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ABREVIATURAS.

17B-HSD: 17beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa

2D: Bidimensional

3D: Tridimensional

3B-HSD: 3 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa

ADN: Acido desoxirribonucleico

AFM: Microscopia de fuerza atémica

AKT: Proteina cinasa en serina/treonina

AR: Receptor de androgenos (por sus siglas en idioma inglés)

ARE: Elementos de respuesta de andrégenos (por sus siglas en idioma inglés)
ARN pol II: ARN polimerasa |l

AuNP: Nanoparticulas de oro (por sus siglas en idioma inglés)
B-RAF: Protooncogén de cinasas serina/treonina

BRCA1: Cancer de mama de inicio temprano 1 (por sus siglas en idioma inglés)
Cai %*: Calcio intracelular

CaM: Cancer de mama

CaP: Cancer de préstata

Cav-1: Caveolina-1

CCD: Dispositivo de carga acoplada (por sus siglas en idioma inglés)
CD24: Antigeno codificado por el gen CD24

CD44: Antigeno codificado por el gen CD44 en el cromosoma 11
Chol: Colesterol

CI": lon cloro

CMTN: Cancer de mama triple negativo, por sus siglas en idioma inglés de Triple Negative
Brest Cancer

CoA: Coactivadores

C-RAF: Protooncogén de cinasas serina/treonina

CRPCa: Tumor resistente a la castracion (por sus siglas en idioma inglés)
DBD: Dominio de unién al ADN (por sus siglas en idioma inglés)

DE: Desviacion estandar

DHEA: Dehidroepiandrosterona
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DHEA-S: Sulfato de dehidroepiandrosterona
DHT: Dihidrotestosterona

DMEM: Medio de cultivo propuesto por Eagle y modificado por Dubelcco (por sus siglas en
idioma inglés)

E.: Estradiol

ECM: Matriz Extracelular (por sus siglas en idioma inglés)

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

EGFR: Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico tipo I, también HER1

EMT: Transicion epitelio mesénquima (por sus siglas en idioma inglés)

ER: Receptor de estrégenos (por sus siglas en idioma inglés)

ERK: Cinasas reguladas por sefiales extracelulares (por sus siglas en idioma inglés)
FBS: Suero de bovino fetal (por sus siglas en idioma inglés)

FBS-C: Suero de bovino fetal tratado con carbén activado y dextran T-70 (por sus siglas en
idioma inglés)

GPCR: Receptores acoplados a proteina G (por sus siglas en idioma inglés)
GTF: Factores de transcripcion generales (por sus siglas en idioma inglés)
HAT: Enzimas histona acetiltransferasas (por sus siglas en idioma inglés)

HER-2: Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano 2 (por sus siglas en idioma
inglés)

HSP: Proteinas de choque térmico (por sus siglas en idioma inglés)

IGF-1: Factor de crecimiento similar a la insulina-1 (por sus siglas en idioma inglés)
IHC: Inmunohistoquimica (por sus siglas en idioma inglés)

IM: Inmunomodulador

INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

K *: lon potasio

KGF: Factor de crecimiento de queratinocitos (por sus siglas en idioma inglés)
LAR: Receptor de Andrégenos Luminal (por sus siglas en idioma inglés)

LBD: Dominio de unién al ligando (por sus siglas en idioma inglés)

MAPK: Proteina cinasa activada por mitégenos (por sus siglas en idioma inglés)
MCF-10A: Linea celular de epitelio de mama humana no cancerosas

MCEF-7: Linea celular de cancer de mama humano, subtipo Luminal A
MDA-MB-231: Linea celular de cancer de mama humano, triple negativo

MDA-MB-453: Linea celular de cancer de mama humano, negativo al ER
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MEK 1/2: Proteina cinasa activada por mitégeno 1/2 (por sus siglas en idioma inglés)
mTOR: Blanco de la rapamicina en mamiferos (por sus siglas en idioma inglés)
Na*: lon sodio

NIWOP: Perfilometria éptica de campo amplio no interferométrico (por sus siglas en idioma
inglés)

NR: Receptores nucleares (por sus siglas en idioma inglés)

NTD: Dominio de regulacion transcripcional N-terminal (por sus siglas en idioma inglés)
p21: Proteina de 21 KDa

P4: Progesterona

PARP1: Poli(ADP-ribosa)-polimerasa 1

PC: Fosfatidil colina (por sus siglas en idioma inglés)

PE: Fosfatidil etanolamina (por sus siglas en idioma inglés)

pHe: pH extracelular

PI3K: Fosfatidilinositol-3-cinasa (por sus siglas en idioma inglés)

PI3KCA: Isoforma alfa de la subunidad catalitica de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato 3-quinasa
PKC: Proteina cinasa C (por sus siglas en idioma inglés)

PR: Receptor de progesterona (por sus siglas en idioma inglés)

PS: Fosfatidil serina (por sus siglas en idioma inglés)

PSA: Antigeno prostatico especifico (por sus siglas en idioma inglés)

Px2 : Numero de pixeles al cuadrado

Ra: Rugosidad media aritmética

Raf: Proteina cinasa

Ras: Proteina G oncogénica

RBA: Afinidad relativa de union (por sus siglas en idioma inglés)

Rmax: Rugosidad maxima

RMSrq: Rugosidad media de la raiz cuadrada

Rp: Altura maxima del pico del perfil

Rq: Rugosidad cuadratica media

Rr: Altura maxima del perfil

RTK: Receptor con actividad de tirosina cinasa (por sus siglas en idioma inglés)
Rv: Profundidad maxima del valle del perfil

Rz: Rugosidad media
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SEM: Microscopio electrénico de barrido (por sus siglas en idioma inglés)

SHBG: Globulina transportadora de hormonas sexuales (por sus siglas en idioma inglés)
SKBR3: Linea celular de cancer de mama humano, positivo a HER-2

SM: Esfingomielina (por sus siglas en idioma inglés)

SMAR1: Proteina de unién a la regidn asociada a andamio/matriz 1 (por sus siglas en idioma
inglés)

Src: Proteina cinasa de tirosinas (forma corta de sarcoma) (por sus siglas en idioma inglés)
T: Testosterona

T47D: Linea celular de cancer de mama humano, del subtipo Luminal A

TBP: Proteina de union a la caja TATA (por sus siglas en idioma inglés)

TF: Factores de transcripcion (por sus siglas en idioma inglés)
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un sustrato Au(111) del grupo testigo (vehiculo).

Morfologia bidimensional (C) y tridimensional (D) de una célula MDA-MB-231 adherida sobre
un sustrato Au(111) del grupo experimental (1 nM de DHT).

Figura 27.

Morfologia bidimensional (A) y tridimensional (B) de una célula MDA-MB-231 adherida sobre
un sustrato Au(111) del grupo testigo (vehiculo).

Morfologia bidimensional (C) y tridimensional (D) de una célula MDA-MB-231 adherida sobre
un sustrato Au(111) del grupo experimental (1 nM de DHT).

Figura 28.

Efecto de la dihidrotestosterona (DHT; 1 nM o 100 nM) sobre la migracion de células MDA-
MB-231.

Grafica 1.

Analisis de la altura por AFM a lo largo del citoplasma de las diferentes lineas celulares
adheridas sobre un sustrato Au(111).

Grafica 2.

Andlisis de la rugosidad (mediante el factor Ra) por AFM a lo largo del citoplasma de las
diferentes lineas celulares adheridas sobre un sustrato Au(111).

Grafica 3.

Andlisis de la rugosidad (mediante el factor Rmax) por AFM a lo largo del citoplasma de las
diferentes lineas celulares adheridas sobre un sustrato Au(111).

Grafica 4.

Analisis de la rugosidad (mediante el factor RMSrq) por AFM a lo largo del citoplasma de las
diferentes lineas celulares adheridas sobre un sustrato Au(111).

Grafica 5.

Analisis de la altura por AFM a lo largo del citoplasma en células MDA-MB-231 adheridas sobre
un sustrato Au(111), tratadas con Vh o DHT 1nM, cuya area de escaneo es de 0.7 pm? y 1
um?, respectivamente.
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Grafica 6.

Analisis de la rugosidad (mediante el factor Ra) por AFM en células MDA-MB-231 adheridas
sobre un sustrato Au(111), tratadas con Vh o 1nM de DHT, cuya area de escaneo es de 0.7
um?y 1 um?, respectivamente.

Grafica 7.

Analisis de la rugosidad (mediante el factor Rmax) por AFM en células MDA-MB-231 adheridas
sobre un sustrato Au(111), tratadas con Vh o 1nM de DHT, cuya area de escaneo es de 0.7
um?y 1 um?, respectivamente.

Grafica 8.

Andlisis de la rugosidad (mediante el factor RMSrq) por AFM en células MDA-MB-231
adheridas sobre un sustrato Au(111), tratadas con Vh o 1nM de DHT, cuya area de escaneo
es de 0.7 um? y 1 um?, respectivamente.

Grafica 9.

Efecto de DHT; 1 nM o 100 nM sobre la migracion de células MDA-MB-231 (area cubierta en
porcentaje).

Tabla 1.

Caracteristicas relevantes de las cuatro lineas celulares de CaM analizadas en el presente
proyecto.

Tabla 2.

Mediciones de la rugosidad superficial por AFM a lo largo del citoplasma de células de
carcinoma de mama.

Tabla 3.
Rugosidad vs caracteristicas de las lineas celulares.
Tabla 4.

Valores de la rugosidad superficial por AFM en células MDA-MB-231 adheridas sobre un
sustrato Au(111), tratadas con Vh o 1nM de DHT.
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Introduccion

Epidemiologia del cancer de mama (CaM)
A nivel mundial, el cancer de mama (CaM) ocupa el segundo lugar de cancer mas

diagnosticado, en las mujeres, es la principal causa de muerte por cancer, ocupa el primer
lugar en incidencia y mortalidad. En el 2018, hubo alrededor de 2.1 millones de casos
diagnosticados, es decir, 1 de cada 4 mujeres fue diagnosticada con CaM. Se estima que en
el afio 2025 habra casi 2.5 millones de nuevos casos y 769 mil decesos por esta neoplasia
(Bray et al., 2018).

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) de México reporta que este tipo de
cancer ocupa el primer lugar tanto en incidencia como en mortalidad en las mujeres
mexicanas. En incidencia, el CaM representa el 23% de todos los tipos de cancer, seguido por
el tumor del cuello de utero (13%) y el tumor maligno de ovario (9%). De 2010 a 2019 se
reporté un incremento en la tasa de incidencia de esta enfermedad, pasando de 27.7 a 35.24
casos por cada 100 mil mujeres de 20 afios o mas. Mientras que la tasa de mortalidad, a nivel

nacional, fue de 17.19 defunciones por cada 100 mil mujeres de 20 afios o mas (INEGI, 2020).

El hecho de que en México el CaM es la primera causa de muerte por cancer en las mujeres
es debido, en parte, a los antecedentes personales de afecciones mamarias, antecedentes
familiares de CaM, genes hereditarios que incrementan el riesgo de contraer cancer, obesidad,
menarca temprana, ser nulipara, entre otros; aunque existen diferentes opciones de
tratamiento para el CaM, como la cirugia, radiacion, quimioterapia, terapia hormonal, estas
opciones no son completamente efectivas debido a su falta de especificidad (Peairs et al.,
2017).

Clasificacion del cancer de mama
El CaM es una enfermedad heterogénea, con un comportamiento clinico muy variable, ya que

desde hace tiempo se ha reconocido que existe una gran diversidad morfolégica, resultando
en diversos tipos histolégicos, asociados con diferentes resultados clinicos. Por tal motivo, se
han presentado diversas formas de caracterizaciéon: de acuerdo con el tamano del tumor, la
penetracion a los ganglios linfaticos, la morfologia con técnicas de histologia, la presencia de
marcadores como receptores de hormonas, de factores de crecimiento u otras proteinas de
membrana y marcadores de proliferacién celular, tanto oncogenes como supresores de
tumores (Exman y Tolaney, 2021; Odle, 2017; Weigelt et al., 2010; Wishart et al., 2014). A
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estas formas de clasificacion se asocian las particularidades de cada paciente, incluyendo la
edad, el peso, la etnia, edad de la menarquia y de la ultima menstruacién, en su caso,
antecedentes familiares, uso de anticonceptivos, numero de embarazos a término, abortos,

entre otros.

En la Figura 1 se observa una forma de clasificacion tomando algunos de los aspectos
sefialados arriba, con base en informacién publicada recientemente por los grupos de
Karangadan, Lee y Provenzano (Karangadan et al., 2016; Lee et al., 2020; Provenzano et al.,
2018).

[[]HER-2 (+) mmp (ER-/PR-/HER2+)

[ Luminal A wmp (ER+/PR+/HER2-)

B Luminal B mmp (ER+/PR+/HER2+/-)

[ Triple negativo mmp (ER-/PR-/HER2-)

Figura 1. Clasificacion molecular del cancer de mama. Abreviaturas: Positivo al Receptor
de Estrégenos (ER+), Negativo al Receptor de Estrogenos (ER-), Positivo al Receptor de
Progesterona (PR+), Negativo al Receptor de Progesterona (PR-), Positivo al Receptor del
Factor de Crecimiento Epidérmico Humano 2 (HER2+), Negativo al Receptor del Factor de
Crecimiento Epidérmico Humano 2 (HER2-) (Tomado y modificado de Karangadan et al., 2016;
Lee et al., 2020; Provenzano et al., 2018).

El presente estudio esta dirigido al CaM que no expresa los receptores de estrogenos (ER),
de progesterona (PR) y del factor de crecimiento epidérmico, tipo 2 (HER-2), también llamado
cancer de mama ftriple negativo (CMTN) y, especialmente, el que expresa el receptor de
androgenos (AR) del subtipo luminal.

Subtipos moleculares de cancer de mama triple negativo (CMTN)
El CMTN representa del 10 al 20% del total de casos de CaM, se presenta en mujeres jévenes,

principalmente en mujeres de ascendencia hispanica y africana, es altamente metastasico, por

lo que se presenta alta mortalidad (Dietze et al., 2015; Maffuz-Aziz et al., 2017; Uscanga-
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Perales et al., 2019). El tratamiento del CMTN es un gran reto ya que, por lo general, su
respuesta es impredecible a la quimioterapia, ademas de que existe una gran falta de agentes
especificos que sean eficaces. La ausencia o baja expresion de los ER, PR y HER-2 significa
que su proliferacion y crecimiento no depende de estas hormonas esteroides o de este factor
de crecimiento, por lo que no responde a la terapia antihormonal o contra HER-2 que es
frecuentemente utilizada en otros subtipos de CaM de manera exitosa (Bergin y Loi, 2019;
Brown et al., 2021; Yin et al., 2020).

El CMTN es un grupo heterogéneo de canceres que han sido clasificados en cuatro subtipos
moleculares, de acuerdo con su patron de expresion génica: Receptor de Andrégenos Luminal
(LAR), mesenquimatoso (MES), tipo tallo mesenquimal (MSL), inmunomodulador (IM) y basal
(Barton et al., 2015; Lee et al., 2020; Zhao et al., 2020). Estos se clasifican de acuerdo con la
alteracion genética que presenten, la agresividad del tumor y los resultados clinicos

observados en los pacientes (Lee et al., 2020).

Androgenos

Estructura y funcién de los androgenos
En las mujeres los andrégenos juegan un papel clave en la cascada hormonal que inicia la

pubertad, estimulando el crecimiento de las mamas y del vello en las areas pubicas y axilares.
Esto se lleva a cabo a través de la activacion del AR, un receptor nuclear que después de su
activacion actua como factor de transcripcion (Davison y Davis, 2003; McEwan y Brinkmann,
2000). Por lo tanto, la disminucién de los niveles de testosterona puede desencadenar un
crecimiento mamario temprano (telarquia prematura). A su vez, en el epitelio mamario normal
la expresion del AR es abundante, de tal manera que, el factor critico que regula la proliferacién
de células mamarias tanto en tejidos normales como cancerosos es regulado mediante los

efectos inhibidores de los andrégenos (Dimitrakakis y Bondy, 2009).

Las estructuras quimicas de la testosterona (T; 4-androsten-17p-ol-3-ona) y de la 5a-
dihidrotestosterona (DHT; 5a-androstan-17p-ol-3-ona) se muestran en la Figura 2. La primera
es el andrégeno primario en los hombres, mientras que la DHT es el andrégeno natural mas
potente (Azzouni y Mohler, 2012). En las mujeres, los andrégenos se producen en los ovarios
y en las glandulas suprarrenales (Davison y Davis, 2003). En la glandula mamaria, el
metabolismo de andrégenos es posible a partir de la (dehidroepiandrosterona) DHEA y el

(sulfato de dehidroepiandrosterona) DHEA-S, mediante el efecto de las enzimas esteroides
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sulfatas (ST), 3pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD), (17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa) 173-HSD y 5a-reductasa. Las hormonas T y la DHT estan presentes en
tejidos normales y en tejidos tumorales de la glandula mamaria; sin embargo, se ha observado
que al disminuir los niveles de DHT intratumoral ocasiona un aumento de la malignidad o la

pérdida de la diferenciacion celular (Schiffer et al., 2018).

OH

o)

@)
Figura 2. Representacion grafica de la estructura de la testosterona (4-androsten-17 (3-ol-3-

ona) y la dihidrotestosterona (5a-androstan-17f-ol-3-ona) (Tomado de www.steraloids.com).

Es importante mencionar que la DHT es 2.4 veces mas potente que la T, con lo que se amplia
la senal androgénica (Wright et al., 1996). La T y la DHT tienen efectos biolégicos semejantes,
ya que ambos se unen al AR, pero la DHT tiene una afinidad relativa de unién de 2 a 5 veces
mayor por el AR (Azzouni y Mohler, 2012; Grino et al., 1990). Cuando se compara la afinidad
relativa de unién (RBA) en comparacion con el superagonista R1881 (100% RBA), la T
presenta 25% y la DHT 88% utilizando AR obtenidos de préstata humana (Gao et al., 2005).

Se debe tener en cuenta que las acciones de los andrégenos como la T y la DHT estan
mediadas por el AR, miembro de la familia de receptores nucleares de hormonas esteroides
(Davey y Grossmann, 2016). El gen del AR se localiza en el brazo largo del cromosoma X
(Xq11-12). Esta codificado por 8 exones (1-8) interrumpidos por intrones de longitudes
diferentes (de 0.7 a 26 Kb), consta de 919 aminoacidos, compuesto por distintas regiones
funcionales, el cual codifica un polipéptido citoplasmatico de 110 kDa que tiene tres dominios
funcionales principales, como se observa en la Figura 3: el dominio de regulacion
transcripcional N-terminal (NTD), el dominio de unién al ADN (DBD) y el dominio de unién al
ligando (LBD), siendo el dominio N-terminal del AR el mas variable, mientras que el DBD es la
region mas conservada. La region DBD de toda la familia de receptores nucleares de
hormonas esteroides estan conformados por dos dedos de zinc cuya funcién es reconocer las
secuencias de consenso especificas del ADN. Estos a su vez favorecen la unién directa al
ADN del AR a las regiones promotoras y potenciadoras de genes regulados por el AR,

permitiendo que las funciones de activacion de los dominios de unién al ligando y los dominios
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N-terminal puedan estimular o reprimir la transcripcion de dichos genes. Entre el DBD y el LBD
existe una pequefa region de bisagra, que contiene una sefal de localizacién nuclear.
También, se han identificado dos funciones de activacién transcripcional: la AF-1
independiente de ligando, localizada en el dominio N-terminal necesaria para que el AR
alcance su maxima actividad, y la AF-2 dependiente de ligando, localizada en el LBD siendo
esencial para formar el sitio de unién del corregulador, asi como para facilitar las interacciones

directas entre los dominios NTD y LBD (Davey y Grossmann, 2016; Gao et al., 2005).

