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Resumen

La elevada incidencia de enfermedades crénico-degenerativas, como el cancer,
alcanzada recientemente en nuestro pais nos obliga a estudiar nuevas lineas de
investigacion que estén encaminadas a prevenir, detectar y tratar estas

enfermedades.

Actualmente se analizan agentes que inhiben la desacetilacién de las proteinas
histonas y las no histonas como principales objetivos de las terapias epigenéticas
dirigidas al tratamiento del cancer; el acido butirico es capaz de llevar a cabo esta
reaccion quimica, por lo tanto, es necesario estudiar sus efectos en distintas

células.

El 4cido butirico pertenece a la familia de los acidos grasos de cadena corta
(AGCC) y contribuye de manera importante en los procesos de salud y
homeostasis del sistema digestivo, sin embargo, sus efectos son diferentes en

otros tejidos.

En la cavidad oral el acido butirico esta presente en el fluido crevicular de
bolsas periodontales de pacientes que cursan con periodontitis cronica, estos
niveles de acido butirico, producido por bacterias periodontopatégenas, se

relacionan con la severidad de esta enfermedad.

Con el propdsito de analizar los efectos del acido butirico sobre el
adenocarcinoma de mama, la linea celular MCF-7 fue estimulada con dicho acido
y se estudiaron los efectos de éste sobre la morfologia, migracién, expresion de
moléculas relacionadas con la inflamacién (IL-6 y TNF-a) y proliferacion de dicha

linea celular.

Por medio del ensayo de migracidon celular se observé que la adicidon de
diferentes concentraciones de acido butirico en la linea celular MCF-7 inhibe las

caracteristicas migratorias de esta linea celular.

Ademas, el ensayo de AlamarBlue® demostro que al estimular las células
MCF-7 con acido butirico durante cortos periodos de tiempo, es decir <5 horas, la



tasa de proliferacion en dicha linea celular se incrementd; contrariamente, el
estimulo sostenido por mas de 5 horas disminuia considerablemente la tasa de

proliferacion de las células MCF-7.

Mediante un ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) se observo
que el acido butirico inhibe la expresion de IL-6 y TNF-a en las células MCF-7, en
comparacion con la expresion de estas citocinas producidas por las células
estimuladas con el lipopolisacarido bacteriano de E. coli. Lo anterior sugiere que el
acido butirico tiene la capacidad de alterar las moléculas relacionadas con la

inflamacion en células de carcinoma de mama.

Una investigacion exhaustiva, la creacion de nuevos disefios experimentales y
estudios adicionales son requeridos para establecer la posible utilidad del acido

butirico como un agente terapéutico para terapia oncoldgica.



Summary

In Mexico, the incidence of degenerative and chronic diseases, such as cancer,
has been increasing in the last decades. Therefore, it is critical to establish a

sustainable research aim to prevent, detect and treat these diseases.

Nowadays, the histone deacetylase inhibitors have emerged as new group of
therapeutic agents for cancer treatment, and this therapy is known as an
epigenetic therapy. Among these agents, butyric acid is capable to inhibit the
removal of acetyl groups from lysine residues from histone and non-histone

proteins.

Butyric acid is an acid of short fatty chain that contributes different normal and
pathological process in the digestive tract; however, their effects over other types

of tissues are different.

In the oral cavity, the butyric acid is present in the crevicular fluid and in the
periodontal pockets of chronic periodontal patients, and it is a byproduct of

periodontopathogenic bacteria.

In the present study, the effects of treatment with butyric acid, on MCF-7 human
breast cancer cells were analyzed. Cell migration was inhibited by low
concentrations of butyric acid (dilution 1:10,000 of 1M). Cell proliferation was also
inhibited after low period of exposure (= 5 h), suggesting that activities of butyric
acid increased over time. Our data also showed that expression of the
inflammatory cytokines IL-6 and TNF-a was also inhibited with butyric acid, and
that the expression of IL6 and TNF-a was lower in cells treated with butyric acid,
compare with cells treated with a lipopolysaccharide of E. coli. The data suggest
that butyric acid could have an effect over inflammatory mediators in the MCF-7

cell line.

Due to its effectiveness as a dietary supplement, butyric acid should be
considered for use in combination strategies with cancer treatment, especially in
breast cancer; however, more studies are required to elucidate de properties of

butyric acid in breast cancer and other types of cancer.



Introduccion

En las ultimas décadas Meéxico ha atravesado por una transicidon
epidemioldgica, la cual se relaciona con un aumento en la frecuencia de las
enfermedades crénico-degenerativas, como la diabetes, la hipertension y el
cancer;, ademas de observarse un incremento en el numero de muertes

relacionadas con las mismas.

El cancer, ocupa el tercer lugar como causa de muerte en nuestro pais, por lo
tanto, la mejora de los procesos de diagnostico, el desarrollo de nuevos
tratamientos, y métodos de seguimiento de la enfermedad es de suma importancia
para salvar vidas y reducir los costos tanto sociales como econdémicos de dicha

enfermedad.

En afos recientes, la investigacion no solo del cancer, sino de muchas
enfermedades, se ha centrado principalmente en la transcripcién de genes, el

control epigenético de la expresidon génica, la gendmica y la biologia molecular.

La evolucién de dicha investigacion ha dado como consecuencia las llamadas
terapias dirigidas, las cuales se disefian con el objetivo de atacar las células
tumorales sin dafiar a las células sanas; y las terapias epigenéticas, las cuales se

centran en la expresion de genes relacionados con el proceso tumoral.

Los inhibidores de la desacetilacidn pertenecen a una clase emergente de
agentes terapéuticos utilizados para terapia epigenética, y actualmente existen
resultados prometedores sobre el efecto de estos inhibidores; sin embargo, su
utilidad no ha sido clarificada por completo, por lo que la exploracién de la funcion
de estos inhibidores representa una aportacion importante en el estudio del

cancer.

El acido butirico (AB), considerado como un inhibidor de la desacetilacion en
histonas y en proteinas no histonas, es un acido graso de cadena corta producido
por bacterias anaerobias ubicadas principalmente en el intestino y desempefia un

papel importante en la homeostasis del sistema digestivo, sin embargo, se ha



reportado diversos efectos de este acido graso en distintos tejidos y lineas

celulares de cancer.

Algunas bacterias periodontopatégenas son capaces de producir acido butirico
en el tejido gingival lo que puede repercutir en el comportamiento celular y el
desarrollo de células de carcinoma; esta informacion se aborda de manera

adecuada en la seccidon de marco teorico.

En el presente trabajo se estudio el efecto del acido butirico, un inhibidor de la
desacetilacion, en la linea celular MCF-7 derivada de un carcinoma de mama, con
la finalidad de ver el efecto de este acido graso de cadena corta sobre la
proliferacion, migracién, morfologia y la expresion de interleucinas sobre dicha

linea celular.

En el marco tedrico se mencionan antecedentes y se describen las bases
tedricas que sustentan el presente estudio, se abordan la descripcidon y
metabolismo del acido butirico y como el estudio de este agente podria significar

un avance importante en la terapia contra el cancer.

Posteriormente en la seccion de materiales y métodos se mencionan y
describen los materiales consumibles asi como los procedimientos utilizados en la
realizacion de los estudios in vitro de la linea celular MCF-7 de adenocarcinoma
de mama disefados para profundizar en el entendimiento del papel que

desempena el acido butirico en las enfermedades sistémicas.

En la investigacion se evaluaron las siguientes 3 caracteristicas de la linea
celular MCF-7 estimulada con diferentes concentraciones de acido butirico: la
migracion celular, la viabilidad celular y la expresion de interleucina 6 (IL-6) y

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

Los resultados obtenidos muestran que la estimulacion con acido butirico de la

linea celular MCF-7 inhibe la migracion de las células de carcinoma.

En cuanto a la viabilidad celular, el acido butirico mostré6 un efecto dual
dependiente de la concentracidn del estimulo y el tiempo de exposicion a él, es

decir, concentraciones elevadas de acido butirico en tiempos cortos estimulan la



viabilidad celular, sin embargo, en periodos largos de tiempo se observo una

inhibicidon de la proliferacién en la linea MCF-7.

Por ultimo, se observd la expresion de moléculas relacionadas con la
inflamacién, especificamente, IL-6 y TNF-a. Los experimentos del presente estudio
demostraron que la estimulacion de la linea celular MCF-7 con &acido butirico,
aumenta la expresion de IL-6 a tiempos largos, sin embargo, su expresion se
encuentra por debajo de la estimulacion generada por un lipopolisacarido de E.
coli utilizado como control. Por otro lado, la expresion de TNF-a disminuye en las
células MCF-7 al ser estimuladas con el acido butirico, ambos efectos dependen

del tiempo de exposicion al estimulo.

Estos resultados sugieren que el acido butirico producto del metabolismo
anaerobio bacteriano puede modificar de manera importante el metabolismo vy la

movilidad de las células MCF-7 derivadas de adenocarcinoma de mama.



Marco teoérico

El presente estudio hace necesario la revision de conceptos relevantes para la

realizacion del mismo como son la migracion celular y el acido butirico.
1.1 Acido butirico
1.1.1 Definicion y generalidades

Los metabolitos de la microbiota humana se encuentran intimamente
relacionados con el hospedero, especialmente en aquellos tejidos conformados

por mucosas como el intestino y la nasofaringe [1].

Un metabolito que puede afectar a los procesos celulares son los acidos
grasos; estas moléculas son acidos carboxilicos aciclicos y con cadenas alifaticas

que se utilizan como criterio para su clasificacion [2].

Por lo tanto, los acidos grasos con cadena alifatica constituida por menos de 6
carbonos son llamados acidos grasos de cadena corta (AGCC), mientras que los
acidos grasos de cadena media y larga estan conformados por una cadena

alifatica de 6 a 12 carbonos y mas de 12 carbonos respectivamente [2].

Los AGCC incluyen acido férmico, acido valérico, acido caproéico y acido
butirico [1-3]; y cada uno de ellos puede tener efectos locales en el lugar de

produccion, asi como sistémicos a través de la circulacion sanguinea [1].

El acido butirico es un AGCC de cuatro carbonos, que se encuentra en los
aceites vegetales y las grasas animales, sin embargo, en los seres humanos se
producen por multiples bacterias anaerobias que se encuentran en el intestino y la

cavidad oral [2].

En el colon humano, la mayoria de las bacterias productoras de butirato son
anaerobias y pertenecen al género Clostridium grupos IV y XIVa [4],
numéricamente, dos de los grupos mas importantes parecen ser Faecalibacterium

prausnitzii (Clostridium IV) y Eubacterium rectale (Clostridium XlIVa) [5].



Estas bacterias productoras de AB utilizan polisacaridos fermentables (fibras
dietéticas o almidon resistente) para producir niveles elevados de este metabolito

en el colon humano [3, 4].

