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Resumen. 

Los estrógenos (E2) son hormonas esteroides esenciales para el crecimiento y 

desarrollo de la glándula mamaria normal y para la mayoría de los canceres de 

mama. Ejercen sus efectos genómicos a través del receptor de estrógenos (RE), 

un factor de transcripción inducible por ligando. Se conocen dos tipos de tumores 

mamarios, los que expresan el RE (RE+) Y los que no (RE-); los últimos presentan 

un fenotipo más proliferativo e invasivo. Con el objetivo de establecer si la re

expresión del REa pudiera recrear el fenotipo hormono-dependiente y regular la 

proliferación celular, nos propusimos desarrollar una línea celular de cáncer de 

mama que nos permitiera establecer si en condiciones de re-expresión del REa, la 

estimulación estrogénica induce la disminución de la proliferación celular. Usamos 

la línea de cáncer de mama humano MDA-MB 231(REa-) para transfectarle de 

manera estable el gen que codifica para REa, usando el sistema de regulación de 

la expresión genética dependiente de tetraciclina de Gossen y Bujard (Tet-Off 

System). Denominamos esta línea MDA-A4-5/2 yen ella, la expresión del REa es 

regulada de forma dosis-dependiente de doxiciclina, se traduce de manera similar 

a como lo hace el receptor endógeno, con afinidad por el ligando y capacidad de 

unión a elementos de respuesta a estrógenos como se observa por la activación 

de genes reporteros. En esta línea celular demostramos, tanto por cuenta celular, 

como por fracción celular en fase "S", que la estimulación estrogénica 

efectivamente induce una disminución significativa de la proliferación en 

condiciones de re-expresión del REa, y que este efecto es mediado por el 

receptor, ya que los antiestrógenos tamoxifen e ICI 182,780 bloquean esta 

inhibición. Cuando evaluamos la expresión del gen endógeno de progesterona 

observamos una correlación positiva entre la expresión de ambos receptores. 

Nuestros resultados sugieren que la re-expresión del REa en líneas celulares de 

cáncer de mama RE negativa recrean, al menos parcialmente, un fenotipo 

hormono-dependiente y esto pudiera ser de futura utilidad en el tratamiento de 

esta patología. 
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Abstract. 

Estrogens (E2) are essential for the growth of normal breast and most estrogen 

receptor (ER) positive breast carcinomas. ER-negative breast carcinomas are 

often difficult to treat. In an attempt to determine if expressing the human ERa in 

an ectopic manner could restore the hormone responsiveness and modulate the 

cell growth, we have expressed the human wild type ERa in ER-negative breast 

cancer cell line MOA-MB 231 using a tetracycline-regulated expression system. In 

this ce 11 line, named MOA-A4-5/2, the ERa expression was regulated by 

doxycycline in dose-dependent fashion. The ERa was correctly translated, had an 

appropriately hormone binding affinity and bound well to estrogen response 

element containing ONA. Estradiol treatment of ERa containing cells suppressed 

proliferation of the cells, as a demonstrated by direct cell count as well as by flow 

cytometry S-phase fraction, while the pure antiestrogen ICI 182,780 and the partial 

antiestrogen tamoxifen blocked this effect. We examined endogenous 

progesterone receptor (PR) gene expression in MOA-A4-5/2 cells by RT-PCR 

amplification and showed PR expression only in ERa expression conditions. These 

results suggest that the re-expression of the ERa in ER-negative breast cancer 

cells recreate, at least partially, a hormone-responsive phenotype. The ability of E2 

to suppress the proliferation of ERa-negative breast cancer cells that re-express 

ER might be useful as a therapy approach for controlling the growth of ER-negative 

breast cancer cells. 
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Introducción. 

1. Estrógenos: Definición y estructura. 

El término estrógenos (E2) es una denominación genérica que incluye algunas de 

las hormonas sexuales femeninas secretadas por los ovarios, que determinan el 

desarrollo de las características sexuales secundarias y el inicio de la madurez 

sexual en las hembras de los mamíferos, además de muchas otras acciones 

relacionadas con la reproducción. Los más importantes en cuanto a su efecto 

fisiológico son el 17~-estradiol (estra-1,3,5[1 0]-triene-3,17~-diol) y la estrona (3-

hidroxi-estra-1,3,5[1 0]-trien-17 -ona). 

Ambos poseen un anillo A aromático, su ruta de síntesis ovárica parte de los 4-

ene-C 19-esteroides, androstenediona y testosterona, que son convertidos a 

estrona y 17~-estradiol, respectivamente, por un complejo enzimático localizado 

en la membrana del retículo endoplásmico liso. Este complejo conocido como 

"aromatasa" (por la estructura aromática de sus productos) es un citocromo P-450 

con funciones mixtas de oxidasa que cataliza una reacción multietapas que 

conducen a la remoción del grupo metilo del C-10, liberado como ácido fórmico, 

seguido de un rearreglo del anillo A para originar una estructura aromática. La 

reacción requiere de NAOPH y 02 molecular (Gore-Langton 1994). 

OH 
O 

--+ -----
Estradiol Estrona Estríol 

Figura 1. Estructura química de los estrógenos. 
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2. Sitio de síntesis de los estrógenos 

En todas las especies de mamíferos las principales estirpes celulares involucradas 

en la esteroidogénesis ovárica son de dos tipos básicos; a) las células secretoras 

de respuesta a hormona luteinizante (LH) que incluye las de la teca interna y las 

intersticiales del estroma ovárico y b) las células de respuesta a hormona 

estimulante del folículo (FSH) que corresponden exclusivamente a las de la 

granulosa (aunque estas adquieren la capacidad de responder a LH con la 

maduración folicular). Estos dos tipos celulares difieren en cuanto su origen 

embriológico y función en los procesos de producción de hormonas esteroides. 

La síntesis final de los estrógenos se lleva a cabo de manera conjunta entre 

ambos tipos celulares; aunque con ligeras diferencias entre las diversas especies 

de mamíferos. Se acepta que las células de la teca e intersticiales producen 

principalmente, a partir de colesterol, los esteroides de 19-C del tipo de los 

andrógenos como androstenediona o androsterona pero su capacidad de 

aromatasa, si es que existe, es muy limitada. La función principal de las células de 

la granulosa, dentro de este proceso de esteroidogénesis, es la conversión de 

estos andrógenos a compuestos de 18-C como los estrógenos. 

