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Il. Resumen

El cancer de pulmén es una enfermedad heterogénea que se origina en el tejido
pulmonar, presenta una alta tasa de mutaciones y resistencia a tratamientos. La
dexametasona, comunmente utilizada para mitigar los efectos secundarios de la
quimioterapia, también ha demostrado efectos antitumorales en diversos modelos
de cancer. Sin embargo, su impacto directo sobre la proliferacion y migracion de
células de NSCLC no ha sido completamente comprendido. Este trabajo busca abrir
nuevas perspectivas, partiendo de la hipotesis de que la dexametasona tiene un
efecto sobre la capacidad proliferativa y migratoria de las células de cancer de

pulmon de células no pequenas.

Para ello, se utilizé la linea celular A549, cultivada en condiciones estandar y
tratada con dexametasona a una concentracion de 10 yM durante 48 horas. Se
realizaron ensayos de migracion celular mediante camaras Transwell, cuantificacion
de ARN total, sintesis de ADN complementario (ADNc), y reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para evaluar la expresion de marcadores moleculares asociados
a la transicion epitelio-mesénquima (TEM), como E-cadherina, vimentina, a-SMA,

Snail-1y Zeb-1, ademas de medir la expresion de |L-6.

Los resultados mostraron que la dexametasona reduce la capacidad migratoria
de las células A549. Ademas, el tratamiento disminuyo la expresion de marcadores
mesenquimales como a-SMA y Snail-1, mientras que no afecté la expresion de E-
cadherina. Asimismo, la dexametasona redujo la expresién de ARNm que codifica
para IL-6. Finalmente, se observé una disminucion en la proliferacion de las células

Ab549 tratadas con dexametasona.

Estos resultados indican que la dexametasona ejerce un efecto antitumoral en
las células A549, inhibiendo tanto la proliferacién como la migracion celular, y
modulando procesos importantes en la progresiéon tumoral, como la transicion
epitelio-mesénquima y la inflamacion. Sin embargo, es importante destacar que los
efectos de la dexametasona pueden variar segun el tipo de cancer y el

microambiente tumoral.



lll.Introduccion

1. Cancer

1.1. Generalidades

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido al cancer como un
grupo amplio de enfermedades que pueden afectar a cualquier 6rgano o tejido del
cuerpo, clasificandose en funcion del tejido o célula del cual se origind (OMS, 2022).
Las células tumorales se caracterizan por presentar una rapida e incontrolada
proliferacion, pudiendo desarrollarse mas alla de sus limites habituales de origen, y
que tienen la capacidad de invadir tejidos adyacentes y propagarse a érganos mas
distantes, a este ultimo proceso se le denomina metastasis, la cual es la principal

causa de muerte por cancer (Gerstberger et al., 2023).

La carcinogénesis es el resultado de una acumulacion de errores en las
funciones celulares, iniciando con un dafo o alteracién en el ADN, y mutaciones
como pueden ser deleciones, amplificaciones o translocaciones cromosomicas,
generando inestabilidad genética (Lewandowska et al., 2019). En las células
tumorales existen varios procesos fisioldgicos que se encuentran alterados, algunos
de los cuales son el mantenimiento de una sefial proliferativa, la evasion a la accién
de los supresores tumorales, y la reduccion de la muerte celular (apoptosis)
(Hanahan, 2022). Evaluar individualmente los factores etioldgicos podria resultar
complejo, sin embargo, podemos inferir que la interaccion de multiples factores de
riesgo, como lo son los factores exdgenos y enddgenos, del ambiente y la
predisposicion genética, desencadenan el desarrollo y la progresién del cancer
(Lewandowska et al., 2019).

1.2. Caracteristicas del cancer

A pesar de que existen diversos tipos de células tumorales, éstas comienzan
a adquirir caracteristicas y capacidades comunes que desencadenan una transicion

de un estado normal a un estado de crecimiento neoplasico (Hanahan, 2022).



Los tumores representan sistemas bioldégicos complejos integrados por
diversos tipos celulares que establecen interacciones heterotipicas, las cuales son
fundamentales en el proceso de tumorigénesis. Estas interacciones facilitan la
adquisicién y expresion de caracteristicas funcionales clave para el desarrollo
tumoral. EI microambiente tumoral, un componente esencial en este proceso,
incluye no solo las células cancerosas y las células madre tumorales, sino también
células endoteliales, del estroma, pericitos, poblaciones inmunitarias inflamatorias,
fibroblastos asociados al cancer y, mas recientemente, se ha destacado el papel

potencial de las células senescentes en la dinamica tumoral (Hanahan, 2022).
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Figura 1. Caracteristicas de las células cancerigenas (Modificado de Hanahan, 2022).

Los rasgos distintivos del cancer son capacidades biolodgicas fundamentales
que permiten el desarrollo y progresion de los tumores. Estos incluyen la
senalizacion proliferativa sostenida, la evasion de los supresores de crecimiento, la

resistencia a la apoptosis, el potencial replicativo ilimitado, la angiogénesis



sostenida, la invasion tisular y metastasis, la reprogramacion del metabolismo
energético y la evasion de la destruccion inmunitaria. Estos rasgos, propuestos
originalmente por Hanahan y Weinberg, explican como las células cancerosas
adquieren ventajas competitivas para crecer, sobrevivir y diseminarse. Ademas,
reflejan la capacidad de los tumores para adaptarse a ambientes hostiles y resistir

los mecanismos de control celular (Hanahan, 2022).

1.3. Epidemiologia

El cancer es uno de los principales problemas de salud a nivel global, los
datos mas actuales del Global Observatory of Cancer (GLOBOCAN) reportan que
en 2022 hubo alrededor de 19.9 millones de nuevos casos y cerca de 10 millones
de defunciones derivadas de algun tipo de cancer, lo cual lo posiciona como la
mayor causa de muerte en el mundo (OMS, 2022). De seguir con esta tendencia,
se infiere que el numero de nuevos casos aumentara en aproximadamente 60% en
las proximas dos décadas, debido principalmente al envejecimiento de la poblacion
y al incremento de factores de riesgo asociados al estilo de vida, como la mala

alimentacién, el tabaquismo y el consumo de alcohol (OMS, 2022).
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Figura 2. Datos estadisticos del cancer. A) Incidencia, y B) Mortalidad reportadas a nivel
mundial, datos absolutos (Modificado de International Agency for Research on Cancer,
2022).



En México, se ha reportado que cada afio se diagnostican alrededor de 196
mil nuevos casos de cancer, donde el 46% de los pacientes fallece (INEGI, 2024).
De acuerdo con cifras del 2022 del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) se registraron alrededor de 847 mil defunciones, donde el 10.6% fue debido
a tumores malignos. Esto ha generado que la tasa de mortalidad aumente
constantemente, pasando de 62.04 muertes por cada 100 mil personas en 2012 a
68.92 en 2022 (INEGI, 2024). En la figura 3 se muestra cual ha sido la tendencia de

defunciones en México por tumores malignos.
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Figura 3. Tasa de defuncion por tumores malignos del 2012 a 2022 (muertes por cada 100
mil habitantes) (Tomado de INEGI, 2024).

El cancer de pulmén encabeza las estadisticas de incidencia con
aproximadamente 2.4 millones, lo que equivale al 12.4% de la incidencia total a nivel
mundial, en cuanto a mortalidad también ocupa el primer lugar con
aproximadamente 1.8 millones de defunciones en el mundo que representa el
18.7% (OMS, 2022). Mientras que en México ocupa el tercer lugar en decesos por

tumores malignos con un 8.1% de los casos (INEGI, 2024).



La tasa de mortalidad asociada al cancer de pulmoén se debe, en gran medida
a su diagnéstico tardio, ya que la mayoria de los pacientes presentan sintomas
cuando la enfermedad ya se encuentra en etapas avanzadas. Ademas, factores
como el tabaquismo, la exposicion a agentes carcinédgenos ambientales (como el
radon, asbesto y particulas finas del aire), asi como predisposicion genética,

contribuyen significativamente al desarrollo de esta enfermedad (Thai et al., 2021).

2. Cancer de pulmén

El pulmdn, como 6rgano esencial del sistema respiratorio, esta constituido por
una diversidad de tipos celulares altamente especializados, cuyas funciones
coordinadas facilitan el intercambio gaseoso, permitiendo la transferencia de
oxigeno (O2) y diéxido de carbono (COz2), proceso que se lleva a cabo en los
alveolos pulmonares, donde el tejido epitelial pulmonar (neumocitos tipo I y Il) y el
tejido endotelial de los capilares facilitan la oxigenacion de la sangre y la eliminacion
del CO2, este proceso se desarrolla en un contexto donde puede existir exposicidon
constante a gases toxicos, particulas contaminantes y agentes infecciosos (Gridelli
et al., 2015).

El cancer de pulmén es una enfermedad heterogénea que puede originarse
en diferentes regiones del arbol bronquial y ocurre cuando existe un crecimiento
anormal e incontrolable de células del tejido pulmonar, lo que da lugar a la formacion
de masas o tumores que pueden desencadenar una amplia variabilidad en los

sintomas clinicos que presentan los pacientes (Mithoowani & Febbraro, 2022).

2.1. Clasificacion

Desde el punto de vista histoldgico, se clasifican en dos subtipos principales:
el carcinoma de células no pequefas (CPCNP), que representa aproximadamente
el 80% de los casos y el carcinoma de células pequeinas (CCP), que constituye el
20% restante (Thai et al., 2021).



Céancer de

pulmén
15% I ] 85%
Céncer de pulmén Céancer de pulmoén
de células de células no
pequenas pequenas
30% | : ] 70%
Escamoso No escamoso
10% | l | 90%
Adenocarcinoma
Carcinoma de células grandes -Subtipos mixtos
-Carcinoma neuroendécrino -Lepidico (no mucinoso o mucinoso)
de celulas grandes -Acinoso
Papilar ‘
-Micropapilar
-Sélido
\

Figura 4. Clasificacién del cancer de pulmén (modificado de Gridelli et. al., 2015).

Cancer de pulmén de células pequenas
Este tipo de neoplasia se origina principalmente en las células
neuroendocrinas del tejido pulmonar, se caracteriza por su rapido crecimiento y alta

capacidad metastasica en etapas tempranas (Dingemans et al., 2021).