Hinge

F 1 i

625 669 9219
|

Figura 3. Protelna del AR. El gen esta codlflcado por 8 exones (1-8) interrumpidos por
intrones de longitudes diferentes (de 0.7 a 26 Kb), consta de 919 aminoacidos, compuesta por
distintas regiones funcionales. El ex6n 1 codifica la region N-terminal (NTD, residuos 1-537),
los exones 2 y 3 codifican el dominio de unién al ADN (DBD, residuos 537-625). Mientras que
el exén 4 codifica una region bisagra (Hinge, residuos 625-669), por otro lado, los exones 4 al
8 codifican el dominio de unién al ligando C-terminal (LBD, residuos 669-919) (Tomado de
Gerratana et al., 2018; Tan et al., 2015).

El término “andrégeno” se aplica tanto para la T como para la DHT; sin embargo, sélo DHT se
considera un andrégeno “puro”, ya que no se puede aromatizar a estrégenos, mientras que la
T es precursora del estradiol (E2). Por este motivo, en experimentos in vitro se prefiere el uso
de DHT por su alta especificidad al AR y mayor potencia biolégica debido a su alta afinidad
(Glaser y Dimitrakakis, 2015; Tiefenbacher y Daxenbichler, 2008). Muchos tipos de CaM tienen
la capacidad de sintetizar E; a partir de T, ya que expresan la enzima aromatasa (Bulun et al.,
2009), incluyendo el CMTN (Armasu et al., 2020).

Los andrégenos se identifican por ser compuestos organicos liposolubles, por lo tanto, se
transportan en el plasma sanguineo unidas a una proteina de union al suero, como la globulina
transportadora de hormonas sexuales (SHBG). Dichas proteinas protegen a los andrégenos
para que no sean degradados, ya que, de no existir esta proteccion se acortaria su vida media
(Armasu et al., 2020; Glaser y Dimitrakakis, 2015). Aproximadamente entre el 60% al 75% de
la T sérica se une a la SHBG, mientras que alrededor del 20% al 40% se une a la albumina y
solamente del 1% al 2% esta libre. Por lo tanto, la afinidad por SHBG en orden decreciente es:
DHT, T, androstenediol, E, y estrona (Holst et al., 2004).
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Cuando los andrégenos generan una respuesta en un tejido diana, se liberan de la proteina
de unién y, a causa de su naturaleza lipofilica, facilmente pueden ingresar a la célula al
difundirse a través de la membrana plasmatica. Dentro de la célula, los andrégenos se unen
con el AR (Holschbach y Handa, 2017).

Papel del receptor de andrégenos (AR) en el CMTN
El AR se expresa aproximadamente entre el 70 y 90% en los casos de CaM reportados, su

expresion varia del 10% al 50% en el CMTN, dependiendo el estudio (Gucalp y Traina, 2016).
En México, el CMTN representa el 23% del resto de los canceres, que es mayor a paises
desarrollados como EUA y Canada, en donde se presenta el 11% (Villarreal-Garza et al.,
2015).

Los tumores de CMTN son muy heterogéneos a nivel molecular, lo que involucra desigualdad
en las caracteristicas genéticas, alteraciones en la linea germinal, deficiencia en los
mecanismos de reparacion del ADN, alteraciones epigenéticas, patrones de expresién génica
y caracteristicas morfolégicas. Estas se asocian con el pronéstico y respuesta al tratamiento
en pacientes con CMTN (Aine et al., 2021). Debido a que el AR participa en la regulacion del
ciclo celular y en la transicion epitelio mesénquima (EMT), ha surgido como un novedoso

biomarcador y como una potencial diana terapéutica en el CMTN (Won y Spruck, 2020).

El estudio de la expresion del AR, ha tomado una gran importancia, ya que en varios estudios
realizados mediante inmunohistoquimica (IHC) se ha demostrado que su expresion en el
CMTN es un indicador de mejor pronostico (Wang et al., 2016a), aunque en otros estudios
(utilizando también IHC) demuestran una correlacion inversa con el prondstico (Dieci et al.,
2019). Estos resultados aparentemente contradictorios impiden que el AR se emplee para el
pronostico en CMTN; sin embargo, se podria emplear como posible diana terapéutica
(Govindan et al., 2020).

Cada vez hay mas datos que indican que la via de sefalizacién de AR tiene un papel
importante en el origen y progresion de CMTN. Las lineas celulares de CMTN positivos al AR
a menudo expresan mutaciones de PI3KCA, volviéndolos mas sensibles a los inhibidores de
PI3BK/mTOR. Es importante destacar que los AR en el CMTN interactuan con la poli(ADP-
ribosa) polimerasa 1 (PARP1) y BRCA1, reguladores del ciclo celular BRCA1 y PARP1 activan
la transcripcion de genes AR estimulando el crecimiento tumoral (Leung y Sadar, 2017; Lyalkin
et al., 2020).
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Se ha reportado que el AR tiene una estrecha relacion con la aparicién, el desarrollo, la
recurrencia, la metastasis y el prondstico del CMTN, demostrando que la via de sefializacion
del AR juega un papel critico en la aparicion y el desarrollo de CMTN, por lo tanto, al inhibir la
via de sefalizacion del AR podria ser eficaz para su tratamiento (Bleach y Mcliroy, 2018; Kong
et al., 2020).

A las pacientes con CMTN casi nunca los beneficia la terapia dirigida a HER-2, los cuales
suelen recibir quimioterapia citotdéxica no selectiva, razén por la que las pacientes presentan
mas efectos colaterales, pudiendo abandonar la terapia y, en consecuencia, los prondsticos
son desfavorables en comparacion con otros tipos de CaM donde se utilizan terapias dirigidas
(Denkert et al., 2017). El AR tiene una gran similitud estructural y multifunciéon con el ER y PR,
y comunmente se expresa en el CaM, también se ha demostrado que el AR participa en la

proliferacién, invasion y metastasis tumoral (Xu et al., 2020).

Via de sefializacion gendmica de los androgenos en el CaM
Como se observa en la Figura 4; la via de sefializacion clasica del AR comunmente conocida

como “candnica”, comienza cuando el ligando se une al dominio LBD del AR, es decir, los
andrégenos atraviesan la membrana plasmatica, ingresan al citoplasma y se unen al AR.
Como consecuencia de esta interaccion ocurre un cambio conformacional en el AR, que
favorece la disociacién de proteinas que mantienen al receptor inactivo dentro del citoplasma,
como es el caso de la proteina chaperona 90 (HS90), permitiendo que se acumule en el ndcleo
de la célula. Posteriormente, el complejo dentro del nucleo forma un dimero que se une a
elementos de respuesta de andrégenos (ARE), de tal manera que, modulan la transcripcion
de genesy, posteriormente, la sintesis de proteinas. La unién del AR con sus especificos ARE
propician el reclutamiento de las enzimas histona acetiltransferasas (HAT) y proteinas
correguladoras esenciales. Posibilitando la unién de la proteina de union a la caja TATA (TBP)
seguida de factores de transcripcién (GTF y RNA pol Il) que inducen la transcripciéon y
controlan la expresion de genes regulados por andrégenos (Lucas-Herald et al., 2017; Ortega-
Dominguez et al., 2015). El AR juega un papel esencial en el desarrollo de la metastasis, ya
que promueve la migracion y la invasion, al inducir la degradacion de la matriz extracelular
(Gerratana et al., 2018). Se ha demostrado que el AR promueve la expresion de
metaloproteinasas (MMP), particularmente MMP-2 y MMP-9, en pacientes con CaM esto se

ha relacionado con tumores mas agresivos (Christenson et al. 2017).
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Figura 4. Via de sefializacion genémica de los andrégenos. La T atraviesa la membrana
plasmatica, en el citoplasma se une con el AR, la union del ligando con el AR induce un cambio
conformacional en el AR a través del cual se disocian proteinas de choque térmico (HSP),
promoviendo la translocacién nuclear del AR lo que conduce a su dimerizacion. Dentro del
nucleo el AR se une con sus ARE e interactuan con correguladores (CoA, coactivadores) para
modular la expresion de sus genes blanco (Tomado de Leung y Sadar, 2017).

Vias de sefializacion no gendmica de los andrdgenos en el CaM
En la Figura 5 se muestra la sefalizacién no genémica del AR se distingue por la velocidad,

ya que, sus tiempos de respuesta van de segundos a minutos, manifestando una falta de
transcripcién y traduccion de genes que responden a los andrégenos. El AR activado es capaz
de interactuar con diversas moléculas de senalizacion en la membrana plasmatica. Cuando el
AR interactua con la subunidad reguladora p85 de la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) y
estimula esta via. Por otro lado, el AR tiene la capacidad de interactuar con caveolas,
particularmente con la caveolina-1 (Cav-1), que interactua con tirosinas-cinasas de la familia
Src (es fosforilado por Src en la tirosina 14), con el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
las cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK), PI3K/Akt y Stat. Asi mismo, estimula
factores de crecimiento como son el factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1), el
factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) y el EGF , y los receptores de tirosina quinasas
(RTK) como HER-2 que puede estimular al AR independientemente de los androgenos
mediante proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) y las diferentes rutas que
involucran a Akt (Bennett et al., 2010). La ruta de la proteina quinasa activada por mitégenos

(MAPK) abarca diferentes cascadas de senalizacion de las cuales la quinasa regulada por

25



sefales extracelulares Ras-Raf-Mek 1 y 2 (ERK1/2) es una de las mas desreguladas en el
cancer. Esta via regula multiples funciones celulares criticas, incluida la proliferacién, el

crecimiento y la senescencia (McCubrey et al., 2007).

De tal manera que, los RTK y los receptores acoplados a proteina G (GPCR) igualmente se
hallan concentrados en caveolas, en donde el AR podria estar involucrado en la activacion de
dichos receptores. Mientras que, los GPCR de igual manera pueden fosforilar al AR
independientemente del andrégeno mediante MEK1/2 y ERK1/2. Ademas, la fosforilacion del
ligando del AR previene su degradacion, facilitando la translocacion y la activacion nuclear del
AR. Hay que tomar en cuenta que, la mayor parte del tiempo la actividad no genémica del AR
enciende cascadas de sefalizacion que regulan otros receptores nucleares (NR), factores de
transcripcion (TF) y eventos de sefializacion citoplasmatica como el calcio intracelular (Ca?*)
(Bennett et al., 2010).
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Figura 5. Via de senalizacion no genémica de los andrégenos. Esta via no requiere ni la
translocacion nuclear del AR ni la unién de AR-ADN, es una sefializacion rapida y reversible
que ocurre en minutos., EI AR activado ubicado en el citoplasma tiene la capacidad de
interactuar con varias moléculas de sefializacion como; PI3K/Akt, Src, Ras-Raf-1y la proteina
quinasa C (PKC), que a su vez convergen en la ruta MAPK/ERK, que conduce a la proliferacion
celular (Tomado y modificado de Liao et al., 2013).
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Membrana plasmatica

Caracteristicas de las membranas plasmaticas de células cancerosas
Las membranas plasmaticas establecen barreras entre las células y el medio externo,

comportandose como un interfaz de intercambio entre el interior y el exterior de la célula
(Puech et al., 2006). Son importantes reguladores de la funcion celular, juegan papeles de
gran importancia en los procesos fisioldgicos de las células como el ingreso de nutrientes y la
salida de productos de desecho, la transduccién de energia, el reconocimiento de moléculas
externas, la conversion de energia, la activacion de sefiales de apoptosis y supervivencia, asi
como de la diferenciacién celular (Alarmo et al., 2009). Por consiguiente, cuando se presentan
cambios en la estructura de la membrana plasmatica, logra influir directamente en las

funciones normales de las células (Sato et al., 2007).

Las células cancerosas se originan en respuesta a mutaciones de ciertos genes, se sugiere
que los cambios en el genotipo de las células de cancer generan alteraciones criticas en la
fisiologia de la célula, ocasionando de manera colectiva el crecimiento maligno. Dichas
alteraciones se clasifican en autosuficiencia de las sefales de crecimiento, insensibilidad a los
factores que inhiben el crecimiento, invasion de tejidos y metastasis, potencial replicativo
ilimitado, mantenimiento de la angiogénesis y evasién de la apoptosis (Hanahan y Weinberg,
2000).

En las células no cancerosas la membrana celular o membrana plasmatica forma una barrera
fisica y quimica estable capaz de separar el interior y el exterior de la célula, esta formada
tanto por lipidos como por proteinas (ambos a distancias pequefas son relativamente
moviles), los lipidos (compuestos por una cabeza polar y una cola hidréfoba relativamente
larga) son un componente de la pared celular cuya funcién es mantener el citoplasma acuoso
separado del medio extracelular. La estructura de la membrana celular consta de una bicapa
lipidica en la que estan incrustadas algunas proteinas las cuales llevan a cabo funciones
especificas como el transporte selectivo de moléculas y el reconocimiento célula-célula. La
bicapa lipidica es una matriz de fosfolipidos, las cuales son moléculas anfipaticas, es decir, un
extremo es hidroéfilo y el otro extremo es hidréfobo. Esto ultimo es importante debido a que, la
presencia de componentes hidrofébicos e hidrofilicos permite la interaccion no covalente con
otros lipidos y proteinas. Mientras que, los fosfolipidos constan de una “cabeza” rica en fosfato
orientada hacia el exterior y una “cola” formada por lipidos hidréfobos orientada hacia el

interior, de tal manera que se agrupan en una bicapa, esta caracteristica le permite ser
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impermeable a moléculas solubles en agua al mismo tiempo puede ser suave y flexible
(Cooper, 2000; Zalba y ten Hagen, 2017).

El 50% de la membrana esta compuesta por lipidos, la membrana externa consiste
principalmente por fosfatidilcolina y esfingomielina, mientras que, la membrana interna esta
conformada por fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol (importante en la
sefializacion celular), estos ultimos estan cargados negativamente. Ademas de los
fosfolipidos, la membrana contiene cantidades variables de glucolipidos y colesterol
(componente principal de la membrana). El otro 50% de la membrana consta de proteinas, se
han distinguido dos clases asociadas a la membrana, las proteinas integrales estan
conformadas por proteinas transmembranales que se extienden por ambos lados de la
membrana y proteinas ancladas a lipidos que estan confinadas a un solo lado de la membrana,
mientras que, las proteinas periféricas estan unidas a la membrana externa y por lo tanto, no
interactuan con el nucleo hidrofébico de la membrana (Raicu y Popescu, 2008; Zalba y Ten
Hagen, 2017).

Existe una diferencia en la concentraciéon de iones a ambos lados de la membrana, el ion
potasio (K*) estd mas concentrado al interior y menor concentrado al exterior, mientras que,
los iones sodio (Na*) y cloro (CI") estdn mas concentrados al exterior y menos concentrado al
interior. De tal manera que, a pH fisiolégico los componentes de la membrana generan
principalmente cambios negativos, por lo tanto, cuando ocurre un cambio en el pH se ve
alterada la carga superficial de la membrana, es decir, a un pH mas bajo se vuelve mas positiva
y a un pH mas alto se vuelve mas negativa. Como consecuencia, debido a la adsorcién de
iones los cambios en la densidad de carga de la membrana repercuten en la migracion de
iones a través de los canales de la membrana. Al generarse una diferencia en el potencial de
la membrana, esta actia como un separador entre dos soluciones de electrolitos y al mismo
tiempo permite que se acumulen iones cargados en la superficie de la membrana (Tamagawa
y Morita, 2014).

Uno de los cambios mas estudiados en las membranas plasmaticas de células cancerosas
comprende modificaciones en la composicion de moléculas que integran su bicapa lipidica,
incluyendo la alteracion de las balsas lipidicas, que pueden permitir mejor capacidad de
respuesta a las terapias contra el cancer, especialmente las alteraciones en los dominios que
estén asociados con la tumorigénesis, la cantidad de fosfatidil etanolamina y de fosfatidil colina
se incrementan de manera significativa y las concentraciones de esfingomielina disminuyen

en las células cancerosas, en comparacion con las células normales, también se caracteriza
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por mostrar una baja expresién de moléculas de adhesion celular como las integrinas de [3-
catenina y E-cadherina, la sobreexpresion de algunos receptores de factores de crecimiento
como HER-2 y de los ER (Erazo-Oliveras et al., 2018).

Estos cambios se favorecen debido a que el pH extracelular (pHe) se vuelve mas acido, en
comparacion con el que presentan las células no cancerosas (Figura 6), cambiando la
composicion de fosfolipidos y proteinas, por ende, la topologia de la membrana plasmatica a
nivel nanométrico, ocasionando que cambie su respuesta a los estimulos extracelulares (Alves
et al., 2016). De manera similar, en condiciones de cultivo normales, después de la exposicidon
a farmacos se observan cambios en la ultraestructura de la membrana plasmatica; la
morfologia de la superficie mostré cambios en la rugosidad de la membrana, dependiente de

la concentracién del farmaco (Wang et al., 2009b).

Se ha propuesto que las alteraciones en la fluidez de la membrana de las células cancerosas
pueden estar relacionadas con su potencial maligno y su capacidad metastasica (Baritaki et
al., 2007), es decir, la rugosidad de la membrana plasmatica aumenta en las células
cancerosas cuya alteracion podria explicar la sensibilidad o resistencia de las células
cancerosas a varios medicamentos contra el cancer. En consecuencia, puede favorecer o
perjudicar las terapias antineoplasicas, dependiendo del tipo de agente terapéutico y de las
modificaciones que se presenten en la topologia de las membranas (Hendrich y Michalak,
2003; Lucio et al., 2010). Ademas, las propiedades de la membrana a su vez regulan la
entrada, conformacion y localizacién de los farmacos dentro de la membrana, modulando asi

sus efectos sobre dianas terapéuticas (Alves et al., 2016).
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Figura 6. Representacion esquematica de las alteraciones en la composicion de las
membranas de células cancerosas y no cancerosas y la capacidad para captar
farmacos. En el esquema de la derecha se observan las alteraciones en la composicion y
distribucion de fosfolipidos de la membrana plasmatica como consecuencia de la
transformacion neoplasica de la célula. El entorno que rodea a la célula cancerosa se altera,
ocasionando un aporte sanguineo heterogéneo y desequilibrado, dando como resultado un
microambiente acido (pH 6.2 a 6.9), conocido como pH extracelular (pHe), a diferencia del pH
que presentan las células no cancerosas (pH 7.3 a 7.4). Esta es una particularidad intrinseca
del cancer y facilita la invasion celular. Es relevante tomarlo en cuenta, debido a que, la
interaccion de los medicamentos con la membrana plasmatica depende considerablemente
del pH que tenga el entorno, ya que también cambia su rugosidad. PC=fosfatidil colina;
PS=fosfatidil serina; PE=fosfatidil etanolamina; SM=esfingomielina; Chol=colesterol. En el
esquema derecho se representan los cambios resultantes en la interaccion de los agentes
quimioterapéuticos (cisplatino) con los fosfolipidos de membrana (Tomado y modificado de
Alves et al., 2016).

Técnicas para el analisis de las propiedades de las membranas celulares
La perfilometria 6ptica de campo amplio no interferométrico (NIWOP), se utiliza para medir la

topografia de la membrana de una célula viva. A través de esta técnica se pueden observar
variaciones de altura partiendo de imagenes procesadas que son capturadas por una camara
CCD (por sus siglas en ingles Charge-Coupled Device), eliminando el mecanismo de escaneo
para obtener una imagen. La sonda es un objetivo de inmersion en agua, por lo cual debe
trabajarse a milimetros de distancia. Por esta razén, durante la medicidon no se alteran las
actividades de la membrana y el movimiento celular. La principal ventaja de NIWOP es que en
una superficie de muestra proporciona una medicidén de altura nanométrica. Ademas, dicho
sistema es capaz de obtener imagenes rapidas de la topografia de la membrana tridimensional

con una resolucion nanométrica (Wang et al., 2005).