La base funcional de la cooperación en la biosíntesis de estrógenos transcurre de 

la siguiente manera; las células de la teca son estimuladas por la LH para producir 

andrógenos aromatizables los cuales son secretados y atraviesan la membrana 

basal para llegar a las células de la granulosa, las cuales responden a la 

estimulación con FSH incrementando su actividad de aromatasa sin producción 

propia de sustratos aromatizables para, finalmente, sintetizar estrógenos. 

( O'Malley 1991, Gore-Langton 1994 ). 
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3. Estructura del receptor de estrógenos (RE): 

Los E2 ejercen sus efectos a nivel genómico a través de un receptor específico, 

que se une directamente a secuencias especificas de ONA, conocidas como 

elementos de respuesta a estrógenos (ERE), yen forma indirecta, junto con otros 

factores de transcripción (complejos AP-1), a los sitios AP-1 y activa la 

transcripción de los genes estrógeno-dependientes (Parker 1993, Parker 1995, 

Enmark 1999). 

La estructura funcional del RE es la que le permite actuar como un transductor de 

la señal hormonal ya que contiene regiones específicas; en el extremo N terminal 

se encuentra el dominio de activación transcripcional 1 (TAF-1), que es 

independiente de ligando, y el dominio de unión a ONA (OSO) que presenta dos 

"dedos de zinc" a través de los cuales se une a los ERE's en el ONA. Hacia el 

extremo C terminal se encuentra el dominio de activación transcripcional 2 (TAF-

2), que es dependiente de la unión del ligando, y el dominio de unión a la hormona 

(HSO) por medio del cual el RE reconoce y se une a la hormona natural ó con sus 

diversos ligandos; el RE se une a las secuencias consenso en ONA en forma de 

dímero (Parker 1993, Parker 1995, Iwase 1998, Beato 2000, Landers 1992, 

Barrón 1997). 

Se conocen dos formas nucleares del RE humano, la forma a. (REo.) que fue 

clonada y secuenciada a partir de células MCF 7 (cáncer de mama humano) 

(Green 1986, Greene 1986) y la forma ~ (RE~) identificada posteriormente a 

partir de una genoteca de expresión de testículo humano (Mosselman 1996). El 

gen del REo. está localizado en el cromosoma 6q25.1 (Menasce 1993) y el del ~ 

en el cromosoma 14q22-24 (Enmark 1997). El primero codifica para una proteína 

de 65 KOa (595 aminoácidos, aa) y se expresa principalmente en mama, útero, 

hipotálamo, hipófisis y ovario. El segundo codifica para dos isoformas, una de 55 

KOa (485 aa.) y otra de 60 KOa (530 aa) (Enmark 1997, Moore 1998, Ogawa 

1998), las cuales se expresan principalmente en riñón, timo, pulmón, bazo, 
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hipotálamo, hipófisis, próstata, testículo, ovario, sistema digestivo, vejiga, y 

glándula mamaria (Enmark 1997). Ambas formas pueden coexistir en el mismo 

tejido y en las mismas células e incluso algunos resultados experimentales 

sugieren la posibilidad de que se formen heterodímeros funcionales entre ellas 

(Peterson 1997, Hall 1999). 

Se sabe que ambas formas presentan 96% de homología en el OBO y 53% en el 

HBO, pero en total solo comparten 45% de homología y contienen la misma 

regionalización funcional, (Ogawa 1998, Gustafsson 2000, Enmark 1997). 

Asimismo se han identificado por inmuhistoquímica algunas formas 

transmembranales del REa. endógeno en células MCF7 (cáncer de mama 

humano) (Powell 2001), es evidente que la existencia de un RE membranal 

explicaría los efectos inmediatos de los E2 en algunos tejidos. Por otro lado 

cuando se transfectó establemente, en células CHO (ovario de hamster Chino), el 

ONA complementario (ONAc) tanto de la forma a. como de la~, se observó que 

los receptores de ambos compartimentos celulares (nuclear y membranal) se 

originan del mismo tránscrito y presentan constantes de disociación (Kd) similares, 

pero la forma membranal solo representa una pequeña proporción (3%) de la 

expresión de la forma nuclear (Razandi 1999). A pesar de que no existen 

evidencias decisivas sobre la existencia de un RE transmembranal, si existe un 

creciente cuerpo de evidencia experimental que indica que los E2 pueden iniciar 

cascadas de señalización intracelular desde el exterior de la célula y pueden, de 

hecho, utilizar las vías de transducción de señales comúnmente empleadas por 

otras moléculas de señalización extracelular como los factores de crecimiento 

(Coleman 2001). 

El REa. como todos los otros receptores hormonales, está codificado por un gen 

único que contiene 8 exones y se divide en seis regiones, A-F. Así, el exón 1 

codifica para el dominio N-Terminal (AlB), los exones 2-3, el dominio de unión al 

ONA (C); el exón 4 para el conocido como dominio "bisagra" (O); y los exones 5-8 
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codifican para la región de unión del receptor al esteroide (E-F) (Fig. 2). Para que 

un receptor cumpla con su función debe llevar a cabo varias etapas: translocación 

al núcleo, unión al ligando, dimerización del receptor, unión al ONA y activación de 

la transcripción. Todas estas funciones se llevan a cabo por la presencia de sitios 

específicos dentro de la secuencia de aminoácidos que conforman está proteína 

(Krust 1986). 

180 263 302 553 595 aa. 

COOH 

Figura 2. Estructura y organización funcional del REa. el dominio AlB contiene 
la función de activación de la transcripción 1 (TAF 1) que es independiente de la 
unión del ligando, el dominio C la región de unión a ONA (OBO); entre la región C 
y O se encuentra la señal de localización nuclear (NLS). El dominio E contiene las 
regiones de unión a la hormona (HBO) y la de activación de la transcripción 2 (TAF 
2) dependiente de la unión con la hormona; finalmente el dominio F, en el extremo 
C terminal juega un papel regulador de la actividad transcripcional de receptor. 
(Adaptado de; Tsay 1994, Parker 1995, Montano 1995). 

El dominio de unión a ONA (OBO) es del tipo de los "dedos de zinc"; tiene 9 

residuos de cisteína los cuales están formando dos de estos complejos, cada uno 

de los cuales tiene un ión de este elemento unido a 4 residuos de cisteína para 

formar la estructura proteica que más comúnmente interactúa con secuencias de 

ONA (O'Malley 1991). 