Cancer de pulmén de células no pequenas

Es el tipo mas comun de cancer de pulmén, presenta una buena respuesta inicial
al tratamiento dependiendo la fase en la que es diagnosticado, sin embargo, en
diagnosticos tardios el prondstico es desfavorable. Se origina en células
especializadas en el recubrimiento del arbol bronquial, y se divide principalmente en
tres subtipos (Gridelli et al., 2015):

- Adenocarcinoma, es el mas comun y suele desarrollarse en las regiones
periféricas del pulmén.
- Carcinoma de células escamosas, se localiza en la zona de los bronquios

centrales.



- Carcinoma de células grandes, es el menos frecuente y presenta
caracteristicas histologicas poco diferenciadas, tiende a ser mas agresivo y
puede aparecer tanto en regiones periféricas como en regiones centrales del

pulmon.

El cancer de pulmén de células no pequefas (CPCNP) presenta una alta tasa
de mutaciones somaticas y reordenamiento gendmico. Los oncogenes implicados
incluyen mutaciones activadoras en el gen del receptor del factor de crecimiento

epidérmico (EGFR) y translocaciones en el gen ALK (Gridelli et al., 2015).

Las mutaciones mas comunes en el EGFR son la delecion del exén 19 (E746
— A750) y las sustituciones en el exon 21 (L858R) y el exdén 18 (G719C, G719S,
G719A). También se han identificado anomalias menos comunes como dianas
terapéuticas, incluyendo translocaciones de RET, ROS1 y receptores tirosina
cinasas, mutaciones en BRAF, MET (que codifica el receptor del factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF)) y HER2 (también conocido como ERBB2), asi
como amplificaciones de MET, HERZ2 vy el receptor 1 del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGFR1) (Harrison et al., 2020).

Aunque las mutaciones en los genes supresores de tumores TP53 y RB1 son
frecuentes en todos los subtipos de cancer de pulmon, aun no pueden aprovecharse
terapéuticamente. Tanto TP53 como RB1 se pierden universalmente en todos los
canceres de pulmon de células pequenas (CPCP) y con frecuencia en los CPCNP.
Las mutaciones en el oncogén KRAS son comunes en adenocarcinomas
pulmonares, poco frecuentes en tumores escamosos y ausentes en CPMC; datos
recientes sugieren que es posible dirigirse a KRAS mediante compuestos nuevos.
En analisis genéticos se identifican recurrentemente docenas de otras mutaciones,
como en la via AKT, la via MAPK (MEK), ciclinas y entre otras. Actualmente, se
realizan estudios para determinar cdmo aprovechar terapéuticamente estas

alteraciones (Harrison et al., 2020).
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2.2. Factores de riesgo

Se han identificado multiples factores de riesgo asociados al cancer de
pulmén, como son el tabaquismo, la exposicibn a agentes carcindgenos
ambientales (como el raddn, asbesto, y particulas finas del aire), asi como
predisposiciones genéticas, contribuyen significativamente al desarrollo de esta
enfermedad (Couraud et al.,, 2012). Se manifiesta principalmente en personas
mayores, la mayoria de los diagndsticos ocurre en personas que superan los 65
afios debido a una acumulaciéon de carcindgenos o por enfermedades pulmonares
cronicas, los diagndsticos en personas de menor edad a menudo son en pacientes
fumadores (Alduais et al., 2023).

2.3. Diagnéstico y tratamiento

El diagndstico incluye técnicas de imagen como radiografias, tomografias
computarizadas y tomografias por emisién de positrones (PET), se suele
complementar con estudios de laboratorio, como biopsias y analisis histoldgico para

confirmar el diagnostico y determinar el subtipo de CPCNP (Herbst et al., 2018).

Los tratamientos mas utilizados para el CPCNP incluyen, cirugia,
quimioterapia, radioterapia y la terapia molecular dirigida, dependiendo la etapa en
la cual se encuentre la enfermedad (Alduais et al., 2023). Sin embargo, existe una
busqueda continua de tratamientos mas eficaces y seguros para una identificacion
y destruccion de células cancerigenas, impulsando nuevos ensayos clinicos y

terapias combinadas que se adecuen a cada paciente (Ku et al., 2017).

3. Microambiente tumoral y progresién del cancer

El cancer va mas alla de solo células neoplasicas, las alteraciones genéticas son
necesarias, pero no suficientes para la iniciacion del cancer y de la progresion
tumoral, se necesita todo un ecosistema en el cual interactuan diversos tipos
celulares, incluyendo células no carcinogénicas (de Visser & Joyce, 2023). El
microambiente tumoral (TME, por sus siglas en inglés) incluye, ademas de las
células tumorales, células del sistema inmune, tanto del sistema adaptativo (T-CD8,

T-CD4*, T-reguladoras, Células B), cdmo células mieloides (macréfagos, neutréfilos,
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monocitos, células dendriticas, mastocitos, eosindfilos), fibroblastos asociados a
cancer, células endoteliales, pericitos (células que rodean los vasos sanguineos,
contribuyen a su estabilidad), adipocitos, citocinas, quimiocinas y factores de

crecimiento (Wang et al., 2018).

En lugar de crecer de forma aislada, las células tumorales comienzan a
interactuar con otros componentes del cuerpo, formando asi un ambiente que las
beneficie, esto hace que se modifique el comportamiento de las células no
carcinogénicas, generando asi la formacién de una matriz extracelular (ECM, por
sus siglas en inglés) que favorezca la tumorigénesis, la supresion de la respuesta
inmune, la formacibn de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis), el
reordenamiento de la matriz extracelular para favorecer la invasion del tumor y
derogar en la metastasis. La matriz extracelular juega un papel clave en la
comunicacion entre células, ya que almacena moléculas secretadas y sirve como
base para que las células se adhieran y muevan, tanto las células cancerosas como
las del microambiente tumoral interactuan directamente con la ECM mediante

receptores como las integrinas y el CD44 (Winkler et al., 2020).

La creacion del microambiente tumoral no es estatica, se adapta en
respuesta a las necesidades tumorales (Wong-Rolle et al., 2021). La comunicacién
célula—célula se lleva a cabo mediante moléculas de adhesion, cémo integrinas,
cadherinas, selectinas y miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas, asi como
a través de estructuras especializadas como las uniones comunicantes (gap
junctions) (de Visser & Joyce, 2023). Otra parte importante de la comunicacién
intracelular dentro del microambiente tumoral es la sefializacién paracrina, a través
de la liberacion de citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y proteasas, estas
moléculas se secretan en respuesta a caracteristicas intrinsecas del cancer y al
estrés celular, y pueden derivarse de multiples tipos de células dentro del TME (de
Visser & Joyce, 2023).
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Figura 5. Regulacion del microambiente en la progresion del tumor primario y la metastasis,
(modificado de de Visser & Joyce, 2023).

Los factores de crecimiento celular, tales como las integrinas, a su vez, se
localizan en la matriz cercana a las membranas celulares y desempefian un papel
clave en la comunicacion entre las células y el microambiente tumoral. De igual
forma, la matriz extracelular estd invoulcrada en la migracion de las células
tumorales, debido a que puede modificar sus propiedades fisicas, composicion y
topografia (Arneth, 2019).

El TME representa un entorno complejo y dinamico, compuesto por
componentes celulares y acelulares, con respuestas y funciones sinérgicas en la
progresion del cancer. Los tumores suelen interactuar de manera estrecha y
continua con el microambiente circundante y los 6rganos a través del sistema
linfatico o circulatorio. Ademas, las células tumorales pueden influir en el
microambiente mediante la liberacion de sefales paracrinas extracelulares que
inducen la tolerancia inmunoldégica periférica y apoyan la angiogénesis tumoral. De
manera similar, las células inmunes en el TME pueden afectar la evolucion, el
crecimiento y la progresion de las células cancerosas en pacientes que padecen
diferentes tipos de cancer (Arneth, 2019; Bussard et al., 2016).
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En otros casos, el TME se considera un componente heterogéneo, complejo y
dominante de un tumor sdlido. Por lo tanto, es importante comprender los procesos
e interacciones que ocurren en el TME para el manejo del cancer y la interpretacion

y analisis de los datos de imagenes (Arneth, 2019).

El estroma, por su parte, regula la homeostasis fisiolégica al controlar procesos
como la tumorigénesis, el crecimiento tumoral, la metastasis y la invasion. Ademas,
favorece la progresion y el crecimiento independiente de anclaje de las células
mesenquimales. Esto refuerza la idea de que los componentes heterogéneos y
complejos del microambiente tumoral son fundamentales para el desarrollo del
cancer. Asimismo, se ha estudiado como la infiltracion celular y la angiogénesis
influyen en la progresion de tumores en 6rganos y tejidos especificos (Walker et al.,
2018). La angiogeénesis y la presencia de células inmunes en el TME conducen a la
generacion de células madre cancerosas, al mismo tiempo que proporcionan un
entorno celular de sefializacién complejo (Walker et al., 2018). Ademas, las células
madre cancerosas actuan como células iniciadoras de tumores que apoyan la
propagacion de células tumorales y conducen a la resistencia terapéutica a través
de varios mecanismos intrinsecos, incluidos cambios epigenéticos y genéticos.
También, las células madre cancerosas han sido implicadas en procesos de
sefalizacion mediados por el TME, como la modulacion inmunoldgica y la formacién

de nichos inflamatorios (Bussard et al., 2016).

Por otro lado, el TME alberga proteinas secretadas, vasos sanguineos y células
no malignas que apoyan e influyen en el crecimiento tumoral. El TME contiene una
poblacién heterogénea de células cancerosas y células estromales enddgenas
cercanas que han sido reclutadas para facilitar la progresién tumoral. Sin embargo,
la composicion real del microambiente, asi como la forma en que este moldea el
desarrollo y la progresion del cancer puede variar entre pacientes y tipos de cancer
(Arneth, 2019).

La angiogénesis y la presencia de células inmunes en el microambiente tumoral
no solo promueven la generacion de células madre cancerosas, sino que también

crean un entorno de sefializacion celular altamente complejo (Arneth, 2019).