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es otra técnica que permite ampliar una muestra
con una resolucion de alta calidad y detalles muy precisos, también es capaz de precisar la

composicion elemental de una muestra, por lo cual, puede generar una mejor comprension de
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los detalles de la superficie a nivel nanométrico. Por lo tanto, se puede utilizar para obtener
imagenes de la topografia de la muestra o para determinar la composicién local, la estructura
cristalina, la orientacion, las propiedades eléctricas y 6pticas de la muestra (Kaul-Ghanekar et
al., 2009; Nguyen y Harbison, 2017). Un SEM necesita un vacio para que, al utilizar la fuente
de electrones, estos se enfoquen y dirijan hacia los electroimanes para golpear la muestra,
escaneando la superficie para producir una imagen topografica. El entorno de vacio impide
que los electrones entren en contacto con moléculas de gas y particulas de aire que evitan
que interaccionen con la muestra, como consecuencia se tendria una imagen de mala calidad.
Como resultado del bombardeo de electrones, en la muestra rebotan los electrones
secundarios y retrodispersados que detectados por dos detectores de imagenes con carga
positiva permitiendo la traduccion de la informacion capturada en una pantalla de computadora

arrojando una imagen en blanco y negro (Nguyen y Harbison, 2017; Takahashi, 2018).

La microscopia de fuerza atdomica (AFM) es otra técnica eficaz para realizar un analisis
unicelular de las propiedades de las células adherentes cultivadas, es decir, es adecuado para
estudiar células y tejidos adherentes. Esta técnica emplea un tipo de microscopio de sonda de
barrido, basado en un voladizo o cantilever capaz de entrar en contacto con la muestra y
escanearla directamente. Mediante AFM y los modelos tedricos pueden medirse las
propiedades mecanicas como la rigidez o la viscoelasticidad, asi como las propiedades
eléctricas, particularmente el médulo de Young representa la medida de rigidez y resistencia
a la deformacion elastica. La viscoelasticidad se mide por medio de hendiduras y oscilaciones
de retenciéon sucesivas a frecuencia normalizada, seguidas de una retraccion final del
penetrador (Li et al., 2017; Runel et al., 2021).

Fundamento de la Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)
El principio de la AFM se fundamenta en que la fuerza entre la punta y la muestra cambia con

la distancia desde la superficie. A distancias cortas entre la punta y la muestra, predominan
las fuerzas de atraccién como las fuerzas de Van der Waal y las fuerzas capilares (en el aire).
A medida que la punta se aproxima aun mas a la superficie, las fuerzas repulsivas que se
originan en la superposicion orbital irdn tomando el control. La imagen obtenida se construye
conforme la superficie se escanea a través de una punta de tamafio nanométrico montada en
un voladizo suave que reacciona a las pequenas fuerzas presentes entre la punta y la muestra.
El voladizo se desvia cuando la punta interacciona con la superficie, y esto se registra al reflejar

la luz laser de la parte posterior del voladizo y se detecta por medio de un detector de fotodiodo
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sensible a la posicion. En el voladizo o cantilever un circuito de retroalimentacion trabaja para
mantener una deflexion constante desplazando hacia arriba y hacia abajo la muestra o platina.

La sefial se traduce en informacién topografica de la superficie (An et al., 2020).

El limite de resolucién de las imagenes obtenidas por AFM depende de la geometria de la
punta de la sonda, de un tamafio nanométrico la cual esta fijada en el extremo libre de un
voladizo, permitiéndole desplazarse en direcciones XYZ para escanear la muestra. Para
reconocer la posicion de la punta o voladizo, se enfoca un rayo laser en el extremo libre del
voladizo, sobre la punta de la sonda. El haz reflejado se dirige hacia un fotodiodo de cuatro
cuartos. Dependiendo de la fuerza aplicada, las propiedades mecanicas del voladizo y la
posicién del rayo laser sobre el fotodiodo, se obtienen las caracteristicas topograficas y
mecanicas de la muestra. Existe una gran variedad de voladizos, con una constante de resorte
desde 0.06 N/m hasta 200 N/m para medir células y tejidos utilizando puntas cénicas o

esféricas (Runel et al., 2021).

En la AFM existen diferentes modos de funcionamiento, principalmente el modo de contacto y
el de golpeteo (“tapping”). En el modo de contacto, la punta de la sonda esta en constante
contacto fisico con la superficie de la muestra y a lo largo de la superficie el motor
piezoeléctrico Z se mueve, manteniendo una continua fuerza aplicada por el voladizo. Para
cada pixel la AFM da la posicion XYZ reconstruye la topografia de la muestra. Mientras que,
en el modo de ‘“tapping”, el voladizo se mueve de hacia arriba y hacia abajo cerca de la
superficie de la muestra. Por consiguiente, la punta en voladizo parcialmente esta en contacto
con la muestra. Cada pixel corresponde a una curva de indentacion de fuerza, que establece
la topografia, obteniendo las caracteristicas mecanicas de la muestra y el punto de contacto
en la curva de indentacion (An et al., 2020; Muller, 2008).

La AFM proporcionar informacion muy especifica sobre la altura de los objetos (resolucién
vertical <0,5 A), por el contrario, la resolucion lateral esta condicionada por el tamafio de la
punta. Debido al efecto de ampliacion de la punta los objetos que tienen un tamafio similar a
la de la punta parecen mas grandes de lo que son. Se debe tener cuidado de no comprimir las
caracteristicas de la superficie con la punta si se extraen imagenes de superficies blandas
(Allison et al., 2010; An et al., 2020).
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Rugosidad de membrana

Andlisis de la rugosidad de membrana mediante AFM

La rugosidad de la membrana plasmatica se define como “la desviacion de la topografia de la
superficie de la membrana de una superficie ideal atdmicamente lisa”. También se ha
propuesto que la rugosidad de la membrana plasmatica podria reflejar diferentes condiciones

celulares, tanto fisioldgicas como patolégicas (Chang et al., 2017).

La rugosidad de la membrana plasmatica, a nivel nanométrico, se considera como un
importante parametro debido a que participa en diversos mecanismos celulares como la
adherencia con los sustratos, la motilidad, el contacto intracelular, entre otros, por lo cual se
considera como un indicador de las funciones fisiologicas de la célula. Su estudio ha sido
ligado en los ultimos afios con la cualidad de conseguir una topologia de alta resolucion de la
superficie celular, esto puede ser estudiado a través de la AFM, mediante la cual se obtienen
imagenes de la superficie celular con una resolucién lateral de unos pocos nandémetros sin
deteriorar la estructura celular (Keren et al., 2008; Muller, 2008). Recientemente, se han
reportado imagenes de AFM de la membrana plasmatica de células de CaM (MCF-7), con

resoluciones nanométrica y tamario de 250 nm? (Lara-Cruz et al., 2019).

El calculo de los parametros de rugosidad obtenidos mediante la técnica AFM incluye
informacion con respecto a la forma nominal, la ondulacion y la rugosidad. Un punto clave para
valorar los parametros de rugosidad es la seleccién correcta de los parametros de exploracion,
como la longitud de exploracién y el paso de muestreo (Antonio et al., 2012). La AFM puede
proporcionar imagenes de células vivas con una resolucion nanométrica, a través de las
imagenes (se pueden representar en tres dimensiones o “3D”) se obtiene una nueva
perspectiva de los procesos dinamicos; como los cambios nanoestructurales que son
ocasionados por el crecimiento o las interacciones farmacoldgicas, debido a que se mide la

fuerza con la que interactuan la punta modificada y la muestra (Mdller y Dufréne, 2011).

Concepto de alturay rugosidad de membrana, a nivel nanométrico
La medicién de la rugosidad de la superficie a nivel de “nanoescala” es de suma importancia

para las aplicaciones cientificas, debido a sus caracteristicas criticas en los fendmenos fisicos
y quimicos. La rugosidad de la superficie de los materiales puede modificarse

considerablemente como consecuencia de la forma en que interactuan con la luz, fotones,
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moléculas, etc. (Figura 7), razon por la cual establece en ultima instancia la funcionalidad y

propiedad de los materiales (Gong et al., 2018).
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Membrana celular rugosa a nanoescala

Figura 7. Modificaciones en la rugosidad de la superficie de la célula. (A) Se observa una
superficie con una baja rugosidad, con baja densidad de picos y una altura pequefa de picos.
(B) Se muestra una superficie con alta rugosidad, alta densidad y gran altura de picos (Tomado
y modificado de Wu et al., 2018).

Membrana celular lisa a nanoescala

De manera que, para comprender mejor la morfologia de una superficie se debe realizar una
descripcion cuantitativa de la topografia de la superficie; por lo tanto, los datos topograficos
deben tratarse en cada linea del perfil bidimensional (2D) o sobre todos los perfiles que existen
en la superficie tridimensional (3D), la cual contiene tres ejes (x; ancho, y; largo, z; alto), por lo

que, cada pixel contiene informacion contenida en los tres ejes (Raposo et al., 2007).

Altura
La altura de la membrana plasmatica se define como “la distancia vertical de las irregularidades

de la superficie de la membrana de una superficie ideal atbmicamente lisa” (Gong et al., 2018).
Por lo tanto, al medir los puntos que caen dentro de un area se observa un contorno 2D
(Gadelmawla et al., 2002).

De acuerdo con Oliveira y colaboradores (2012), para caracterizar la topografia de la superficie
se requieren parametros como la altura, a continuacion, se describiran algunos conceptos

necesarios para llevar a cabo un analisis cuantitativo de la altura (Oliveira et al., 2012).

La altura maxima del pico del perfil (Rp) es “la medida del pico mas alto alrededor del perfil de
la superficie desde la linea de base” (Oliveira et al., 2012). Asimismo, la profundidad maxima
del valle del perfil (Rv) es “la medida del valle mas profundo a través del perfil de superficie

analizado desde la linea de base” (Oliveira et al., 2012).
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Rp = |maxZ (x)lpor0 — X — L
Rv = |minZ (x)|por0 — X — L

En estas ecuaciones, maxZ (x) hace referencia a la altura maxima del pico dentro del area,
minZ (x) se define como el punto de datos mas bajo de la regién a examinar, “X” comprende

los promedios a lo largo del perfil y la longitud de evaluacién (L) (Oliveira et al., 2012).

Por lo tanto, la altura maxima del perfil (RT) se puede definir como “la distancia vertical entre
el valle mas profundo y el pico mas alto” (Oliveira et al., 2012); dichos parametros se

encuentran definidos en la Figura 8.

max Z(x}) T

min Z(x) —

Figura 8. llustracion de la altura maxima del perfil (Rt), Profundidad maxima del valle del perfil
(Rv) y la altura maxima del pico del perfil (Rp) para el perfil de una superficie (Tomado de
Oliveira et al., 2012).

Otro parametro que se puede identificar es la altura media aritmética, también conocida como
media de la linea central (CLA), actualmente es el parametro de rugosidad mas utilizado
universalmente, definido como “la desviacion absoluta promedio de las irregularidades de
rugosidad de la linea media sobre una longitud de muestreo” (Oliveira et al., 2012) como se
muestra en la Figura 9. Este parametro proporciona una descripcién general de las variaciones
de altura, aunque no da informacién sobre la longitud de onda y no es sensible a pequefios

cambios de perfil (Gadelmawla et al., 2002).

35



- P P o — P S -
T

Figura 9. Imagen representativa de la altura media aritmética para el perfil de una superficie
(Tomado de Gadelmawla et al., 2002).

Para realizar un analisis mas detallado y preciso de la rugosidad se puede hacer un corte
transversal a una parte de la superficie (seccion), obteniendo una imagen de la vista superior.
Usualmente, esta técnica se utiliza para conocer mas afondo los perfiles superiores, es decir,
conocer mas detalles del perfil de la superficie (Digital Instruments Veeco Metrology Group,
2001).

Al realizar el analisis de la seccion se logran mediciones mucho mas directas de las
caracteristicas de la superficie; la distancia vertical (profundidad), la distancia horizontal, el
angulo entre dos 0 mas puntos y los parametros de rugosidad (Ra; rugosidad media aritmética,
Rq; rugosidad cuadratica media, Rmax; rugosidad maxima y Rz; rugosidad media que se
enfatizan en la siguiente seccién). Lo cual, permite definir la visualizacion de la imagen para
un analisis especifico de la superficie de la muestra, dado que, se ajusta la escala de datos
para mostrar el aspecto verdadero de x; ancho, y; largo, z; alto y sus proporciones. Siendo
sumamente util, debido a que, en aquellas muestras muy planas, los perfiles pueden ser

imperceptibles (Digital Instruments Veeco Metrology Group, 2001).

Rugosidad
La rugosidad de membrana, por lo general, se determina midiendo la altura, la anchura y la

frecuencia de los patrones o irregularidades de la superficie (Gong et al., 2018). Mediante un
analisis geométrico se realiza una evaluacion visual y subjetiva de la rugosidad (evaluacion
cualitativa), mientras que, al calcular los parametros de rugosidad se establece una evaluacion
cuantitativa permitiendo llevar acabo un analisis estandarizado de las superficies (Tonietto et

al., 2019). A partir de la altura (z, distancia vertical entre los puntos maximo y minimo) se miden
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los puntos que caen dentro de un area y se observa un contorno 2D o un mapa 3D de la
superficie de membrana. Generalmente, los valores de la rugosidad se expresan en
micrometros (Um) o en micropulgadas (pin) (sistema métrico o en pulgadas respectivamente), sin
embargo, es importante tener en cuenta que la medicion de la rugosidad de la superficie se

detecta mejor a nivel de nanoescala (< a 100 nm) (Gong et al., 2018).

El andlisis de la rugosidad de membrana posibilita localizar las variaciones topograficas que
expresan las muestras al ser “barridas” por una sonda. Dicha técnica ayuda a estimar la
rugosidad superficial de membrana a partir de lo siguiente: supongamos que, en una zona con
escasa textura superficial, los vectores perpendiculares a la superficie de este seran mas o
menos paralelos, por lo que, presentaran una altura (z) baja. Por otra parte, si tuviéramos una
zona con gran textura superficial, las modificaciones vectoriales de pendiente y orientacion
haran que estos tengan una altura mayor (Matthews et al., 2010). En la Figura 10 se representa

de manera esquematica el analisis superficial realizado a través de AFM.
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Figura 10. Representacion esquematica del analisis de la rugosidad superficial por AFM
(Tomado de Band, 1989).

Una imagen de AFM posee tres ejes (X, y, z) que es cubierta por 512 puntos que forman la

imagen tridimensional de manera que una imagen bidimensional (512 puntos x 512 puntos) da
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como resultado a una resolucién espacial de 262,144 pixeles. Es decir, al escanear una
pequena area se consigue una mejor resolucion. EI numero de pixeles es siempre el mismo
para distintas areas de escaneo. Por esta razén, para comparar los factores de rugosidad se

requiere siempre escanear una misma area (Band, 1989).

Para obtener una mayor resolucion se debe escanear un area pequefa. Por ejemplo, si el
tamano de una imagen es de 10 um (10,000 nm), se tendria una resolucion de 19.53 nm/pixel,
es decir, 19.53 nm seria la representacion de la distancia entre dos pixeles adyacentes, por lo
tanto, aquellos objetos que se encuentren por debajo de los 19.53 nm no se consiguen resolver
(resolucion baja). Aunque, si nuestra area de muestreo mide un 1 um, la distancia entre dos
pixeles seria de 1.953 nm, es decir, que la resolucion para este caso especifico se mejord 10

veces. En cada pixel existe informacion en las dimensiones x, y, z (Band, 1989).

Factores de rugosidad
El factor de rugosidad se utiliza para la interpretaciéon y evaluaciéon de la textura o rugosidad

superficial de membrana de las muestras analizadas (Digital Instruments Veeco Metrology
Group, 2001). A continuacién, se mencionaran las principales opciones para realizar un

analisis cuantitativo de la topografia de la superficie:

La rugosidad media aritmética (Ra) es la mas utilizada, dado que es un parametro sencillo
de obtener en comparacién con otros. Esta definido como “la media aritmética de los valores
absolutos de las desviaciones de la altura de la superficie medida con respecto al plano”

(Digital Instruments Veeco Metrology Group, 2001).

1 n
R, = = Z Z;
n J
j=1
En la férmula de la Ecuacion 1, “Zj” es la ordenada, y n es el numero de ordenadas

consideradas. El valor de “n” es prefijado de acuerdo con el tipo de aparato (Digital Instruments

Veeco Metrology Group, 2001).

Ra es el parametro mas utilizado en todo el mundo, posee la facilidad para obtener la misma
rugosidad media en instrumentos menos sofisticados, casi la totalidad de los equipos
presentan este parametro. Esté parametro, no hace distincion entre picos y valles, por lo cual,
se vuelve una desventaja caracterizar una rugosidad superficial media sin estos datos, ya que,
son sumamente relevantes. Por ejemplo; el valor de Ra puede ser el mismo para aquellas

superficies que tengan un perfil de rugosidad completamente diferente pues depende
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exclusivamente del perfil medio de las alturas. Por lo tanto, no es posible diferenciar las
superficies que poseen diferentes ondulaciones, es decir, podriamos tener una superficie
uniforme y otra que tenga picos (o valles) que al momento de calcular Ra tengan el mismo
valor (Bellitto, 2012; Gadelmawila et al., 2002).

La rugosidad cuadratica media (Rq) es una funcion que toma el cuadrado de las medidas,
es decir, se define como “la media cuadratica de las desviaciones de altura tomadas de la
superficie de datos medios” (Digital Instruments Veeco Metrology Group, 2001). Los valores
de Rq son parecidos al promedio de la rugosidad de membrana, dado que, se toman los

valores absolutos de los cuadrados medios del area analizada.

En esta ecuacion, “y” es la ordenada, y n es el numero de ordenadas consideradas. El valor
de “n” es prefijado de acuerdo con el tipo de aparato (Digital Instruments Veeco Metrology
Group, 2001).

Generalmente, este parametro se utiliza en superficies donde los valores de Ra tienen poca
resolucion. Comparado con Ra, este parametro es capaz de detectar los picos o valles
logrando una mejor caracterizacion de la rugosidad de una superficie, por lo tanto, sus valores
son cerca del 11% mas precisos que los calculados con Ra. Lamentablemente, es un
parametro poco utilizado, en consecuencia, es mas complicado obtener sus graficas a
diferencia de Ra, por ultimo, no es capaz de definir la forma de las irregularidades (Bellitto,
2012; Gadelmawla et al., 2002).

La rugosidad media de la raiz cuadrada (RMSrq) se define como “la desviacion estandar
de los valores de Z dentro de la superficie” (Digital Instruments Veeco Metrology Group, 2001)

y se calcula como en la Ecuacién 3:

2
RMSiy — |22Z)°
n
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donde Zi es el valor de la altura vertical, y n es el numero de puntos dentro de la superficie. Es
importante mencionar que, este valor no se puede corregir por la inclinacion en el plano de los
datos, por ello, al ajustar el plano cambia dicho valor (Digital Instruments Veeco Metrology
Group, 2001).

El parametro RMSrq €s que posee la mayor precision al calcular los valores de la rugosidad
de membrana, también tiene la capacidad de obtener una mejor caracterizacién de la
rugosidad en comparacién con Ra y Rqg. Desafortunadamente, es uno de los parametros
menos utilizados, ya que, solamente se puede calcular con instrumentos de ultima generacion
(Bellitto, 2012; Gadelmawla et al., 2002). Sin embargo, en el 2006 Chan y colaboradores
estudiaron los puntos clave que se deben tomar en cuenta a la hora de determinar el valor de
RMSrq mediante AFM (Chan et al., 2006):

» Delimitar el intervalo apropiado para el analisis superficial
» Minimizar las interacciones entre sonda y la muestra

» Minimizar los artificios debidos a la sonda (vibraciones, velocidad de escaneo)

Cuando el perfil de altura en una superficie presenta desviaciones tanto de la rugosidad
promedio como de la rugosidad RMS, entonces, la medicion debe repetirse; incluso, un gran
numero de picos y valles en una imagen afectan significativamente los valores de Ra y Rq; por

lo que es preferible calcular la diferencia promedio de pico a valle (Raposo et al., 2007).