El mecanismo de produccion que utilizan estas bacterias es un metabolismo
fermentativo, es decir, obtienen energia en forma de ATP a través de la
fosforilacidon a nivel sustrato mediante la degradacién de un sustrato oxidativo. Las
moléculas reducidas resultantes (NADH), son transferidos a intermediarios
metabdlicos lo que lleva a la formacion de grandes cantidades de productos

finales reducidos como el butirato [5, 6].

Después de haber sido producido en la luz del colén ( 20mM ), el AB y en
general los AGCC, son transportados a través del epitelio por distintos
mecanismos como difusion, atravesando directamente la barrera epitelial,
transporte de baja afinidad controlado por intercambiadores de AGCC/ HCO3 [4], o
bien, utilizando transporte activo mediado por dos receptores principales: el
transportador de monocarboxilato 1 (MCT-1) y el transportador de

monocarboxilato 1 acoplado a sodio (SMCT-1) [3, 4, 6].

Una vez transportados al epitelio, el butirato, representa el sustrato de energia
preferido para las células del colon. Los colonocitos exhiben una gran capacidad
para metabolizar el AB oxidandolo completamente en CO, o utilizandolo como
precursor de cuerpos cetdnicos o lipidos, por lo tanto, cantidades insignificantes
de butirato (4-10mM) estan presentes en la sangre periférica: 30mM en la vena

porta y 12mM en la vena hepatica aproximadamente [4, 6].

Estos datos sugieren que el AB puede ser absorbido desde el intestino y
totalmente metabolizado en el colon o en el higado, o que hace improbable un

efecto directo del butirato a través de la circulacion sanguinea [6].

Como se menciond anteriormente, otro sitio de produccion de AGCC es la
cavidad oral donde han sido especificamente detectados en el fluido crevicular

presente en las bolsas periodontales [2, 7, 8].



El metabolismo de bacterias periodontopaticas, como las Porphyromonas,
Prevotella y el Fusobacterium spp., se caracteriza por la producciéon de AGCC, por
ejemplo, acido acético, acido propionico y acido butirico como principal
subproducto de su metabolismo anaerobio [8-10]. Sin embargo, la produccion de
AB en la cavidad oral se atribuye principalmente a Porphyromonas gingivalis y

Fusobacterium nucleatum [2].

Los efectos del AB en los tejidos donde se produce este metabolito bacteriano
pueden ser tanto beneficiosos como perjudiciales, lo que se conoce como la
paradoja del butirato; dichos efectos contrastantes se relacionan con la ubicacion

del tejido (cavidad oral o intestino) y la concentracion (alta o baja) de AB [2].

Esta idea se explica con las caracteristicas propias de cada uno de los tejidos,
es decir, el AB entrara en mayor cantidad en el tejido oral que en el tejido intestinal
debido a que la capa de mucina de la cavidad oral es mas delgada en
comparacion a la mucosa intestinal (figura 1) y el AB tendra mayor retencion en
los tejidos gingivales debido a la baja permeabilidad de las células escamosas que
constituyen el epitelio oral, en contraste con la alta permeabilidad del epitelio

cilindrico del intestino [2].
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tejidos, la constitucion celular de cada
uno de ellos y cémo estas
caracteristicas afectan la
concentraciéon de AB y el tiempo en
que este metabolito bacteriano se
encuentre en contacto con las células
de cada tejido. Este fenémeno puede
explicar los distintos efectos del AB
presentados en la cavidad oral y en el
intestino.

Fuente: Tomado [2].



De esta manera, el AB tiene funciones y efectos variados tanto en el tejido oral

como en el tejido intestinal.
1.1.2 Efectos del acido butirico en células intestinales

En el intestino delgado, el AB aumenta la proliferacion, diferenciacion,
maduracién y reduce la apoptosis de los enterocitos normales, mediante su

influencia en la expresién génica y la sintesis proteica [6].

Mientras que el butirato es un promotor clave de la salud y la integridad del
colon, este sustrato metabdlico proporciona entre un 60 y 70% de energia
necesaria para la proliferacion y diferenciacion de colonocitos [3].

Ademas, el AB participa en el mecanismo de defensa de las células epiteliales
del colon mediante la produccion de mucina (MUC), la mejoria de la permeabilidad
intestinal y la modulacién de citoquinas inflamatorias, promoviendo una barrera

epitelial eficaz [3, 6].
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La comprensién de los mecanismos moleculares que subyacen a los efectos
protectores del AB en el colon ha sido dificil debido a que interactuan con multiples

moléculas de senalizacion expresadas por el epitelio del colon [4].

Sin embargo, podemos mencionar que las células pueden ser afectadas por el
AB en tres formas diferentes: uniéndose a receptores celulares que regulan la

proliferacion y diferenciacion celular, entrar en las células por medio de



transportadores especificos e implicar directamente en el metabolismo celular; o
bien, puede inhibir la actividad de las enzimas que desacetilan las histonas

(HDAC) en los nucleos celulares [1].

Los inhibidores de la desacetilacidn pertenecen a una clase emergente de
agentes terapéuticos utilizados en la llamada terapia epigenética. Actualmente
existen resultados prometedores sobre el efecto de estos inhibidores sobre la
leucemia, sin embargo, su utilidad no ha sido clarificada por completo. Por lo
anterior, la exploracién de funcién de estos inhibidores representa una aportacion

importante en el estudio del cancer.

Como hemos revisado, el AB en células normales del tracto digestivo actua
como un factor de supervivencia; sin embargo, es un inductor de la apoptosis en

células de carcinoma de colon humano [6].

La apoptosis es un importante proceso regulador contra el cancer, pero varios
mecanismos pueden llevar a la células a un estado proapoptético [6]; por ejemplo,
la expresién del transportador de butirato SMCT-1 en células de cancer de colon

es esencial para la funcion antitumoral del AB [3].

En la linea celular de cancer de colon humano RKO, el butirato indujo la
apoptosis a través de un mecanismo que implicaba la quinasas c-Jun N-terminal

(JNK) y las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) [6].

También se ha reportado que la activacién del acido hidroxicarboxilico 2 o
receptor de acido graso libre (GPR109A) inducida por el AB puede inhibir
directamente el crecimiento del cancer de colon mediante la induccion de

apoptosis [3].
1.1.3 Efectos del acido butirico en la cavidad oral

Los efectos del AB en el epitelio oral son distintos a los ya descritos

anteriormente.

Los AGCC contribuyen de manera importante en las interacciones ecoldgicas y

biolégicas de la microbiota oral. Especificamente, la acumulacion de AB en el



tejido gingival se ha correlacionado con la iniciacion y establecimiento de la

enfermedad periodontal [2].

Podemos definir a la periodontitis como una infeccion que provoca la
destruccién de los tejidos periodontales como resultado de la interaccién entre las
bacterias anaerobias y la respuesta especifica de los mecanismos inmunoldgicos
del huésped [10].

La periodontitis cronica es una enfermedad de progresion generalmente lenta
que induce una inflamacioén de los tejidos periodontales a través de mediadores
inflamatorios como prostaglandina E2, el tromboxano B2, las interleucinas (IL-1,

IL-6,IL-8, IL-17), el factor de necrosis tumoral (TNF) y las colagenasas [11].

Estos mediadores inflamatorios, asi como las citoquinas involucradas y las
toxinas bacterianas presentes en la periodontitis cronica han demostrado tener un

potencial de transformacion maligno in vitro [11].

De igual manera, se ha descrito que la estimulacién continua de la proliferacion
celular mediada por moléculas involucradas en la inflamacion crénica puede ser
responsable de la presencia de carcinoma de células escamosas poco
diferenciado, y por lo tanto se ha tratado de establecer que la periodontitis crénica,
y el posible papel que desempefia el AB en esta enfermedad, representa un perfil

clinico de alto riesgo para el cancer oral [12].

Como mencionamos anteriormente, los acidos grasos de cadena corta (AGCC)
como el acido acético, acido propionico, y el acido butirico (AB) son los principales
productos metabdlicos de las bacterias periodontopatégenas gram-negativas [8-
10].

El AB ha sido detectado en el fluido crevicular de las bolsas periodontales [7,
8]. La concentracién media de AB recolectado en sitios con periodontitis severa es
de 2.6 mM, en contraste con los 0.2 mM en los sitios con periodontitis leve e

indetectable en los sitios sanos [7].



Debido a estos datos, las elevadas cantidades de este producto bacteriano se
han relacionado con el grado de destruccion periodontal, lo que impacta de

manera directa en la severidad de la periodontitis crénica [8-10].

Ademas, se ha demostrado que concentraciones elevadas de AB suprimen la
diferenciacion osteoblastica, y alteran la formacién de nédulos de mineralizacién

en la linea celular de osteoblastos de raton ROS17/2.8 [8].

El AB también posee efectos negativos en la reparacion y regeneracion de los
tejidos periodontales al inducir el arresto del ciclo celular en diferentes fases de
este proceso, promoviendo de esta manera la inhibicion del crecimiento de

fibroblastos gingivales humanos [7].

Sin embargo, se ha descrito que las células epiteliales y los fibroblastos
gingivales humanos sanos son resistentes a la induccion de apoptosis producida
por la estimulacion de acido butirico, mientras que los fibroblastos gingivales
humanos inflamados, presentes en pacientes adultos con enfermedad periodontal,

son altamente susceptibles a la apoptosis inducida por el AB [10].

En estudios in vitro, la estimulacion con AB de células del sistema inmunitario
como, monocitos y macréfagos, aumenta significativamente la fragmentacion del
DNA celular y disminuye la viabilidad celular de manera dosis dependiente. Esta
accion puede comprometer el sistema inmune innato de los tejidos periodontales
[10].

Los efectos del AB no se limitan al establecimiento de la periodontitis cronica,
sino que también se encuentran relacionados con la generacién y progresion del

cancer oral de células escamosas (COCE).

Siguiendo esta linea de investigacién, se ha reportado el incremento de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en cultivos de fibroblastos gingivales
humanos estimulados con acido butirico, lo cual puede inducir alteraciones

genéticas y epigenéticas que contribuyan al proceso de carcinogénesis [7].

La estimulacién de las lineas celulares de COCE con AB, mostré un ligero

aumento en la expresion de la deaminasa de citosina inducida por activacion
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(AID). Esta enzima participa de manera activa en la producciéon de anticuerpos
especificos por parte de las células B. También se ha reportado que la expresion
de AID, induce mutaciones del gen p53 en células de cancer; por lo tanto, dichos
resultados sugieren que el acido butirico, puede actuar como un factor de

desarrollo del cancer oral a través de la induccion en la expresion de AID [13].

Por el contrario, multiples estudios han demostrado que el AB induce el arresto
del ciclo celular y la apoptosis de las células de cancer oral en una forma

dependiente de la dosis y el tiempo [14].
1.1.4 Efectos del acido butirico en distintas lineas celulares

Resultados diferentes, que soportan la paradoja del acido butirico, también se

han reportado en distintos tejidos y lineas celulares.