14



Para que las células cancerosas progresen hacia una enfermedad
potencialmente letal y clinicamente relevante, deben adquirir la capacidad de
modificar los fenotipos epiteliales e invadir sistematicamente otros espacios
celulares. Este escape requiere que las células tumorales degraden la membrana
basal y separen el parénquima tisular del compartimento epitelial. Ademas, durante
el proceso de invasion, el crecimiento tumoral esta parcialmente influenciado y
controlado por el microambiente tumoral a través de interacciones paracrinas y

yuxtacrinas (Bussard et al., 2016).

4. Metastasis

Podriamos definir a la metastasis como el desarrollo de tumores secundarios en
organos y tejidos distintos del cual se origind el tumor primario. Dentro del proceso
de metastasis existe un proceso importante, denominado transicion epitelio-
mesénquima (EMT), y es un mecanismo de transdiferenciacion mediante el cual
células epiteliales desarrollan la capacidad de invadir (Figura 6), resistir el estrés y

diseminarse (Fares et al., 2020).

Las células epiteliales son inmoviles y estan fuertemente unidas entre siy a la
matriz extracelular que las rodea, sin embargo, en la EMT existen alteraciones
bioquimicas que permiten a las células epiteliales adquirir fenotipos mesenquimales
(Ye & Weinberg, 2015). Las distinciones bioldgicas entre las células epiteliales y las
células mesenquimales estan determinadas por diferencias fenotipicas, incluidas
aquellas involucradas en el mantenimiento del citoesqueleto y en la formacién de la
adhesion célula-célula. De esta forma, las células epiteliales expresan varios tipos
de citoqueratinas que forman sus filamentos intermedios, mientras que las células
mesenquimales expresan la proteina de filamento intermedio vimentina (Ye &
Weinberg, 2015). La expresion de moléculas de adhesion célula-célula y complejos
de polarizacion esta generalmente reprimida en las células mesenquimales. Una
caracteristica distintiva de la EMT es el reemplazo de la E-cadherina por la N-
cadherina, lo que resulta en la formacion de adhesiones célula-célula mucho mas

débiles entre células adyacentes (Fares et al., 2020).
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Figura 6. Proceso de la transicion epitelio-mesénquima (modificado de Fares et al., 2020).

Podemos dividir a la metastasis en 3 fases, diseminacion, latencia y
colonizacion, durante las cuales las células tumorales experimentan una serie de
cambios para invadir tejidos, sobrevivir y colonizar nuevos érganos (Fares et al.,
2020).

Durante la fase de diseminacion, las células tumorales que integran
mutaciones conductoras oncogénicas atraviesan la membrana basal e invaden
capas mas profundas del tejido, adquiriendo la capacidad de sobrevivir sin la
presencia de factores de crecimiento especificos, posterior a esto sigue la
intravasacion hacia vasos sanguineos o linfaticos cercanos vy, finalmente, la
extravasacion hacia organos distantes a través de la migracion transendotelial y la
disrupcion capilar, la diseminacion local directa hacia espacios adyacentes, como

las cavidades peritoneal o pleural (Gerstberger et al., 2023). Las células tumorales
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circulan como células individuales o en microgrupos enriquecidos con células
cancerosas similares a células madre, recubiertas con plaquetas, neutrdfilos o
células estromales derivadas del tumor, esto puede protegerlas de la vigilancia
inmunologica y dotar a los grupos de éstas células de un mayor potencial

metastasico que el de las células individuales (Fares et al., 2020).

Las células tumorales diseminadas que logran sobrevivir entran en un
periodo de latencia variable, durante el cual detienen su ciclo celular o entran en un
equilibrio dinamico con brotes de proliferacion contrarrestados por la eliminacién
inmunoldgica u otra contencién estromal de clones proliferativos por parte del
microambiente tumoral, de modo que hay poco crecimiento metastasico
(Gerstberger et al., 2023).

La cascada metastasica representa una reprogramacion celular y
microambiental continua, seleccion clonal de subpoblaciones de células cancerosas
capaces de resistir las presiones selectivas del microambiente. Esto deriva en un
crecimiento tumoral descontrolado, lo que lleva a la disfuncién organica, el colapso
de la funcion sistémica del organismo vy, finalmente, la muerte. Estas caracteristicas
pueden entenderse como principios o bases de la metastasis (Figura 7) (Fares et al.,
2020; Gerstberger et al., 2023).
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Figura 7. Bases de la metastasis (modificado de Gerstberger et al., 2023)

5. Inflamacion

En la progresion tumoral, la inflamacion se caracteriza por una interaccion
desregulada entre las células inmunitarias innatas y adaptativas. Bajo la influencia
de un estado inflamatorio prolongado, y las condiciones de hipoxia, pH bajo y niveles
alterados de metabolitos resultan en una inflamacién que se vuelve crénica y
patoldgica (Singh et al., 2019). La inflamaciéon crénica se ha asociado a diversos
procesos en la tumorigénesis, incluyendo la transformacion celular, supervivencia,

proliferacion, invasion, angiogénesis y metastasis (Singh et al., 2019).
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A medida que el tumor se desarrolla, el entorno inmunoldgico que los rodea
sufre cambios importantes. Estos cambios incluyen una disminucién de las células
gue combaten el cancer, como las células T CD8+ y las células Natural Killer (NK)
y un aumento de las células inmunitarias disfuncionales que suprimen la respuesta
inmunoldgica, como las células T reguladoras (Tregs) CD4+FoxP3+ y las células B
reguladoras (de Visser & Joyce, 2023). Al mismo tiempo, las células mieloides, como
los macrofagos y los neutrdfilos, son reclutados por el microambiente tumoral,
cambiando su comportamiento en respuesta a las senales inflamatorias del entorno
(de Visser & Joyce, 2023). Los macrofagos asociados a tumores (TAM's) y los
neutréfilos asociados a tumores (TAN's) son los mas comunes de las células
mieloides en este ambiente (Tan et al., 2021). Para dicho reclutamiento son
liberados mediadores que promueven la movilizacidn y activacion de estas células
mieloides, en el caso de los macrofagos se liberan CSF-1 (factor estimulante de
colonias 1), CCL2, VEGF-A y TNF-qa, y para los neutrofilos son liberados G-CSF
(factor estimulante de colonias de granulocitos), GM-CSF (factor estimulante de
colonias de granulocitos y neutréfilos), IL-6, CXCL1, CXCL2, IL-15 e IL-8 (de Visser
& Joyce, 2023).

Las células mieloides asociadas a tumores muestran una alta plasticidad
funcional, pueden influir en muchos procesos tumorales, incluyendo la regulacién
del destino y comportamiento de las células cancerosas directamente a través de
su proliferacion, supervivencia y capacidad invasiva; la creacion de un
microambiente tumoral inmunosuprimido, la activacion de la angiogénesis tumoral
y el reordenamiento de la matriz extracelular (de Visser & Joyce, 2023). Asi mismo,
secretan factores de crecimiento y citocinas que modifican el destino vy
comportamiento de las células tumorales, incluyendo el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), que mantienen la proliferacion y migracion de las células
cancerosas; entre los que destacan el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF),
que aumenta el potencial metastasico de las células cancerosas y el factor de
crecimiento transformante B (TGF-B),IL.-6 e IL-10 que favorecen la capacidad

pluripotencial de las células tumorales (Zheng et al., 2024).
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Figura 8. El papel de NF-kB y STAT3 en el tumor, (modificado de Tan et. al., 2021)

La interleucina-6 (IL-6) es una citocina proinflamatoria multifuncional que
desempefia un papel en la respuesta inmune contra patégenos y en la respuesta al
estrés agudo y su implicacion en la tumorigénesis ha sido ampliamente
documentada. La via de sefalizacién IL-6 - Janus quinasa 2 (JAK2) activador de la
transcripcion (STAT3), se encarga de transmitir sefiales que vienen de fuera de la
célulay es importante en diversos tipos de cancer, como el de pulmén, mama, colon,
ovario, prostata y mieloma multiple, ya que esta asociada a diversas funciones,
como la proliferacion, diferenciacion, respuesta inmune y apoptésis (Kumari et al.,
2016). En el cancer de pulmédn, por ejemplo, los fibroblastos asociados al cancer
(CAFs) secretan IL-6, lo que activa la sefializacion de JAK2/STAT3 en las células

tumorales, promoviendo la metastasis (Briukhovetska et al., 2021).

Ademas de su papel en la inflamacion y la inmunidad, la IL-6 influye en multiples
aspectos del comportamiento tumoral, como la proliferaciéon celular, la apoptosis, la
migracion, la invasidn, la angiogénesis y la metastasis. Su expresién no se limita a

células inmunitarias, como monocitos y macréfagos, sino que también se encuentra
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en tejidos tumorales de cancer de mama, prostata, colorrectal y ovario. Esta citocina
pleiotrépica contribuye asi a crear un microambiente propicio para la progresién del

cancer (Tan et al., 2021).

Las células tumorales tienen la capacidad de evadir algunas sefales que regulan
negativamente la proliferacion celular (Figura 9). Estas vias dependen de la accién
de genes supresores de tumores, como el gen p53 y RB (gen del retinoblastoma).
Las proteinas Rb y TP53 actuan como puntos de control en dos circuitos celulares
interconectados, asociados a la proliferacion o a la activacion de vias de
senescencia o apoptosis (Kumari etal., 2016). La IL-6 aumenta la expresion y
actividad de la enzima DNMT-1 (ADN metiltransferasa 1) y promueve su
traslocacién al nucleo mediante la activacion de la via de senalizacion PISK/AKT,
esto resulta en la metilacion de islas CpG en la region promotora del gen p53, lo
que silencia su expresion, generando asi un mecanismo para evadir la senescencia

y la apoptosis (Kumari et al., 2016).

Las mutaciones en el gen RB influyen en la transformacion celular en diversos
tipos de neoplasias. La proteina Rb suprime la transicion de la fase G1 a la fase S
en el ciclo celular, lo cual esta regulado por la fosforilacion de dicha proteina. La
forma activa de Rb, que esta hipo o desfosforilada, se une a E2F y detiene el
crecimiento en la fase G1. En cambio, la forma fosforilada de Rb, que esté inactiva,
pierde la capacidad de unirse a E2F y activa CDK, permitiendo que las células

avancen a la fase S (Kumari et al., 2016).
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Figura 9. Participacion de la interleucina 6 en la evasion de los supresores de crecimiento
(tomado de Kumatri et al., 2016).