La rugosidad maxima (Rmax) es “el valor de rugosidad maxima dentro de una superficie”
(Digital Instruments Veeco Metrology Group, 2001). Tiene la capacidad de brindar informacién
complementaria sobre la Ra (valores de los picos o valles), por esta razén, es utilizado en la
mayoria de los paises. Lamentablemente, son pocos los equipos de medicidon que poseen
dicho parametro, ademas, puede mostrar una imagen equivocada de la superficie e
individualmente no muestra informacién suficiente de una superficie, es decir, no brinda

informacion respecto a su forma (Gadelmawla et al., 2002).

Procesamiento de imagenes celulares
El procesamiento de imagenes es una parte indispensable para procesar y mostrar datos antes

de ver o analizar una imagen. El objetivo principal de todas las operaciones de procesamiento

de imagenes es medir y observar las caracteristicas que se han registrado con alta precision.
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Antes de analizar las imagenes obtenidas con el AFM se requiere optimizar la calidad de la
imagen explorando las diferentes opciones que brinda el software. En ocasiones, no son
visibles todas las caracteristicas de la superficie antes de realizar un adecuado tratamiento de
la imagen y, en otros casos, cuando no se emplean correctamente los métodos de
procesamiento de imagenes estos pueden llegar a ocultar caracteristicas importantes o

inclusive danar la imagen (Digital Instruments Veeco Metrology Group, 2001).

En los siguientes parrafos se describiran los diferentes métodos empleados para un adecuado

procesamiento de imagenes.

Imagen aplanada
A causa de la mecanica del AFM, a simple vista se puede apreciar una distorsion de la

curvatura en los escaneos de objetos obtenidos conocida como efecto de arco (Velegol et al.,
2003).

Cuando el fondo en el escaneo de muestra del objeto posee una inclinacion considerable, al
momento de cambiar la altura de la muestra se vera severamente afectada por el cambio en
la altura del fondo. Es comun encontrar que, en algunos tipos de objetos, aun con una muy
leve inclinacion de altura, pueden ocasionar efectos notables de arqueamiento. La intensidad
o distribucion del valor varia conforme a las diferentes imagenes. En ocasiones, las
intensidades son un poco mas altas en el centro de la imagen y mas bajas a ambos lados. Sin
embargo, en otros casos, en el medio las intensidades son mas bajas que en los dos lados.
Por esta razon, borrar la distorsién de la curvatura del fondo se emplea para tratar esta
distorsion en los datos obtenidos. Lamentablemente, este procedimiento se lleva a cabo de

manera manual y, por lo tanto, requiere mucho tiempo y es impreciso (Velegol et al., 2003).

Nivelaciéon de la imagen
Frecuentemente, las imagenes revelan distorsiones causadas por una mala inclinacién o por

el comportamiento del escaner no lineal. Usualmente, se procede a eliminar los falsos
resultados debidos a la nivelacion, es decir, consiste en eliminar la imagen que muestra los

niveles de inclinacion (Méndez-Vilas, 2007).

Este método de aplanamiento automatico de lineas se aplica a cada fila de la imagen. Para

esta técnica, se investigd y desarrollé un algoritmo de nivelacion plana para descartar los
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puntos del objeto en cada fila de la imagen obtenida. Por lo regular, los datos de cada fila se
ajustan por medio de un polinomio. En comparacion con la deteccion manual anterior, este
método tiene la ventaja de incrementar considerablemente la precisiéon del etiquetado de los
objetos en la imagen. Puesto que, para el etiguetado manual, en las imagenes originales no

se distinguen facilmente los objetos presentes en cada fila (Méndez-Vilas, 2007).

Al emplear este método, la dimensién de la imagen normalizada que obtenemos es de 512 x
512 y la linea i de la imagen normalizada se modela como en la siguiente ecuacién, donde S;
(x) representa la informacion de la sefal normalizada sin el efecto de arqueo, P; (x) es la
distorsién de la imagen debido al efecto de arqueo y Y, (x) representa los datos de la imagen
original normalizada; x es la coordenada horizontal e i se basa en el numero de linea en la
imagen (Méndez-Vilas, 2007).

yi(x) = si(x) + p;(x)

El principal objetivo es eliminar el efecto de arqueo que se produce y asi recuperar la
informacion del objeto con precisién. El enfoque para obtener la ecuacion del efecto de arqueo
consiste en calcular un ajuste polindmico convexo sobre el fondo de la imagen. A partir de
esto, el valor de cada fila de la imagen se ajusta a una ecuacién polinébmica. En caso de que
se llegara a borrar dicho polinomio de la linea de escaneo grabada, se excluirian por completo
los efectos de la convexidad. Cada linea en una imagen es aplanada reiterativamente en la
siguiente ecuacion, donde Si (x) representa la informacion de la sefial normalizada sin el efecto
de arqueo, Pi (x) es la distorsion de la imagen debido al efecto de arqueo y Yi (x) representa
los datos de la imagen original normalizada; x es la coordenada horizontal e i se basa en el

numero de linea en la imagen (Méndez-Vilas, 2007).
5i(x) = yi(x) — p;(%)

En caso de que la imagen presente algunas caracteristicas aisladas, al restar directamente el
polinomio ocasiona que las imagenes muestren sombras alrededor de las caracteristicas de
una superficie plana. Esto se debe a que el ajuste polinomial es capaz de incluir las
caracteristicas. De hecho, donde las caracteristicas grandes, en donde los valores de
intensidad muestran una diferencia aparente con el fondo, se muestran en la imagen, se
reduce el sustrato artificialmente, es decir, entre mas grandes sean las caracteristicas, peor

sera el primer ajuste polinomial (Raposo et al., 2007).
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Sin embargo, el procedimiento mas utilizado para la nivelacion de imagenes AFM es conocido
como linea por linea. Consiste en adecuar una linea del perfil de imagen con una ecuacién
polinomial que posteriormente se resta de esa linea de imagen. Enseguida de esto, la altura
promedio de cada linea se determina igual a la linea corregida anterior. Se debe tener cuidado
con este método, en especial cuando la imagen expresa algunas caracteristicas aisladas en
una superficie muy plana. Otro método generalmente utilizado consiste en tomar tres puntos
seleccionados y restar a la imagen el plano formado por ellos. Este método es apropiado

cuando la muestra exhibe una terraza (Méndez-Vilas, 2007).

Deteccion de bordes
Diferenciar y examinar la caracterizacion de las particulas es otra tarea fundamental. No

obstante, distinguir las particulas en los aglomerados representa un gran inconveniente al
momento de realizar una caracterizacion de las nanoparticulas con alta precisién. Por
consiguiente, una forma eficaz de abordar este problema es mediante la determinacién de los
bordes que puede detectar y localizar los limites de los objetos que existen en las imagenes.
Un borde puede definirse como un cambio inesperado en la intensidad de una imagen.
Particularmente, en las imagenes binarias, el borde consiste en el cambio abrupto que sufre

el nivel de intensidad que pasa de 1 a 0 y viceversa (Shwetabh Singh, 2013).
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Antecedentes

Propiedades de las membranas plasmaticas (rugosidad) de células cancerosas vy

NO cancerosas
En las células no cancerosas la membrana celular o membrana plasmatica forma una barrera

fisica y quimica estable capaz de separar el interior y el exterior de la célula. Esta formada
tanto por lipidos como por proteinas (ambos a distancias pequefas son relativamente
moviles), los lipidos (compuestos por una cabeza polar y una cola hidréfoba relativamente
larga) son un componente de la pared celular cuya funcién es mantener el citoplasma acuoso

separado del medio extracelular (Cooper, 2000; Zalba y ten Hagen, 2017).

Algunas de las propiedades mecanicas mas conocidas de la membrana, a nivel nanométrico,
son la viscoelasticidad, la viscosidad y la rugosidad. La viscoelasticidad mide la deformacion
bioldgica de la muestra inducida por una fuerza externa o la fuerza resultante de la deformacion
de la muestra, por lo tanto, las células vivas se comportan como un solido elastico y como un
fluido viscoso, por lo que se consideran viscoelasticas (Bhat et al., 2012). La viscosidad es la
relacion entre la tensiéon y la velocidad de deformacion, es capaz de afectar la difusion de
moléculas pequefias y, por lo tanto, controla la velocidad de las reacciones intracelulares.
Como se menciond anteriormente, la membrana consta de bicapas de fosfolipidos las cuales
son mas viscosas que el citoplasma celular creando barreras quimicas y de difusion selectivas
dentro de una célula, por lo tanto, la viscosidad influye en la difusion rotacional y traslacional
de lipidos y proteinas en las membranas (Mika et al., 2016). La rugosidad de la membrana se
define como la desviacién topografica real de la superficie de la membrana atémicamente lisa.
Recientemente, se ha propuesto que la rugosidad de la membrana es una propiedad capaz
de reflejar diferentes condiciones fisiologicas celulares dado que participa en diferentes
mecanismos celulares como la motilidad, la adhesion, el contacto intracelular, etc., que reflejan

el estado de salud de la célula (Antonio et al., 2012; Chang et al., 2017).

Los procesos antes mencionados estan relacionados con cambios en la composicion de
lipidos en comparacion con las células no cancerosas, estas diferencias varian de acuerdo
con el tipo de cancer, el estadio y el estado de sensibilidad (Zalba y ten Hagen, 2017).
Asimismo, la composicion de lipidos de las células cancerosas puede variar con el tiempo
dependiendo de su estado fisioldgico. En las células metastasicas disminuye el contenido de
colesterol de la membrana incrementando la fluidez y la plasticidad de la membrana (Sok et

al., 2002). La desorganizacion de los lipidos en la membrana puede modificar la sefalizacion
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celular, es decir, la pérdida de asimetria de lipidos en las células cancerosas encamina a una

disminucion de su permeabilidad (Szlasa et al., 2020).

Se ha observado que el incremento en el contenido de colesterol en los tumores es mayor al
de los tejidos normales, que podria llegar hasta el 50%, este fendmeno se asocia con el
incremento en la presencia de balsas lipidicas, de manera que, estos dominios estan
involucrados en procesos como la proliferacion, diferenciacion, apoptosis y migracion celular.
En consecuencia, las modificaciones en los dominios de las balsas lipidicas podrian estar
relacionadas con las transformaciones malignas, el crecimiento descontrolado, la invasividad
y la metastasis. Al incrementar el numero de balsas de lipidos en las células cancerosas se
favorece la sobreexpresion de los receptores del factor de crecimiento como el EGFR o el IGF-
1 (Zalba y ten Hagen, 2017).

En las balsas lipidicas también se localizan las integrinas, los receptores CD44 y CD24,
proteinas involucradas en la progresion e invasion tumoral. En las células tumorales el exceso
de dichas proteinas se relaciona con un mayor potencial invasivo y una menor fluidez de las

membranas (Zalba y ten Hagen, 2017).

De igual manera, existe evidencia de que la rigidez, la viscoelasticidad y la deformabilidad de
las membranas celulares estan fuertemente relacionadas con la transformacion celular y la
progresion del cancer. Las células malignas muestran una disminucion en la rigidez y
viscoelasticidad: es decir, las células malignas eran mas suaves y fluidas que las células
benignas. En las etapas iniciales de transformacion en las células se observa una disminucién

en la rigidez, mientras que las células metastasicas tienen mayor rigidez (Runel et al., 2021).

Particularmente, se ha observado que las secciones de tejido mamario normal exhiben una
topografia mucho mas suave, mientras que la rugosidad de la superficie de las células
incrementaba con el aumento de las etapas del cancer (de Grado | a Grado llI).
Adicionalmente, las células gigantes multinucleadas mostraban una morfologia mas rugosa en
comparacion con las secciones tumorales de grado normal. En la Figura 11 se observa como
las secciones de tejido mamario normal mostraron un aumento de 4.4 veces en comparacion
con las secciones de CaM avanzado (grado Ill) que mostraron un asombroso incremento de

24.7 veces en la rugosidad de la superficie (Kaul-Ghanekar et al., 2009).
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Figura 11. Secciones de tejido mamario normal y tejido canceroso. Las imagenes de AFM
de alta resolucion muestran una topografia suave en el tejido mamario normal en comparacion
con las porciones de tejido canceroso (tumores grado |, grado Il y grado Ill) observando que

al ser mayor el grado de incidencia del cancer aumenta la rugosidad de la superficie (Tomado
y modificado de Kaul-Ghanekar et al., 2009).

Factores que afectan la rugosidad de membrana plasmatica en células de CaM
La rugosidad de la membrana plasmatica se incrementa al aumentar la densidad de las

proteinas de la ECM o la rigidez del sustrato. Sugiriendo que la rugosidad esta regulada por
eventos “mecano-sensibles” y podria estar involucrada en la migracion celular. La magnitud
de dicha rugosidad podria depender de la tension de la membrana, asi como de los filamentos
de actina adyacentes y a las conexiones que tienen con la membrana, ya que, la ruptura o la

estabilizacion de los microtubulos no cambia la rugosidad (Chang et al., 2017).

Se ha observado que la transformacién tumoral y la neoplasia estan estrechamente asociadas
con cambios notables en el citoesqueleto celular (Olson y Sahai, 2009). La desorganizacion
del citoesqueleto puede originar alteraciones en la estructura de la membrana plasmatica

ocasionando alteraciones en sus propiedades biomecanicas (Wang et al., 2016a).

La rugosidad superficial membranal juega un papel importante en el estudio de la progresion
tumoral, proporciona informacion importante sobre los cambios que ocurren en la superficie
membranal de las células cancerosas, por ejemplo, la sobre expresion de receptores

asociados a proliferacion y migracion celular (Kaul-Ghanekar et al., 2009).
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Efecto de las hormonas esteroides sobre la rugosidad de la membrana
Desde hace poco mas de una década se empezé a utilizar la técnica de AFM de alta resolucién

en lineas celulares de células epiteliales endometriales (Hec-1-A e Ishikawa) para observar el
efecto que ejerce la progesterona (P4) en la estructura a nivel nanométrico de la superficie
celular. En dicho estudio las células Hec-1-B mostraron una morfologia de superficie celular
aplanada tras el tratamiento con P4. En la Figura 12 se muestran los cambios en la altura
celular promedio y la convolucion de la superficie se relacionaron con un incremento en las
mediciones de rugosidad de la superficie, o que evidencia alteraciones en la estructura
molecular de la superficie celular como consecuencia de la estimulacién hormonal (Francis et
al., 2009).
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Figura 12. Cambios observados en la morfologia a nanoescala. A-D) Las imagenes

muestran diferencias en la forma celular y la topografia de la superficie de las células de cancer
de endometrio Ishikawa y Hec-1-A. E y F) La altura celular en toda la célula cambia después
del tratamiento con P4 (Tomado y modificado de Francis et al., 2009).

En el 2016 Wang y colaboradores demostraron que la célula mamaria cancerosa mostré una
estructura filamentosa menos ordenada y creo una red mas reticulada del citoesqueleto
asociado con la membrana, en comparacién con la célula benigna. En estudios anteriores se
ha comprobado que el reordenamiento de la actina es fundamental para la transformacion del

tumor. Los resultados de Wang y col. demostraron que la rugosidad de la célula cancerosa de

47



mama es mayor que el de la célula benigna, lo que significa que la rugosidad de la membrana
plasmatica es un parametro efectivo y puede ser un indicador perceptible del estado de salud
de la célula (Wang et al., 2016a).

Un ano después, Chang y colaboradores emplearon las técnicas NIWOP y la AFM para
establecer si la rugosidad de la membrana esta ligada con las propiedades del sustrato dado
que, se ha propuesto que la rugosidad de la membrana celular es una caracteristica
susceptible para evidenciar las condiciones fisiologicas celulares. Para lo cual utilizaron
fibroblastos embrionarios de ratéon vivo con distintas condiciones del sustrato de cultivo, es
decir, aplicaron reactivos que modifican el citoesqueleto de actina o microtubulos, aportaron
evidencia de que la dindmica de los filamentos de actina en lugar de la de los microtubulos

tiene un papel decisivo en la regulacién de la rugosidad de la membrana (Chang et al., 2017).

Dutta y colaboradores utilizaron la AFM para estudiar los comportamientos benignos y
malignos del tejido mamario a través del sondeo a microescala de multiples células de CaM
humano (MCF-7, MDA-MB-231) y células epiteliales mamarias normales humanas (MCF-10A),
bajo diferentes niveles de estrés glucémico. Gracia a las imagenes obtenidas a través de la
técnica de AFM se puedo observar que las células mamarias mostraban superficies
organizadas heterogéneamente, posiblemente como consecuencia de cambios

citoesqueléticos ocasionados por el estrés diabético (Dutta et al., 2020).

El grupo de Kaul-Hanekar investigé la relacion entre la expresion de SMAR1 y la rugosidad de
la superficie celular aplicando la técnica de AFM en diferentes grados de tejidos de CaM. Dicho
estudio proporciona evidencias de que es factible observar la ultraestructura de la superficie
de la membrana en diferentes tipos de tumores, permitiendo estudiar las caracteristicas

comunes y diferentes (Kaul-Ghanekar et al., 2009).

Efecto del estradiol (E) sobre la rugosidad de la membrana plasmatica en la linea

celular MCF-7
Desde hace casi dos décadas se ha observado que los estrogenos inducen modificaciones en

la membrana plasmatica de células de carcinoma mamario MCF-7 mediadas por ER que se
encuentran anclados a estructuras como las caveolas y microdominios, sugiriendo que la
interaccién del ER con su ligando modifica la rugosidad de la membrana plasmatica al inhibir
la sintesis de caveolina, pudiendo estar relacionado con la interaccion del ER y las proteinas

que modulan la senal intracelular y la remodelacion del citoesqueleto (Klinge, 2009; Nichols,
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2003). Existe evidencia de que el E> regula la expresién de ciertos canales iénicos en la
membrana plasmatica de células MCF-7, como la activacion de canales de K* que provocan
cambios en la polarizacion de la membrana y modificacion de su rugosidad, regulando la
progresion del ciclo celular, particularmente al inicio de G1 (Ouadid-Ahidouch y Ahidouch,
2008).

Recientemente se ha observado que la rugosidad de la superficie celular de la linea celular
MCEF- 7 es mayormente homogénea en las regiones citoplasmaticas (entre el borde y el centro
de la célula), debido a que en esas zonas es donde la rugosidad es mayor y heterogénea. Asi
mismo, se demostré que la exposicion de MCF-7 con nanoparticulas de oro (AuNP) esféricas
de 20 nm no muestran efectos colaterales (Lara-Cruz et al., 2016). En la Figura 13 se observa
que la incubacion de células MCF-7 con AuNP y E; incremento la rugosidad de la membrana
celular en comparacion las células tratadas solamente con AuNP, también se demostro que
ingresa mayor cantidad de AuNP y se localizan alrededor del nucleo de las células MCF-7,
efecto que podria estar asociado con la formacion de lisosomas endociticos, inducidos por el
E2 (Lara-Cruz et al., 2019). Todas estas observaciones fueron obtenidas, a nivel nanométrico,
por la interpretacion de imagenes de AFM.
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Figura 13. Rugosidad de la superficie de las células MCF-7. El grafico muestra los valores
de rugosidad a las 12 horas de incubacion con Ez en comparacion con el grupo de control
(células tratadas con etanol). Mientras que, las imagenes representativas de AFM muestran
cambios en la rugosidad de la superficie de la membrana celular MCF-7 (Tomado y modificado
de Lara-Cruz et al., 2019).

Por su parte, el afio pasado Zbiral y colaboradores demostraron que al estimular con
estrégenos las células MCF-7 se observaron cambios en la morfologia tridimensional, es decir,
incremento la rugosidad de la superficie de las células ubicadas en torno a la regiéon nuclear

de las células cultivadas en medio DMEM. De tal modo que, en la Figura 14 se puede ver
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como la altura y la rugosidad de las células demostraron ser mayores en las células cultivadas
en medio CTL HF que en el medio DMEM (Zbiral et al., 2021).

Control Estrégeno

-

Figura 14. Imagenes de AFM en modo de contacto. Se observan cambios en la morfologia
tridimensional de las células MCF-7, en donde, parece que la rugosidad de la superficie de las
células que rodean la regidn nuclear aumentd ligeramente cuando se estimularon con
estrogenos (Tomado y modificado de Zbiral et al., 2021).