Experimentos realizados en ratones han demostrado que altas concentraciones
de AB en sangre periférica aumentan el estrés oxidativo mitocondrial de manera
gradual después de 60 y 180 minutos de ser inyectado, asi como la actividad

catalitica de las enzimas antioxidantes catalasa y superéxido dismutasa [15].

El butirato de sodio, el cual es la sal del acido butirico, ha demostrado suprimir
la proliferacion celular e inducir el bloqueo del ciclo celular en las fases G1/S y
G2/M in vitro en varias células como células de cancer de colon, neuroblastoma,
leucemia y mieloma. También puede inducir la apoptosis in vitro de algunas

células de cancer de mama y cancer de colon [16].

El tratamiento in vitro de células de hepatoma humano con AB, aumento la
expresion de genes inhibidores del ciclo celular y parecié remitir el fenotipo

maligno a través de la inhibicion de la HDAC [3].

Bailon y colaboradores evaluaron los efectos del butirato en la proliferacion y
estados de activacion de diferentes lineas celulares involucradas en la
enfermedad inflamatoria intestinal: células epiteliales intestinales, macréfagos y
linfocitos T. Las concentraciones bajas de butirato inhibieron la proliferacion de
todas las células inmunitarias, mientras que indujo la apoptosis sélo en linfocitos T

activados, células epiteliales no diferenciadas y macréfagos [6].



El butirato también puede inhibir la producciéon de IL-2 y la proliferaciéon de
linfocitos en cultivo [3]. Ademas, un estudio reciente demostré que este compuesto
fue capaz de inhibir el crecimiento celular y la migracion e invasion de la linea
celular HT1080 de fibrosarcoma [6].

Otro efecto interesante del AB y de otros AGCC como el acetato es que poseen
propiedades bacteriostaticas y/o bactericidas dependiendo del estado fisiolégico

de las bacterias y de las caracteristicas fisico-quimicas del ambiente externo [3, 6].

El AB, en concentraciones micromolares es capaz de ejercer efectos
bactericidas y/o bacteriostaticos sobre algunos microorganismos orales ademas

de modular la formacion del biofilm [3, 9].

Sin embargo, no todas las interacciones microbianas del AB son beneficiosas,
debido a que se ha reportado que el butirato es capaz de reactivar infecciones

virales latentes [1, 9].
1.2 Migracion e invasion celular
1.2.1 Definicién

La gran mayoria de células eucariotas, bajo las condiciones apropiadas de su
medio ambiente celular, son capaces de realizar algun tipo de movimiento, y
gracias a esta accion, cumplen funciones importantes de la fisiologia normal

humana [17].

Los procesos fisiolégicos que involucran la migracidon e invasion celular
incluyen la morfogénesis embrionaria, desarrollo del sistema nervioso, asi como la
cicatrizacion de heridas; también hay situaciones patoldégicas, como la
tumorogénesis, proceso en el que el movimiento celular desregulado es altamente

significativo [17-19].

La migracion celular se define como el movimiento dirigido de las células sobre
un sustrato como la membrana basal, fibras de la matriz extracelular (ME) o bien
placas de plastico. Mientras tanto, el proceso de invasion implica el movimiento

celular con reestructuracion del entorno, por lo general, este tipo de movimiento



involucra la degradacion de la ME por medio de metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MMP) [18].

El movimiento celular se basa en el establecimiento de fuerzas fisicas de
protrusion que conducen a la produccion de extensiones de la membrana
citoplasmatica celular y las fuerzas de traccion que permiten que la célula se
contraiga y se deslice hacia delante. Estas deformaciones del cuerpo celular se

producen a través del citoesqueleto de actina-miosina [17].

Gracias a estos cambios morfologicos, las células muestran polaridad
direccional, con un borde de ataque en la parte delantera y un borde de retraccion

en la parte posterior del cuerpo de la célula [18].

Esta bien establecido que las sefiales quimicas y mecanicas pueden inducir la
migracion celular [17, 19], sin embargo, la polaridad celular, definida como el
resultado de la especializacion funcional y estructural de regiones distintas de la
célula, es un requisito indispensable para todos los tipos de locomocion celular
[17].

Figura 3. Migracion de un hepatocito.

Desplazamiento de un hepatocito
cultivado en una placa durante 24
horas. Se observa la posicion de la
célula en un periodo de tiempo de 8,
12 y 14 horas. La linea roja indica la
polaridad de la célula y las lineas
verdes indican la trayectoria seguida
por la misma.

Fuente: modificada de [17].

1.2.2 Modelos migratorios

Los dos tipos principales de movimiento son la migracion celular colectiva y el
movimiento celular individual, subdividido en movimiento ameboide y mesenquimal
[18].
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La migracion ameboide se caracteriza por células de cuerpo elipsoidal que se
adhieren de manera débil al sustrato y utilizan la presion hidrostatica creada por la
acumulacion de vesiculas de propulsidon en el borde delantero de la célula para

lograr la locomocion celular [17, 18].

El movimiento ameboide permite que las células viajen a través de diferentes
entornos de tejido, independientemente de la composicion quimica de la matriz
extracelular (MEC) [17], por tal motivo, este tipo de migracién se observa en
leucocitos, células madre hematopoyéticas y algunas células tumorales in vivo e in
vitro [17, 18].

Por otro lado, la migracion celular de tipo mesenquimal implica una fuerte
adhesion celular a la MEC, contractilidad del citoesqueleto y cuerpos celulares

alargados en forma de uso, ademas de extensiones citoplasmaticas [17, 18].

Estas protuberancias planas, llamadas lamellipodia, se estabilizan mediante la
creacion de nuevos puntos de contacto (adhesiones focales) con el sustrato, lo
que favorece el mantenimiento de la polaridad celular y permite el avance de la
célula [17].

Es bien reconocido que en varios procesos bioldgicos, por ejemplo, la
gastrulacion, cicatrizacion de heridas y la metastasis del cancer, las células migran
colectivamente o en grupos, preservando uniones célula-célula funcionales [18,
19].

El movimiento celular colectivo incluye uniones adherentes formadas por
interacciones homotipicas de cadherinas entre las células adyacentes, lo que
permite un proceso continuo de comunicacion entre las células por medio de su

citoesqueleto [17].

En la migracién colectiva, se ha observado que algunas células podrian
comportarse como ceélulas “lider”, siendo capaz de arrastrar “seguidores” en la

direccion apropiada [19].

Por lo tanto, los requisitos necesarios para la motilidad celular colectiva se

pueden resumir en: la disponibilidad de espacio, la capacidad para estabilizar las
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protuberancias de la membrana citoplasmatica para generar las fuerzas fisicas y la
comunicacién intercelular necesaria para asegurar la coordinacién espacial de las

fuerzas generadas [17].
1.2.3 Importancia de la migracién / invasion en el cancer

La progresion del cancer se manifiesta por medio de la metastasis lo que

implica una serie de procesos que originan el movimiento celular [18].

La migracion de células de cancer, puede cambiar entre diferentes
comportamientos moviles para adaptar su morfologia a la topografia y a las
limitaciones de su microambiente, siendo las formas mas estudiadas la transicion
epitelio-mesenquimal (TEM), mientras que el movimiento celular colectivo en el

modo mesenquimal es menos entendido [17, 20].

La TEM es un evento biolégico en el que las células epiteliales pierden sus
caracteristicas fenotipicas propias y adquieren propiedades de células

mesenquimales [21-23].

En el curso de este proceso, las uniones intercelulares mediadas por
cadherinas presentes en las células epiteliales, se rompen, lo que conduce a la
pérdida de la polaridad apical-basolateral y a la adquisicion de un fenotipo

migratorio carente de polarizacién celular con alta movilidad [17, 21].

La capacidad de las células tumorales de invadir tejidos locales, ganglios
linfaticos regionales y provocar metastasis a 6rganos distantes, esta pues
influenciada por la TEM [22].

Los factores moleculares y los sistemas de sefalizacién que intervienen en la
TEM, son diversos y complejos, e incluyen la expresion de proteinas relacionadas
con la reorganizacion del citoesqueleto y la producciéon de MMPs. Estas moléculas
se utilizan como biomarcadores para demostrar que una ceélula ha cursado por

este proceso [22].
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Planteamiento del problema

El acido butirico, un acido graso de cadena corta producido por bacterias
anaerobias localizadas principalmente en el intestino y en la cavidad oral, ha
demostrado diversos efectos en sus tejidos de origen, sin embargo la relacion que

guarda con diferentes enfermedades sistémicas como el cancer no es clara.

De esta manera, y con la finalidad de obtener mas datos relacionados con este
problema, se examinod la asociacién entre el acido butirico, y la produccién de
citocinas inflamatorias, caracteristicas morfolégicas y migratorias de las células de
carcinoma de mama a fin de establecer si existe un cambio en dichas

caracteristicas.
Justificacion

Las aportaciones tedricas que brindara esta investigacion estan enfocadas al
analisis de la informacion existente sobre los efectos del acido butirico, como

inhibidor de la desacetilacion, en el cancer.

De igual manera, la recoleccién, sintesis y presentacién de la informacion
revisada aportard nuevas bases tedricas para elaborar y realizar modelos
experimentales que permitan un mejor entendimiento de los diversos mecanismos
utilizados por el acido butirico para interactuar con células de adenocarcinoma de

mama.

Ademas del marco conceptual, el presente trabajo tiene una aportacion
operacional, ya que los modelos de migracion, viabilidad celular y cuantificacién de
expresion de interleucinas propuestos permitiran abordar la relacién entre el acido
butirico y la morfologia migratoria, proliferacion celular y respuesta inflamatoria de

las células de cancer de mama.

Por otro lado, los resultados obtenidos con el presente trabajo pueden apoyar
el desarrollo a largo plazo de nuevos farmacos que constituyan una terapia
epigenética dirigida a atacar células tumorales de cancer de mama, eliminando o

atenuando de esta manera los efectos adversos de la quimioterapia convencional.
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Hipotesis
La estimulacion con acido butirico en la linea celular MCF-7 de

adenocarcinoma de mama debera mostrar efectos sobre la viabilidad celular,

expresién de interleucinas, migracién y morfologia celular.
Objetivo General

Investigar la influencia del acido butirico en la proliferacion, morfologia,
migracion, y sobre la produccién de IL- 6 y TNF-a en la linea celular MCF-7 de

carcinoma de mama.
Objetivos especificos

Revisar conceptos generales acerca de la migracion celular, produccién de
interleucinas y la relacién del acido butirico con enfermedades sistémicas como el

cancer.

Realizar ensayos de migracion in vitro en la linea celular de carcinoma de
mama MCF-7 estimulada con acido butirico para determinar si existe algun cambio

en la motilidad celular.