Los RE's se encuentran localizados principalmente en el núcleo, 

independientemente si están o no unidos a su ligando, sin embargo, existen 

algunas evidencias que señalan que a pesar de que también se encuentra en el 

citoplasma, éste se transporta rápidamente al núcleo por un mecanismo 

dependiente de energía (Guichon-Mantel 1991, Dauvois 1993). La región 

principal de señalización para la localización del receptor a nivel del núcleo está 

formada por tres regiones básicas que se encuentran cercanas al extremo C

terminal del dominio de unión al ONA, las cuales están expuestas aún en ausencia 

del estradiol (Picard 1990, Ylikomi 1992). 
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Desde hace varios años se acepta que el RE sin ligando se encuentra formando 

un complejo oligomérico en el cual se pueden encontrar algunas otras proteínas 

unidas, como la hsp90 (heat-shock protein) (Catelli 1985, Redeuilh 1987) u otras 

proteínas como la hsp70, p59,p54,p50,p23, pero no se ha determinado si éstas se 

encuentran directamente unidas al receptor ó lo hacen a través de la propia hsp90 

(Pratt 1993). 

La presencia de la hsp90 mantiene al receptor inactivo en ausencia del ligando y 

es importante para el enrollamiento de la proteína y el transporte del receptor a 

través de la membrana nuclear (Smith 1993). Chambraud (1990) y Schlatter 

(1992) demostraron que el sitio de unión de la hsp90 se localiza en el dominio de 

unión del receptor a la hormona, situado en la región C-terminal del receptor y 

que está constituido por 250 aa. Este sitio ha sido bien caracterizado por 

diferentes investigadores (Katzenellenbogen 1987, Kumar 1986, Fawell 1990) y 

se sabe que los aminoácidos que se encuentran en la región entre 518-525 son 

necesarios para la unión del estrógeno a su receptor (Danielian 1993) . . 

El complejo activado RE-E2 se une en forma de homodímero o heterodímero a 

secuencias específicas de DNA conocidas como ERE, las cuales han sido 

identificadas como un palindrome invertido de 13 pares de bases. Este fue 

originalmente localizado en la región promotora del gen de vitelogenina A2 de 

Xenopus laevís y corresponde a la secuencia GGTCACAGTGACC; anteriormente 

ya se había identificado la presencia de este palindrome en promotor de varios 

genes regulados por estrógenos (Klein-Hitpass 1988). Las investigaciones 

posteriores determinaron que la parte importante de la secuencia de este 

palindrome son las 5 bases de los extremos, quedando establecida la secuencia 

como sigue: GGTCANNNTGACC, en donde N puede ser cualquier base, y aunque 

quizá no sea importante el tipo de base de que se trate, se sabe que si es 

importante su presencia física por que se ha determinado que el receptor a 
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hormona tiroidea tiene la misma secuencia externa pero solo hay una base 

interna, es decir, N=1 (O'Malley 1991 ). 

El RE es una proteína altamente fosforilada y un gran número de autores 

coinciden con el hecho de que dicha fosforilación (in vivo) ocurre en los residuos 

de serina (Dentan 1992, Lahooti 1994, LeGoff 1994, Washburn 1991) 

mostrando a su vez evidencias de que dicha condición es importante para su 

función, sin embargo para compuestos con actividad antiestrogénica, como el 

grupo de los lelo el tamoxifen, se ha demostrado que incrementan la fosforilación 

del receptor en sitios específicos sin activar la transcripción. 

En relación a lo primero se tiene el hecho de que a pesar de que la proteína se 

encuentra fosforilada, la presencia de la hormona genera un gran incremento en 

los niveles de fosforilación (Orti 1992, Kiuper 1994); por otro lado, se ha visto que 

algunos factores que actúan en forma independiente a los esteroides (Vg. factor 

de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento similar a la insulina 1) son 

capaces de inducir la fosforilación y activación del RE a través de señales que 

generan una cascada de eventos de fosforilación (Tsai 1994). Por último se sabe 

que la fosforilación del receptor tiene influencia sobre los mecanismos de unión del 

ligando, de unión al DNA, en la activación de la transcripción y el reciclamiento de 

los receptores (Kiuper 1994). 

4. Acciones de los estrógenos. 

Las acciones de los E2 en general se relacionan con la reproducción y el 

comportamiento sexual de los mamíferos y contribuyen al éxito de los procesos 

reproductivos a diferentes niveles, Actúan sobre los centros del sistema nervioso 

central que controlan el comportamiento sexual y permiten el coito en el momento 

en que los ovocitos maduros son liberados de los folículos. También favorecen el 

transporte de los ovocitos y los espermatozoides para que se lleve a cabo la 

fecundación y determinan los cambios uterinos que se requieren para la 
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implantación, el desarrollo embrionario, la gestación y el parto (Gore-Langton 

1994) y en la glándula mamaria provocan el aumento del estroma, el desarrollo del 

sistema de duetos y los depósitos de grasa (Guyton 1992). 

Todas estas acciones la llevan a cabos los E2 al regular la proliferación celular, el 

crecimiento, diferenciación y fisiología de muchos tejidos conocidos como de 

"respuesta estrogénica"; ente los que se incluye; el útero (Strauss 1991), oviducto 

(Lau 1990), la glándula mamaria (Going 1988), hipotálamo (Sar 1986) e hipófisis 

(Friend 1995). 

Asimismo en tejido óseo estos esteroides ejercen un papel importante en su 

mantenimiento y se ha demostrado su importancia en la fisiología de otros tejidos 

como el hígado (Lachelin 1991,Ciocca 1995) así como el hecho de gran 

importancia clínica de su participación en la aparición y mantenimiento de 

algunos tumores derivados de mama ( van de Vijver 1991, Fuqua 1991 J Fuqua 

1992), útero (Bergvist 1993, Howell 1994, Kohler 1995, Ma 1994,) y de próstata 

(Konishi 1993), yen líneas celulares derivadas de estos tejidos ( Ferguson 1995, 

Garcia 1992, Phillips 1993, van agthoven 1993), así como de ovario (Clinton 

1996). 

La estimulación estrogénica induce la síntesis de somatomedinas como el factor 

de crecimiento similar a insulina 1 (lGF-1) (Huynh 1993), factor de crecimiento 

transformante (l y ~ (TGF (l Y ~ ) (Arrick 1990), factor de crecimiento epidérmico 

(EGF) (Mouihate 1995) y su receptor (EGFr) (Lingham 1988), también 

incrementa la expresión de los protooncogenes c-mye (Murphy 1987), e-fos 

(Hyder 1991) y c-jun (Hyder 1995) involucrados en la regulación de la expresión 

genética y la síntesis de ONA (Strauss 1991). 

