro lado, estudios demuestran que la DHEA podría unirse a proteínas de unión a 

lípidos, esto basado en las características propias de la DHEA. La DHEA es de carácter 

lipófilo por lo que esta afinidad a los lípidos logra que la DHEA pase a través de la membrana 

lipídica, se una a algún receptor intracelular y desencadene una cascada de señalización. 

Además, hay evidencia que sugiere que los efectos de la DHEA podrían deberse también 

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

 

La vía de PI3K puede activarse mediante receptores RTK o mediante receptores acoplados 

a proteína G. La PI3K activa y cataliza la conversión de PIP2 de la membrana en PIP3, que 

recluta a la proteína cinasa B (PKB) o Akt, posteriormente PDK, fosforila a la Akt. La Akt 

recibe una segunda fosforilación por mTOR. La Akt-p puede translocarse al núcleo, 

activando factores de transcripción como Snail, Twist y Slug, que a su vez regulan al alza 

la N-cadherina y regulan negativamente la E-cadherina, lo que causa un aumento de la 
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migración y la proliferación (Prat y Baselga, 2007; Hernández-Aya y Gonzalez-Angulo, 

2011; Hemmings y Restuccia, 2012). Según nuestros resultados, proponemos que la vía 

PI3K/Akt podría participar en los efectos de la DHEA sobre las células MDA-MB-231, 

evitando la fosforilación de la Akt, su translocación nuclear y consecuentemente la 

activación de factores de transcripción (Figura 23). La vía de PI3K suele estar entre cruzada 

con otras vías por lo que los efectos de la DHEA pueden ser directos por esta vía o por la 

activación de otras vías que crucen con la vía de PI3K, por lo que se requieren más estudios 

sobretodo de afinidad para corroborar que los efectos son directos sobre esta vía. 

 

 

 
Figura 23. Papel de la vía de PI3K/Akt en el cáncer. Durante la tumorigénesis, la vía 
PI3K/Akt está hiperactivada. 

 PI3K fosforila el PIP2 y forma el PIP3. Luego, el PIP3 recluta a la PDK y la Akt a la membrana 
plasmática. La PDK y el mTORC2 fosforilan a la Akt. La Akt-p puede activar al mTORC1 y 
translocarse al núcleo activando varios factores de transcripción como Snail, Twist y Slug, que 
regulan la expresión de la E- y N-cadherina, la migración celular y la proliferación y finalmente la 
tumorigénesis. Nuestros resultados sugieren que la DHEA inhibe la vía PI3K/Akt, evitando su 
translocación al núcleo y la expresión de factores de transcripción, regulando el aumento de la E-
cadherina, y disminuyendo la expresión de la de N-cadherina, la proliferación y la migración celular. 
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10. CONCLUSIÓN 
 

 

La DHEA es una hormona esteroide con varios efectos beneficiosos para la salud y con 

propiedades anticancerígenas. En las células de cáncer de mama MDA-MB-231 la DHEA 

inhibe la proliferación y la migración, así mismo aumenta la expresión de la proteína epitelial 

E-cadherina y disminuye la expresión de la proteína mesenquimal N-cadherina, los 

resultados muestran que estos efectos están mediados parcialmente por la vía de PI3K/Akt. 

Esta vía está relacionada con el desarrollo y progresión del cáncer; por lo tanto, la DHEA 

podría usarse como un agente terapéutico en combinación con la quimioterapia para el 

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

 

 

11. PERSPECTIVAS 
 

 

Nuestros resultados anteriores mostraron que la DHEA inhibe la proliferación, la migración 

en otras células de cáncer de mama como MCF-7, Hs578T y ZR-75-3012-14, por lo que 

sería importante realizar experimentos con estas líneas celulares, para confirmar si la vía 

de PI3K también está involucrada o si otras vías pudieran participar en los efectos inducidos 

por la DHEA. Además, se requieren más experimentos in vivo para confirmar el papel de la 

vía de PI3K/Akt en los efectos de la DHEA en la disminución de tumores.
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