Efecto de los andrdgenos en células diferentes a CaM (CMTN); cancer de prostata

(CaP)
Entre el 80-90% de los casos diagnosticados de cancer de préstata (CaP) son dependientes

de andrégenos al momento del diagndstico inicial; por lo tanto, la primera terapia adoptada es
la ablacién de androgenos, es decir, la extirpacion de los testiculos esta dirigida para suprimir
o bloquear la produccion o la accion de los andrégenos testiculares y la inhibicion del AR. Sin
embargo, la respuesta del paciente a este tipo de terapia es variable, aproximadamente del 20
al 30% de los pacientes con CaP experimentan progresién aun cuando el nivel de T en sangre
es menor a 20 ng/dl. Para este momento, el tumor se vuelve resistente a la castracién (CRPCa)
(Aurilio et al., 2020).

Como bien sabemos, los andrégenos son los encargados de llevar a cabo la diferenciacion y
maduracion de los 6rganos sexuales masculinos, al igual que de las caracteristicas sexuales
secundarias masculinas. Alrededor del 90% de los andrégenos son producidos en los
testiculos por las células de Leydig, se secretan como T y el resto es secretado por la corteza
suprarrenal como dehidroepiandrosterona (DHEA), la cual puede biotransformarse en T en
otros tejidos. El 54% de la T circulante se une principalmente a la albumina, el 44% se une a
una globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG) y entre el 1-2% esta libre (So et
al., 2003).
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Como ya se mencioné anteriormente, la T puede transformarse en formas mas potentes, ya
sea en el estrogeno mas potente el estradiol por aromatizacién o en el andrégeno mas potente
la DHT por medio de la enzima 5a-reductasa, que se localiza en muchos tejidos diana como
la prostata. La T unida a SHBG necesita un receptor de membrana para ingresar a la célula.
Una vez en el citoplasma, se mantendra como T o se biotransformara en DHT por la 5a-
reductasa y preferentemente se unira con un receptor citoplasmatico (AR) o con un receptor

nuclear como el receptor de estrégenos (ER) (So et al., 2003).

La principal funcion fisioldgica del AR en la prostata es promover la diferenciacion de las
células epiteliales luminales y regular la transcripcion de genes que codifican proteinas que
son requeridas para la funcién prostatica, como el antigeno prostatico especifico (PSA) (Green
et al., 2012). Mientras que, las células epiteliales mamarias luminales internas expresan altos
niveles del AR (Bleach y Mcliroy 2018).

Se cree que el AR en el CaP regula la expresién de genes relacionados con el control del ciclo
celular, la supervivencia y el crecimiento (Green et al., 2012). De igual manera se ha observado
que, se conserva la expresion del AR en la mayoria de los CaP y CRPCa independientes de
androgenos, ya que, permanece activa la sefializacion del AR estimulando la supervivencia y

el crecimiento de las células del CaP (Aurilio et al., 2020).

Por otro lado, se sabe que el eje de sefalizacion de andrégenos juega un papel fundamental
en el CaP, es decir, las vias gendmicas y no gendmicas estan involucradas en el efecto que
los androgenos ejercen en el CaP. En la via gendmica, el AR es activado mediante la unién
de andrégenos, seguido de cambios conformacionales o de la translocacion hacia el nucleo
del complejo receptor-ligando para reclutar correguladores. Una vez que el AR esta activado
también puede regular a la alza los niveles de expresion de oncogenes mediante el
reordenamiento de genes, como con ERG, ETV1, B-RAF y C-RAF. De tal manera que, el AR
para formar un complejo puede interactuar con TF-SP1, para posteriormente unirse al
promotor p21 y desencadenar el inicio de la transcripcion de genes. Para la via no gendmica,
el AR activado puede estimular la expresién de cinasas corriente abajo por medio de segundos

mensajeros para activar la via de sefializacion MAPK/PI3K (Dai et al., 2017; Liu et al., 2020).

Por otra parte se ha reportado que el receptor de androgenos tiene una estrecha relacion con
la aparicion, el desarrollo, la recurrencia, la metastasis y el prondstico del CMTN, demostrando

que la via de sefializacion de AR juega un papel critico en la aparicién y el desarrollo de esta
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enfermedad, por lo tanto, al inhibir la via de sefalizacién del AR podria ser eficaz para su

tratamiento (Kong et al., 2020).

Hasta el afio 2018 la informacién recaudada hasta ese momento sugiere que el AR fomenta
la proliferacion celular en el CaM si el ER se expresa, hecho que se asocia con un peor

resultado y un mayor riesgo de recurrencias en el CMTN (Guiu et al., 2018).

La T y la DHT pueden ejercer un efecto estimulante o inhibidor en lineas celulares de CaM
dependiendo de la coexpresion de otros receptores de hormonas esteroides y de la presencia
0 ausencia de fibroblastos del tejido adiposo de la mama (BAF) (Chottanapund et al., 2013).
La T es capaz de inducir la proliferacion celular en lineas celulares RE-positivas (MCF7 y
T47D), pero no MDA-MB-231 que es una linea celular de CMTN, esto en presencia de BAF.
Dicho fenémeno se explica por los altos niveles de expresién de la enzima aromatasa, que
convierte los andrégenos en estrégenos en los BAF, seguido de la proliferacion celular a través
del ER (Chavez et al., 2010; Chottanapund et al., 2013). En cambio, la DHT induce la supresion
de la proliferacion celular en las lineas celulares ER-positivas (MCF7 y T47D), asi como en la
linea celular ER-negativa (MDA-MB-231) debido a que la DHT no es un sustrato de la
aromatasa (Chottanapund et al., 2013). Especialmente en las células MDA-MB-231 la
inhibicion de la proliferaciéon celular poder ser mediada a través de la via Akt/Bad/Bax (Cao
et al. 2022). En el 2006, Doane y colaboradores observaron que la linea celular ER-negativa
(MDA-MB-453) presentaba una respuesta proliferativa a los andrégenos de una manera
dependiente del AR e independiente del ER (Doane et al., 2006). Mientras que en el 2014
Cochrane y colaboradores comprobaron que la inhibicién de la proliferacion esta mediada por
la DHT y por el E; en lineas celulares de CaM ER-positivas y AR-positivas por efecto de los

antiandrégenos (Cochrane et al., 2014).

Aproximadamente el 80% de los canceres de mama son positivos al AR, esto se asocia con
caracteristicas del tumor mas favorables y un mejor prondstico, incluyendo un incremento en
el tiempo libre de enfermedad y de supervivencia global (Nagini, 2017). Sin embargo, otros
reportes sefialan que la presencia del AR puede ser de peor pronéstico (Antonio et al., 2012;
Venema et al., 2019).

Diversos estudios han demostrado que la T y la DHT se expresan en la glandula mamaria,
tanto en tejidos normales como en tumorales (Pelletier et al., 2001; Tiefenbacher y
Daxenbichler, 2008). En el 2007 Suzuki y col. informaron que en tejidos de mama no tumorales

la concentracion de DHT es de 97 + 9 pg/g de tejido, mientras que las concentraciones en el
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carcinoma ductal invasivo y en tejidos in situ de carcinomas ductales fueron mas de 3 veces
mayores (3191 30 pg/g de tejido). La concentracion de los niveles de DHT intratumoral se ha
relacionado con una mayor malignidad y desdiferenciacion (Suzuki et al., 2007); sin embargo,

hay datos contradictorios (Takagi et al., 2010; Wang et al., 2015).

El reporte mas relevante ha sido publicado recientemente, donde se realizaron estudios in vitro
e in vivo, observaron que la T y la DHT desempefian un papel predominantemente inhibidor
sobre los efectos mitogénicos y promotores en las células mamarias, asi mismo, promueven
la apoptosis mediante el AR. Sin embargo, se aclara que pueden existir variaciones en dichos
efectos dependiendo el tipo de linea celular, el andrégeno y la dosis administrada (Davis et al.,
2019).

Los estudios epidemiolégicos que analizan las concentraciones de T en relacion con el riesgo
de CaM tienen importantes limitaciones, tanto tedricas como metodolégicas y no proporcionan
un consenso. A pesar de esto, las observaciones clinicas y los datos experimentales apoyan
predominantemente el hecho de que los andrégenos son capaces de inhibir el crecimiento
mamario, siendo utilizados con éxito en terapias contra el CaM (Nagini, 2017; Smith y Batur,
2020).
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Justificacion

El CaM es la principal causa de mortalidad oncolégica en mujeres mexicanas. En afios
recientes han aumentado el numero de casos de mujeres jovenes que son diagnosticadas con
CMTN, el cual es mas agresivo debido a que es mas metastasico y hay pocas opciones
terapéuticas para atacarlo, debido a la baja o nula expresion de los receptores ER, PR y HER-
2. Por esta razoén, en el presente trabajo se revisara el efecto de DHT y el AR como actores

importantes en el CMTN.

Las terapias disponibles contra el CMTN son poco especificas y con baja efectividad, lo que
puede deberse a que las membranas de sus células tienen caracteristicas diferentes a las de

otros tipos de CaM.

Una opcidn terapéutica contra el CMTN seria utilizar el AR como blanco terapéutico. Ya que,
recientemente se ha planteado la opcion de utilizar terapia anti-androgénica para detener su
proliferacion y metastasis; sin embargo, el uso de hormonas y antihormonas puede tener
resultados contradictorios, ya que las membranas plasmaticas de las células de CMTN tienen
caracteristicas particulares y estan muy modificadas en relacién con las células no cancerosas.
En el presente trabajo se plantea el estudio de los efectos de la DHT sobre la membrana
plasmatica de células de CMTN, utilizando como modelo experimental la linea celular MDA-
MB-231, derivada de un adenocarcinoma mamario de tipo epitelial, para analizar cambios en
la rugosidad, a nivel nanométrico mediante la técnica de AFM. Dado que, el andrégeno DHT
podria modular la rugosidad de membrana de células de CMTN, a nivel nanométrico,

haciéndolas mas permeables.

Estudiar la rugosidad, a nivel nanométrico, de las membranas de células de CMTN, asi como
el efecto de los andrégenos, como la DHT, sobre los cambios en este parametro y sobre la
migracion celular permitira entender sus caracteristicas y podrian facilitar el disefio de nuevos
farmacos que sean mas especificos y eficaces para poder detener |la capacidad proliferativa y
metastasica del CMTN.
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Planteamiento del problema
El CMTN es mas comun en pacientes mexicanas, en comparacion con otros paises, y suele

tener un indice de mortalidad mayor que los otros tipos de canceres de mama. La falta de
expresion de los receptores de ER, PR y HER-2 reduce el numero de terapias dirigidas y, por
ende, la supervivencia es menor. Este tipo de cancer es muy heterogéneo, entre los subtipos
que se han descrito hay uno en particular que expresa el AR; sin embargo, hay reportes
contradictorios sobre su papel, ya que mientras algunos senalan que es de prondstico

favorable, otros aseguran que es de mal prondstico.

Los efectos de los andrégenos T y DHT en el CMTN pueden deberse a su capacidad de
ingresar a las células y de unirse con el AR. Sin embargo, no hay informacion sobre el efecto
de los andrégenos sobre los cambios en la rugosidad en células de cancer y menos en el
CMTN. Recientemente se reporté que el estradiol es capaz de modificar la rugosidad de las
membranas de las células de CaM positivas al ER y permite el ingreso de AUNP de manera

mas rapida.

Conocer el efecto que pueden tener DHT sobre la rugosidad, a nivel nanométrico, de la
membrana plasmatica de las células de CMTN, asi como en la migracion celular, permitira

disefiar mejores tratamientos contra este subtipo altamente letal de cancer.

Pregunta de investigacion
¢, Qué efecto tiene el andrégeno DHT sobre la rugosidad, a nivel nanométrico, de la membrana

plasmatica de células de CMTN y sobre la migracion celular?

Hipotesis
La DHT modifica la rugosidad nanométrica de la membrana plasmatica y esto permite que

aumente la migracion de las células de cancer de mama triple-negativas MDA-MB-231.

Objetivo general
Analizar el efecto de DHT sobre cambios en la rugosidad, a nivel nanométrico, de la membrana

plasmatica, asi como de la migracion de células de CMTN.
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Objetivos particulares
1. Estandarizar el analisis de la rugosidad, a nivel nanométrico, de la membrana

plasmatica de células MDA-MB-231, de CMTN.

2. Estudiar el efecto de la DHT sobre los cambios en la rugosidad de la membrana
plasmatica de las células MDA-MB-231.

3. Estudiar el efecto de la DHT sobre los cambios en la migracion de las células MDA-
MB-231.

Disefio experimental
Con la finalidad de analizar las células MDA-MB-231 empleando el AFM, se retomaron las

lineas celulares de CaM (Téllez-Plancarte, 2019).

Las células MDA-MB-231 fueron incubadas con diferentes concentraciones de 5a-
dihidrotestosterona (5a-DHT; 1 nM [1x10° M; concentracion fisiolégica], 100 nM [1x107 M;
concentracién farmacoldgica]) durante 24 horas. La 5a- DHT se disolvié en etanol, por lo que

el testigo (vehiculo) fue etanol al 0.01% en medio de cultivo DMEM.

Se analizaron los parametros de rugosidad a nivel nanométrico, a través de los parametros

RMSirq, Ra y Rmax utilizando AFM en modo “tapping” y oscilante.

Las células fueron cultivadas hasta la confluencia de 70% para que no hubiera formacién de
monocapas y se pudieran realizar las determinaciones en células individuales. Esto es debido
a que los parametros de las células en monocapa cambian en relacion con las células
individuales. Dado que ya se han realizado estudios con otras lineas celulares de CaM, se

pretende comparar estos resultados en células individuales.

El andlisis de la rugosidad se realiz6 en la region que se encuentra entre el borde y la elevacion
debido a la presencia del nucleo (denominada zona I) ya que es la region mas homogénea,
tratando de evitar la region donde se encuentra el nucleo (N) que, debido a la gran altitud, la
punta del AFM se dobla tanto que las medidas son poco confiables, asi como las zonas
cercanas al borde (E) de las células debido a que se corre el riesgo de analizar el sustrato y
no la membrana plasmatica (Figura 15). Se realiz6 el analisis de areas de 7 x 7 um (7 ym?) de6

zonas diferentes por cada una de las 4 células.
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Figura 15. A) Imagen de una célula MCF-7 obtenida mediante AFM y B) representacion
esquematica del analisis mediante AFM en modo “tapping” y oscilante. En la figura
izquierda se observan las zonas que se mediran en las células y las que se evitaran. Las
lecturas se haran en la region |, que se encuentra entre el nucleo (N) y el borde (E) con el
sustrato de oro. Las zonas mas claras representan mayor altura. Imagen obtenida de Lara-
Cruz y colaboradores (Tomado y modificado de Lara-Cruz et al.,, 2016). En el esquema
derecho se observa que la sonda se mueve sobre la superficie de la célula en forma
ondulatoria “en saltos” o modo “tapping”. En este modo, a diferencia del modo contacto, la
punta (probe) del AFM no entra en contacto con la superficie de la membrana celular en algun
momento (Tomado y modificado de Deng et al., 2018).

Material y Métodos

Cultivo celular
Se sembraron 150,000 células en cajas Petri de 35 x 15 mm, de las lineas celulares MCF-7,

T47D, SKBR3 y MDA-MB-231. Para el cultivo se utilizé medio DMEM, que contenia suero fetal
de bovino (FBS) al 5 % sin rojo fenol, tratado con carbdn-dextran (BFSC) (para remover la
fraccién de hormonas esteroides contenidas en el FBS y observar solo el efecto que provoca
la DHT en estas células), L-glutamina (2 mM), aminoacidos no esenciales (100 mM), piruvato
de sodio (100 mM), ciprofloxacino (100 mg/mL) y antimicético anfotericina B (250 ng/ml). Las
células se dejaron crecer hasta generar una monocapa. Las células se incubaron en una
atmosfera de 5% de CO.a 37° C. En todos los experimentos para el analisis mediante AFM

las células se cultivaron en baja confluencia.

Ensayo de cierre de la herida (Wound healing assay)
Los cultivos de células MDA-MB-231 se realizaron sobre placas especificamente usadas para

AFM (1 cm?) que contienen una superficie cristalina de oro [Au(111)] ultralisa y que se
encuentran es una placa de vidrio de una sola capa de 2 mm. Las placas fueron previamente

esterilizadas por autoclave durante 20 minutos a 15 Ib de presién (120° C). Las placas se
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mantuvieron en placas de cultivo de 6 pozos, donde se les pusieron los tratamientos diluidos
en el medio de cultivo DMEM con SFB-C/D. Una vez terminadas las 48h con las diferentes
concentraciones de 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT; 1 nM o 100 nM), las células adheridas a
las placas fueron fijadas mediante un tren de deshidratacién en etanol absoluto (99.9%) grado
reactivo (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, y 96%, 2 minutos en cada uno), se
colocaron dentro de la campana durante 30 minutos, para lograr que las células estuvieran
totalmente secas y fueron almacenadas a temperatura ambiente, hasta su analisis. Con la
finalidad de colocar las placas para el analisis por AFM, se seleccionaron células individuales

con morfologia elongada en el microscopio éptico acoplado al AFM.

Las células MDA-MB-231 se crecieron en monocapa en alta confluencia y se realizaron dos
heridas, en forma perpendicular, utilizando una punta de 10 L, lo que generé un area libre de
células en la monocapa y las cajas se lavaron con PBS al 1% para retirar las células
desprendidas generadas por las heridas (Figura 16). Posteriormente, las células se incubaron
con los siguientes tratamientos: Vehiculo (Vh; EtOH al 0.01% en medio DMEM), 5a-DHT; 1
nM [1x10° M] y 5a-DHT; 100 nM [1x107 M]. Se realizaron tres experimentos independientes

por triplicado.

Se tomaron 6 fotos de cada uno de los tratamientos en el tiempo inicial O0h (momento en que
se realiza la herida), y en los tiempos 24, 48 y 72h. Se utilizdé un microscopio 6ptico digital para
obtener las imagenes. Para determinar el area no cubierta de la herida en los diferentes

tiempos, cada una de las imagenes se procesaron en el software MlimageView (VELAB™).

DHT
100 nM
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—\\
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Area libre Lavado

de células con PBS TRATAMIENTOS

Imaged

Image Processing & Analysis in Java

e

Se tomaron 4 fotos por cada
tratamientoen 0, 24,48y 72 h

Figura 16. Ensayos de cierre de la herida. 1) Se realizan dos heridas en Ia monocapa celular;
una en direccion horizontal y la otra en direccion vertical. 2) La herida genera un area libre de
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células en la monocapa. 3) Se realiza un lavado con PBS al 1% para retirar los restos celulares.
4) Las células MDA-MB-231 se incubaron con los diferentes tratamientos; Vehiculo (Vh; EtOH
al 0.01% en medio DMEM), DHT; 1 nM [1x10° M] y DHT; 100 nM [1x107 M] en los tiempos 0,
24, 48 y 72h. 5) Se tomaron 6 fotos por cada tratamiento en los tiempos 0, 24, 48 y 72h. 6)
Cada una de las imagenes fueron procesadas en el software MlimageView (VELAB™) para
determinar el area no cubierta de la herida en los diferentes tiempos.

Obtencion y analisis de imagenes previamente obtenidas
Debido a la pandemia del Covid-19, se utilizaron imagenes obtenidas con anterioridad de otras

lineas celulares de CaM (MCF-7, T47D, SKBR3 y MDA-MB-231), ya que, por el tiempo que
duro la cuarentena en nuestro pais no se podia acceder a los laboratorios de investigacion
para llevar acabo los experimentos de manera presencial, como parte de un estudio previo
comparativo (Téllez-Plancarte et al., 2018). Los analisis de las imagenes se realizaron con el

programa del AFM-NanoScope Il software (Veeco Inc.).

Todas las imagenes AFM se caracterizaron a temperatura ambiente, en el modo “tapping” con

un NanoScope llla (Veeco Instruments, Santa Barbara, CA, EE.UU.).