5. Mecanismo de acción estrogénica. 
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Históricamente la investigación sobre los mecanismos de acción de la 

estimulación estrogénica se inició de la década de los 60's cuando se identificaron 

algunas proteínas intracelulares con capacidad de unirse a esteroides sexuales 

con alta afinidad y especificidad (Jensen 1962). Pocos años después dos grupos 

de investigación propusieron, en forma independiente, el primer modelo de acción 

estrogénica que suponía la existencia de receptores celulares específicos que al 

unirse con la hormona iniciaban una serie de eventos que finalmente conducían a 

una modificación de la expresión genética de las células de respuesta a la 

hormona (Jensen 1968, Gorski 1968). Posteriormente la investigación en este 

campo se vio incrementada debido a la relación que se encontró entre cierto tipo 

de cánceres femeninos y las hormonas sexuales. 

El modelo que se acepta actualmente asume que los estrógenos libres difunden 

pasivamente hacia el interior de la célula, una vez dentro son retenidos por la 

formación de un complejo con el RE, que se encuentra en una concentración 

promedio de entre 10,000 a 100,000 moléculas por célula. Cada receptor se une a 

su ligando con una alta afinidad, con constantes de disociación entre 10-8_10.10 

M. Esta unión significa la "activación" del receptor, y se asocia con la fosforilación 

en residuos aminoácidos específicos y cambios conformacionales que le permiten 

unirse a sitios específicos en ONA, conocidos como elementos de respuesta a 

estrógenos (ERE's), y de actuar como un activador o modulador transcripcional 

(Katzenellenbogen 1980, Landers 1992). 

Este modelo se ha ido modificando de acuerdo a los hallazgos experimentales y 

cada vez se complica mas la visión de los mecanismos de acción de la 

estimulación estrogénica, ahora se sabe que la acción de los estróger.os se lleva a 

cabo ejerciendo su efecto transcripcional inicial sobre genes de respuesta 

temprana que codifican para proteínas reguladoras (como los protooncogenes 

myc, fos y jun) que actúan como estaciones de relevo para la acción hormonal y 

que a su vez activan transcripcionalmente a otros genes estructurales, 
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responsables del cambio fenotípico en las células, aparte del efecto directo que los 

E2 presentan sobre genes estructurales. (Fig. 3). 

estructural 1 

Figura 3. Modelo propuesto para el mecanismo de acción los estrógenos. 
E2= estrógenos, RE= receptor de estrógenos, ERE= elemento de respuesta a 
estrógenos, TF= factores de Transcripción. (Adaptado de Landers 1992) 

Con base a las nuevas evidencias de la investigación en este campo, es claro que 

esta es una visión simplificada de los eventos biológicos que dirigen, controlan y 

regulan la expresión genética de una célula y que, en el caso de los tejidos de 

respuesta estrogénica, tienden principalmente hacia procesos de crecimiento, 

proliferación y diferenciación, y en algunos casos hacia la transformación 

neoplásica. 

Esta situación ha llevado a muchos grupos científicos a la búsqueda de nuevos 

conocimientos para entender los mecanismos y las vías involucradas en la acción 

de estos esteroides. A la fecha existen múltiples estudios cuyos hallazgos 

involucran básicamente tres rutas de regulación y señalización celular; i) la de 

adenilato ciclasa (AMPc), ii) la de los protooncogenes nucleares, principalmente 

fas, myc y jun, y iii) la de los factores de crecimiento particularmente el EGF y el 

IGF-I. 
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6. Cáncer de mama. 

El cáncer de mama es un tumor maligno que se desarrolla de las células de la 

mama, ocurre principalmente en mujeres pero también ocasionalmente en 

hombres. El tipo general de cáncer de mama es el adenocarcinoma, que tiene 

origen en el epitelio glandular de la mama y presenta dos clases principales; el 

carcinoma ductal que, como su nombre lo indica, se origina en los ductos de 

paso de la leche y representa aproximadamente el 80% de todos los casos de 
, 

cáncer de mama, y el carcinoma lobular, originado en los lóbulos productores de 

leche, que representa aproximadamente el 15-20% de los casos (American 

Cancer Society 2000). 

Con excepción del cáncer de piel no-melanoma, el cáncer de mama es la 

malignidad celular más comúnmente diagnosticada en las mujeres. En el mundo 

entero, para el año 2000, se registraron 1 050,346 nuevos casos de cáncer de 

mama y 372,969 muertes. En México, para el mismo periodo, se registraron 

15,063 nuevos casos y 4,716 muertes. Asimismo se estima que para el año 2001 

alrededor de 1.2 millones de personas fueron diagnosticadas con este tipo de 

cáncer en todo el mundo (International Agency tor Research on Cancer, iarc 

2001). 

La Sociedad Americana de Cáncer estima que en 2001 serán diagnosticados en 

los Estados Unidos, aproximadamente, 192,200 nuevos casos de cáncer de mama 

invasivo en mujeres, así como 1500 casos en hombres y solo el cáncer de pulmón 

presentará una mortalidad mayor, si consideramos que 40,800 mujeres pueden 

morir por cáncer de mama para el mismo periodo y país. Desde 1990 las tasas de 

incidencia ajustadas por edad para Estados Unidos se han mantenido estables en 

aproximadamente 110 casos por 100,000 mujeres/año (American Cancer 

Society 2000, Alberg 2000). El cáncer de mama es, además, el cáncer fatal más 

comúnmente diagnosticado en la unión europea (HiII 1997). 
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Estos datos implican que el cáncer de mama es uno de los principales problemas 

de salud del mundo y desafortunadamente en la actualidad no se conocen los 

mecanismos moleculares y celulares que están involucrados en el desarrollo de 

tumores malignos y únicamente se han identificado algunos factores de riesgo que 

se asocian con esta enfermedad. 

Un factor de riesgo es cualquier cosa, circunstancia, actividad, actitud y/o 

disposición genética que incrementa la probabilidad de un individuo de contraer 

una enfermedad, pero el hecho que una persona presente uno o varios factores de 

riesgo no significa, necesariamente, que esa persona contraerá la enfermedad. 

Incluso cuando una mujer que tiene un factor de riesgo desarrolla cáncer de 

mama, eso no prueba que este halla sido la causa del cáncer (American Cancer 

Society 2000). El riesgo total de una mujer de padecer cáncer de mama a lo largo 

de su vida es de 1 en 12 (HiII 1997). 