Analizar por medio de un ensayo la viabilidad/proliferacion en la linea celular
MCF-7 estimulada con acido butirico para determinar si existe alguna alteracion en

la actividad metabodlica de estas células.

Examinar mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) la
expresion de la citocina IL-6 y el TNF-a en la linea celular MCF-7 estimulada con

diferentes concentraciones de acido butirico.
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Material y métodos

2.1 Materiales

2.1.1 Reactivos de cultivo celular

El material plastico asi como el medio de cultivo RPMI 1640 utilizado para
realizar el cultivo de las lineas celulares fue adquirido a la empresa Corning (Life
Sciences, USA, New York). El suero fetal bovino (SFB) se adquirié a Gibco

(Thermo Fisher scientific, US).

De igual manera, se utilizaron soluciones antibidticas de penicilina y
estreptomicina de la marca Gibco (Thermo Fisher scientific, US, Carlsbad). Para la
criopreservacion celular se utilizé dimetilsulfoxido (DMSO) adquirido en Sigma-

aldrich, asi como una solucion de tripsina al 0.025%.
2.1.2 Reactivos para el ensayo de migracion celular

Para la realizacion del ensayo de migracion celular se utilizo acido butirico
adquirido a la empresa Sigma-aldrich, una solucién de formaldehido al 10%,
buffer de fosfatos salinos (PBS); para realizar la tincién celular se utilizé

hematoxilina de Harris y soluciones de alcohol a diferentes concentraciones.
2.1.3 Reactivos para el ensayo de viabilidad celular

En la realizacién de este ensayo de viabilidad celular se utilizé acido butirico en
distintas concentraciones adquirido a la empresa Sigma-aldrich, de igual manera,
se empleo el colorante alamarBlue® (ThermoFisher DAL 1100), el cual es un

indicador redox que permite medir la actividad metabdlica y la alteracion celular.
2.1.4 Reactivos de ensayo ELISA

Para la realizacién del ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas se
emplearon los siguientes Kits: Human IL-6 Standard ABTS ELISA Development Kit
(PeproTech, USA 900-K16) y Human TNF-a Standard ABTS ELISA Development
Kit (PeproTech, USA 900-K25).
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De acuerdo a las instrucciones del fabricante se utilizé como muestras los
cultivos celulares después de 24 y 48 horas de incubacién de la linea celular MCF-
7 estimulados con diferentes concentraciones de AB (1:1000, 1:5000 y 1:10000)
partiendo de una soluciéon 1M. También se empleé PBS Tween como solucion de
lavado, buffer de bloqueo, buffer de dilucion de anticuerpos, anticuerpo de captura,
anticuerpo de deteccion, avidina peroxidasa, una solucion de peréxido de
hidrégeno al 3% y acido 2,2 azino bis (3-etilbenzo tiazolin-6 sulfénico) (ABTS)
adquirido a Sigma- Aldrich vy lipopolisacaridos (LPS) de E. coli como grupo control

positivo.
2.2 Métodos

2.2.1 Cultivo celular

Para los experimentos realizados con modelos celulares en el presente estudio

se empleo la linea celular MCF7.

La linea celular MCF7 son células tumorales de adenocarcinoma de mama
estrogeno dependientes procedentes de un derrame pleural de un paciente de
sexo femenino de 69 afos de edad con adenocarcinoma de mama metastasico
[24]. Esta linea celular fue adquirida a través de American Type Culture Collection
(ATCC) con el numero de catalogo HTB-22, y fue mantenida en medio RPMI 1640
suplementado con L-glutamina, suero fetal bovino (SFB) al 10% y un coctel

antibiético de penicilina y estreptomicina al 1%.

Las células fueron mantenidas en un incubador New Brunswick (Galaxy 14s,
Eppendorf Company) a un ambiente saturado de humedad con 95% de aire y 5%

de CO; a 37°C de temperatura.

Para la realizacion de los experimentos, las células fueron separadas del
sustrato mediante incubacion con tripsina al 0.25%. Todas las centrifugaciones se

realizaron a 5000 rpm durante 5 minutos.
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2.2.2 Ensayo de migracion celular (ensayo de raspado)

Mediante conteo celular en camara de Neubauer, se sembraron 50,000 células/
ml en placas de 46 pozos, manteniendo las mismas condiciones de incubacion

antes descritas.

En un periodo de tiempo de 24 horas previo a la realizaciéon del ensayo de
migracion celular, se procedio a retirar el medio de cultivo suplementado con 10%
de SFB y en seguida se colocé medio RPMI 1640 con 1% de SFB, dejando de

esta manera, las células en ayuno.

Transcurridas las 24 horas de ayuno, se reemplazé el medio de los cultivos
celulares y se anadieron los siguientes tratamientos: concentraciones de AB al
1:1000, 1:5000 y 1:10,000, asi como medio RPMI 1640 suplementado con 10% de
SFB carente de AB.

Posteriormente con una punta de micropipeta de 200 pl, se realizé un raspado
en la parte central de la monocapa celular de cada uno de los pozos de cultivo.

Este procedimiento se realizo a intervalos de 2 y 3 horas durante 48 horas.

Transcurridas las 48 horas, las células fueron fijadas con formaldehido al 10%

durante 20 minutos a temperatura ambiente o bien, a 4°C durante toda la noche.
2.2.3 Tincién de hematoxilina en células de cultivo

Una vez fijadas las células del cultivo se aplicaron 2 lavados con alcohol a una
concentracion del 100% y en seguida un lavado con alcohol al 96% durante 2
minutos, posteriormente se tifleron con hematoxilina durante 5 minutos y
finalmente se utilizaron alcoholes seriados en sentido ascendente para aclarar la
tincion.

Los resultados fueron observados en un microscopio invertido (Axi Vert. A1

Zeiss).
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2.2.4 Ensayo de viabilidad / proliferacion celular utilizando alamarBlue®

Las células MCF-7 se tripsinizaron a partir de los cultivos en aproximadamente

80% de confluencia.

Para la realizacién de este ensayo se sembraron 50,000 células/ ml en placas
de 46 pozos, manteniendo las mismas condiciones de cultivo e incubacién antes

descritas.

Una vez transcurridas las primeras 24 horas de incubacion, se procedié a
remover el medio de cultivo suplementado con SFB y en seguida se colocdé medio
RPMI 1640 sin SFB, dejando de esta manera, las células en ayuno.

Posteriormente, 24 horas después, se anadieron los distintos tratamientos de
acido butirico, los cuales incluyen las siguientes concentraciones: 1:1,000,
1:5,000, 1:10,000 y 1:20,000., y también se adicioné la solucion de alamarBlue®
(50 pl/pozo); una vez terminado el lapso de tiempo de cultivo establecido para este
ensayo (0, 1, 3, 5, 7, 24 y 48 horas) se procedi6 a realizar la medicion de
absorbancia de cada una de las muestras con métodos espectrofotométricos

(ChroMate Awareness Technology Inc) a 570 nm.

Es importante tener en cuenta, que el alamarBlue® se incubo en las muestras

durante 1-4 horas antes de realizar las lecturas de absorbancia.
Este ensayo se realizo 8 repeticiones por cada tratamiento de acido butirico.
2.2.5 Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

En la elaboracion del ensayo se utilizaron microplacas de plastico tratado de 96
pocillos, en cada pozo se colocaron 100ul de anticuerpo de captura 1:100, y se

incubo a 20°C durante toda la noche.

Posteriormente se realizaron 3 lavados con una solucion de PBS Tween
seguido de la colocacién de 300ul de buffer de bloqueo en cada pozo y se

procedio a incubar durante 1 hora.
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Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron 3 lavados con PBS Tween
y se colocaron 100ul por pozo de las muestras de los diferentes cultivos celulares,
asi como 100ul de las soluciones estandar de los controles positivos. Una vez
terminado este procedimiento, las placas se cubrieron en su totalidad y se

incubaron durante toda la noche a 20°C.

Después de los 3 lavados correspondientes se colocaron 100ul de anticuerpo
de deteccion y se incubo durante 2 horas, tras este periodo de tiempo y realizados
los 3 lavados posteriores a este, se colocaron 100ul/ pozo de la solucién de

avidina y se incubo por 30 minutos.

Por ultimo, y después de 3 lavados con PBS Tween, se adicionaron 100ul de la
solucion de ABTS en cada pozo, se monitoreo la reaccion colorimétrica y se

realizaron las lecturas en un espectofotometro para microplacas cada 5 minutos.
2.2.6 Analisis estadistico

Las diferencias entre los grupos de cada experimento fue evaluado
estadisticamente a partir de la media estandar. Se aplic6 un ANOVA de una cola,
seguido de un test de Tukey para analizar las relaciones entre los diferentes
grupos experimentales una p < a 0.05 fue considerada estadisticamente

significativa.
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Resultados

3.1 El acido butirico inhibe la capacidad migratoria de las células MCF-7

Los resultados del estudio de migracion realizado en la linea celular MCF-7, se
obtuvieron a partir de microfotografias tomadas durante el ensayo (figura 4). Las
imagenes fueron analizadas con el programa Imaged con la finalidad de obtener
datos cuantitativos acerca de la distancia de la zona acelular, con respecto a dos
variables: el tiempo y la concentracion de acido butirico empleado como estimulo
(figura 5).

Las células MCF-7 sin estimulo de acido butirico alcanzaron el cierre total del

raspado después de 48 horas.

Por otro lado, las células MCF-7 estimuladas con las diferentes
concentraciones de AB no alcanzaron el cierre total después de 48 horas de

duracién del ensayo; lo que se tradujo en espacios vacios y visibles.

La inhibicién de la migracién fue mayor a menores concentraciones de AB
(figura 6).

La maxima inhibicién en el cierre de la herida se observo con la dilucion de AB
1:10,000, debido a que después de 48 horas de ensayo la brecha aun era

perfectamente visible (figura 5y 6).

La tabla 1 muestra que a menor dilucion el AB logra el menor porcentaje de
inhibicion de la migracion en las células MCF-7, mientras que a mayor dilucion se

observa mayor efecto inhibitorio sobre la migracién en las células MCF-7.
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Figura 4. Microfotografias realizadas durante el ensayo de migracién en la linea celular
MCF-7.
Fuente: elaboracién propia.
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Figura 5. Microfotografias del ensayo de migracion celular realizado en células MCF-7
estimuladas con AB analizadas con el programa ImagedJ.
Fuente: elaboracién propia.
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Tabla 1. Ensayo de migracion celular en la linea MCF-7

Tratamiento

Tiempo i -
: . Acido butirico

(horas) Sin tratamiento 1:1000 1:5000 1:10000
0 horas 426.04 um 720.21 pm 773.96 pm 730 pm
3 horas 478.13 ym 637.5 uym 723.96 ym 776 um
6 horas 390.62 ym 450.0 ym 519.79 ym 542 pm
12 horas 196.88 y m 445.57 ym 470.83 ym 456 um
24 horas 110.42 ym 234.63 ym 45417 um 376 um
48 horas 0 um 58.33 um 143.75 ym 418 um
MEDIA 267.015 424.373 514.41 549.66
% RZC 100% 91.91% 81.43% 46.14%

Distancia en micras de la longitud de la brecha en cada uno de los cultivos celulares.