Las sondas de silicio dopado con antimonio (n) tenian una frecuencia de resonancia media de
317-382 kHz con una constante de resorte de 20-80 N/nm que se usaron a una velocidad de
escaneo de 0.4-0.7 Hz. El valor de amplitud de la punta (cantilever) se mantuvo constante
aproximadamente 3000 mV con un voltaje fijo de 1.5 V. Las imagenes de AFM fueron
obtenidas manualmente con un tiempo medio de 45 minutos por muestra; los modos de
adquisicion fueron altura y fase, sus analisis se realizaron a través del software AFM
NanoScope llla. Cada célula fue examinada en seis lugares diferentes a lo largo de la region
citoplasmatica (I), que se encuentra entre el nucleo (N) y el borde (E) sobre el sustrato de oro
Au(111) en dos series diferentes de muestras (Téllez-Plancarte, 2019 [Tesis de Doctorado];
Téllez-Plancarte et al., 2018).

Se determinaron los parametros de altura, Ra, Rmax, RMSpq, para lo cual se analizé una
superficie de 7 x 7 ym, en diferentes lugares de la membrana entre el nucleo y el borde. Se
tomaron 6 cuantificaciones de cada célula, se calcul6 el promedio y la desviacién estandar a
partir de las 6 diferentes mediciones.

El analisis estadistico se realizé utilizando la prueba de Kruskal-Wallis, donde las diferencias
se consideraron estadisticamente significativas cuando los valores de p sean menores a 0.05.

Se utilizé el programa SPSS (IBM SPSS Statistics, USA) para realizar el analisis estadistico.
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Analisis de la rugosidad mediante AFM
El estudio mediante AFM se realizé6 siguiendo el método descrito por Lara-Cruz y

colaboradores (Lara-Cruz et al., 2016, 2019) utilizando el modo ‘“fapping” en el AFM
NanoScope llla (Figura 15), utilizando sondas estandar, con una frecuencia de resonancia de
256 kHz y 365 kHz, asi como una constante de muelleo de 20-80 pN/nm. La captura de
imagenes se ajustd manualmente de manera constante con la finalidad de obtener la sefial
Optima y la resolucion apropiada. Los valores de amplitud del cantilever permanecieron a
~1,500 mV y 1.3 V. La velocidad de escaneo fue constante entre 0.3 Hz y 0.9 Hz en la interfaz

de aire.

Todos los experimentos se realizaron es una superficie de 1 x 1 um y de 0.7 x 0.7 um y se
tomaran 2 diferentes areas de cada una de las 3 células estudiadas. Se realizaron los analisis
mediante el AFM en diferentes modos de adquisicion: altura, fase y amplitud. El tiempo
promedio para obtener cada imagen de una region varia de 40 a 60 minutos. Los analisis de
las imagenes se realizaron con el programa del AFM-NanoScope Il software (Veeco Inc.),

determinando los parametros de rugosidad mediante el calculo de RMSg).

Analisis estadistico
Los valores se expresan como la media £ DE de tres experimentos independientes realizados

por triplicado. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativa cuando los

valores de p fueron menores a 0.05.

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante un ANOVA de una via, seguido de un analisis

post hoc de Tukey.

Se utilizé el programa SPSS (IBM SPSS Statistics, USA) para realizar el analisis estadistico.

Caracteristicas de las lineas celulares estudiadas
A continuacion, en la Tabla 1 se describen algunas de las caracteristicas mas importantes de

las lineas celulares que se tomaron en cuenta para el presente estudio.
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Linea celular Subtipo Caracteristicas Expresion de  Expresion de

de CaM receptores Ki-67
SKBR3 HER-2 (+) Paco agresiva, no invasiva con ER-/PR-/HER2++ Baja
potencial metastasico bajo. AR++
MDA-MB-231 CMTN Muy agresiva, invasiva y poco ER-/PR-/HER2- Alta
diferenciada. AR+
MCF-7 Luminal B Poco agresiva, no invasivacon = ER+/PR+/HER2+/- Alta
potencial metastasico bajo. AR++
T47D Luminal A Poco agresiva, no invasiva con ER+/PR+/HER2+/- Muy alta
potencial metastasico bajo. AR++

Tabla 1. Caracteristicas relevantes de las cuatro lineas celulares de CaM analizadas en
el presente proyecto. Se puede observar de cada una de las lineas celulares de CaM (MCF-
7, T47D, SKBR3 y MDA-MB-231) a que subtipo pertenecen, sus caracteristicas mas
relevantes, su expresién de ER, PR, HER2, AR, asi como, de Ki-67 como marcador de
proliferacion. En color rojo se resalta la expresion del AR que es parte medular del presente
trabajo (Cailleau et al., 1978; Comsa et al., 2015; Giovannelli et al., 2019; Goicoechea et al.,
2009; Keydar et al., 1979; Liu et al., 2019; Mota et al., 2017; Prat et al., 2010).

Resultados

Estandarizacion del andlisis de la rugosidad de membrana
Las imagenes de AFM que se presentan a continuacién fueron procesadas con base en los

analisis de las células de las lineas celulares SKBR3, MDA-MB-231, MCF-7 y T47D que se

tenian previamente.

Con la finalidad de observar la morfologia bidimensional y tridimensional de cada una de las
lineas celulares de carcinoma mamario, se procedié a tomar imagenes de 40 x 40 um y de 7x
7 um, mediante AFM.

Como se mencioné anteriormente, una imagen de AFM posee tres ejes x, y, z, estando
cubierta por 512 puntos formando asi la imagen tridimensional (512 puntos x 512 puntos x 512
puntos) dando como resultado una resolucién espacial de 134, 217, 728 pixeles (Band, 1989).
Por lo tanto, al escanear un area pequefia se logra una mejor resolucion. Por ejemplo, el
tamano de la imagen original es de 40 ym (40,000 nm), se tiene una resolucion de 78.125
nm/pixel, es decir, 78.125 nm. En este caso, el tamafio de nuestras imagenes es de 7 pm
(7,000 nm), la distancia entre dos pixeles es de 13.67 nm, es decir, la resoluciéon se puede

mejorar 5.71 veces.
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La primera linea celular que se analizé fue SKBR3, la imagen de la Figura 17A muestra la
morfologia bidimensional de una célula SKBR3. En la parte superior derecha se observa la
barra de escala que indica la altura (Z = 4000.0 nm), donde las regiones mas brillantes
corresponden con areas mas altas y las regiones mas obscuras corresponden con areas de
celdas mas profundas. Area de escaneo de 40 x 40 um. En la parte inferior derecha de la figura
B se muestra el valor de la altura (Z = 6000.000 nm/div), area de escaneo de 40 x 40 ym. La
célula SKBR3 presenta una forma circular, sin proyecciones celulares, su tamafio es menor al
area de escaneo. La célula se observa con mayor detalle en la figura B donde la imagen
corresponde con la morfologia tridimensional muestra las areas con una mayor profundidad

(zonas café oscuro) y con mayor altura (zonas café claro).

40,0 A00¢. 0 nm

0.0 [ 2090.0 e

0.0 rm

. )
] 10,0 0.0 0.0 40.0 |/T,/ % 10000y
um £ G0D0.000 rmfdiv

Figura 17. Morfologia bidimensional (A) y tridimensional (B) de una célula SKBR3
adherida sobre un sustrato Au(111). Area de escaneo de 40 x 40 um (Imagen tomada en el
Laboratorio de Nanotecnologia e Ingenieria Molecular, Unidad Iztapalapa, UAM, México).

A continuacién, en la Figura 18A, podemos observar un area de escaneo de 7 x 7 um, Z=

500.000 nm/div de una célula SKBR3. Los cambios mas notables se observan en la figura B
donde la imagen corresponde con la morfologia tridimensional que muestra ciertas
subestructuras en forma de relieve (zonas café claro) y areas con una mayor profundidad

(zonas café oscuro).
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X 2.000 um/div
Z 500.000 nm/divi

Figura 18. Morfologia bidimensional (A) y tridimensional (B) en la region citoplasmatica
de una célula SKBR3 adherida sobre un sustrato Au(111). Area de escaneo de 7 x 7 um,
Z= 500.000 nm/div_(Imagen tomada en el Laboratorio de Nanotecnologia e Ingenieria
Molecular, Unidad Iztapalapa, UAM).

La segunda linea celular que se analiz6 fue MDA-MB-231, la imagen de la Figura 19A muestra
la morfologia bidimensional de una célula MDA-MB-231, se le coloco el fondo de color negro
a través del programa del AFM-NanoScope lll, para que resaltara mas a diferencia de las
demas lineas celulares. Dicha modificacion no afecta en nada la resolucién de la imagen, ni
los valores calculados. La célula se observa con mayor detalle en la figura B donde la imagen
corresponde con la morfologia tridimensional muestra las areas con una mayor profundidad
(zonas café oscuro) y con mayor altura (zonas café claro). La célula MDA-MB-231 presenta
una forma semejante a la de una estrella, tiene proyecciones celulares, su tamafio es mayor

al area de escaneo.
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Figura 19. Morfologia bidimensional (A) y tridimensional (B) de una célula MDA-MB-231
adherida sobre un sustrato Au(111). Area de escaneo de 40 x 40 um, Z = 1600.0 nmy Z =
5000.000 nm/div, respectivamente (Imagen tomada en el Laboratorio de Nanotecnologia e
Ingenieria Molecular, Unidad Iztapalapa, UAM).

En la Figura 20A, podemos observar un area de escaneo de 7 x 7 uym, Z= 1000.000 nm/div de
una célula MDA-MB-231. Los cambios mas notables se observan en la figura B donde la
imagen corresponde con la morfologia tridimensional que muestra ciertas subestructuras en

forma de relieves (zonas café claro) y areas con una mayor profundidad (zonas café oscuro).

um

- ® 2,000 pm/div
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Figura 20. Morfologia bidimensional (A) y tridimensional (B) en la region citoplasmatica
de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111). Area de escaneo de 7 x
7 um, Z= 1000.000 nm/div (Imagen tomada en el Laboratorio de Nanotecnologia e Ingenieria
Molecular, Unidad Iztapalapa, UAM).

La tercera linea celular que se analizé fue MCF-7, la imagen de la Figura 21A muestra la

morfologia bidimensional de una célula MCF-7, esta presenta una forma semi-circular
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alargada, sin proyecciones celulares, su tamano es menor al area de escaneo. La célula se
observa con mayor detalle en la figura B donde la imagen corresponde con la morfologia
tridimensional muestra las areas con una mayor profundidad (zonas café oscuro) y con mayor

altura (zonas café claro).

2500.0 nm

0.0 nm

0 10.0 20.0 30.0 40.0 % 10.000 pm/div

um .2 3000.000 nm/div
Figura 21. Morfologia bidimensional (A) y tridimensional (B) de una célula MCF-7
adherida sobre un sustrato Au(111). Area de escaneo de 40 x 40 um, Z = 5000.0 nmy Z =
3000.000 nm/div, respectivamente (Imagen tomada en el Laboratorio de Nanotecnologia e
Ingenieria Molecular, Unidad Iztapalapa, UAM).

A continuacién, en la Figura 22A, podemos observar un area de escaneo de 7 X 7 ym, Z=

500.000 nm/div de una célula MCF-7. Los cambios mas notables se observan en la figura B
donde la imagen corresponde con la morfologia tridimensional que muestra ciertas
subestructuras con relieves (zonas café claro) y areas con una mayor profundidad (zonas café

OSCuUro).
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Figura 22. Morfologia bidimensional (A) y tridimensional (B) en la regidn citoplasmatica
de una célula MCF-7 adherida sobre un sustrato Au(111). Area de escaneo de 7 x 7 um,
Z= 500.000 nm/div (Imagen tomada en el Laboratorio de Nanotecnologia e Ingenieria
Molecular, Unidad Iztapalapa, UAM).

La dltima linea celular que se analizé fue T47D, la imagen de la Figura 23A muestra la
morfologia bidimensional de una célula T47D, esta presenta una forma circular, con
proyecciones celulares poco perceptibles, su tamafio es menor al area de escaneo. La célula
se observa con mayor detalle en la figura B donde la imagen corresponde con la morfologia
tridimensional muestra las areas con una mayor profundidad (zonas café oscuro) y con mayor

altura (zonas café claro).
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Figura 23. Morfologia bidimensional (A) y tridimensional (B) de una célula T47D adherida
sobre un sustrato Au(111). Area de escaneo de 40 x 40 um, Z = 2000.0 nm y Z = 2000.000
nm/div, respectivamente (Imagen tomada en el Laboratorio de Nanotecnologia e Ingenieria
Molecular, Unidad Iztapalapa, UAM).
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En la Figura 24A, podemos observar un area de escaneo de 7 x 7 um, Z = 500.000 nm/div de
una célula T47D. Los cambios mas notables se observan en la figura B donde la imagen

corresponde con la morfologia tridimensional que muestra ciertas subestructuras con relieves

pm

X 2.000 um/div
2 500.000 nm/div

2.00 4.00 6.00 pm

Figura 24. Morfologia bidimensional (A) y tridimensional (B) en la region citoplasmatica
de una célula T47D adherida sobre un sustrato Au(111). Area de escaneo de 7 x 7 um, Z=
500.000 nm/div (Imagen tomada en el Laboratorio de Nanotecnologia e Ingenieria Molecular,
Unidad Iztapalapa, UAM).

Con la finalidad de analizar las células MDA-MB-231 empleando el AFM, se retomaron
imagenes previamente capturadas como parte de un estudio previo comparativo de lineas
celulares de CaM (MCF-7, T47D, SKBR3 y MDA-MB-231) (Téllez-Plancarte, 2019).

A diferencia del estudio de Téllez-Plancarte (Téllez-Plancarte, 2019), se examind una célula,
tomando seis lecturas en diferentes lugares a lo largo de la regién citoplasmatica (I), que se
encuentra entre el nucleo (N) y el borde (E) con el sustrato de oro [Au(111)]. Se obtuvieron los
parametros de altura, Ra, Rmax, RMSjry, analizando una superficie de 7 ym? en funcién de la
superficie original de 40 um?. Se calculd el promedio y la desviacion estandar a partir de las
seis diferentes mediciones. Por medio de, la prueba de ANOVA, las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas cuando los valores de p fueron menores a 0.05.

Por otra parte, al hacer un analisis visual de las imagenes de AFM se puede observar que las
figuras 17-18 (SKBR3), 19-20 (MDA-MB-231), 21-22 (MCF-7), 23-24 (T47D) muestran la
superficie de la membrana plasmatica en 2D y 3D, respectivamente. Los resultados de este

analisis demostraron cambios morfolégicos (forma, presencia o ausencia de proyecciones
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celulares, tamafio) en las células adheridas sobre un sustrato ultraplano Au(111), ademas, de
cambios en la rugosidad de sus membranas plasmaticas la cual se modificé notablemente, en
las lineas celulares MCF7 y T47D, de manera estadisticamente significativa por lo que se
puede establecer que si existen diferencias significativas entre la rugosidad de las cuatro lineas

celulares de CaM.

Determinacion mediante AFM para calcular la altura
Para poder calcular cuantitativamente la altura de cada una de las células en las 4 lineas

celulares de carcinoma mamario (T47D, MCF-7, SKBR3 y MDA-MB-231), se realizaron
analisis por seccion colocando tres pares de puntas de flecha (roja, verde, negra o blanca) en

las regiones de interés, utilizando el AFM.

Para la determinacién de la altura se calculd la distancia vertical en seis lugares diferentes a
lo largo de la region citoplasmatica, con la ayuda de pares de puntas de flecha como se
muestra en la Figura 25. Se calculé el promedio y la desviacion estandar a partir de las seis
diferentes mediciones. Por medio de, la prueba de Kruskal-Wallis, las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas cuando los valores de p fueron menores a 0.05.
Mientras que, para la determinacion de la rugosidad de la membrana plasmatica se calcularon
tres factores de rugosidad Ra, Rmax y RMSrq;, tomando las bases de un trabajo previo de
nuestro grupo de investigacion (Lara-Cruz et al., 2016). Ambas determinaciones se realizaron
para las cuatro lineas celulares de CaM. Cada par de punta de flecha representa una region
de interés (Ejemplo T47D; rojo: sustrato - nucleo, verde: citoplasma - citoplasma, negro: nucleo
- citoplasma), en el recuadro rojo se resaltan las puntas de flecha que corresponden a la region

citoplasmatica.

Como se puede observar en las figuras 25 en la columna de la izquierda A, C, E, G se observa
la grafica del perfil del analisis topografico, en el recuadro rojo se resalta el par de puntas de
flechas que corresponden a la region citoplasmatica. En la columna de la derecha en las
figuras B, D, F, H se puede observar la morfologia tridimensional con los tres pares de punta
de flecha, a la derecha se observan los valores que se obtienen a través del software AFM
NanoScope llla para cada par de flecha, en el recuadro rojo se resalta el valor cuantitativo de
la altura para la regioén citoplasmatica. A las figuras G, H se les coloco el fondo de color negro
a través del programa del AFM-NanoScope lll, para que resaltaran mas a diferencia de las
demas lineas celulares. Dicha modificacién no afecta en nada la resolucion de la imagen, ni

los valores calculados.
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Figura 25. Analisis topografico y por AFM de un area de escaneo de 40 x 40 ym de una
célula T47D (A, B), MCF-7 (C, D), SKBR3 (E, F), MDA-MB-231 (G, H) adheridas sobre un

sustrato Au(111).

69



Andlisis de la altura por AFM de las 4 lineas celulares de CaM
Como se menciond anteriormente se requiere el parametro de altura para caracterizar la

topografia de la superficie, por lo cual, se calculé mediante AFM el valor de la altura en seis
diferentes lugares a lo largo del citoplasma de cada célula (MCF-7, T47D, SKBR3 y MDA-MB-
231).

Como se muestra en la Grafica 1 los resultados demostraron diferencias estadisticas entre las
lineas celulares SKBR3 y T47D, esto quiere decir que, la linea celular SKBR3 presenta una
menor altura respecto a T47D.
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Grafica 1. Analisis de la altura por AFM a lo largo del citoplasma de las 4 lineas celulares
adheridas sobre un sustrato Au(111). Se graficé el promedio de la altura de seis mediciones
por cada célula. Los valores son expresados como la media £+ DE de seis mediciones
independientes. La “a” representa diferencias estadisticas con p < 0.05, entre las lineas
celulares SKBR3 y T47D. Se realizé una prueba de ANOVA seguida de una prueba post hoc
de comparacion multiple de Tukey para determinar diferencias entre los grupos.

Determinacion de la rugosidad de las membranas de las 4 lineas celulares de CaM
Debido a que, la altura no es sensible a ligeros cambios en las longitudes de onda,

posteriormente, se analizaron de igual manera por AFM, las variaciones de la rugosidad en
diferentes regiones de la membrana plasmatica de las cuatro lineas celulares de CaM,

mencionadas anteriormente.

En primer lugar, se calculo el parametro Ra (Rugosidad media aritmética) que es el mas
utilizado en todo el mundo al ser un parametro sencillo. Como se muestra en la Grafica 2 los
resultados demostraron diferencias estadisticamente significativas entre las lineas celulares
SKBR3 y T47D. Esto coincide con lo que podemos observar en la Grafica 1 donde se muestra

el analisis de la altura, lo cual se podria deber a que Ra no hace distincion entre picos y valles.
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Grafica 2. Analisis de la rugosidad (mediante el factor Ra) por AFM a lo largo del
citoplasma de las diferentes lineas celulares adheridas sobre un sustrato Au(111). Se
graficd el promedio de la rugosidad de seis mediciones por cada célula. Los valores son
expresados como: media + DE de seis mediciones independientes. La “a” representa
diferencias estadisticas con p < 0.05, entre las lineas celulares SKBR3 y T47D. Se realiz6 una
prueba de ANOVA seguida de una prueba post hoc de comparacion multiple de Tukey para
determinar diferencias entre los grupos.