Los factores de riesgo que más ampliamente se aceptan para el cáncer de mama 

comprenden; el género, ya que la enfermedad es 100 veces más común en las 

mujeres que en los hombres. La edad es otro factor de riesgo importante ya que el 

77% de las mujeres con cáncer de mama tienen más de 50 años al momento del 

diagnóstico y el número de casos en mujeres menores de 30 años es del 0.3%. 

Existen factores genéticos como mutaciones en genes supresores de tumores, 

como p53, BRCA 1 y BRCA2 que incrementan el riesgo, así como la historia 

familiar y personal de cáncer de mama, la menarca temprana y climaterio tardío. 

Asimismo se especula que el no haber tenido un embarazo a término y no haber 

amamantado antes de los treinta años incrementan el riesgo de una mujer de 

contraer la enfermedad (American Cancer Society 2000). 

Una forma específica de cáncer de mama es el hereditario o familiar que se 

caracteriza por aparición temprana, alta incidencia de enfermedad bilateral y 

asociación con otros canceres (HiII 1999). La predisposición genética es 

responsable del 5-10% de todos los casos de cáncer de mama y, obviamente, de 

19 



un porcentaje mucho mayor de los casos de enfermedad temprana. Se han 

identificado un número de genes asociados con alto riesgo de cáncer de mama en 

los cuales se incluyen BRCA 1 y BRCA2 los cuales tienen función de supresores 

de tumores y aunque la frecuencia de mutación en estos genes es baja, en ciertas 

poblaciones se pueden presentar hasta en 1 % (Ellisen 1998, Unger 2000). Es 

posible que tanto BRCA1 como BRCA2 interactúen con Rad51 , una proteína 

involucrada en reparación de daño a ONA y en recombinación meiótica. A 

diferencia de los genes BRCA, el gen de p53 se encuentra mutado en el 50% de 

los canceres esporádicos de mama, lo cual indica que su principal papel se 

encuentra en la progresión tumoral más que en la predisposición genética (Ellisen 

1998, Unger 2000). 

Aunque la proporción de todos los canceres de mama que pueden ser 

directamente atribuibles a factores hereditarios es baja, las predicciones 

epidemiológicas calculan que 36% de los casos de cáncer de mama diagnosticado 

por debajo de los 30 años de edad de la paciente pueden ser ligados a factores 

genéticos (Ellisen 1998, Unger 2000). 

En los casos de cáncer de mama donde se involucran los genes supresores de 

tumores como BRCA 1 y BRCA2 así como p53, se supone que estos deben actuar 

de manera recesiva ya que ambas copias del gen tienen que estar mutadas para 

que aparezcan células tumorales y se piensa que en los casos esporádicos ambos 

alelas presentan mutaciones somáticas en .el tumor y en los casos hereditarios o 

familiares un alelo esta mutado en la línea germinal y el otro ha mutado 

somáticamente en el tumor (van de Vijver 1991). 

En cáncer de mama humano la amplificación y la deleción de un número de 

genes es relativamente frecuente y, en cambio son relativamente raras las 

mutaciones puntuales y/o las translocaciones. La amplificación implica un 

incremento en el número de copias de un gen, de su RNA mensajero (RNAm) y de 

la proteína, lo que le otorga una ventaja selectiva de crecimiento a las células que 
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la presentan. Las mutaciones de los genes de la familia ras son raras en cáncer de 

mama humano, pero se ha visto que del 9 al 33% de los casos se asocian a 

amplificación del gen neu (también conocido como c-erb-B2 o HER-2) y esta 

amplificación correlaciona con un pronóstico pobre (van de Vijver 1991). 

7. Papel de los estrógenos en cáncer de mama. 

Las hormonas y factores de crecimiento son importantes para el crecimiento y 

diferenciación de la glándula mamaria normal y en el crecimiento de los tumores 

de mama. Entre ellos se incluyen los E2, glucocorticoides, progesterona, prolactina 

y algunos factores de crecimiento como eIIGF-1 e IGF-2, el EGF y los factores de 

crecimiento transformante a. y J3 (TGFa. y TGFJ3). En líneas celulares de cáncer de 

mama se ha visto que la dependencia hormonal, sobre todo a estrógenos, puede 

ser superada por una alta expresión del gen v-ras, pero debido a que las 

mutaciones puntuales de ras son poco comunes en cáncer de mama humano, se 

piensa que no están involucradas en el crecimiento estrógeno-independiente (van 

de Vijver 1991). 

Las hormonas, tanto endógenas como exógenas al inducir la proliferación ceJular, 

incrementan el número de divisiones celulares y la oportunidad de errores 

genéticos fortuitos. Los errores en la replicación de ONA durante el ciclo celular 

generan mutaciones que en un arreglo espacio-temporal específico pueden dar 

lugar a un fenotipo maligno. El surgimiento .de este fenotipo depende una serie de 

mutaciones somáticas que ocurren durante la división celular, pero los genes 

específicos involucrados en el proceso de carcinogénesis hormonal son aún 

desconocidos, aunque los candidatos deberían incluir los asociados a vías 

endocrinas, los de reparación de daño a ONA, los genes supresores de tumores y 

los oncogenes (Henderson 2000). 

Actualmente se reconoce que la estimulación estrogénica es uno de los 

principales factores de riesgo para el desarrollo y mantenimiento del cáncer de 
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mama (Henderson 1988, Hankinson 1997, Eisen 1998). Una gran cantidad de 

evidencia epidemiológica y experimental implica a los E2 en la etiología del cáncer 

de mama, y varios estudios en animales han demostrado que estos esteroides 

pueden inducir y promover tumores mamarios en roedores y que la ovariectomía o 

la administración de antiestrógenos tienen un efecto opuesto. 

Aparentemente los factores de riesgo más ampliamente aceptados para cáncer de 

mama, como el sexo, la edad, la menarca temprana y gestación, lactancia y 

climaterio tardíos, se relacionan con una dosis acumulativa de estrógenos a la que 

el epitelio mamario es expuesto. Los resultados de 29 estudios epidemiológicos 

sobre niveles endógenos de estrógenos en mujeres posmenopáusicas muestran 

que las pacientes que subsecuentemente desarrollaron cáncer de mama 

presentan 15% más de concentración sérica de estradiol que las mujeres no 

afectadas. Aparentemente existe suficiente evidencia científica para establecer 

una estrecha asociación entre cáncer de mama y estrógenos (Henderson 2000). 