% RZC= porcentaje de reduccion de la zona acelular; estos porcentajes fueron obtenidos a partir
de la distancia maxima y minima mostrada en cada cultivo.

Fuente: elaboracion propia.

A B
ook 1000
800+
1
» s 8004
S 600 E
: £ 600
= ]
o 400 ‘§ 4004
o ]
s ®
3 2001 a 20
a
0~
0~ Control 1:5,000
Control 1:1,000 Grupos
Grupos
[ % D
1000+ i 800+
o 1]
s 800+ ©
L2 k]
€ £
c 6004 c
@ @
o ]
'S 4004 S
< c
g g
a 2004 a
0+
Control 1:10,000 Control  1:1000 1:5000 1:10000
Grupos Grupos

Figura 6. Representacion grafica de la distancia promedio de la zona acelular de cada uno de los
tratamientos de AB contra el control a las 48 h. Las barras representan el promedio de los tres
experimentos. A, el grupo control cerro un 58.9% mas que las células estimuladas con AB 1:1000.
B, el tratamiento de AB al 1:5000 no tuvo diferencias significativas comparado con el grupo
control. C, las células estimuladas con AB al 1:10000 migraron un 105.85% menos que el grupo
control, con una diferencia estadisticamente significativa (p< 0.005). D, comparacion de los tres
grupos contra el control.

Fuente: elaboracion propia
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3.2 El acido butirico influye en la morfologia de la linea celular MCF-7

Las células MCF-7 mostraron una morfologia redonda y/o cuadrada y se
agruparon en aglomerados y hojas pequefias dentro de las primeras 24 horas

(figura 7a).

Después de 48 horas de cultivo se observé una morfologia poligonal, de
tamafo pequefio y con escaso espacio intercelular, que asemeja en conjunto, la

organizacion del tejido glandular (figura 7b).

Por el contario las células MCF-7 estimuladas con AB a diferentes
concentraciones y después de 24 y 48 horas mostraban una morfologia alargada,
aplanada con prolongaciones citoplasmaticas largas con escaso espacio

intercelular entre célula y célula.

a7 Soma

Figura 7. Ensayo de migracién de la linea celular MCF-7 sin tratamiento de &cido butirico. A.
Microfotografia de las células MCF-7 a las 24 horas de cultivo; B. 48 horas de cultivo. Tinciéon con
hematoxilina, 10x.

Fuente: elaboracion propia.

Ademas, dicha morfologia alargada en las células MCF-7 de tipo epitelial,
adquirida posterior al estimulo de AB, semejaba una morfologia de tipo
mesenquimal, y el desarrollo de numerosas prolongaciones citoplasmaticas

también esta asociada a los fenotipos mesenquimales (figura 8a).
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Figura 8. Ensayo de migracion celular de la linea celular MCF-7 estimuladas con acido butirico en
concentracion 1:1000. A. Microfotografia de la morfologia y comportamiento celular a las 24 horas
de ensayo; B. 48 horas de cultivo. Tincién con hematoxilina, 10x.

Fuente: elaboracion propia.

Las células MCF-7 estimuladas con AB en concentraciéon 1:5,000, a las 12
horas de cultivo, mostraron aglomerados de células pequefias y redondas que se
dirigian al centro de la zona del raspado, asi como células individuales pequefas
de forma ahusada y estrellada localizadas, de igual forma, en el centro del

raspado (figura 9a).

A tiempos mas largos, es decir, a las 24 horas, los aglomerados celulares del
centro fueron reemplazados por células individuales de forma estrellada (figura
9b), de tal manera que, transcurridas 48 horas, la morfologia pequefia, estrellada y
con prolongaciones citoplasmaticas mas pequefas se mantuvo y fue mas evidente

que en el tratamiento con AB 1:1,000 (figura 9c).

Por ultimo, las células MCF-7 estimuladas con AB en concentraciones
1:10,000, después de 12 horas en cultivo, mostraron una organizacion en
conglomerados celulares de forma circular, dotados en la orilla de los mismos de
pequefas prolongaciones citoplasmaticas alargadas y numerosas (figura 10a).
Transcurridas 24 horas en presencia del estimulo se aprecian células individuales
con prolongaciones citoplasmaticas alargadas y con polarizaciéon en direccién al

centro del raspado (figura 10b).
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Figura 9. Ensayo de migracion celular de la linea celular MCF-7 estimulada con &cido butirico en
concentracion 1:5000. A. Microfotografia de la morfologia a las 12 horas del ensayo; B. 24 horas;
C. 48 horas. Tincion con hematoxilina, 10x.

Fuente: elaboracion propia.

a b
Figura 10. Ensayo de migracion celular de la linea celular MCF-7 estimulada con acido butirico en

concentraciéon 1:10000. A. Microfotografia de la morfologia celular a las 12 horas del ensayo; B.
24 horas. Tincién con hematoxilina, 10x.

Fuente: elaboracion propia.

Otra observacion importante en cuanto a la morfologia de las células MCF-7
estimulada con AB a tiempos largos, fue la presencia de vesiculas en el
citoplasma, acompafadas de un incremento en la cromatina; lo anterior sugiere la

presencia de vesiculas apoptoéticas y por consiguiente una disminucion en la
viabilidad celular de la linea MCF-7.
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3.3 El acido butirico afecta la viabilidad celular de la linea MCF-7

Los resultados de viabilidad celular obtenidos en este ensayo se expresan en
porcentaje de absorbancia producida por el cambio de color del medio celular
como resultado de la reaccion de reduccion que sufre la resazurina presente en la

solucion alamarBlue®.

El nivel de absorbancia es proporcional al numero de células vivas y
corresponde al numero de células con actividad metabdlica, el control utilizado
para este estudio fue una soluciéon de peroxido de hidrégeno (H202) (datos no

mostrados).

La estimulacion de las células MCF-7 con AB en concentracion 1:1,000, mostro
un incremento de 23.9% en la viabilidad celular en la primera hora de iniciado el
estimulo con AB; y de 13.9% a un 3.6% a las 3 y 5 horas respectivamente. A partir
de las 7 horas, la viabilidad celular fue disminuyendo gradualmente hasta alcanzar
una disminucion del 29.5% de la tasa de proliferacion a las 24 horas del estimulo,

comparado con la del grupo control a las 24 horas de ensayo (Tabla 2).

Tabla 2. Ensayo de viabilidad celular linea MCF-7 / AB 1:1000

Horas Media

0 100

1 123.93975
3 113.9963875
5 103.6269075
7 98.714875
24 89.208635
48 70.59248625

Relacién entre la viabilidad celular y el tiempo de exposicién al estimulo.
Se presenta el porcentaje promedio de la viabilidad celular; para
observar los datos completos dirijase a la seccién de tablas en anexos.
Fuente: elaboracion propia.

La dilucion de AB de 1:5,000 no disminuyd considerablemente la viabilidad en
la linea celular MCF-7 en la primera hora después de aplicado el estimulo.
Posteriormente, se observé un incremento en la proliferacién a las 3 horas
después de colocar el estimulo (Tabla 3). Una vez transcurridas 3 horas de
exposicion al AB, la viabilidad celular comenzé a disminuir de manera constante,

hasta alcanzar una disminucion de 28.2% al finalizar el ensayo. Esta tendencia de
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disminucion de la de viabilidad celular se observé también con diluciones de

1:1,000, pero sin diferencias significativas.

Tabla 3. Ensayo de viabilidad celular linea MCF-7 / AB 1:5000

Horas Media
0 100
1 96.03126125
3 98.378005
5 92.18778875
7 89.65483
24 80.5101375
48 71.74855375

Relacién entre la viabilidad celular y el tiempo de exposicion al estimulo.
Se presenta el porcentaje promedio de la viabilidad celular; para
observar los datos completos dirijase a la seccion de tablas en anexos.
Fuente: elaboracion propia.

La estimulacién de la linea celular MCF-7 con AB en diluciones de 1:10,000,
también tuvo un efecto sobre la viabilidad celular, mostrando una disminucién en
la primera hora de un 5%, seguido de un aumento de la viabilidad 2 horas mas
tarde. Sin embargo, las lecturas posteriores mostraron una disminucion constante

de la viabilidad celular, de hasta un 27% a las 48 horas del ensayo (Tabla 4).

Tabla 4. Ensayo de viabilidad celular linea MCF-7 / AB 1:10000

Horas Media
0 100
1 95.08753875
3 97.7832725
5 92.13139
7 89.44229375
24 80.44473625
48 72.97688

Relacién entre la viabilidad celular y el tiempo de exposicion al estimulo.
Se presenta el porcentaje promedio de la viabilidad celular; para
observar los datos completos dirijase a la seccién de tablas en anexos.
Fuente: elaboracion propia.

La linea celular MCF-7 de adenocarcinoma de mama estimulada con AB en
concentracion 1:20,000 mostréo un descenso marcado en la viabilidad celular
dentro de la primera hora de ensayo. Seguido de un incremento en la viabilidad,
pero sin lograr alcanzar un 100% después de 3 horas de cultivo. A partir de este

leve aumento en la proliferaciéon, y después de 3 horas de ensayo, la viabilidad
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celular sufre nuevamente un marcado descenso a las 5 y 7 horas de ensayo
(Tabla 5). Después de 24 y 48 horas de exposicion al estimulo, el registro de
absorbancia que se obtuvo fue inferior al registrado por el grupo control, y similar

al de las diferentes diluciones utilizadas.

Tabla 5. Ensayo de viabilidad celular linea MCF-7 / AB 1:20000

Horas Media

0 100

1 86.484795
3 94.5393125
5 90.03873125
7 88.73548125
24 78.37778
48 73.6271675

Relacién entre la viabilidad celular y el tiempo de exposicién al estimulo.
Se presenta el porcentaje promedio de la viabilidad celular; para
observar los datos completos dirijase a la seccidn de tablas en anexos.
Fuente: elaboracion propia.

Realizando una comparacién de los promedios de porcentajes de viabilidad
celular de cada una de las concentraciones a las distintas horas de cultivo
observamos una disminucion significativa entre los porcentajes presentados por el
AB 1:1,000 y AB 1:5,000 dentro de las primeras 7 horas de estudio, pero
transcurridas 24 horas, la diferencia entre ambos grupos disminuye; incluso al
llegar a las 24 horas de cultivo el porcentaje de viabilidad mostrado por la
concentracion 1:5,000 (71.74) es superior al valor mostrado por las células
estimuladas con AB 1:1,000 (Tabla 6).