A continuacion, se procedié a calcular Rmax, debido a que, brinda informacién complementaria
sobre Ra. En la Grafica 3 podemos ver qué hay diferencias estadisticamente significativas
entre las lineas celulares SKBR3 y T47D (a) asi como también entre las lineas celulares MDA-
MB-231 y T47D (b), es decir, la membrana plasmatica de SKBR3 y MDA-MB-231 son poco

rugosas, por el contrario, T47D presenta mucha rugosidad en su membrana.
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Grafica 3. Analisis de la rugosidad (mediante el factor Rmax) por AFM a lo largo del
citoplasma de las diferentes lineas celulares adheridas sobre un sustrato Au(111). Se
graficd el promedio de la rugosidad de seis mediciones por cada célula. Los valores son
expresados como: media + DE de seis mediciones independientes. La “a” representa
diferencias estadisticas con p < 0.05, entre las lineas celulares SKBR3 y T47D. Mientras que,
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la “b” representa diferencias estadisticas con p < 0.05, entre las lineas celulares MDA-MB-231
y T47D. Se realizé una prueba de ANOVA seguida de una prueba post hoc de comparacion
multiple de Tukey para determinar diferencias entre los grupos.

Por ultimo, se calculd6 RMSrq (Rugosidad media de la raiz cuadrada), este parametro se
caracteriza por tener mayor precision y permite que se obtenga una mejor caracterizacion de
la rugosidad. En la Grafica 4 se observan diferencias estadisticamente significativas entre las
lineas celulares SKBR3 y T47D (a), SKBR3 y MCF-7 (b). Finalmente, también se observaron
deferencias significativas entre las lineas MDA-MB-231 y T47D (c).
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Grafica 4. Andlisis de la rugosidad (mediante el factor RMSrq) por AFM a lo largo del
citoplasma de las diferentes lineas celulares adheridas sobre un sustrato Au(111). Se
graficd el promedio de la rugosidad de seis mediciones por cada célula. Los valores son

expresados como: media + DE de seis mediciones independientes. La “a” representa

diferencias estadisticas con p < 0.05, entre las lineas celulares SKBR3 y T47D. Mientras que,
la “b” representa diferencias estadisticas con p < 0.05, entre las lineas celulares SKBR3 y
MCEF-7. Finalmente, la “c” representa diferencias estadisticas con p < 0.05, entre las lineas
celulares MDA-MB-231 y T47D. Se realizé una prueba de ANOVA seguida de una prueba post
hoc de comparacién multiple de Tukey para determinar diferencias entre los grupos.

El resultado del analisis cuantitativo de la rugosidad superficial de las diferentes lineas
celulares usadas en el presente estudio se muestra en la Tabla 2. Como podemos ver el valor
obtenido del analisis cuantitativo de la rugosidad se ordena de menor a mayor, primeramente
SKBR3 (Ra =27.86 £ 5.07, Rmax = 292.54 + 44.61, RMSrq = 35.67 £ 6.39), seguida de MDA-
MB-231 (Ra = 33.21 + 4.98, Rmax = 281.65 + 29.74, RMS|rq = 41.71 £ 6.14) y MCF-7 (Ra =
40.58 + 2.98, Rmax = 360.59 £ 39.47, RMSrq = 50.88 + 3.52), finalmente, T47D (Ra = 50.47
+5.51, Rmax = 518.25 £ 69.93, RMS|rq = 64.74 + 7.10). Esto quiere decir que, T47D es la que

presenta mayor rugosidad en comparacion con SKBR3, la cual presenta menos rugosidad.
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Linea celular RMS|Rq] Ra Rmax
de CaM (nm) (nm) (nm)

SK-BR3 35.67 +£6.39 27.86 £5.07 292.54 +44.61
MDA-MB-231 41.71+6.14 33.21£4.98 281.65+29.74
* MCF-7 50.88 + 3.52 40.58 £2.98 360.59 + 39.47

*T47D 64.74+ 710 50.47 £5.51 518.25+69.93

Tabla 2. Mediciones de la rugosidad superficial por AFM a lo largo del citoplasma de
células de carcinoma de mama. Para la determinacién de la rugosidad de la membrana
plasmatica se calcul6 el promedio de tres factores de rugosidad: Ra, Rmax y RMSrq, a partir
de seis mediciones por cada célula. La rugosidad es significativamente mayor (p < 0.05) en
las lineas celulares T47D y MCF-7 en comparacion con MDA-MB-231 y SKBR3, es decir, T47D
es la mas rugosa en comparacion con SKBR3 que es la menos rugosa. Los valores son
expresados como: media £ DE de seis mediciones independientes.

Al asociar la rugosidad de la membrana plasmatica con las caracteristicas de las lineas
celulares de CaM, como se muestra en la Tabla 3, las lineas celulares T47D (ER+/PR+/HER2-
/IAR++) y MCF-7 (ER+/PR+/HER2-/AR++), tienen la misma expresion de receptores. Sin
embargo, con respecto al marcador de proliferacion Ki-67, la linea celular T47D mostr6é una
muy alta expresion, en cambio, MCF-7 tiene una alta expresién de dicho marcador de
proliferacion, al igual que MDA-MB-231 (ER-/PR-/HER2-/AR+), por el contrario, SKBR3 (ER-
/IPR-/HER2++/AR++) presenta una baja expresion de Ki-67. Por otro lado, la linea celular
SKBR3 si expresa HER2, pero MDA-MB-231 no lo expresa. Por otra parte, el aumento en la
rugosidad de la membrana plasmatica observado fue en el siguiente orden: T47D > MCF-7 >
MDA-MB-231 > SK-BR3. Por lo que nuestros resultados sugieren que la expresion de Ki-67
podria ser proporcional con la rugosidad superficial. De igual forma, la expresién positiva del
ER estaria relacionada con una mayor rugosidad, como se ha demostrado anteriormente
(Lara-Cruz et al., 2019).
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Lineacelular  Expresionde  Expresion de Ki-67/ RMS[Rq] Ra Rmax

de CaM receptores Proliferacién (nm) (nm) (nm)
SKBR3 ER-/PR-/HER2++ Baja 35.67+6.39 27.86+5.07 292.54 +44.61
AR++
MDA-MB-231 ER-/PR-/HER2- Alta 4171614 3321+4.98 28165£2074
AR+
*MCF-7 ER+/PR+/HER2- Alta 50.88+3.52 40.58+2.98 360.59 +39.47
AR++
*T47D ER+/PR+/HER2- Muy alta 64.74 £7.10 5047 +551 518.25+69.93
AR++

Tabla 3. Rugosidad vs caracteristicas de las lineas celulares. La rugosidad de la
membrana plasmatica es significativamente mayor en las lineas celulares T47D (ER+/
PR+/HER2-/AR++) y MCF-7 (ER+/PR+/HER2-/AR++), cuya expresion de receptores es igual,
pero difieren en su expresién de Ki-67, como marcador de proliferacién, en comparacion con
MDA-MB-231 (ER-/PR-/HER2-/AR+) y SKBR3 (ER-/PR-/HER2++/AR++), que de igual manera
difieren en su expresioén de Ki-67. Donde, la expresion de rugosidad es de la siguiente manera:
T47D > MCF-7 > MDA-MB-231 > SK-BR3, es decir, la linea celular T47D, que es la mas
rugosa, es la que expresa mayor cantidad de Ki-67. Los valores son expresados como: media
+ DE de seis mediciones independientes.

Con base en estos resultados demostramos que efectivamente RMSrq €s el parametro con
mayor precision al momento de calcular los valores de la rugosidad de la membrana
plasmatica, como se ha reportado previamente en la literatura (Bellitto, 2012; Gadelmawla et
al., 2002).

También es importante sefalar que el analisis cuantitativo de la altura y la rugosidad superficial
son parametros que no se pueden utilizar para la caracterizacion de tumores primarios de
CaM, si bien la caracterizacion se podria llevar a cabo partiendo de los cultivos primarios de
CaM, ambos parametros no se podrian determinar directamente en pacientes. Ya que, para
calcular correctamente estos parametros es necesario hacer las mediciones en células
individuales, obtener las imagenes a una temperatura de entre 15 a 20 °C en un area de trabajo
libre de ruido, considerando que, la punta o cantilever es sumamente sensible a los cambios

de temperatura y al ruido.

Efecto de DHT sobre la rugosidad de las membranas de células MDA-MB-231
Con la finalidad de analizar el efecto de la DHT sobre la rugosidad, a nivel nanométrico, de las

membranas plasmaticas de las células de cancer de mama triple negativas, MDA-MB-231, las
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células se incubaron con el vehiculo etanol (0.01%) o el esteroide DHT (1nM) durante 48

horas y se fijaron en etanol.

Para comparar los efectos de DHT en la rugosidad de la membrana plasmatica, fue
fundamental determinar el limite inferior de resolucion alcanzable, reflejado en los valores
obtenidos de Ra, Rmax y RMSRq, en dos tamarios de escaneo diferentes (0.7 y 1 um?) con
valores descendentes de altura (Z). Es importante mencionar que cuando el tamafo de la
imagen es de 1 um (1,000 nm), se tiene una resolucion de 1.953 nm/pixel, es decir, 1.953 nm.
Mientras que, si el tamafio de la imagen es de 0.7 um (700 nm), la distancia entre dos pixeles

es de 1.367 nm, es decir, la resolucion se mejora 1.42 veces.

Los resultados demostraron que los valores de Ra, Rmax y RMSrq obtenidos para los dos
tamanos de escaneo presentaron comportamientos distintos se puede observar en las figuras
26 y 27 una imagen representativa para cada tamafio (imagen 2D y 3D, respectivamente). Los
valores de Ra, Rmax y RMSrq se calcularon para cada imagen y cuyos resultados se
muestran en la Tabla 4. Los resultados obtenidos del analisis mediante AFM se presentan a

continuacion:

Las imagenes de las figuras 26 A, B muestran la morfologia bidimensional y tridimensional,
respectivamente de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111) del grupo
testigo (vehiculo). Mientras que, las figuras 26 C, D muestran la morfologia bidimensional y
tridimensional, respectivamente de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato
Au(111) del grupo experimental (1 nM de DHT). Se observa que la rugosidad de la membrana
cambia cuando las células se incuban con 1 nM de DHT. Los cambios mas notables se
observan en las figuras B, D donde las imagenes corresponden con la morfologia
tridimensional muestran ciertas subestructuras con relieves (figura B, zonas amarillas) y areas
con una mayor profundidad (figura D, zonas café oscuro). A las figuras B, D se les modifico la
textura a diferencia de las figuras 18, 20, 22, 24 a través del programa del AFM-NanoScope
Ill, como parte de volver a estandarizar las condiciones para la realizacién de los experimentos,
esta modificacién no afecta en nada la resolucién de la imagen, ni los valores calculados. Los
cambios mas notables se observan en las figuras B, D donde las imagenes corresponden con
la morfologia tridimensional muestran ciertas subestructuras con relieves (figura B: zonas
amarillas, figura D: zonas café claro) y areas con una mayor profundidad (figuras B, D: zonas

café oscuro).
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306.0 nm

153.0 nm

0.0 nm

X 0,200 pm/div
Z 306.045 nm/div

353.6 nm,

% 0.200 pm/div
Z 353.644 nm/div

Figura 26. Morfologia bidimensional (A) y tridimensional (B) de una célula MDA-MB-231
adherida sobre un sustrato Au(111) del grupo testigo (vehiculo). Area de escaneo de 1 x
1um, Z =306.0 nm y Z = 306.045 nm/div, respectivamente. Morfologia bidimensional (C) y
tridimensional (D) de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111) del
grupo experimental (1 nM de DHT). Area de escaneo de 1 x 1 um, Z=353.6 nm y Z = 353.644
nm/div, respectivamente (Imagen tomada en el Laboratorio de Nanotecnologia e Ingenieria
Molecular, Unidad Iztapalapa, UAM, México).

Las imagenes de las figuras 27 A, B muestran la morfologia bidimensional y tridimensional,
respectivamente de una célula MDA-MB-231 tratada con el vehiculo y adherida sobre un
sustrato Au(111). Mientras que, las figuras 27 C, D muestran la morfologia bidimensional y
tridimensional, respectivamente de una célula MDA-MB-231 tratada con 1 nM de DHT y
adherida sobre un sustrato Au(111). Cabe mencionar que las figuras B, D se les modificé la
textura a diferencia de las figuras 18, 20, 22, 24 a través del programa del AFM-NanoScope
lll, con el objetivo de estandarizar estas nuevas condiciones para la realizacién de estos
experimentos, esta modificacion no afecta en nada la resolucion de la imagen, ni los valores

calculados.
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Figura 27. Morfologia bidimensional (A) y tridimensional (B) de una célula MDA-MB-231
adherida sobre un sustrato Au(111) del grupo testigo (vehiculo). Area de escaneo de 0.7
x0.7um, Z=108.0 nmy Z = 108.029 nm/div, respectivamente. Morfologia bidimensional
(C) y tridimensional (D) de una célula MDA-MB-231 adherida sobre un sustrato Au(111)
del grupo experimental (1 nM de DHT). Area de escaneo de 0.7 x 0.7 um, Z=353.6 nmy Z
= 353.644 nm/div, respectivamente (Imagen tomada en el Laboratorio de Nanotecnologia e
Ingenieria Molecular, Unidad Iztapalapa, UAM, México).

Es importante mencionar, que los resultados del efecto de DHT sobre la rugosidad de las
membranas de células MDA-MB-231 no son comparables con los resultados previos de las
cuatro lineas celulares de CaM (MCF-7, T47D, SKBR3 y MDA-MB-231), en los que se
comparan los parametros de altura y rugosidad superficial debido a que, por el tiempo
transcurrido desde la realizacion del trabajo de Téllez-Plancarte (Téllez-Plancarte et al., 2018)
y a la pandemia de Covid-19, se tuvieron que volver a estandarizar las condiciones para la
realizacion de estos experimentos, la altura y la rugosidad de la membrana plasmatica en
presencia o ausencia de DHT se calcularon en las mismas condiciones experimentales, como

se describid anteriormente.
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Analisis de la altura por AFM en células MDA-MB-231 tratadas con el Vh o DHT 1

nM
Dado que el parametro de altura es necesario para caracterizar la topografia de la superficie,

se calculd su valor en cuatro diferentes lugares a lo largo del citoplasma de cada célula, esto

se realiz6 para ambos casos en las superficies de 0.7 pm?y 1 ym?2.

Como se muestra en la Grafica 5 los resultados demostraron diferencias estadisticas entre las
células MDA-MB-231 incubadas con el Vh y DHT, con un area de escaneo de 0.7 ym? y 1 ym?,
respectivamente. La grafica muestra que la incubacion con 1 nM de DHT provoca cambios en

la altura a lo largo de la membrana plasmatica en estas células.
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0.7 um? 1 pm?
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Grafica 5. Andlisis de la altura por AFM a lo largo del citoplasma en células MDA-MB-
231 adheridas sobre un sustrato Au(111), tratadas con Vh, DHT 1nM, cuya area de
escaneo es de 0.7 ym? y 1 pm?, respectivamente. Se graficd el promedio de la altura de
cuatro mediciones por cada célula. Los valores son expresados como la media = DE de cuatro
mediciones independientes. Se realizé una prueba de ANOVA seguida de una prueba post
hoc de comparaciéon multiple de Tukey para determinar diferencias entre los grupos.

Andlisis de la rugosidad por AFM en células MDA-MB-231 tratadas con Vh, DHT 1

nM
En primer lugar, se calcul6 Ra como se muestra en las graficas 6, 7, 8 los resultados

demostraron diferencias significativas entre las células MDA-MB-231 tratadas con DHT con
respecto al control, con ambas areas de escaneo 0.7 um? y 1 ym?, respectivamente. Por lo

que la DHT aumenta la rugosidad de la membrana plasmatica en estas células.
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Grafica 6. Andlisis de la rugosidad (mediante el factor Ra) por AFM en células MDA-MB-
231 adheridas sobre un sustrato Au(111), tratadas con Vh o 1nM de DHT, cuya area de
escaneo es de 0.7 ym? y 1 ym?, respectivamente. Se grafico el promedio de la altura de
cuatro mediciones por cada célula. Los valores son expresados como la media = DE de cuatro

mediciones independientes. Se realizé una prueba de ANOVA seguida de una prueba post
hoc de comparaciéon multiple de Tukey para determinar diferencias entre los grupos.

A continuacion, se procedi6 a calcular Rmax en las células MDA-MB-231, debido a que, brinda
informacion complementaria sobre Ra. Los resultados (Grafica 7) también demostraron un

aumento significativo en la Rmax después de la exposicion a DHT.
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Grafica 7. Andlisis de la rugosidad (mediante el factor Rmax) por AFM en células MDA-
MB-231 adheridas sobre un sustrato Au(111), tratadas con Vh o 1nM de DHT, cuya area
de escaneo es de 0.7 yum? y 1 ym?, respectivamente. Se graficé el promedio de la altura de
cuatro mediciones por cada célula. Los valores son expresados como la media + DE de cuatro
mediciones independientes. Se realizé una prueba de ANOVA seguida de una prueba post
hoc de comparacién multiple de Tukey para determinar diferencias entre los grupos.

25.00

0.00

Por ultimo, se calculd RMSrq, este parametro se caracteriza por tener mayor precision
[Rq]
permite que se obtenga una mejor caracterizacion de la rugosidad. La Grafica 8 muestra los
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resultados y como podemos observar el tratamiento con DHT también aumento
significativamente.
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24.00

21.00

RMSirq] (nm)

©
=]
3

a
a

0.00 - -

0.7 pm? 1 pm?

mVh mDHT
Gréfica 8. Analisis de la rugosidad (mediante el factor RMSrq)) por AFM en células MDA-

MB-231 adheridas sobre un sustrato Au(111), tratadas con Vh o 1nM de DHT, cuya area
de escaneo es de 0.7 yum? y 1 ym?, respectivamente. Se graficé el promedio de la altura de
cuatro mediciones por cada célula. Los valores son expresados como la media + DE de cuatro
mediciones independientes. Se realizé una prueba de ANOVA seguida de una prueba post
hoc de comparacién multiple de Tukey para determinar diferencias entre los grupos.
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El resultado del analisis cuantitativo de la rugosidad superficial de las células MDA-MB-231
tratadas con DHT se muestra en la Tabla 4. Los resultados demuestran que la rugosidad de
la membrana plasmatica aumento 4 veces mas en los valores de Ra, Rmax y RMS|rq cuando
las células se incubaron con 1 nM de DHT en comparacion con los grupos tratados con
vehiculo (etanol).

6.31+2.62 5.36+2091 44.89 + 8.74
1nM DHT 1 25.20+4.99 20.44+5.03 195.38+£56.03
Vh 0.7 485+2.82 3.83+238 36.28+15.85

1nM DHT 0.7 16.68£2.83 13.59+3.31 104.60 *+38.86

Tabla 4. Valores de la rugosidad superficial por AFM en células MDA-MB-231 adheridas
sobre un sustrato Au(111), tratadas con Vh o 1nM de DHT. Para la determinacion de la
rugosidad de la membrana plasmatica se calcul6 el promedio de tres factores de rugosidad:
Ra, Rmax y RMSrq;, a partir de cuatro mediciones por cada célula, para dos areas de escaneo:
0.7 ym?, 1 uym? en células MDA-MB-231 incubadas con Vh o 1nM de DHT, durante 48 h.

80



La rugosidad es significativamente mayor en las células MDA-MB-231 incubadas 1nM de DHT
en comparacion con las células que fueron incubadas con Vh. Los valores son expresados
como: media £ DE de cuatro mediciones independientes.

Efecto de DHT sobre la migracion de la linea celular MDA-MB-231
En la Figura 28 podemos observar como la DHT induce la migracion de las células MDA-MB-

231. La figura muestra el efecto de las incubaciones con vehiculo (Vh), 1 nM de DHT y 100
nM de DHT en los tiempos cero (T0), 24, 48 y 72 horas de incubacion en un ensayo de cierre
de la herida (“wound healing”) en donde se puede observar la migracion de las células MDA-
MB-231 hasta cerrar casi por completo la herida.