Esta percepción es apoyada por algunos trabajos realizados en modelos animales 

de carcinogénesis inducida químicamente. Un modelo de cáncer de mama bien 

documentado es el de inducción por Nitroso-metilurea (NMU) en ratas. Con la 

simple inyección de este carcinógeno a los 50 días de edad, se desarrollan 

carcinomas de mama en un periodo de 6-12 meses y en el 80% de esos tumores 

se encuentran mutaciones en el gen c-Ha-ras donde se cambia una adenina (A) 

por una guanina (G) en el codón 12 (GGA cambia a GAA). En el caso de inducción 

por Dimetilbenzantraceno (DMBA) los tumores contienen el gen Ha-ras activado 

en el 25% de los casos y aquí la mutación activante se encuentra en el codon 61 . 

Por lo tanto se acepta que la mutación puntual en Ha-ras es concomitante con la 

iniciación del proceso de carcinogénesis, pero se sabe que se requieren más 

etapas para el desarrollo del tumor y una de esas etapas involucra la acción de las 

hormonas, ya que la ovariectomización de las hembras antes de la exposición a 

NMU disminuye la aparición de tumores a niveles insignificantes. En estos 
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tumores las hormonas se comportan como un mitógeno que expande el número 

de células expuestas a la mutación (van de Vijver 1991). 

( 
De hecho una de las razones por la que se intensificó en las dos últimas décadas 

la investigación en el campo de los mecanismos de la acción estrogénica y el 

papel del RE en proliferación celular se debe a la relación existente entre 

estimulación estrogénica y la aparición y mantenimiento de neoplasias tanto 

benignas como malignas en mama. 

Existe suficiente evidencia que, aunque el fenómeno de oncogénesis es 

multifactorial y multietapas, relaciona estrechamente la estimulación estrogénica y 

el cáncer de mama, ya que como se ha mencionado anteriormente, si 

descartamos los casos de cáncer de mama familiar que se asocian principalmente 

a mutaciones en los genes BRCA 1 y 2, todos los demás factores de riesgo para 

cáncer de mama identificados epidemiológicamente se asocian a una exposición 

acumulativa a E2 durante la vida de una mujer (Henderson 1982,Thomas 1984, 

Henderson 1988, Marehand 1994). 

La inducción de tumores por estrógenos y sus esteres, fue descrita a finales de los 

años 1930, en cobayos y en 1940 en ratones. Recientemente la Agencia 

Internacional para Investigación en Cáncer determinó que la evidencia de la 

actividad carcinogénica del 17~-estradiol en animales es suficiente para considerar 

esta hormona como un carcinógeno (iare 2000). Se ha observado que la 

administración de E2 a ratones incrementa la incidencia de tumores mamarios, 

hipófisiarios, uterinos, vaginales y de hueso; en ratas los E2 incrementan la 

incidencia de tumores de mama y de hipófisis (Liehr 2000). Es de mencionarse 

que estos modelos tumorales fueron desarrollados usando dosis farmacológicas 

con el objeto de observar la actividad tumorigénica de estas hormonas en un 

periodo de tiempo corto. 
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En humanos es aceptado que niveles ligeramente más elevados de estrógenos 

son un factor de riesgo para el cáncer de mama, también se acepta que los 

estrógenos exógenos elevan el riesgo de tumores mamarios. Aparentemente los 

estudios de modelos animales de cáncer mamario y los epidemiológicos en 

humanos identifican plenamente a los E2 como carcinógenos y es por esto que la 

lAR e considera que existe evidencia suficiente para clasificar a los estrógenos 

como carcinógeno, obviamente como un carcinógeno débil comparado con otros 

carcinógenos de laboratorio como el NMU, el DMBA y el benzopireno, lo cual es 

claramente entendible si consideramos que los estrógenos son hormonas 

endógenas activas a niveles picomolares, una gran actividad carcinogenética 

representaría una desventaja evolutiva para muchas especies (Liehr 2000). 

Los estudios que se han realizado para determinar la genotoxicidad de los E2 se 

han enfocado en los catecolestrógenos y sus metabolitos ya que son 

hidroquinonas que pueden ser fácilmente oxidadas a quinonas y semiquinonas 

reactivas a DNA, pero este mecanismo carcinogenético no requiere de la 

presencia del RE, por lo que se piensa que la ruta de la estimulación estrogénica 

mediada por receptor representa una vía que se liga indirectamente, por medio de 

la inducción de la proliferación celular, y no directamente, por medio de inducción 

de daño a DNA, al proceso de oncogénesis (Liehr 2000) 

Independientemente de su probable actividad como inductor primario de tumores, 

por su actividad mutagénica, se cree que los E2 también pueden, por su actividad 

proliferativa mediada por el receptor de estrógenos (RE), fijar cualquier daño a 

DNA tanto inducido o espontáneo, que provea a las células tumorales de una 

ventaja adaptativa sobre las células normales. (Liehr 2000). 

De hecho uno de los eventos clínicos de mayor importancia tanto en el diagnóstico 

como el pronóstico y estrategias de tratamiento en las pacientes de cáncer de 

mama es la determinación de la dependencia hormonal del tumor, esto es, la 

presencia de los receptores hormonales, principalmente receptor de estrógenos 
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(RE) Y receptor de progesterona (RP) (Henderson 1982,Thomas 1984, 

Henderson 1988, Marchand 1994) 

Aproximadamente el 60% de los cánceres de mama expresan el RE y de éstos 

solo el 60% responden a la terapia con antiestrógenos, básicamente con Hidroxi

tamoxifen (T AM) que es el de uso clínico generalizado, pero los tumores 

desarrollan resistencia a la terapia dentro de los siguientes 5 años 

aproximadamente (van de Vijver 1991, McOonneIl1995). 

Se puede decir que existen dos tipos de cáncer de mama, i) los que expresan en 

RE y que, en principio, responden a estimulación estrogénica e inhibición 

antiestrogénica, que se denominan RE+, y ii) los que no lo expresan (RE-) y que 

por lo tanto no responden ni a E2 ni a antiestrógenos (Mcguirre 1986, van 

Agthoven 1993). 