Ademas de la evasion de las sefales de supresion del crecimiento debido a la
pérdida de la funcion de TP53, los tumores también estan asociados con un
aumento en la expresiéon de reguladores antiapoptéticos (Bcl-2 Bcel-xL y Mcl-1), asi
como sefales de supervivencia (Igf1/2) y con la regulaciéon negativa de factores
proapoptéticos (Bax, Bim y Puma) (Figura 10). Mediante la activacién de las vias
STAT3 y NF«B, la IL-6 modula el proceso de apoptosis, induciendo la expresiéon de

diversas proteinas antiapoptéticas (Kumari et al., 2016).
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Figura 10. Efecto de la IL-6 en la resistencia a la apoptosis (fomado deKumari et al., 2016).

La IL-6 también induce la expresién de survivina mediante la unién directa de STAT3
al promotor de survivina, favoreciendo también la supervivencia de las células
tumorales. En células de cancer de préstata la IL-6 activa las vias de sefalizacion
de PI3K/AKT, NF-kB y MAPK/ERK, lo que resulta en la regulacién positiva de la
expresion de ciclina A1. La activacion de la sefalizacion de PISK/AKT inducida por
IL-6 también activa la quinasa IkB (IKK), que inicia la sefializacién de NF-kB,
llevando a la transactivacion de proteinas pro-supervivencia y que inducen

proliferacion (Nakahara et al., 2023).

Las células tumorales emplean la IL-6 para promover su crecimiento y para
evadir las vias de muerte celular inducidas por terapias anticancerigenas. Un efecto

de ello es la forma en la que IL-6 protege a las células de mieloma multiple de la
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apoptosis causada por dexametasona, mediante la activacion de PI3K/AKT y la

inactivacion de la caspasa-9 (Nakahara et al., 2023).

6. Glucocorticoides

Los glucocorticoides son hormonas esteroideas que se generan principalmente en
la corteza de las glandulas suprarrenales, localizadas en la parte superior de los
rinones. La produccién de glucocorticoides, como el cortisol, es regulada por el eje
hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal (Khadka et al., 2023). En el hipotalamo comienza
el proceso de secrecion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH). Esta
hormona estimula la hipdfisis anterior para que secrete la hormona
adrenocorticotropica (ACTH), esta a su vez, actua sobre la corteza suprarrenal
(Khadka et al., 2023). Estas hormonas desempefian diversas funciones en el
metabolismo, la respuesta al estrés, la regulacion del sistema inmunolégico y la
inflamacion. Su produccion esta sujeta a un mecanismo de retroalimentacion
negativa, donde los niveles elevados de glucocorticoides inhiben la liberacion de
CRH y ACTH, manteniendo asi un equilibrio hormonal adecuado (Papavassiliou et
al., 2023).

Se ha reportado que los glucocorticoides regulan hasta el 20% del
transcriptoma total. Sin embargo, la respuesta a los glucocorticoides varia entre
diferentes células y tejidos. En algunos casos, la sefalizacion de glucocorticoides
puede suprimir la inflamacion dafina, protegiendo asi del desarrollo de neoplasias,
pero estos roles protectores se reducen o pueden invertirse durante la inflamacién
cronica. Estas hormonas se utilizan comunmente como coadyuvantes terapéuticos
contra el cancer para aliviar efectos secundarios adversos como el dolor, nauseas

y para la mejora del apetito. (Khadka et al., 2023).

Los glucocorticoides ejercen su accion a través del receptor de
glucocorticoides (GR), el cual pertenece a la superfamilia de factores de
transcripcion dependientes de ligandos. La proteina GR se constituye por tres
dominios funcionales: un dominio de transactivacién en la region N-terminal, un

dominio central de unién al ADN y un dominio C-terminal de unién a ligandos
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(Khadka et al., 2023). Ademas, la proteina GR presenta diversos sitios susceptibles
a modificaciones postraduccionales, tales como fosforilacion, acetilacion y
ubiquitinacién, las cuales regulan tanto la actividad del receptor como su recambio
(Perez Kerkvliet et al., 2020).

Cuando los glucocorticoides se administran a dosis terapéuticas, manifiestan
efectos antiinflamatorios potentes, siendo uno de los farmacos mas prescritos a
nivel mundial (Khadka et al., 2023). Estos compuestos inhiben el reclutamiento de
leucocitos hacia los sitios de inflamacion mediante la supresién de la produccién de
quimiocinas, histamina y prostaglandinas, asi como mediante la reduccién de la
expresion de moléculas de adhesion, como integrinas y selectinas, asimismo, los
glucocorticoides restringen la expresién de citocinas proinflamatorias, entre las que
se incluyen IL-1B, TNF, INFy e IL-6, al tiempo que favorecen la expresion de
citocinas antiinflamatorias, como IL-10 y TGF (Khadka et al., 2023; Perez Kerkvliet
et al., 2020).

La dexametasona, es un glucocorticoide sintético ampliamente utilizado, ya
que, ha demostrado una eficacia prometedora contra diversos tipos de cancer,
principalmente en tumores sélidos (Wang et al., 2016). Atenua la citotoxicidad
inducida por la quimioterapia, especialmente en casos de cancer de mama y
prostata. En el contexto de los tumores cerebrales, la dexametasona se utiliza para
reducir la presion intracraneal y el edema asociado (Srivastava et al., 2023). Sin
embargo, los efectos beneficiosos del tratamiento con dexametasona estan
limitados por sus efectos secundarios, que incluyen la supresiéon del sistema
inmunoldgico, hiperglucemia, psicosis, necrosis avascular y, el efecto secundario
mas importante, la osteoporosis. Esta limitante acentua la importancia de realizar
ensayos preclinicos o clinicos que minimicen los efectos secundarios y permitan

estandarizar posibles dosis terapéuticas (Gong et al., 2020).

En los siguientes trabajos se refleja el uso de dexametasona en diferentes

modelos experimentales de cancer:
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La dexametasona ha presentado una inhibicion efectiva del crecimiento
tumoral, lo cual se asocio con la regulacién negativa de JAK3/STAT, el factor 1a
inducible por hipoxia, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la IL-6.
Ademas, se ha reportado que la dexametasona bloquea el efecto estimulante del
estroégeno sobre la proliferacion de células MCF-7 e inhibi6 el crecimiento del cancer
de mama dependiente de estrogeno en un modelo de xenoinjerto de ratones
desnudos con células MCF-7 (Wang et al., 2016).

En otros estudios, se ha reportado que la dexametasona induce la apoptosis
en células osteociticas MLO-Y4, esto al bloquear la supervivencia mediada por la
quinasa de adhesion focal (FAK). También se ha sefalado que las especies
reactivas de oxigeno y el estrés del reticulo endoplasmico (ROS/ER) estan
involucrados en la apoptosis inducida por dexametasona en osteoblastos y
osteocitos. De igual forma, se demostré6 que la dexametasona promueve la
apoptosis de osteocitos y osteoblastos mediante la activacion la quinasa-1 activada
por TAK-1 (Ding et al., 2015; Plotkin et al., 2007; Sato et al., 2015).

En células de NSCLC, la mayoria de los datos reportados refieren que este
glucocorticoide presenta un papel supresor de tumores. Se ha demostrado que la
dexametasona se une al GR (figura 11) y suprime la proliferacién en células de
adenocarcinoma de pulmén A549, esto al inducir la detencién del ciclo celular.
(Papavassiliou et al., 2023). Este efecto fue el resultado de la hipofosforilacion de la
proteina Rb, la disminucién de la actividad de las quinasas dependientes de ciclina
2 y 4 (CDK2/4), la reduccién en los niveles de la proteina ciclina D, el factor de
transcripcion E2F y Myc, y el aumento de los niveles de la proteina inhibidora de
CDK p21. También reguld a la baja la actividad de la via de senalizacion de la
quinasa regulada por sefales extracelulares (ERK)/quinasa activada por mitdgenos
(MAPK), y datos adicionales sugirieron que esto podria ser responsable de la
detencion del ciclo celular y la inhibicion del crecimiento observada en las células
de adenocarcinoma de pulmén. Todos estos efectos demostraron estar mediados

por el GR (Papavassiliou et al., 2023).
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[ GR - supresor tumoral ]

Interacting TFs

p21, p27, CDK4 & 6

cyclin D, E2F, myc

[ GR - oncogénico ]
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Interacting TFs
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TSPYL5, CDKN1C,
TSC22D3

Figura 11. Papel del receptor de glucocorticoides (GR) en células de cacer de pulmén
de células no pequenas. A) Efecto supresor tumoral: EI GR inhibe el crecimiento celular
al sobreexpresar genes relacionados con la regulacion del ciclo celular (como son p21 y
p27). B) Efecto oncogénico: el GR promueve el crecimiento y la migracién de las células
cancerosas al activar genes protumorales. (Papavassiliou et al., 2023).

Ademas, el tratamiento con dexametasona provocé la detencion del ciclo
celular en las células A549, mediada por la regulacion al alza de la expresion de las

proteinas inhibidoras de p21 y p27, junto con la de las CDK 4 y 6. La dexametasona
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también indujo la hiperfosforilaciéon de la proteina Rb, lo que resulté en la
senescencia irreversible de las células A549. En datos clinicos, se encontré que la
expresion del GR estaba disminuida en pacientes con NSCLC, mientras que una
mayor expresion se asocidé con una mejor supervivencia global (Srivastava et al.,
2023). Se utilizé6 inmunohistoquimica para respaldar que altos niveles de proteina
del GR estan presentes en aproximadamente la mitad de los pacientes con NSCLC
avanzado y que esta mayor expresion del GR esta relacionada con un mejor
pronostico. De manera similar se analizaron datos clinicos y se observo que un
aumento en la expresion tanto del GR como de la quinasa N-terminal de c-Jun (c-
JNK) se asocidé con un pronostico favorable. Los autores también proporcionaron
datos sobre la base molecular de esta correlacion, revelando que el tratamiento de
las células de CPCNP con dexametasona desencadena la fosforilacion de c-JNK,
que interactua con el GR vy dificulta su degradacion mediada por ubiquitina en el

proteasoma (Liu et al., 2017; Papavassiliou et al., 2023; Srivastava et al., 2023).