Oh

48h - 72h

Vh

! M i - l v ‘

R =
B8 R

Figura 28. Efecto de la dihidrotestosterona (If)HT; 1 nM o 100 nM) sobre la migracion de
células MDA-MB-231. Las flechas representan la distancia entre los bordes del area no
cubierta. Los cambios morfolégicos se observaron mediante el microscopio optico digital, se
muestran fotografias representativas de al menos tres experimentos independientes por
triplicado. Amplificacion 40 X.

La Grafica 9 muestra el area de las células migrantes incubadas con los diferentes
tratamientos. El tratamiento con 100 nM de DHT incremento de manera significativa (p < 0.05)
el area cubierta de células desde las 24 h hasta las 72 h en comparacién con las células
tratadas solo con Vh. Mientras que, el tratamiento con 1 nM de DHT incremento de manera
significativa (p < 0.05) el area cubierta de células desde las 48 h hasta las 72 h en comparacion
con las células tratadas solo con Vh. Por otra parte, al comparar el tratamiento con 1 nMy 100

nM de DHT se observo un incremento de manera significativa (p < 0.05) con 100 nM del area
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cubierta de células a partir de las 24 h y hasta las 72 h en comparacion con las células tratadas
con 1 nM de DHT.
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Grafica 9. Efecto de DHT; 1 nM o 100 nM sobre la migracion de células MDA-MB-231
(area cubierta en porcentaje). La grafica muestra el porcentaje del area cubierta que
representa la migracion de las células antes los diferentes estimulos y durante los tiempos
sefalados. Los valores son expresados como: media + DE de tres experimentos
independientes por triplicado. Se realizé una prueba de comparacion multiple de Tukey para
determinar diferencias entre los grupos. Las diferencias se consideraron significativas cuando
p < 0.05.

En la Gréfica 9 se observa que la migracion de las células MDA-MB-231 alcanza el maximo a
las 48 h al incubarlas con 1 nM, con valores iguales (50%) a las 72 h. Cuando se incuban con
100 nM, la migracion inicia desde las 24 h y alcanza el 70% a las 72 h. En el caso del grupo
incubado con el vehiculo (Vh; etanol) se observa migracion a las 72 h, hasta alcanzar el 20%

en relacion con el tiempo inicial (“0 h”).

Discusion

La rugosidad de la membrana plasmatica, medida a nivel nanométrico, desempefia un papel
importante en el estudio de la progresion tumoral, debido a que, la informacion que proporciona
el andlisis de este parametro permite observar los cambios que suceden en la superficie
membranal de las células cancerosas, asociados a la sobreexpresion de receptores

relacionados con la proliferacién y la migracion celular (Kaul-Ghanekar et al., 2009).
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Con base en estos antecedentes los resultados del analisis cuantitativo de la rugosidad
superficial de las diferentes lineas celulares usadas en el presente estudio (Tabla 2) las células

T47D presentaron mayor rugosidad en comparacion con SKBR3 que es la menos rugosa.

Debido a que la altura permite conocer la distancia vertical de las irregularidades que presenta
la membrana plasmatica y a su vez posibilita el poder caracterizar la topografia para lograr
comprender la morfologia de la membrana (Oliveira et al., 2012). En la Grafica 1 se observo
que la linea celular SKBR3, MDA-MB-231 y MCF-7 presenta una menor altura
significativamente con respecto a T47D, esto sugiere que las células T47D presentan una
mayor distancia vertical de las irregularidades en su membrana con respecto a su perfil
bidimensional. Desafortunadamente este parametro no es sensible a pequefios cambios en
las longitudes de onda, en consecuencia, solo es capaz de brindar informacion en perfiles

bidimensionales.

Por ese motivo, se realizé un analisis mas detallado y preciso para calcular los parametros de
rugosidad (Gadelmawla et al., 2002). En este estudio se calcul6 el promedio de tres factores
de rugosidad: Ra es un parametro sencillo y el mas utilizado en todo el mundo, sin embargo,
no hace distincién entre picos y valles (Bellitto, 2012; Gadelmawla et al., 2002). Como se
muestra en la Grafica 2 los resultados demostraron diferencias significativas entre las lineas
celulares SKBR3 y T47D. Esto coincide con lo que podemos observar en la Grafica 1 donde
se muestra el analisis de la altura, lo cual se podria deber a que Ra no hace distincién entre
picos y valles. Mientras que, Rmax brinda informaciéon complementaria sobre Ra, pero no
brinda informacion respecto a la forma de la membrana plasmatica (Gadelmawla et al., 2002).
En la Grafica 3 podemos ver qué hay diferencias significativas entre las lineas celulares
SKBR3 y T47D (a) asi como también entre las lineas celulares MDA-MB-231 y T47D (b), es
decir, la membrana plasmatica de SKBR3 y MDA-MB-231 son poco rugosas, a diferencia de,
T47D que presenta mucha rugosidad en su membrana. Al medir el parametro, RMSrq el cual
presenta una mayor precision al calcular los valores de la rugosidad de la membrana, en
comparacion con Ra y Rq (Bellitto, 2012; Gadelmawla et al., 2002) observamos (Grafica 4)
diferencias estadisticamente significativas entre las lineas celulares SKBR3, T47D (a) y
SKBR3, MCF-7 (b). Finalmente, también se observaron deferencias significativas entre las
lineas MDA-MB-231y T47D (c).

Con la finalidad de confirmar lo anterior, se propuso comparar nuestros resultados con los
resultados que habian sido obtenidos previamente en nuestro laboratorio, mediante AFM, y

publicados en 2018 (Téllez-Plancarte et al., 2018), utilizando los 4 parametros senalados
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anteriormente en las 4 lineas celulares de CaM (MCF-7, T47D, SKBR3 y MDA-MB-231), con

diferentes caracteristicas de proliferacion.

Por otro lado, las imagenes AFM presentaron diferencias en la morfologia de la superficie de
las 4 lineas celulares analizadas, pero sin modificaciones significativas en la rugosidad de la
superficie (Téllez-Plancarte et al., 2018). Sin embargo, en el presente trabajo demostramos
que la rugosidad, es significativamente mayor debido a que se observé que la rugosidad
aumenta de la siguiente manera: T47D > MCF-7 > MDA-MB-231 > SKBR3, es decir, la linea

celular T47D, es la mas rugosa y SKBR3, es la menos rugosa.

A continuacion, se obtuvieron los parametros de altura, Ra, Rmax, RMSrq, calculando el
promedio y la desviaciéon estandar a partir de seis diferentes mediciones. Al analizar la altura
por AFM en la Grafica 1 observamos que MDA-MB-231 no presenta diferencias significativas
en relacion con las otras lineas celulares (SKBR3, MCF-7 y T47D). Asi mismo, como se
muestra en la Grafica 2 el analisis de la rugosidad mediante el factor Ra coinciden con el
analisis de la altura. En cambio, en la Grafica 3 podemos ver que el analisis de la rugosidad
mediante el factor Rmax demuestra que existen diferencias significativas entre MDA-MB-231
y T47D (b), aunque no entre MDA-MB-231 y SKBR3, MCF-7, pero si entre SKBR3 y T47D.
Finalmente, al analizar la rugosidad mediante el factor RMSjrq en la Grafica 4 de igual manera
se observan diferencias significativas entre MDA-MB-231 y T47D (c), aunque no entre MDA-
MB-231 y SKBR3, MCF-7, pero si entre SKBR3 y T47D (a), SKBR3 y MCF-7 (b).

Por lo antes mencionado, nosotros llegamos a la conclusidon de que es mejor utilizar el

parametro RMSrq para cuantificar la rugosidad de la membrana plasmatica.

Algunos estudios han demostrado que la rugosidad de la membrana plasmatica de células
tumorales y sanas (Antonio et al., 2012) se modifica bajo distintos tratamientos farmacoldgicos,
por ejemplo; el paclitaxel incremento la rugosidad superficial en células Ishikawa y HelLa (Kim
et al., 2012; Wang et al., 2009a). También se ha reportado que la rugosidad superficial de
células cancerosas de igual manera se modifica bajo la incubacion con diferentes hormonas
como la progesterona (Ps), la cual cambia la altura celular en células Hec-1-A e Ishikawa
cambian después del tratamiento (Francis et al., 2009). Otro estudio demostr6 que la
incubacion de células MCF-7 con AuNP y Ezincremento la rugosidad de la membrana celular
en comparaciéon con las células tratadas solamente con AuNP (Lara-Cruz et al., 2019). Al
estimular con estrogenos aumento la rugosidad superficial de las células MCF-7 en zonas que

rodean la region nuclear (Zbiral et al., 2021). Téllez-Plancarte y colaboradores demostraron
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que la expresion de HER2 siguio el siguiente orden: SKBR3 > MCF-7 > T47D > MDA-MB-231,
es decir, SKBR3 es la linea celular con mayor expresion de HER2, en contraste MDA-MB-231

la cual es la linea celular con menor expresién de HER2 (Téllez-Plancarte et al., 2018).

Por otra parte, se ha reportado que el aumento de la altura al incrementar la superficie de
analisis es proporcional con la resolucién espacial (cantidad de pixeles), ya que, en cada pixel

existe informacion en las dimensiones x, y, z (Band, 1989).

Por lo que al analizar un area de muestreo de 1 um, la distancia entre dos pixeles es de 1.953
nm, en cambio, cuando el area de muestreo mide 0.7 uym, la distancia entre dos pixeles es de

1.367 nm, por lo tanto, la resolucion se mejord 1.42 veces. Es decir, entre mas pequena es el
area de muestreo, tenemos una menor distancia entre los pixeles y una mejor resolucion, por
lo que es mejor utilizar un area de escaneo de 0.7 um?. Los valores obtenidos bajos estos
criterios en células MDA-MB-231 tratadas con DHT demostraron que la rugosidad de la
membrana incrementa después de la incubacion con DHT en comparacién con las células no

tratadas (vehiculo).

Posteriormente, se obtuvieron los parametros de altura, Ra, Rmax, RMSjrq, calculando el
promedio y la desviacion estandar a partir de cuatro diferentes mediciones. En las células
MDA-MB-231 tratadas con DHT (Grafica 5) la altura incremento 2.8 veces con respecto a las
incubadas con el Vh en un area de escaneo de 0.7 um?. A su vez, la altura de estas células
incubadas con DHT, pero con una area de escaneo de 1 um? incremento 4.3 veces con
respecto a las incubadas con el Vh. Mientras que cuando se compararon ambas areas de
escaneo se observo un incremento en la altura de 1.8 veces en las células MDA-MB-231

tratadas con DHT, con un area de escaneo de 1 um? con respecto a 0.7 ym?2.

En la Grafica 6 observamos que la rugosidad de las células MDA-MB-231 calculada mediante
el factor Ra después de la incubacién con DHT en un area de escaneo de 0.7 ym? incremento

3.5 veces con respecto a las incubadas con el Vh (a). En cambio, la rugosidad de estas células
al analizar un area de escaneo de 1 ym? incremento 1.5 veces en comparacion con las que se
incubaron con DHT, pero con un area de escaneo de 0.7 um? (b). Por su parte, la rugosidad
de las células MDA-MB-231 incubadas con DHT incremento 3.8 veces, con respecto a las
incubadas con el Vh (c) al escanear un area de 1 ym?. Se ha informado que las células MDA-
MB-231 muestran una forma parecida a la de un huso regular con nucleos en forma eliptica y
una membrana suabe y fluida (Jung et al. 2018). El incremento en la rugosidad de la

membrana plasmatica podria atribuirse a cambios en la expresion de proteinas como Cav-1 la
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cual se asocia con la formacién de vesiculas, el AR tiene la capacidad de interactuar con esta
proteina (Bennett et al., 2010; Qian et al. 2019). Los cambios en la altura y el incremento de la
rugosidad superficial en estas células se asocia en respuesta a la estimulaciéon hormonal con
DHT, como se ha demostrado anteriormente en células MCF-7 (Lara-Cruz et al., 2019; Zbiral
et al., 2021).

También se ha observado que en la linea celular de cancer MDA-MB-231 la Cav-1 se localiza
en las microvesiculas al igual que otras proteinas de adhesion como la proteina asociada con
Ras 1 (Rap-1A), CYR61 (inductor angiogénico rico en cisteina) y tenascina. En consecuencia,
la colocalizacion de las microvesiculas con Cav-1y otras proteinas de adhesion podrian estar
involucradas en el desarrollo del CaM (Mughees et al., 2020). Ademas, recientemente se
demostré que DHT incrementa la presencia total de CD9 en las pequefas vesiculas
extracelulares doble positivas para CD9 y CD63 (S-EV) aisladas de células de CaP (Martens-
Uzunova et al., 2021). Estas evidencias nos hacen suponer que el hecho de una mayor
rugosidad en la membrana plasmatica en células MDA-MB-231 por efecto de DHT podria ser

causado por la formacion y/o presencia de vesiculas intracelulares y extracelulares.

Con base en la literatura podrian existir dos diferentes mecanismos de como el AR ligado a la
membrana plasmatica podria ser el responsable del incremento de la rugosidad superficial en
células MDA-MB-231. 1) EI AR membranal potencia la actividad transcripcional del AR en
presencia de bajos niveles de andrdégenos al aumentar su translocacion al nucleo. 2) EI AR
membranal activa las cascadas de sefalizacion de AKT, ERK y Src promoviendo la

proliferacion, la invasion y la supervivencia celular (Li et al. 2018; Zarif et al. 2015).

Por ultimo, en la Grafica 8 demostramos que al utilizar el factor RMSrq cuya area de escaneo
fue de 0.7 um? la rugosidad de las células MDA-MB-231 incubadas con DHT incremento 3.4
veces con respecto a las incubadas con el Vh (a). Mientras que, al analizar un area de escaneo
de 1 um? la rugosidad de estas células incubadas con DHT incremento 1.5 veces, con respectoa
las incubadas con DHT, con un area de escaneo de 0.7 ym? (b). Cuando se escanea un area de 1
pum? la rugosidad de las células MDA-MB-231 incubadas con DHT incremento 3.9 veces,con

respecto a las incubadas con el Vh (c).

Al analizar estos resultados (Tabla 4) demostramos que la rugosidad de la membrana
plasmatica incremento hasta 4.3 veces dependiendo del factor que se utilice para calcular la

rugosidad, como ya se habia mencionado, RMSrq es el parametro que se caracteriza por

86



tener mayor precision. De igual forma, demostramos que el tratamiento con DHT incremente

la rugosidad de las células de manera evidente.

De manera interesante, actualmente ningun estudio ha cuantificado los cambios en la
rugosidad de la membrana plasmatica posteriormente a la incubaciéon con DHT en la linea
celular MDA-MB-231.

Por otro lado, para conocer el papel que juega DHT en el CaM, particularmente en el CMTN,
en un estudio realizado en el 2016 utilizaron las lineas celulares MDA-MB-231 y Hs578T, estas
se incubaron durante 24, 48 y 72 h con diferentes concentraciones de DHT que fueron de 0.1
a 100 nM, con el objetivo de estudiar el papel del AR en el CMTN y observaron que al incubar
estas lineas celulares con DHT incrementaba significativamente la expresién del AR (Zhu et
al., 2016). Mientras que, un afno después estudiaron el papel que desempefia el AR en la
proliferacion celular en el CMTN, utilizando las mismas lineas celulares las cuales fueron
incubadas con 100 nM de DHT durante 24, 48 y 72 h demostraron que la activacién del AR
mediante DHT promovia la proliferacion celular en el CMTN (Shen et al., 2017). Con base en
estos antecedentes en el presente trabajo se utilizaron dos concentraciones diferentes de DHT
(1 nM o 100 nM), para poder estudiar su efecto sobre los cambios en la rugosidad de la

membrana plasmatica y en la migracién en células MDA-MB-231.

Finalmente, se analizé el efecto de la incubacién de DHT en las células MDA-MB-231 en un
parametro bioldégico como su capacidad de migracién después de ser estimuladas con 1 0 100
nM de DHT.

Como sabemos DHT promueve la metastasis mediante la activacion de AR en el CaM
(Bahnassy et al., 2020; Feng et al., 2017); sin embargo, no se ha reportado que esta hormona

esteroide induzca la migracion de las células MDA-MB-231, proceso previo a la metastasis.

Debido a que la migracién celular involucra moduladores del citoesqueleto de actina
encargados de coordinar la motilidad celular (Sahai et al. 2007) y la dinamica de los filamentos
de actina tienen un papel decisivo en la regulacion de la membrana (Chang et al., 2017),
nuestros resultados sugieren que el incremento en la rugosidad de la membrana plasmatica
de las células MDA-MB-231 posterior al tratamiento con DHT en combinacion con la
reorganizacion de los filamentos de actina estarian asociados con la migracion celular.
Ademas, la rugosidad de la membrana plasmatica como parametro citolégico, que esta

relacionado con los mecanismos celulares, especificamente en la adhesion y motilidad celular,
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implicaria que a lo largo de la cascada metastasica cambiaria (Metsiou, Kozaniti, y Deligianni
2021).

Conclusiones
En el presente estudio se demuestra que para cuantificar la rugosidad es mejor utilizar el

parametro RMSgrq y que la rugosidad, medida por RMSRq, ya que este parametro se
caracteriza por tener mayor precision y permite que se obtenga una mejor caracterizacién de

la rugosidad en comparacion con Ra y Rmax.

Las lineas celulares que presentan mayor rugosidad en la membrana plasmatica son: T47D
(Luminal A; AR++) y MCF-7 (Luminal B; AR++) en comparacion con MDA-MB-231 (CMTN;
AR+), donde la rugosidad de la linea celular MDA-MB-231, es la segunda menos rugosa. La
rugosidad de la membrana plasmatica podria reflejar las diferentes condiciones fisiologicas de
las células como cambios en la composicion de lipidos, la adhesion celular, entre otros, que

estarian reflejando el fenotipo de las células.

También se demostré por primera vez, mediante la utilizacién del AFM que la rugosidad
nanomeétrica de la membrana plasmatica de las células MDA-MB-231 incubadas con 1 nM de
DHT se modifica hasta poco mas de 4 veces, en comparacion con aquellas células que fueron
incubadas con el Vh. Asi como también se determind que el tratamiento con DHT incrementa
la migracion de estas células, lo cual puede estar asociado con el aumento de la rugosidad

nanomeétrica de sus membranas plasmaticas.

Por lo tanto, el AR podria ser un punto de referencia en los subtipos del CMTN con AR positivo,
ya que los pacientes que sean detectados con CMTN y expresion del AR podrian beneficiarse

con las terapias dirigidas contra el AR.

Este enfoque podria brindan una visiéon novedosa del papel que juega el AR en el CMTN, a
nivel nanométrico, promoviendo el uso del AFM para el diagndstico temprano del CaM al
incrementar la investigacion a nivel nanométrico. Estos hallazgos también pueden tener

implicaciones al momento de escoger el tratamiento y/o la terapia de los pacientes con CMTN.
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Perspectivas
Actualmente, se llevan a cabo experimentos en los que la utilizacion del AFM de alta resolucion

son cruciales al momento de observar los cambios en la morfologia bidimensional y
tridimensional, a nivel nanométrico, de las células cancerosas al estimularlas con hormonas.
También, seria prudente analizar las modificaciones que presentan en su estructura con la
manera en la que dichas modificaciones podrian afectar la respuesta que las células
cancerosas muestran ante los agentes terapéuticos. Ademas, seria interesante realizar
experimentos relacionados con el efecto de mas hormonas y agentes terapéuticos sobre la

rugosidad, a nivel nanométrico, de la membrana plasmatica de células de CMTN.

Un punto importante para continuar con esta linea de investigacién es el hecho que
demostramos que el AR podria ser un objetivo eficaz en los subtipos del CMTN con AR
positivo, por lo tanto, los pacientes que expresen el AR podrian beneficiarse con las terapias
dirigidas al AR. Sin embargo, es importante realizar mas estudios donde se trabaje a nivel
nanomeétrico, ya que, lamentablemente existen pocos grupos de trabajo donde se realice
investigacion a nivel nanométrico. El realizar investigacién a nivel de nanémetros nos permitiria

crear terapias mucho mas dirigidas, beneficiando asi a los pacientes.
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