El curso clínico de ambas entidades es diferente, y se sabe que los tumores RE+ 

presentan un fenotipo menos agresivo, responden mejor a la quimio y radioterapia 

así como a la terapia adyuvante con antiestrógenos y la sobrevida de las 

pacientes es mayor y de mejor calidad. Contrariamente las pacientes con tumores 

RE- responden mal a los tratamientos y en general presentan una menor 

sobrevida (McOonnell 1995). Estos hechos evidencian diferencias en el ámbito 

celular entre ambos tipos de tumores que, aparentemente, podrían representar 

únicamente diferencias en la expresión del RE y las implicaciones de respuesta a 

estímulos en la maquinaria celular que ello conlleva. 

Desafortunadamente las pacientes con tumores mamarios RE+, progresan hacia 

independencia hormonal, que puede implicar la pérdida de la expresión del RE y 

progresión hacia el fenotipo más agresivo (van de Vijver 1991). Las causas de 

este fenómeno no se conocen, aunque se ha observado que en algunos casos se 

asocia con la sobreexpresión del protooncogen Ras (van Agthoven 1993), con la 

presencia de islotes GpC hipermetilados en el extremo 5' del gen del RE 

(Ferguson 1995, Lapidus 1997) o con la expresión constitutiva del factor nuclear 
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KB (Nashatri 1997). Las causas que inducen la pérdida de expresión del RE por 

células que en condición normal lo expresaban se desconocen, aunque se piensa 

que puede formar parte del proceso de des-diferenciación celular que es común 

en las células que han sufrido inmortalización y transformación neoplásica tanto in 

vivo como in vitro. 

8. Efecto de la reexpresión del RE en lineas celulares de cáncer de mama. 

De capital interés han sido algunos estudios realizados durante la última década 

en los cuales se sugiere que la reexpresión del RE en diversas líneas celulares, 

incluyendo algunas de cáncer de mama humano que no expresan el RE (RE-) 

correlaciona con una disminución de la proliferación y capacidad invasiva de las 

células tumorales. 

Aunque de hecho actualmente no se conocen del todo los mecanismos que 

operan en la regulación del crecimiento celular y tisular por los estrógenos, se 

sabe que en el tejido normal estrógeno-dependiente, la estimulación hormonál del 

crecimiento y diferenciación son controlados cuidadosamente. Por el contrario, la 

proliferación de células cancerosas dependientes de estrógenos es descontrolada 

y aberrante. Se sabe que la estimulación estrogénica induce la expresión de 

múltiples genes involucrados en la regulación de la proliferación celular, como los 

protooncogenes c-myc (Murphy 1987), c-fos (Hyder 1994) y c-jun (Webb 1993, 

Nephew 1994) y además puede, paralelamente, inhibir la expresión de genes de 

arresto especifico del crecimiento (genes gas) con lo que incrementa su potencial 

proliferativo (Ferrero 1993). 

Esto ha llevado a un creciente interés por determinar si la expresión del RE en un 

linaje celular es suficiente para hacerla sensible a los efectos en proliferación 

inducidos por E2. Con este fin se transfectó establemente el DNAc del RE humano 

en células 3T3 (fibroblastos de ratón no sensibles a E2) y se observó que la 

estimulación con E2 no tenía un efecto promotor del crecimiento, sin embargo en 
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una clona que exhibía características de células transformadas, los E2 mostraron 

un efecto inhibidor del crecimiento y eventualmente, cierta citotoxicidad (Gaben 

1991). Este mismo efecto ha sido observado en otras líneas celulares que 

normalmente no expresan el RE y que son transfectadas establemente con el gen 

que codifica para este receptor, por ejemplo en células Hela (carcinoma cervico

uterino humano) la estimulación con E2 causa inhibición de la proliferación y este 

efecto correlaciona con los niveles de expresión del RE (Maminta 1991). 

Asimismo cuando el experimento se realizó en células CHO (ováricas de hamster 

Chino) se observó este mismo efecto inhibidor del crecimiento, e incluso tóxico, de 

los E2 (Kushner 1990). 

Por otro lado en algunos estudios in vitro relacionados con los efectos de los E2 

sobre el crecimiento de líneas celulares de osteosarcoma RE+, se demostró que la 

estimulación estrogénica induce proliferación celular (Gray 1987, Kaye 1990), sin 

embargo cuando la línea de osteosarcoma humano HTB96, RE-, se transfectó 

establemente con el gen que codifica para el REo, humano (REa.h) se observó una 

inhibición del crecimiento en respuesta al tratamiento con E2 (Watts 1989, Watts 

1994). Este mismo efecto inhibidor de la proliferación celular fue observado en la 

línea celular de osteosarcoma de rata Ros17/2.8 cuando se le transfectó el REo, 

de ratón (Migliaccio 1992). 

Un hecho conocido es que la proliferación de las líneas celulares de cáncer de 

mama RE+, como MCF7 y T47D, es altamente estimulada por E2 (Dickson 1988), 

pero se ha visto que la inducción de la expresión de un REo, exógeno en líneas 

celulares de cáncer de mama humano RE-, como MOA-MB 231 (García 1992, 

Jiang 1992, Zajchowski 1993), 21T (Zajchowski 1993), MDA-MB-468 (Wang 

1997) y en líneas celulares de mama normal RE- inmortalizadas in vitro 

(Zajchowski 1991, Zajchowski 1993), en todos los casos correlaciona con una 

disminución de la proliferación de esas células al tratamiento con E2. 
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Este fenómeno inhibidor de los E2 es paradójico, dado que en condiciones 

normales tienen efectos mitogénicos debido a la inducción y regulación de varios 

genes cuyos productos controlan el ciclo celular, como c-myc, c-fos y c-jun y que 

además pueden presentar un efecto indirecto sobre la proliferación celular a través 

de la inducción de timidina cinasa (Kasid 1986), catepsina O (Rochefort 1989) y 

la regulación de diversos miembros de la familia del factor de crecimiento 

transformante p (TGFP) (Knabbe 1987, Arrick 1990). Los E2 también regulan la 

expresión de otros genes como el del receptor a progesterona (RPg) (Kaneko 93, 

Bhattacharyya 1994)), el del factor de crecimiento epidérmico y su receptor (EGF 

y EGFr) (Nelson 1991, Ignar-Trowbridge 1996, Curtis 1996), el factor de 

crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1) (Ma 1994, Clayton 1997, Klotz 2000), 

prolactina (PRL) (Yen 1974) y el gen de ovoalbumina (Gaub 1993) y la expresión 

de estos genes regulados por E2 es tejido-específica. Parte de esta especificidad 

puede ser atribuida a la expresión del RE, sin embargo la expresión diferencial de 

los genes de respuesta a E2, aún en tejidos que expresan el RE, indica que son 

necesarios otros factores tejido-específicos para explicar la complejidad de los 

efectos estrogénicos en los tejidos estrógeno-dependiente. 