Los datos obtenidos entre el AB 1:5,000 y 1:10,000 fueron muy similares entre
si y para el término del estudio, el AB en concentracion 1:10,000 mostré un
porcentaje de viabilidad celular ligeramente superior al obtenido por el AB 1:5,000.
Este comportamiento se mantuvo aun con el AB 1:20,000 debido a que esta
concentracion obtuvo el porcentaje de viabilidad celular mas alto registrado a las

48 horas de ensayo (Tabla 6 y Figura 11).
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Tabla 6. Viabilidad celular (promedio %)

HORAS AB 1:1000 AB 1:5000 AB 1:10000 AB 1:20000
0 100 100 100 100
1 123.93975 96.0312613 95.0875388 86.484795
3 113.996388 98.378005 97.7832725 94.5393125
5 103.626908 92.1877888 92.13139 90.0387313
7 98.714875 89.65483 89.4422938 88.7354813
24 89.208635 80.5101375 80.4447363 78.37778
48 70.5924863 71.7485538 72.97688 73.6271675

Comparacion del promedio de porcentaje de viabilidad de los distintos
tratamientos de AB respecto al tiempo de exposicién al estimulo.
Fuente: elaboracion propia.
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Figura 11. Representacion grafica del comportamiento de la viabilidad celular respecto a
las horas del ensayo realizado a la linea celular MCF-7.*Datos estadisticamente
significativos.

Fuente: elaboracion propia.

3.4 El acido butirico afecta la expresion de IL-6 y TNF-a en la linea MCF-7

Los niveles de absorbancia obtenidos de las lecturas realizadas durante las 48
horas de estudio, fueron sometidos a un analisis de varianza simple (ANOVA)
seguido por un test de Tukey, por lo cual, los resultados se expresan en variacion
estadisticamente significativa (P<0.05) a partir de la comparacion de las medias

de los diferentes grupos de estudio.
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3.4.1 Medicién de IL-6 en células MCF-7

La deteccion de IL-6 en los medios de cultivo de 24 horas de la linea celular
MCF-7 estimulada con diferentes concentraciones de AB mostré variaciones
importantes en la concentracion de esta citocina. Comparados con el grupo
control, la concentracion de AB 1:1,000 y 1:5,000 mostraron un descenso en la
expresion de IL-6, siendo el AB en concentracion 1:1000 la que presento el nivel
de expresion mas bajo. Por otro lado, la expresion de IL-6 en las células MCF-7
estimulas con AB en concentraciones 1:10,000 exhibié un comportamiento similar
al grupo control. Es importante mencionar que la expresion de IL-6 registrada en
los cultivos celulares de la linea MCF-7 estimulada con AB se ubicaron por debajo
del control positivo de LPS (figura 12a).

Una comparacion entre los datos obtenidos del AB en concentracion 1:1,000 y
el AB en concentracion 1:5,000 reveld que las altas concentraciones de AB
disminuyeron la expresion de IL-6 en la linea celular MCF-7; sin embargo, y como
se menciono anteriormente, ambas concentraciones se encuentran por debajo de

los datos arrojados por el grupo control (figura 12a).

La expresion de IL-6 en células de adenocarcinoma de mama MCF-7 demostré
ser mayor al ser estimulada con concentraciones bajas de AB; debido a que la
expresion de IL-6 registrada por el medio suplementado con AB en concentracion
1:10,000 aumento 6 veces en comparacion con la lectura de absorbancia
obtenida en el AB 1:1,000 y casi el doble a la expresién mostrada por el AB
1:5,000 (figura 12a).

Por otro lado, la expresion de IL-6 en las células MCF-7 a 48 horas de cultivo
disminuye en comparacion a la expresion observada en el grupo estimulado con
el LPS de E.Coli. Las células estimuladas con AB en concentraciones 1:1,000 y
1:5,000 mostraron una disminucién en la produccion de IL-6 en comparacion con
el grupo control, mientras que la dilucién 1:10,000 de AB mostré un incremento en

la expresion de IL-6 (figura 12b).
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Los niveles de absorbancia presentados por el AB en diluciones de 1:1,000 y
1:5,000 sobre la expresion de IL-6 no mostraron diferencias significativas entre
ellas. En contraste, con la diluciéon de AB 1:10,000 la expresion de IL-6 es similar
a la que se observa sin el estimulo de AB, por lo que dicha concentracion parece
no tener efecto sobre la expresion de la citocina IL-6 en la linea MCF-7 (figura
12b).

Para el analisis estadistico se utilizd un test de Tukey, mismo que hace una
comparacion entre los diferentes grupos de estudio; dicha prueba reveld que la
dilucion de AB 1:1,000 fue la que tuvo mayor efecto sobre la expresion de IL-6 en
la linea celular MCF-7 de adenocarcinoma de mama en un periodo de 24 y 48
horas de cultivo.
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Figura 12. Nivel de la expresion de la IL-6 (ng/mL) a las 24 y 48 horas de estimulo con acido butirico en la
linea MCF-7.A, a las 24 horas la concentracion de acido butirico 1:1,000 muestra la mayor inhibicién de la
citocina IL-6 comparado con el control; y ninguna de las concentraciones alcanza la expresion lograda con
el lipopolisacarido de E. coli (p< 0.005). B, a las 48 horas del estimulo la mayor expresién de IL6 se observo
con las concentraciones de 1:10,000 y esta expresion fue mayor que la estimulada por el lipopolisacarido
de E. coli (p< 0.005). (*) Significancia estadistica (p<0.05).

Fuente: elaboracion propia.
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Los dos grupos experimentales con diluciones de AB a 1:1,000 y 1:5,000
provocaron una disminucion en la expresion de IL-6 a las 24 horas del estimulo
comparados con el control, pero fue menor a la sobreexpresion de |IL-6 provocada
por el LPS de E.coli; mientras que el peroxido de hidrégeno también disminuyé la
expresion de IL-6 en las células MCF-7. No se observaron diferencias

significativas entre el control y la dilucion de 1:10,000 a las 24 horas del estimulo.

Por el contrario, después de 48 horas, la dilucion 1:10,000 incremento
significativamente los niveles de IL-6 en las células MCF-7, superando incluso a la

expresion estimulada con LPS de E.coli y al peroxido de hidrogeno (figura 13).

IL-6
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0
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Control  AB 1:1000 AB 1:5000 AB 1:10000 LPS

24 Horas 48 Horas

Figura 13. Representacion grafica de las concentraciones de IL-6 obtenidas con las muestras de
cultivo celular a 24 y 48 horas de incubacion de la linea celular MCF-7. Se observé incremento en
la expresion de IL-6 a las 24 horas con diluciones de 1:1,000 y 1:5,000. Sin embargo, después de

48 horas, la dilucion de 1:10,000 fue la que provoco un mayor efecto en la expresion de IL-6.
Fuente: elaboracion propia.

3.4.2 Medicion de TNF-a en células MCF-7

La expresion de TNF-a en las células MCF-7 de adenocarcinoma de mama, a
las que se agregd AB en las tres diluciones 1:1,000, 1:5,000 y 1:10,000, después
de 24 horas de estimulo, disminuyd con respecto al grupo control, y con respecto
a la expresién alcanzada con el LPS de E.coli y con el peroxido de hidrégeno

(figura 14a).
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Después de 48 horas, la dilucion de 1:1,000 disminuyd considerablemente la
expresion de TNF-a con respecto al grupo control. Por otro lado, la estimulacién
con diluciones de 1:5,000 y 1:10,000 mantuvo la expresion del TNF-a muy similar
al del control, y siempre por debajo de la expresion alcanzada al estimular las
células MCF-7 con LPS de E.coli y con peroxido de hidrégeno.

Es decir, en las primeras 24 horas, la diferencia entre la expresion de TNF-a
obtenidas en el sobrenadante de las células MCF-7 suplementadas con AB diluido
1:1,000 y en 1:5,000 no fue significativa, mientras que, el AB 1:10,000 registré

una expresion de TNF-a dos veces mayor a la mostrada por el AB 1:1,000.

A las 48 horas, la concentracién de TNF-a obtenida con las diluciones de AB
1:5,000 y 1:10,000 no mostraron un descenso significativo en relacion a la
concentracion mostrada por el grupo control, sin embrago, la expresion de TNF-a
con diluciones de AB 1:1,000 disminuy6 aproximadamente a la mitad (figura 14a y
figura 14b).

Para finalizar, la expresion de esta citocina en las células estimuladas con AB
en diluciones de 1:5,000 y 1:10,000 fueron muy similares, por lo tanto, no se

mostré diferencia significativa entre ambas concentraciones (figura 14b).

Analizando la expresion de TNF-a obtenida en las diferentes muestras del
estudio en los tiempos registrados observamos que a las 48 horas, la expresion
de TNF-a era mayor a las 24 horas de cultivo; y la mayor diferencia en relacién
con la expresion del TNF-a se presentd con la concentracion de 1:5,000, a las 48

horas, y fue 5 veces superior a la registrada a las 24 horas (figura 15).

Por otro lado, la expresion de TNF-a en células de MCF-7 estimuladas con una
dilucion de AB de 1:1,000 a las 48 horas fue significativamente superior a su
homologa de 24 horas, mientras que la expresion de TNF-a en células MCF-7
estimulados con una dilucion de AB 1:10,000 a las 48 horas fue superior en

comparacion a la mostrada en el cultivo de 24 horas (figura15).

34



20007

15004

10004

pg/ml

TNFa 24 hrs.

25001

20004

15004

pg/ml

10001

5009

T T T T =
Control 1:1000 1:5000 1:10000 LPS

-
H202

TNFa 48 hrs.

*

I

E R A S S
L

Control 1:1000 1:5000 1:10000 LPS

H202

20007

TNFa 24 hrs.

~~— 1000 %
=3
*
500 = —i—
o
<L
0 T . T T ™
Control 1:1000 1:5000 1:10000 LPS
TNFa 48 hrs.
25001 .
2000 :l:
s
g 15001 % %
—
*
D, 400-
o

500

<+

T T T T T
Control 1:1000 1:5000 1:10000 LPS

Figura 14. Nivel de la expresion de TNF-a (pg/mL) a las 24 y 48 horas de estimulo con acido
butirico en la linea MCF-7. A, comparados con el grupo control la expresion de TNF-a se inhibi6
utilizando diluciones de AB de 1:1,000, 1:5,000 y 1:10,000 a las 48 horas. B, Después de 48
horas la expresion de TNF-a disminuyd de manera significativa con la dilucion de AB 1:1,000,

con respecto al control, al lipopolisacarido de E. coli y al peréxido de hidrégeno. (*) Datos
estadisticamente significativos (p<0.05).
Fuente: elaboracion propia.
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Figura 15. Representacion grafica de las concentraciones de TNF-a obtenidas con las muestras de
cultivo celular a 24 y 48 horas de incubacién de la linea celular MCF-7.La expresion de IL6 aumento
después de 48h en relacidon a las obtenidas con las muestras de 24 horas, los porcentajes de aumento

fueron 344.42% para el AB 1:1000, 402.43% y 185.87% para el AB 1:5000 y 1:10000 respectivamente.
Fuente: elaboracion propia.
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Discusioén

En el presente estudio, el AB un metabolito de bacterias anaerobias, mostro
tener un efecto sobre la migracién, morfologia, viabilidad celular y expresion de
moléculas relacionadas con la inflamacion en las células MCF-7 de

adenocarcinoma de mama.