Sin embargo, existen algunos estudios que atribuyen un rol oncogénico al
GR (figura 11). Un estudio reciente de Sasaki et al. (2023) identifico la via
GR/proteina quinasa 1 inducida por glucocorticoides y suero (SGK-1) / gen 1
regulado por N-myc (NDRG-1) como un predictor positivo de recurrencia y un factor
de mal prondstico en el adenocarcinoma de pulmén. En un estudio diferente,
Lakshmanan et al (2017). presentaron hallazgos que indican que el eje de
sefnalizacion mucina 16 (MUC16) / Janus quinasa 2 (JAK2) / transductor de sefiales
y activador de la transcripcion 3 (STAT3) / GR promueve el CPCNP. En concreto,
los autores demostraron que la fosforilaciéon de JAK2 y STAT3 mediada por MUC16
resulta en la translocacion nuclear de STAT3, donde se une al GR. A su vez, el
complejo STAT3-GR se une al promotor del gen TSPYLS5, que contiene un elemento
de respuesta a glucocorticoides, aumentando su expresion y, en consecuencia,
promoviendo el crecimiento y la migracion de las células de CPCNP (Papavassiliou
et al., 2023).
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IV. Justificacion

El cancer de pulmon representa un problema de salud de gran importancia, ya que
ocupa la tercera causa de mortalidad por cancer en México. El cancer de pulmén
de células no pequenas representa aproximadamente el 75% de los casos de
tumores pulmonares y se caracteriza por un prondstico desfavorable debido a su
limitada respuesta a los tratamientos convencionales, como son la quimioterapia y
la radioterapia. Esta situacion resalta la importancia de investigar y desarrollar
nuevos enfoques terapéuticos dirigidos a la mejora de las opciones de tratamiento

Yy, en consecuencia, el prondstico de los pacientes.

En este contexto, la dexametasona, un glucocorticoide de amplio uso clinico
se emplea comunmente como coadyuvante en el tratamiento del cancer,
principalmente por su capacidad para reducir los efectos secundarios de la
quimioterapia, como las nauseas y la inflamacién. Ademas, al ser un agente
inmunosupresor, la dexametasona influye en el microambiente tumoral al suprimir
respuestas inflamatorias crénicas, las cuales estan estrechamente relacionadas con
la progresion tumoral. Sin embargo, su uso directo sobre el crecimiento, la
proliferacion y la capacidad migratoria de las células tumorales de cancer de pulmon

de células no pequenas (NSCLC) no ha sido ampliamente estudiado.

Por lo tanto, el presente estudio propone investigar el efecto de la dexametasona
en la capacidad proliferativa y migratoria de las células de cancer de pulmén de

células no pequenas A549.
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V. Hipétesis

La dexametasona reduce la capacidad proliferativa y migratoria de la linea tumoral

A549, correspondiente a cancer de pulmén de células no pequefas.

VI. Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto que ejerce la dexametasona sobre |la capacidad proliferativa y

migratoria, asi como el nivel de expresién de IL-6 en la linea tumoral A549.

Objetivos especificos

- Determinar el efecto de la dexametasona sobre la capacidad migratoria en la
linea tumoral A549.

- Investigar si la presencia de la dexametasona altera el nivel de expresion de IL-
6 en las células A549.

- Evaluar la capacidad proliferativa de las células A549 en presencia de

dexametasona.
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VIl. Metodologia

Linea celular A549

La linea celular tumoral A549 se deriva de un carcinoma de pulmén de células no
pequenas (adenocarcinoma pulmonar humano) (Mithoowani & Febbraro, 2022), fue
establecida en 1972 aislada de un tejido pulmonar humano carcinomatoso de un
paciente adulto con cancer de pulmoén. Son células basales alveolares con
morfologia epitelial, crecen formando una monocapa (figura 12) y presentan una
alta tasa proliferativa en cultivos in vitro (Gridelli et al., 2015). Esta linea celular es
ampliamente utilizada en investigaciones biomédicas para la investigacién del

cancer y estudios toxicologicos (ATTC, 2025).

ATCC Number: CCL-185
Designation:  A-549

=N

Low Density Scale Bar = 100um

High Density Scale Bar = 100um

Figura 12 Morfologia de la linea celular A549. La micrografia muestra la morfologia de
las células A549 a baja confluencia (izquierda) y a alta confluencia (derecha), (tomado de
ATTC, 2025).

Tamano de la muestra

Se utilizaron un minimo de 3 series de muestras experimentales independientes por
cada tratamiento utilizado para poder realizar un analisis estadistico en cada uno de

los casos.
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Cultivo celular

Las células A549 fueron sembradas en matraces de cultivo de poliestireno de 25cm?
de superficie, con medio de cultivo Advance-DMEM (Gibco®, EUA) suplementado
al 4% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-Glutamina y 1% de una mezcla de
antibidtico-antimicotico (25ug/mL de anfotericina B, 10,000ug/mL de estreptomicina
y 10,000 unidades/mL de penicilina). Se mantuvieron dentro de una incubadora a

27°C con una atmdsfera humeda del 5% de CO2 y 95% de aire.

El medio de cultivo se renovd cada 48 horas y cada 3 dias las células fueron
sometidas a un proceso de tripsinizacion. La tripsinizacion consiste en los siguientes
pasos: retirar el medio de cultivo y lavar 2 veces con 5mL de PBS estéril a una
concentracion de 1X, adicionar 2mL de tripsina y dejar reposar 3min. Resuspender
el contenido celular con 4mL de medio de cultivo, transferir la suspension celular
obtenida a un tubo cénico y centrifugar a 1500rpm por 5min. Decantar el
sobrenadante y mantener la pastilla celular en el tubo, resuspender con medio de
cultivo fresco, a partir del cual, se toman las alicuotas para regenerar el cultivo
madre y se siembran las células que se utilizan para los experimentos posteriores,

Esto en condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar.

Tratamiento con dexametasona

Las células A549 se sembraron en dos cajas Petri de 35mm de diametro: una
correspondiente a la condicidon control y otra destinada al tratamiento con
dexametasona. Inicialmente, las células fueron cultivadas hasta alcanzar un 60%
de confluencia. Posteriormente, se reemplaz6 el medio de cultivo y se inicio el
tratamiento. Este consistié en adicionar 100uL de dexametasona (150uM) a un
volumen final de 1.5mL de medio de cultivo, obteniendo una concentracion final de
dexametasona de 10uM, renovando el medio de cultivo y el tratamiento 24 horas

después para un total de 48 horas.
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Ensayo de expresion génica

Extraccion de acido ribonucleico total

Una vez finalizado el tratamiento, se procedié a realizar la extracciéon de ARN
total por medio de un kit comercial FavorPrep TM, Tissue Total RNA Mini

(Favorgene, Biotech Corp., China), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Primero se retird el medio de cultivo de las placas, se realizaron 2 lavados
con 1mL de PBS 1X no estéril. Posteriormente, se afiadieron 500uL de tripsina
no estéril y se dejaron reposar las placas por 5 minutos. Transcurrido este
tiempo, la tripsina fue inactivada mediante la adicién de 750uL de medio de
cultivo fresco y no estéril. Con la ayuda de una micropipeta las células fueron
desprendidas y transferidas a un tubo Eppendorf de 1.5mL, los tubos fueron

centrifugados durante 5 minutos a 1500rpm.

El contenido de los tubos Eppendorf fue desechado, conservando
unicamente la pastilla celular a la cual se le anadieron 350uL de buffer de lisis
previamente suplementado con un 1% de pB-mercapto-etanol. Las muestras se
vortexearon varias veces con la finalidad de deshacer la pastilla celular y

provocar la ruptura de la membrana celular.

El contenido homogeneizado fue transferido a un tubo colector con un filtro
blanco y se centrifugd a 12000rpm durante 2 minutos. La columna blanca fue
desechada, y el contenido de los tubos colectores se transfirid a tubos Eppendorf
de 2mL. Se agregaron 350uL de etanol al 70% (grado molecular y frio) a cada
tubo y se vortexearon 3 veces hasta observar la formacion de unas hebras.
Posteriormente, el contenido de cada tubo fue transferido a un filtro rojo y
centrifugado a 12000rpm durante 2 minutos. El liquido de cada tubo colector fue

desechado.

Se realizé un lavado con buffer de lavado 1 y dos lavados con buffer de
lavado 2, centrifugando los tubos a 12000rpm durante 2 minutos en cada paso.

Finalmente, el filtro rojo fue transferido a un tubo estéril de 1.5mL y se agregaron
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30uL de agua libre de ARNasas lo mas cerca del filtro sin llegar a tocarlo; la
muestra se dejo reposar por 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd

a 12000rpm por 3min para obtener el ARN total.

Cuantificacion de ARN total

Posterior a la extraccidén, se cuantificd la concentracion y la cantidad total de
ARN extraido mediante espectrofotometria. Para ello, se empled una dilucion
con 4uL de la muestra de ARN y 196uL de agua inyectable, para obtener un
volumen final de 200uL y un blanco de 200uL de agua inyectable; la
concentracion fue evaluada a una longitud de onda de 260nm y la integridad del
ARN se evalué como el cociente obtenido entre las longitudes de onda 260nm y
280nm (A260/A280). El valor del cociente obtenido debid ubicarse en un rango
de 1.8-2.0 para considerarse como una muestra de ARN de buena calidad y

poder ser empleado en los ensayos de RT-PCR.

Sintesis de acido desoxirribonucleico complementario (ADNc)

Para la sintesis de la primera cadena de Acido Desoxirribonucleico
complementario (ADNc), se empled el kit comercial High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystem, EUA), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se realiz6 un “master mix” (mezcla de componentes) como se
muestra en la tabla de abajo, del cual se afadieron 6uL de forma comun a todas

las muestras.