En los ensayos de migracion celular, la adicion de AB en cualquiera de las
diluciones/concentraciones utilizadas inhibié la migracion de las células MCF-7

impidiendo el completo cierre de la brecha acelular creada.

Los resultados mostraron que la inhibicién de la migracion celular se relaciona
con la concentracién de AB utilizada como estimulo; es decir, concentraciones
bajas de acido butirico provocaron una mayor inhibiciéon de la migracion celular en

comparacion con concentraciones altas.

Esto sugiere que el AB podria ser un potente inhibidor de la migracion de
células de carcinoma de mama, sin embargo, se requieren estudios adicionales
para investigar esta posibilidad y conocer los mecanismos de inhibicion en la
migracion de células MCF-7, asi como las condiciones necesarias por las cuales

se lleva a cabo este comportamiento.

En la revisidn de la literatura que se llevé a cabo para la realizacion de la
presente investigacién, no se encontré otro estudio en el que se investigara los

efectos del AB en la migracion de las células MCF-7.

Sin embargo, Miyazaki y colaboradores (2010) reportaron que la estimulacion
con AB de las lineas celulares HSC-2 y HSC-4 de carcinoma oral de células
escamosas (COCE) de lengua, inhibi6 la migracion de estas células; mientras que
las concentraciones bajas de butirato de sodio utilizadas en la estimulacién de la
linea celular HSC-3 promovié ligeramente la migracion celular [25]; se requieren
estudios adicionales para investigar las repercusiones del AB en la migracion de

diferentes lineas celulares.
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Por otro lado, los efectos del AB en la morfologia de las células MCF-7
mostraron cambios principalmente en aquellas células cercanas a la brecha
creada, como un aumento en el numero y longitud de prolongaciones

citoplasmaticas en comparacion con el grupo control.

Estas caracteristicas fenotipicas son distintivas de las células que atraviesan
por la TEM, evento biologico en el cual las células epiteliales pierden sus
caracteristicas fenotipicas propias como la polaridad y la adhesion célula-célula, y
adquieren propiedades de células mesenquimales con un alto grado de motilidad
celular, lo que promueve la migracion, repercutiendo de esta manera en los

procesos de invasion y metastasis del cancer [22].

Estudios adicionales que evaluen la expresién de biomarcadores relacionados
con la TEM, son necesarios para evaluar si el AB es capaz de inducir este evento

biologico en las células de adenocarcinoma de mama.

Otros cambios morfolégicos importantes presentados por las células MCF-7
estimuladas con AB en diferentes concentraciones, en comparacién con el grupo
control, fue la presencia de vesiculas citoplasmaticas y fragmentacién celular

ocasional.

Ying Wang y colaboradores (2016) observaron caracteristicas similares al
estimular las células MCF-7 con butirato de sodio durante un periodo de tiempo de
48 horas. Estos autores describieron una morfologia celular redondeada, con
nucleos apoptoéticos y con aumento de vacuolas citoplasmaticas, sugiriendo que

se trataba de caracteristicas relacionas con la apoptosis celular [26].

Esta informacion plantea la idea de que el AB disminuye la viabilidad celular de

la linea MCF-7 induciendo la apoptosis.

Tomando en cuenta lo anterior, se midioé la viabilidad celular de la linea MCF-7
de adenocarcinoma de mama estimulada con diferentes diluciones de AB. Los
resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que la estimulacion con

AB de la linea celular MCF-7 es capaz de afectar la viabilidad celular y que estos
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efectos dependen de la concentracién del estimulo y el tiempo de exposicion al

mismo.

Kuniyasu y colaboradores (2009) han documentado que Ilas altas
concentraciones de AB (5mM) son capaces de inhibir la proliferacién celular a

través de la citotoxicidad y la apoptosis de diversas lineas celulares [9].

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que este metabolito
bacteriano tuvo un efecto dual en la viabilidad de nuestra linea celular, es decir, a
concentraciones altas y tiempo de estimulacion corto, el AB mostré favorecer la
proliferacion celular de la linea MCF-7, en concordancia con la paradoja del

butirato.

Mientras que a concentraciones altas y tiempos largos, el AB disminuye la
viabilidad celular. Se requiere mas estudios para esclarecer los mecanismos

celulares que inician y regulan este proceso celular.

Es importante sefalar que aun la estimulacion con concentraciones medias y
bajas de AB disminuy6 la viabilidad celular de la linea MCF-7 desde la primera

hora de exposicidn al estimulo.

La relacion entre la concentracion del AB y el tiempo de exposicion de la linea
celular MCF-7 a este estimulo han sido descritas anteriormente. Por ejemplo, Ying
Wang y colaboradores demostraron que el aumento de las dosis de AB y el
aumento de los tiempos de incubacion de la linea celular MCF-7 estimulada con
este metabolito bacteriano, dio lugar a reducciones graduales en los niveles de

absorbancia de las células [26].

Andrade y colaboradores (2012) también reportaron un descenso significativo
en la proliferacion celular de la linea MCF-7 estimulada con una concentracion de
5mM de AB dentro de las primeras 48 horas de cultivo, mientras que
concentraciones inferiores de AB so6lo mostraron inhibir la proliferacién celular

después de 120 horas de cultivo [27].

Nuestros resultados sugieren que tanto la migracion como la viabilidad celular

se ven afectadas por el estimulo de AB a tiempos similares, sin embargo, en este
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estudio, no se utilizé un inhibidor de la proliferacion celular durante el ensayo de
migracion, lo que podria explicar esta relacion. Por lo tanto, se requieren estudios

posteriores mas especificos para validar esta posible relacion.

Los, resultados del presente trabajo, sugieren el posible papel del AB como un

potente inhibidor de proliferacion y migracién celular en la linea MCF-7.

Por otro lado, se ha reportado que la IL-6 puede modular la susceptibilidad, el
desarrollo y la progresion de una serie de enfermedades autoinmunes e

inflamatorias asi como de neoplasias malignas [28].

La IL-6 es una proteina soluble multifuncional sintetizada por macrofagos,
neutréfilos, queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales en respuesta a

estimulos como infeccién o trauma [28].

La naturaleza de la participacion de IL-6 en el cancer ha sido muy
controvertida, ya que se han descrito papeles dicotomicos para esta citoquina
tanto en las actividades promotoras y supresoras de tumores incluido el carcinoma

de mama [29].

Sin embargo, la IL-6 esta implicada en la progresion del cancer a través de la
disminucion de la adhesion y el aumento de la motilidad de las células cancerosas,
la induccién de la trombopoyesis, el aumento de la proliferaciéon de las células
cancerosas Yy la estimulacion en la expresion del antigeno especifico del tumor
[30].

Células de cancer expuestas a IL-6 o que segregan la citocina como factor
autécrino, muestran caracteristicas malignas, por ejemplo, una mayor capacidad

de invadir la matriz extracelular y un aumento de la resistencia a los farmacos [31].

La IL-6 promueve la proliferacion celular del carcinoma de prostata, carcinoma
de colon, leucemia, melanoma y carcinoma de células renales, mientras que
también se ha reportado que inhibe la proliferacion celular en lineas celulares de

melanoma y células de leucemia M1 [30].
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Estudios previos han mostrado que la IL-6 por si sola no tiene efecto
significativo en la proliferacion de células MCF-7, sin embargo, la presencia de IL-
1a e IL-6 en conjunto inhibieron el crecimiento de células de cancer de mama
MCF-7 [30].

El mecanismo molecular de accién de IL-6 sobre las células MCF-7 no se ha
aclarado por completo; sin embargo, estudios recientes han demostrado que una
disminucion en el RNAm y en la expresion de la proteina IL-6 se asocia con la
inhibicion de la proliferacion celular en estas células [30]. Por lo tanto,
tratamientos dirigidos a bloquear la IL-6 son candidatos potenciales para la terapia

contra el cancer.

En el presente estudio observamos que la estimulacion con altas
concentraciones de AB de la linea celular MCF-7 de adenocarcinoma de mama
disminuyen la expresion de IL-6 en tiempos largos, mientras que las
concentraciones bajas de AB con tiempo de estimulacion largo aumentan
significativamente la expresién de esta citocina en comparacién con el grupo
control de LPS.

Esto es relevante debido a que las altas concentraciones de IL-6 presentes en
el suero de pacientes con cancer de mama se asocian con un mal pronostico [30-
32], lo que sugiere que las concentraciones bajas de AB en estas células podrian

potencializar este dato clinico.

Teniendo en cuenta las posibles repercusiones de la IL-6 en el desarrollo y
mantenimiento del adenocarcinoma de mama, la presente investigacion se enfoco
en estudiar los efectos del AB en la expresion de citoquinas inflamatorias como IL-
6 y TNF-a en la linea celular MCF-7.

Al igual que la IL-6, los altos niveles de TNF-a presentes en el suero de
pacientes diagnosticados con diferentes tipos de cancer, incluyendo el cancer de

mama, se asocia con un comportamiento agresivo y un mal pronéstico [33-35].

El TNF-a es una citocina multifuncional implicada en apoptosis, inflamacion y

en los procesos de inmunidad innata [34]; esta molécula, es producida
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principalmente por macrofagos activados y es capaz de regular las células del

sistema inmune, inducir la produccioén de interleucinas y la muerte celular [35].

Inicialmente se describié que el tratamiento con anticuerpos dirigidos al TNF-a
inducia la muerte celular en células de cancer, estudios recientes han demostrado
que también puede ejercer actividades promotoras de tumores tales como la
induccion de transformacion, proliferacion, angiogénesis, invasion y metastasis
[33].

Por lo tanto, el TNF-a puede promover la proliferacion, supervivencia y
migracion de células tumorales, y de igual manera es capaz de inducir la muerte
de células cancerosas; el resultado de la respuesta celular dependera pues de los
diversos mecanismos de sefalizacidon que desencadene el TNF-a en las distintas
células [33, 36].

En el presente estudio se midio la expresién de TNF-a en la linea celular MCF-
7. Se observé que, la estimulacion de estas células con AB en cualquier
concentracion, disminuia la expresiéon de esta citocina proinflamatoria en tiempos

largos.

Wolczyk y colaboradores (2016) utilizando un ensayo de raspado y un ensayo
de migracién Transwell demostraron que la estimulacion de las células MCF-7 con
10ng de TNF-a durante 24 horas promueve la migracion de esta linea celular

acompanada de un aumento en la produccién de MMP-9.