Reactivo Volumen
Buffer RT (thermoscientific) 4ul
dNTPs (Applied Biosistem) 1l

Ramdoms (Applied Biosistem) 0.5ul

Mull, retrotranscriptasa 0.5ul

Para cada tubo de reaccion se empled un volumen final de 20uL, por lo que

el volumen restante (14uL) fue completado con la muestra de ARN y agua libre
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de ARNasas. Los calculos para conocer el volumen de muestra requerido fueron

realizados mediante una “regla de tres”, de modo que haya 2ug de ARN por cada

microlitro.
Condicién Concentracion de ARN
X — Xug — 1000l
2uyg ——Y
Volumen de la muestra requerido

Se empled un termociclador Mastercycler S50 (Eppendorf) para realizar el
siguiente protocolo: 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C, 5 minutos a 85°C y
finalmente la temperatura de los tubos fue llevada a 4°C, para finalmente ser

almacenados en congelacién hasta su empleo.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

A partir del ADN complementario obtenido en la retro-transcripcion se realizé la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con el Kit comercial Dream Tac PCR
Master Mix (Thermo Scientific, EUA), siguiendo las indicaciones del proveedor,
con un volumen total de reaccion minimo de 20uL. Los reactivos que se

ocuparon en la reaccién se muestran en la siguiente tabla.

Reactivo Volumen
Green Dream Taq 10pl
Primer Forward 1l
Primer Reverse 1l

Agua oul

DNA complementario 2ul

En la siguiente tabla se muestran los oligonucledtidos utilizados.
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OLIGONUCLEOTIDO  DIRECCION SECUENCIA TAMANO DEL TEMPERATURA
AMPLICON MEDIA
IL-6 FW AAGAGGCACTGGCAGAAAA 258 pb 64.2°C
RV CAGGGGTGGTTATTGCATCT 64.2°C
B-Actina FW CAAGAGATGGCCACGGCTGCT 275 pb 73.1°C
RV TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA 72.7°C
E-Cadherina FW TTCCCTCGACACATTCAAAGT 362 pb 63.8°C
RV AGCTGTTGCTGTTGTGCTTAACCC 69.4°C
Vimentina FW AGAACCTGCAGGAGGCAGAAGAAT 201 pb 69.4°C
RV CTTCCATTTCACGCATCTGGCGTT 73.6°C
o-SMA FW CTCAGCAGTAGTAACGAAGGAATAG 421 pb 61.6°C
RV GACCCTGAAGTACCCGATAGA 62.3°C
Snail 1 FW CCTTCGTCCTTCTCCTCTACTT 388 pb 61.7°C
RV GGCACTGGTACTTCTTGACATC 62.5°C
Zeb 1 FW GTGGCATACACCTACTCAACTAC 458 pb 59.1°C
RV CGTTCTTCCGCTTCTCTCTTAC 63.2°C

Se empled un termociclador Mastercycler S50 (Eppendorf) para realizar el

siguiente protocolo: 5 minutos a 94°C, 30 segundos a 94°C, 30 segundos en la
temperatura media del oligonucledétido a utilizar, 1 minuto a 72°C, 10 minutos a
72°C vy finalmente la temperatura de los tubos se llevo a 4°C para ser

almacenados en congelacién hasta su empleo.

Separacion electroforética a partir de los productos de PCR

A partir de los productos de PCR se procedio a la separacion electroforética,
utilizando geles de agarosa al 1.2% tefidos con bromuro de etidio (Bret).

Para la preparacion del gel se disolvieron 600 miligramos de agarosa en 50mL
de buffer TAE 1X, la solucion sera calentada por 1:30 minutos, se afiadieron 4L
de bromuro de etidio, asegurandose de disolverlo adecuadamente. Después se
vertié en la camara de electroforesis y se coloco el peine para marcar los pozos,

dejando gelificar por 25 minutos a temperatura ambiente.
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El gel se cargd con 9uL de cada muestra en cada pozo y se utiliz6 como
marcador de peso molecular el patron de ADN comercial Gene Ruler 100pb DNA
Laddery (Thermo Scientific, EUA).

La separacion electroforética se llevo a cabo en buffer TAE 1X a 65V durante
80 minutos; finalmente, se obtuvieron tres fotografias de cada uno de los geles
en el fotodocumentador de geles AXYGEN, bajo luz ultravioleta y auto

exposicidon proporcionada por el mismo programa.

Densitometria

El analisis densitométrico fue realizado con las bandas presentes en las
imagenes obtenidas del fotodocumentador, utilizando el software ImageJ que es
proporcionado gratuitamente por el Instituto Nacional de Salud de los Estados

Unidos de América (NIH, por sus siglas en inglés).

Conteo celular

Las células se sembraron en dos cajas Petri de 35mm con medio Advance DMEM,
suplementados con 10% de SFB, 1% de L-glutamina y 1% de una mezcla de
antibidtico-antimicético (25ug/mL de anfotericina B, 10,000pg/mL de estreptomicina
y 10,000 unidades/mL de penicilina), una vez se alcanzé una confluencia del 60%
de la superficie de la caja Petri, se cambié el medio de cultivo y se dio inicio al
tratamiento de las células. Una vez finalizado el tratamiento de 48 horas, se procedi6
a obtener la suspension celular para realizar el conteo empleando una camara de
Neubauer. El procedimiento fue el siguiente: a) se retird el medio de cultivo de
ambas placas; b) las células se lavaron 2 veces con 1mL de PBS al 1X; c) se
agregaron 500uL de tripsina-EDTA 0.25% y se incubaron por 5 min; d) fueron
afiadidos 750uL de medio de cultivo; e) la suspension celular fue transferida a un
tubo tipo Eppendorf y se centrifugd a 3,000 rpm durante 5 minutos; f) se descarté el
sobrenadante y la pastilla celular se resuspendié en 1mL de medio de cultivo; g) se
transfirieron 20uL de la suspension celular a un tubo Eppendorf y se afiadieron 80uL
de azul de tripano (colorante vital); h) la mezcla se resuspendié varias veces y se

tomaron 10uL de la misma para cada uno de los lados de la camara de Neubauer,
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posteriormente se procedio a realizar el conteo celular no tefidas de azul (células
vivas) en un microscopio de campo claro, el conteo celular se expresd en

células/mL.

Ensayo de migracion celular

Para evaluar la capacidad migratoria de las células A549 se utilizaron soportes
permeables Transwell® con poros de 8um de diametro (Corning Incorporated,
EUA). Se sembraron células bajo las condiciones anteriormente descritas y se
esperd a que alcanzaran una confluencia del 60%, se aplico el tratamiento y, una
vez finalizado se obtuvo una suspension celular con un numero conocido de células
realizando un conteo en la camara de Neubauer. Se sembraron la misma cantidad
de células (25,000 células) en el inserto superior de la camara en medio Advance-
DMEM libre de SFB, mientras que en el compartimento inferior de la camara se
coloco el tratamiento con dexametasona disuelto en medio de cultivo Advance-
DMEM suplementado con SFB como agente quimioatrayente y se dejo incubar

durante 16 horas.

Al concluir el periodo de incubacion se retird el medio de cultivo de los dos
compartimentos y las células que lograron migrar a través de los poros de la
membrana fueron fijadas con una solucién de metanol-acetona 1:1 durante 20
minutos en refrigeracion, posterior a eso se retira el metanol-acetona y tifien con
cristal violeta durante 10 minutos, finalmente se retir6 el cristal violeta y se realizaron
2 lavados con PBS 1X.

Una vez concluido los pasos anteriores, se obtuvieron 4 micrografias de 4
campos aleatorios de cada una de las condiciones mediante un microscopio de
campo claro Leica DM1000 utilizando un objetivo 4X, una camara Jenoplik Jena

modelo ProgRes 10 plus y el programa ProgRes Capture Pro2.1.

Se realiz6 un conteo celular utilizando el software Imaged, los datos

obtenidos fueron normalizados con respecto al valor control.
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Analisis de datos

Una vez finalizé la fase experimental del proyecto, se realizé un analisis e
interpretacion de los resultados obtenidos, utilizando el programa SigmaPlot 13.0
(Jandel Corporation, EUA).

Se realiz6é una prueba t de Student para evaluar la diferencia entre los grupos
tratados respecto al control, para considerar la diferencia estadisticamente

significativa p debe ser menor a 0.05 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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VIll. Resultados

1. La dexametasona reduce la capacidad migratoria de las células
A549

En primera instancia, nos planteamos investigar si la dexametasona influye en la
capacidad migratoria de las células A549. Para ello las células fueron tratadas con
dexametasona 10uM durante 48 horas, posteriormente, fueron cultivadas y se
realiz6 un ensayo en camaras Transwell para evaluar su capacidad migratoria.
Como se observa en la figura 13, el tratamiento con dexametasona redujo
aproximadamente en un 50% el numero de células con capacidad migratoria de
manera estadisticamente significativa en comparacion con el grupo control
(***p<0.001). Las células tumorales que tienen un origen epitelial experimentan una
transformacién durante el crecimiento y progresion tumoral, generando una

transicion del fenotipo epitelial al fenotipo mesenquimal.

A B

Control
1.2 5

1.0
0.8
0.6
0.4 -

0.2

Migracioén celular
(Normalizado respecto al control)

0.0

Control Dexa

Figura 13 Efecto de la dexametasona sobre la capacidad migratoria de las
células A549. Las células A549 fueron tratadas con 10uM de dexametasona por 48
horas. A) Las imagenes fueron tomadas con una camara de la marca Jenolik Jena
modelo ProgRes 10 plus y el programa ProgRes CapturePro 2.1 en un microscopio
de campo claro Leica DM1000 utilizando el objetivo 4X. B) Los valores graficados
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de la migracion celular son el promedio de tres experimentos independientes,
normalizados respecto al valor promedio del control.

2. Efecto de la dexametasona sobre los niveles de expresion del
ARNm que codifica para diferentes marcadores moleculares

relacionados con la transicién epitelio-mesénquima (TEM)

Las células tumorales con alta capacidad migratoria, como lo son las células A549,
expresan marcadores caracteristicos del fenotipo mesenquimal, entre los que se
incluyen la vimentina y la alfa actina de musculo liso (a-SMA). Por el contrario, las
células con baja capacidad migratoria suelen presentar un fenotipo epitelial,
marcado por la expresion de E-cadherina. Tras observar una disminucion en la
capacidad migratoria de las células tratadas con dexametasona (10 uM durante 48
horas), nos propusimos determinar si esta reduccion estaba asociada a un aumento
en la expresion de marcadores del fenotipo epitelial o a una reduccién en
marcadores del fenotipo mesenquimal. Mediante ensayos de RT-PCR, se observé
que las células tratadas con dexametasona no presentaron cambios en el nivel de
expresion de ARNm que codifica para E-cadherina en comparacién con el control.
Por otro lado, se detect6é una reduccién del 10% en el nivel de expresion de ARNm
que codifica para vimentina en las células tratadas, mientras que los niveles de
ARNm que codifica para a-SMA mostraron una disminucion estadisticamente
significativa (p<0.01) mayor al 60% en las células tratadas con respecto a la

condicién control (Figura 14).
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A B C

Control Dex Control Dex Control Dex
E-cadherina Vimentina Alpha SMA
(362 bp) (201 bp) (421 bp)
B-actina pn B-actina

1.2 4 1.2 4 1.2 q

1.0 4 1.0 4

0.8 4 0.8 - 0.8

0.6 - 0.6 0.6 -

0.4 4 0.4 0.4

codifica para Vimentina
codifica para Alpha SMA

0.2 4 0.2 0.2

Nivel de expresion del ARNm que
codifica para E-cadherina
Nivel de expresion del ARNm que
Nivel de expresion del ARNm que

0.0 - 0.0 -
Control Dexa Control Dexa Control Dexa

0.0 -

Figura 14 EI tratamiento con dexametasona disminuye el fenotipo
mesenquimal. Las células A549 fueron tratadas por 48 horas con 10uM de
dexametasona. Los valores graficados representan el promedio de ftres
experimentos independientes, normalizados con respecto al valor promedio de la
condicioén control. A su vez, la condicion control fue normalizada respecto a f-actina,
utilizada como control interno. A) Fotografia de los productos de PCR separados
mediante electroforesis para el marcador de fenotipo epitelial, E-cadherina, junto
con su valor graficado en relacion al control. B) y C) Fotografias de los productos
de PCR separados mediante electroforesis para los marcadores del fenotipo
mesenquimal, vimentina y «a-SMA, respectivamente, junto con sus valores
graficados en relacion al control.

Continuando con nuestra serie experimental, evaluamos otros marcadores
asociados a la TEM (Figura 15). Para ello analizamos los niveles de expresion del
ARNm que codifica para Snail-1 y Zeb-1. Observamos una disminucién
estadisticamente significativa (p<0.01) de casi el 40% en los niveles de Snail-1 en
comparaciéon con la condicion control. Esta reduccion sugiere que el tratamiento con
dexametasona podria estar inhibiendo la actividad de Snail-1, lo que contribuiria a
la reversion parcial del fenotipo mesenquimal. Por otro lado, los niveles de ARNm
que codifica para Zeb-1 mostraron una reduccién de aproximadamente el 20%

respecto al control.
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Control Dex Control Dex
Snail-1

Zeb-1
B-actina B-actina
*%

1.2 q
1.0
0.8

0.8

0.6 0.6 4

0.4 4 0.4 4

codifica para Zeb-1

0.2 4 0.2

Nivel de expresion del ARNm que
codifica para Snail-1
Nivel de expresion del ARNm que

0.0 0.0 -

Control Dexa Control Dexa

Figura 15 El tratamiento con dexametasona disminuye la expresion de
marcadores asociados a la transicion epitelio-mesénquima. Bajo las mismas
condiciones anteriormente descritas, se midieron los niveles de expresion del ARNm
que codifica para dos marcadores asociados a la TEM. A) Fotografia de los
productos de PCR separados mediante electroforesis para el marcador Snail-1,
Junto con su valor graficado en relacion al control. B) Fofografia de los productos de
PCR separados mediante electroforesis para el marcador Zeb-1, junto con su valor
graficado en relacion al control.

3. Efecto de la dexametasona sobre el nivel de expresion del

ARNm que codifica para la citocina proinflamatoria IL-6

La dexametasona, un glucocorticoide sintético con propiedades antiinflamatorias e
inmunosupresoras, también se ha reportado que presenta efectos antitumorales. La
inflamacion supone un papel importante en el desarrollo del microambiente tumoral
y la eventual progresion del cancer. La inflamacién crénica, en particular, puede
inducir dafio en el ADN, mutaciones y alteraciones epigenéticas, lo que contribuye

a la transformacioén de células normales en células cancerosas.

En el microambiente tumoral, las células cancerosas reclutan y activan

células del sistema inmune, como macréfagos, neutrofilos y células Treg, que
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liberan citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento que favorecen la progresion
tumoral; citocinas proinflamatorias como la IL-6 desempefia un papel importante en
este proceso debido a que estimula la proliferacion celular, la supervivencia de las
células tumorales y la resistencia a la apoptosis, la IL-6 también se ha asociado con

la transicion epitelio-mesénquima al activar diversas vias asociadas con la misma.

Al haber confirmado que el tratamiento con dexametasona regula
negativamente el nivel de expresion de ARNm que codifica para algunos
marcadores mesenquimales asociados a la TEM (a-SMA, Snail-1 y Zeb-1) nos
intereso investigar el nivel de expresién del ARNm que codifica para IL-6 como una
posible asociacion entre el tratamiento con dexametasona y la reduccion de la
capacidad migratoria en las células A549, observando una disminucion
estadisticamente significativa (p<0.001) de aproximadamente el 40% en

comparacion con la condicion control (figura 16).

Estos resultados podrian sugerir que el tratamiento con dexametasona
modula negativamente la sefializacion inflamatoria en las células A549, esto podria
tener impacto en el microambiente tumoral, asi como en el proceso de transicion
epitelio-mesénquima, pues se ha reportado que la presencia de |IL-6 favorece estos

procesos.
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0.0 -

Control Dexa

Figura 16 La dexametasona reduce la expresion de IL-6 enddgena. Las células
Ab49 fueron tratadas con dexametasona 10uM durante 48 horas. Los valores
graficados representan el promedio de 3 experimentos independientes,
normalizados con respecto al valor promedio de la condicion control. A su vez, la
condicion control fue normalizada respecto a p-actina, utilizada como control interno.

4. La dexametasona reduce la proliferacién en la linea celular A549

En diversos trabajos se ha reportado que la dexametasona reduce la capacidad
migratoria de diversas lineas celulares, entre las que se encuentra la linea celular
A549 a traves del arresto del ciclo celular, generando senescencia, sin embargo, la
IL-6 estda asociada a la activacion de diversas vias que activan varios genes
antiapoptéticos y proliferativos, promoviendo asi la proliferacion y supervivencia de

las células tumorales.

Basados en esta informacion y con la finalidad de evaluar el efecto que tiene
el tratamiento de dexametasona 10uM en la capacidad proliferativa de las células
tumorales A549 se realizé una nueva serie experimental en la cual las células fueron

tratadas por 48 horas, al finalizar este periodo de tiempo se realiz6 el conteo celular
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en una camara de Neubauer y utilizando el colorante vital azul de tripano,
observando una disminucion estadisticamente significativa (figura 17) de

aproximadamente el 30% en comparacion con la condicién control.
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Figura 17 Efecto de la dexametasona sobre el niumero de células viables A549. Las
células A549 fueron tratadas durante 48 horas con dexametasona 10uM. Al finalizar el
tratamiento se realizé el conteo de las células viables empleando el colorante vital azul de
tripano. Los resultados obtenidos se representan en la gréfica y son el promedio de 3
experimentos independientes normalizados con respecto a la condicion control. p < 0.05.
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IX. Discusion

El cancer de pulmon es el tipo de tumor maligno con mayor incidencia y la
principal causa de muerte relacionada con cancer a nivel mundial, segun los datos
mas recientes del GLOBOCAN (OMS, 2022). Se prevé que esta tendencia se
mantenga en el futuro, lo que convierte al descubrimiento de nuevas dianas
terapéuticas en uno de los principales objetivos de la investigacion oncoldgica
(Vaghari-Tabari et al., 2021).

La migracion e invasion de las células tumorales, que derivan en metastasis,
son los procesos responsables de la mayoria de las muertes asociadas a tumores
malignos. Por ello, es fundamental estudiar los mecanismos moleculares y celulares
implicados en esta fisiopatologia, con el fin de desarrollar tratamientos mas efectivos
que inhiban dichos procesos. Este enfoque es especialmente relevante en
neoplasias altamente proliferativas, como el cancer de pulmén de células no

pequefias (Popper, 2016; Zhang et al., 2019).

Actualmente, los tratamientos anticancerigenos presentan limitaciones
significativas, como la toxicidad potencial sobre los tejidos sanos y el desarrollo de
resistencia a los farmacos por parte de las células tumorales (Gong et al., 2020).
Por esta razoén, se suele ocupar una combinacion de farmacos, para mejorar los
resultados en el tratamiento oncoldgico. La dexametasona, un glucocorticoide
sintético con propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras, se utiliza
frecuentemente como coadyuvante en diversos tratamientos contra el cancer para
mitigar los efectos secundarios de la quimioterapia y la radioterapia. Sin embargo,
también se ha descrito que este farmaco posee efectos antitumorales, aunque los
mecanismos moleculares responsables de dichos efectos aun no han sido

completamente elucidados (Gong et al., 2020).

Se ha reportado que, al interactuar con los receptores de glucocorticoides
(GR), la dexametasona puede activar o inhibir diversas vias de sefalizacion, lo que
resulta en efectos antitumorales que inhiben la progresién del cancer. No obstante,

estos efectos varian dependiendo del modelo de cancer estudiado (Liu et al., 2017).
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En este estudio, observamos que, a una concentracion de 10 pM, la
dexametasona reduce no solo la actividad proliferativa de las células A549, sino
también su capacidad para migrar. Ademas, disminuyo la expresion de marcadores
asociados con un fenotipo mesenquimal, como o-SMA y Snail-1. Ademas, la
disminucion en los niveles de ARNm que codifica para IL-6 en las células tratadas
sugiere que la dexametasona podria estar modulando la respuesta inflamatoria, lo
que a su vez influye en la progresion tumoral. Estos resultados no son aislados; de
hecho, se alinean con lo que otros investigadores han reportado en diversos
modelos de cancer, lo que sugiere que este farmaco podria desempenar un papel
importante en la modulacion de procesos para la progresion tumoral, asi como la
sinergia con otro tipo de farmacos antitumorales (Smith et al., 1998; Zhang et al.,
2019).