Por otro lado, se ha probado que el tratamiento de células de cancer de mama
con un anticuerpo monoclonar para TNF-a combinado con otros agentes
quimioterapéuticos, por ejemplo, hexaoxido de arsénico (As4Og), withaferin A (WA)
y celastrol (cel) disminuyd la proliferacion celular al promover la apoptosis de las
células [35, 36].

Estos datos plantean la posibilidad de utilizar el TNF-a como diana terapéutica
en el cancer de mama, ya sea potencializando su débil actividad apoptotica con

otros agentes como se menciond anteriormente, o bien, disminuyendo las
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concentraciones de TNF-a con AB para disminuir la migracion de estas células,

estudios posteriores son necesarios para validar estas posibilidades.

42



Conclusiones

Los AGCC son importantes moléculas que se encargan del mantenimiento y

proteccion de diversos tejidos.

Sin embargo, los efectos de los AGCC como el acido butirico, estan
condicionados a las caracteristicas propias del tejido y a las condiciones fisicas y
quimicas del entorno subyacente en donde se produce o en donde es utilizado

como estimulo.

Conociendo el abanico de posibilidades que representa el estudio del AB en el
campo de la medicina evaluamos la capacidad de regulacion del acido butirico en
las distintas caracteristicas morfologicas, proliferativas y migratorias de la linea
celular MCF-7.

Concluimos que la concentracion y el tiempo de exposicion al acido butirico

tienen efectos significativos sobre la linea celular MCF-7.

En la serie de experimentos de proliferacidén celular observamos la dualidad del
AB, la capacidad de estimular la proliferacion de la linea celular MCF-7 en
concentraciones altas y tiempos cortos, mientras que el efecto se invierte con

concentraciones bajas.

El presente estudio demuestra la actividad antiinflamatoria del AB en las
células de adenocarcinoma de mama, debido a que la estimulacién con este acido
en concentraciones altas y medias disminuyo la expresion de IL-6 y TNF-a en 24 y
48 horas de cultivo. Aunque, las concentraciones bajas de AB en tiempos largos
incremento la expresion solo de IL-6, dicha expresion no supera a la estimulacion

con un lipopolisacarido de E. coli o con el peroxido de hidrégeno.

Por ultimo, el AB mostré una actividad inhibitoria en la migracion de la linea
celular de estudio, este efecto se presentd con cualquier concentracion de AB

utilizada como estimulo pero fue mas marcada con concentraciones bajas.

Los mecanismos moleculares mediante los cuales el AB ejerce este

comportamiento u otros distintos son variados, complejos y no se han esclarecido
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por completo, sin embargo estan condicionados de igual manera por las variables

expuestas anteriormente.

El AB presenta diferentes efectos en los distintos tejidos y lineas celulares en
los que se ha realizado su estudio, probablemente esto se deba a su accién como
inhibidor de la desacetilacién, lo que representa un mecanismo epigenético. Por lo
tanto, se requieren de mas estudios sobre las vias moleculares afectadas por el
acido butirico para clarificar su posible utilizacion como agente terapéutico en

diferentes tipos de cancer.
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Anexos

1. Glosario

Absorbancia. Relacion logaritmica entre la intensidad de la luz que incide
sobre una muestra y la intensidad de la misma luz que es transmitida por la misma
muestra. La absorbancia se emplea para la cuantificacién de acidos nucleicos y

proteinas, ademas de reacciones colorimétricas como las usadas en el test ELISA.

Acido butirico. Acido graso de cadena corta (4 carbonos) producido por

bacterias anaerobias y periodontopatogenas.

AID. Deaminasa de citidina inducida por activacion, es una enzima de 24kDa
que genera mutaciones en el DNA intercambiando las bases nitrogenadas C-G por
A-T, estos cambios son esenciales para originar la diversidad de anticuerpos por

parte de las células B.

Biomarcador. Sustancia bioldgica con la propiedad de ser medible de manera
objetiva, que indica un proceso biolégico natural, patolégico o de respuesta a un

tratamiento farmacoldgico.

Butirato de sodio. Es la sal producida a partir del acido butirico, mantiene las

mismas caracteristicas que el acido de cuatro carbonos antes mencionado.

Citotoxicidad. Alteracién de las funciones celulares basicas que conlleva un

dano celular.

DMSO. El dimetilsulféxido es liquido organico incoloro utilizado para la

criopreservacion celular.

Espectrofotometro. Instrumento usado en el analisis quimico que sirve para
medir, en funcién de la longitud de onda, la relacién entre valores de una misma
magnitud fotométrica relativos a dos haces de radiacién y la concentracién o

reacciones quimicas que se miden en una muestra.

HDAC. Enzimas implicadas en la eliminacién de los grupos acetilo de los

residuos de lisina en las histonas.
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Inmunohistoquimica. Técnica de laboratorio que permite detectar antigenos y
su localizacion en diferentes componentes celulares y extracelulares por medio de

anticuerpos especificos.

Interacciones homotipicas. Uniones o interacciones entre la misma molécula
presente en diferentes células, por ejemplo, la interaccién de las moléculas de E-
cadherina situadas en la membrana plasmatica de dos células continuas. Este tipo

de uniones son indispensables en la adhesion celular.

Invasién celular. Movimiento celular a través de una matriz tridimensional que

se acompana de una reestructuracion del microambiente.

Lamellipodia. Proyeccion citoesquelética de actina que se expresa
principalmente en el borde delantero de la célula que impulsa a ésta a través de

un sustrato.

LPS. Los lipopolisacaridos o endotoxinas son los principales constituyentes de

la membrana externa de las bacterias Gram-negativas.

Matriz extracelular. Red tridimensional compuesta por proteinas,
proteoglicanos y glucoproteinas que rodea todos los 6rganos, tejidos y células del

organismo.

Medio de cultivo. Formulacion de sustancias, en forma liquida, semisdlida o
sélida, que contienen constituyentes naturales y/o sintéticos destinados a
mantener la multiplicacién, o a preservar la viabilidad de los microorganismos o

lineas celulares.

Metaloproteinasas de la matriz extracelular. Familia de endopeptidasas
neutras dependientes de zinc, capaces de degradar los componentes esenciales

de la matriz extracelular.
Migracién celular. Movimiento celular dirigido sobre un sustrato.

PBS. Tampdn o buffer fosfato salino, suele utilizarse como solucién de lavado

celular o como agente diluyente.
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Polaridad celular. Propiedad determinada por regiones (extremos o dominios)

estructuralmente y/o funcionalmente diferentes.
SFB. Suero fetal bovino, sustancia utilizada en cultivos celulares.

Tripsinizacion. Procedimiento mediante el cual se aplica una solucién de

tripsina a células adheridas para que estas se suelten del sustrato.
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2. Tablas (datos crudos)

Ensayo de migracion celular linea MCF-7

HORAS NO TX AB 1:1000 AB 1:5000 AB 1:10000

0 426.04 720.21 773.96 736.46

3 478.13 637.5 723.96 509.38

6 390.62 450.0 519.79 582.38

12 196.88 445.57 470.83 377.08

24 110.42 234.63 454.17 380.21

48 0 58.33 137.5 219.79

Ensayo de migracion celular linea MCF-7
HORAS NO TX AB 1:1000 AB 1:5000 AB 1:10000

0 645.33 610.67 688.74 722.67

3 410.67 373.33 631.86 769.54

6 476.00 489.33 490.07 545.33

12 205.33 387.92 374.67 457.33

24 168.21 514.67 292.00 379.87

48 42.95 486.67 183.89 423.84

Tabla 2. Ensayo de viabilidad celular linea MCF-7
HORAS AB 1:1000 Media
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
1 127.3732 135.5785 134.9335 121.8607 119.4815 120.3028 116.0767 115.9111 123.93975
3 109.7184 116.6389 118.1527 112.4758 110.9619 111.9351 110.9619 121.1264 113.9963875
5 110.4351 110.0741 109.3521 103.7115 100.6882 99.96616 96.22081 98.56729 103.6269075
7 100.0939 100.7661 102.3873 99.38216 97.4446 98.6704 93.72765 97.24689 98.714875
24 93.13277 88.42381 84.76128 91.0399 90.51668 87.90059 86.33094 91.56311 89.208635
48 77.45665 63.58382 60.11561 71.6763 74.56647 64.73988 71.6763 80.92486 70.59248625
Tabla 3. Ensayo de viabilidad celular linea MCF-7
HORAS AB 1:5000 Media

0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
1 102.7783 93.84687 101.9465 94.70688 88.10172 107.1347 90.70995 89.02517 96.03126125
3 94.85019 91.71435 100.3649 98.90516 97.66164 105.0146 97.5535 100.9597 98.378005
5 102.3126 87.15075 94.59632 92.20472 90.17411 91.61809 89.40699 90.03873 92.18778875
7 93.88582 80.24384 90.32705 89.69437 89.29895 91.19697 91.71101 90.88063 89.65483
24 89.99346 67.49509 81.09876 79.5291 80.57554 77.95945 83.71485 83.71485 80.5101375
48 85.54913 55.49133 72.83237 69.9422 71.6763 68.20809 75.72254 74.56647 71.74855375

48



Tabla 4. Ensayo de viabilidad celular linea MCF-7

HORAS AB 1:10000 Media
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
1  100.6847 107.8079 98.99284 100.6247 98.71439 97.37151 83.50208 73.00219 95.08753875
3 96.47218 100.2027 99.22956 99.55395 99.01329 100.0405 96.03965 91.71435 97.7832725
5 101.8614 96.49156 91.88884 91.0766 89.81311 90.21923 88.73012 86.97026 92.13139
7  92.02735 89.85254 86.96598 87.55911 88.5872 89.89208 90.95972 89.69437 89.44229375
24 85.2845 79.5291 75.86658 73.77371 80.57554 81.09876 85.80772 81.62198 80.44473625
48  77.45665 68.20809 65.31792 81.50289 72.25434 69.9422 76.87861 72.25434 72.97688

Tabla 5. Ensayo de viabilidad celular linea MCF-7

HORAS AB 1:20000 Media
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
1  83.72765 93.04678 84.71102 88.36959 89.50805 93.46974 86.30768 72.73785  86.484795
3 87.44312 97.33724 92.74161 95.28272 95.87745 98.95923 95.60712 93.06601 94.5393125
5 96.13056 95.18294 89.58749 87.0605 88.41424 88.41424 87.19588  88.324 90.03873125
7  89.61529 88.82445 87.16369 84.94934 88.78491 88.42903 90.2875 91.82964 88.73548125
24 8476128 79.5291 79.00589 76.3898 83.19163 80.57554 58.2845 85.2845 78.37778
48  79.19075 73.4104 71.09827 65.31792 75.14451 71.6763 76.87861 76.30058 73.6271675
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