Investigaciones previas han sefialado que la dexametasona presenta efectos
antitumorales en distintos tipos de cancer, sin embargo, su eficacia varia segun el
tipo de células y las condiciones en las que se aplica. En el contexto del cancer de
pulmén de células no pequefias (CPCNP), tanto nuestros resultados como en
estudios anteriores se sugiere que este farmaco podria ser una alternativa eficaz
para inhibir el crecimiento de las células tumorales y limitar su capacidad de

diseminarse.

De acuerdo con los resultados de Zhang et al. (2019) con las lineas celulares
H1975 y H358 de CPCNP, se reportd que la dexametasona reduce la capacidad
migratoria e invasiva de las células, reduciendo asi su capacidad para diseminarse
a otros tejidos. Observaron que, aplicando un tratamiento de dexametasona con
una concentracion de 20 mg/ml durante 12 horas, la migracion celular disminuyo,
mientras que con un tratamiento de 40 mg/ml redujo la invasion en un 60%. Ademas,
en modelos in vivo, se encontrd que el tratamiento con dexametasona redujo el
tamafio de los tumores y la cantidad de células que se extendian a otros 6rganos.
Estos resultados son consistentes con lo que vimos en nuestras pruebas con la
linea celular A549, donde la dexametasona no solo redujo el crecimiento de las

células, sino que también interfiri6 en la expresion de elementos moleculares
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asoaciados a la transicion epitelio-mesenquima (TEM) que es un proceso
importante para el desarrollo de metastasis. Esto se confirmé al observar una
disminucion en los niveles de expresion del ARNm que codifica para las proteinas
mesenquimales como a-SMAy Snail-1, que estan relacionadas con la capacidad de

las células para moverse e invadir.

La reduccion en la proliferacion celular que observamos en las células A549
también se ha reportado en otras lineas celulares. De hecho, L. Wang et al. (2016)
ya habian reportado que la dexametasona, a la misma concentracion de 10 uM,
inhibe la proliferacion en lineas celulares de cancer de pulmoéon como las A549 y
H1299. En mieloma (Chen et al., 1996) y el cancer de pulmon de Lewis (Sun et al.,
2017), han confirmado que la dexametasona puede frenar el crecimiento tumoral,
ya sea bloqueando la proliferacion celular o induciendo senescencia, generando un
arresto en la fase G1 — S del ciclo celular. Estos efectos parecen estar mediados, al
menos en parte, por la capacidad de la dexametasona para regular vias de
sefnalizacion clave, como la supresion de citocinas proinflamatorias como la IL-6,

cuya expresion también se reduce en presencia de este farmaco (Chen et al., 1996).

En linea con estos resultados, en estudios realizados con otros modelos
celulares de cancer, como HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) y AsPC1
(adenocarcinoma de pancreas), Gong et al. (2020) demostraron que en ratones
atimicos inoculados con estas células y tratados con una dosis de 2 mg/kg, la
dexametasona redujo el tamano de los tumores en animales después de tres
semanas de tratamiento. Ademas, observaron una disminucion en los niveles de
expresion de Ki-67 (un marcador de proliferacién celular) mediante
inmunohistoquimica. Estos hallazgos concuerdan con evidencia previa que vincula
a la dexametasona con la inhibicién de vias proproliferativas, como JAK/STAT y
MAPK/ERK, las cuales regulan positivamente la expresion de Ki-67 (Wang et al.,
2016; Papavassiliou et al., 2023). Estos resultados se alinean con lo que
observamos en nuestras pruebas con las células A549, donde la dexametasona

mostro un claro efecto antiproliferativo. Aunque en este trabajo no se evaluaron los
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niveles de Ki-67, la disminucién en la proliferacién celular observada mediante

conteo celular sugiere un posible efecto antiproliferativo.

En cuanto a la migracion celular, nuestros resultados muestran que la
dexametasona reduce significativamente la capacidad de las células A549 para
moverse, lo que coincide con lo reportado por Han et al. (2016) en células de cancer
colorrectal HCT116. En ese estudio, la dexametasona inhibié la migracion inducida
por TGF-B1, un factor importante en la promocién de la invasiéon tumoral. Este efecto
podria estar relacionado con la modulacién de marcadores de la TEM, ya que, en
nuestro caso, observamos una disminucién en la expresion de los marcadores Alfa-
SMA y Snail-1, asociados con un fenotipo mesenquimal mas agresivo. De manera
similar, Zheng et al. (2012) reportaron que la dexametasona induce la transicién de
mesenquimal a epitelial en células de cancer de vejiga, lo que sugiere que la
dexametasona podria estar revirtiendo procesos que favorecen la invasion y la

metastasis.

Ademas de estos efectos, la dexametasona parece actuar sobre vias
angiogénicas y proinflamatorias, lo que podria explicar parte de su eficacia
antitumoral. Estudios como los de Martin et al. (2019) han demostrado que este
farmaco reduce la expresion de el factor de crecimiento epitelial vascular (VEGF),
el cual es esencial para la formacién de nuevos vasos sanguineos que alimentan al

tumor, asi como de otras citocinas proinflamatorias como IL-6 e IL-8.

En este contexto, es interesante comparar nuestros hallazgos con los de H.
Wang et al. (2007), quienes investigaron los efectos de la dexametasona en un
modelo de cancer de mama 4T1. En su estudio, el pretratamiento con
dexametasona potenci6 significativamente la actividad antitumoral de la adriamicina
(ADR), logrando una inhibicién casi completa del crecimiento del tumor. Este efecto
se atribuyo, en parte, a un aumento en la concentracion de ADR que llegaba al
tumor, asi como a la capacidad de la dexametasona para modular la produccion de
citocinas. Estos efectos podrian estar mediados por la inhibicién de la actividad de
NF-kB, un factor de transcripcion que juega un papel central en la regulacion de la

inflamacion y la supervivencia celular, como lo sugieren investigaciones de Zheng
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et al. (2012). La capacidad de la dexametasona para modular estas vias podria ser
importante para entender su eficacia en la reduccién del crecimiento tumoral y la

progresion metastasica.

De manera similar, Arai et al. (2008) demostraron que el tratamiento con
dexametasona inhibid el crecimiento tumoral en xenoinjertos de OUR-10, un modelo
de cancer de prostata. En este caso, la dexametasona activd el receptor de
glucocorticoides (GR), promoviendo su translocacion al nucleo, y reduciendo los
niveles de citocinas proinflamatorias y proangiogénicas, como IL-6, IL-8 y VEGF.
Ademas, la dexametasona inhibio la actividad de NF-kB, lo que podria explicar, al
menos en parte, sus efectos antitumorales. Estos hallazgos son consistentes con
nuestros resultados, donde observamos una disminucién en la expresion del ARNm
de IL-6, lo que sugiere que la dexametasona podria estar ejerciendo sus efectos a
través de la regulacién de citocinas y la inhibicion de vias de sefalizacion

proinflamatorias.

En conjunto, estos estudios respaldan la idea de que la dexametasona tiene un
efecto antitumoral multifacético. No solo inhibiendo la proliferaciéon y la migracion
celular, sino que también modula la respuesta inflamatoria y suprime vias de
sefalizacion clave, como NF-kB. Esto sugiere que la dexametasona podria ser un
coadyuvante valioso en el tratamiento del cancer, especialmente cuando se
combina con otros agentes quimioterapéuticos. Sin embargo, es importante tener
en cuenta que la dexamentasona ejerce un efecto diferencial sobre la capacidad
proliferativa y migratoria en funcion del tipo de cancer y el contexto del

microambiente tumoral.

Por ejemplo, en el estudio de Zheng et al. (2012), la dexametasona aumenté la
proliferacion celular en cancer de vejiga, o que contrasta con los efectos
observados en otros modelos tumorales. De manera similar, Liu et al. (2017)
reportaron que, en células de cancer de pancreas (AsPC-1, BxPc-3 y MIA-PaCa-2),
la dexametasona aument6 el tamafio de los tumores en modelos in vivo. Esta

dualidad en los efectos de la dexametasona subraya la importancia de considerar

51



las particularidades de cada tipo de cancer al interpretar los resultados y disenar

estrategias terapéuticas.

Los resultados del presente estudio, en conjunto con lo reportado en estudios
anteriores, respaldan el papel de la dexametasona como un modulador importante
en procesos fundamentales de la actividad tumoral, tales como la proliferacion, la
migracion y la expresion de marcadores asociados al fenotipo mesenquimal. Estos
efectos parecen estar regulados, en gran medida, por la capacidad de la
dexametasona para alterar vias de sefalizacion relacionadas con la inflamacion, la
angiogénesis y la transicion epitelio-mesenquima (TEM). Sin embargo, a pesar de
estos avances, aun existen mecanismos que son poco comprendidos. Es necesario
investigar mas los procesos moleculares especificos que subyacen a estos efectos,

asi como explorar su posible aplicacion como auxiliar en terapias antitumorales.

La dexametasona, sin duda, representa un farmaco de gran interés en el campo
de la investigacion del cancer debido a su versatilidad y a su efecto en multiples
procesos celulares. No obstante, su uso debe ser evaluado y contextualizado, ya
que su eficacia y seguridad pueden variar significativamente dependiendo del tipo
de tumor y del microambiente tumoral especifico. En este sentido, futuras
investigaciones deberian centrarse en identificar biomarcadores predictivos que
permitan optimizar su uso clinico, asi como en disefar estrategias terapéuticas
combinadas que potencialicen sus efectos favorables en el tratamiento del cancer,

mientras minimizan posibles efectos adversos.
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X.Conclusiones

e Eltratamiento con dexamentasona 10uM reduce la capacidad proliferativa de
las células A549.

e La dexametasona reduce la capacidad migratoria en las células A549 al
dismunir la expresion de los factores de transcripcién asociados a la TEM
(Snail-1y Zeb-1) y con ello, de los marcadores moleculares relacionados con
el fenotipo mesenquimal (a-SMA 'y Vimentina).

¢ La dexametasona reduce el nivel de expresion del ARNm que codifica para

IL-6 endbgena.

Dexametasona 10uM

! !

lProIiferacic’m {l Snail-1y Zeb-1 J @
!

a-SMA
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}

Figura 18 Esquema representativo de las conclusiones presentadas en este trabajo
(imagen generada en biorender.com).
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