Estos factores pudieran ser los recientemente descubiertos correguladores 

(Takimoto 1999, Montano 1999) y/o coactivadores (Oñate 1995, Gee 1999) que 

son de expresión tejido-específico y que se ha visto que juegan un papel 

importante en la expresión diferencial de genes, en respuesta a estimulación 

estrogénica en los tejidos estrógeno-dependientes. 

Para tratar de entender el efecto inhibidor de los E2 sobre la proliferación de las 

células transfectadas con el RE es, por lo tanto, necesario estudiar los efectos 

directos e indirectos que la estimulación estrogénica, actuando sobre un RE 

exógeno, presenta sobre los genes endógenos involucrados en la regulación del 

ciclo celular y de la proliferación. 
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Se pueden sugerir algunas explicaciones para describir los efectos 

antimitogénicos de los E2 en las células transfectadas con el RE; i) la inducción de 

la expresión de genes que codifican proteínas inhibidoras del crecimiento y/o 

citotóxicas debida a rearreglos genéticos consecuencia de la transfección (Gaben 

1991), ii) la expresión constitutiva elevada del RE, lo que llevaría a una 

interferencia transcripcional, afectando otros genes que normalmente no 

responden a E2 (Watts 1989, Webb 1992, Watts 1994), y iii) que en realidad la 

transfección estable del REa en células de cáncer de mama, que han perdido la 

capacidad de expresarlo, recree, al menos en parte, un fenotipo estrógeno

dependiente que permita eventos reguladores que se habían perdido en el 

proceso de desdiferenciación celular presente en todo proceso de inmortalización 

celular y transformación neoplásica. Esta última posibilidad es la que estimula los 

trabajos que se realizan es este sentido, por que a pesar de que el significado real 

de este tipo de hallazgos aún está por establecerse, el potencial que representan, 

sobre todo con intención terapéutica, podría ser de suma importancia en el futuro. 

Una de las principales objeciones a los trabajos citados anteriormente, radica en el 

hecho de que se evalúan los efectos antiproliferativos de los E2 al comparar las 

clonas transfectadas con las líneas celulares parentales no transfectadas o en 

aparente ausencia de E2, desde y, por lo tanto, estas diferencias en proliferación 

pudieran deberse a la transfección misma reflejando resultados espurios, que no 

reflejan una diferencia fisiológica real de las transfectantes con su clona de origen. 

Es por esta razón que el objetivo de este trabajo fue propuesto con la finalidad de 

evaluar el efecto que los E2 tiene sobre la proliferación de la línea celular de 

cáncer de mama RE- denominada MDA-MB 231 , en la cual se ha re-expresado 

establemente el gen que codifica para la forma silvestre del REa (HEGO) usando 

el sistema de regulación de la expresión genética dependiente de tetraciclina de 

Gossen y Bujard (TetOff System) el cual permite regular la expresión, en este 

caso de este receptor, en forma dosis-dependiente del antibiótico (Gossen 1992, 

Gossen 1995). 
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Objetivo General. 

Evaluar el efecto de la reexpresión del REa sobre la proliferación de la línea 

celular de cáncer de mama MOA-MB 231 en respuesta al tratamiento con 

estrógenos. 

Objetivos Particulares. 

1. Establecer un modelo celular de cáncer de mama humano en el que sea 

posible regular la expresión del REa. 

2. Analizar la proliferación de este modelo celular en condiciones 

experimentales de estimulación con estrógenos en presencia y ausencia del 

REa. 

3. Evaluar la expresión del receptor de progesterona en respuesta a 

estimulación estrogénica en presencia y ausencia del REa 
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Metodología. 

a) Cultivo celular. 

La línea MDA-MS-231 (ATCC # HTS-26) se cultivó en medio Leibovitz L 15 

(GISCO) suplementado con 10% suero bovino fetal (FSS, GISCO), 2 mM de 

glutamina (SIGMA) y mezcla de antibiótico/antimicótico (GISCO) (Medio 

normal). La línea CHO (Chinese Hamster Ovary) AA8 (Clontech) que expresa 

establemente el T etT A y que se usó como control positivo para los ensayos de 

luciferasa, se cultivó en Alpha-MEM (Hyclone), suplementado de la misma 

manera. Todas las líneas celulares se cultivaron en ambiente de 5% de C02 a 37 o 

C, en una incubadora Forma Scientific modelo 3158. Para los ensayos con el gen 

reportero pTRE-LUC se usaron los mismos medios, suplementados con FSS libre 

de tetraciclina (Clontech) y cuando se usó pERE-CAT se cultivaron las células en 

medio Leibovitz L 15 sin rojo fenal y suplementado con FSS libre de tetraciclina 

previamente tratado con carbón activado para deprivar de hormonas esteroides. 

Para la inhibición de la expresión del RE se utilizaron 10 ¡.lg/ml de Doxiciclina 

(DOX, SIGMA). Para los ensayos en presencia del RE se dejó el medio libre de 

DOX. 

La selección de las clonas positivas para la primera transfección estable se 

realizó con higromicina S (SOEHRINGER) a concentración de 300 ¡.lg/ml y para la 

segunda transfección, 20 ¡.lg/ml de puromicina (SIGMA); para el mantenimiento de 

las clonas resistentes se usó la mitad de esas dosis. 

b) Plásmidos. 

Se usaron las construcciones pTet-Off (Fig. 6) Y pTKHyg (resistencia a 

higromicina S, Tet-Off system, Clontech) para la primera transfección estable y 

pTRE-HEGO (Fig. 7) Y pRST (resistencia a puromicina, Tet-Off System, Contech) 

para la segunda transfección estable. Además usamos pTRE+LUC como 
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reportero para evaluar la capacidad de regulación de la actividad del tetT A y 

pERE-CAT para evaluar la capacidad de regulación de la expresión de REoc. 

Todos los plásmidos se amplificaron en la cepa OH5a de E. Coli competente y se 

aislaron y purificaron con el kit de purificación de ONA-plásmido Concert high 

purity Maxi-prep-ONA system (GISCO) de acuerdo al protocolo del fabricante. Se 

determinó concentración y pureza de ONA por medio de análisis 

espectrofotométrico de absorbancia a 260 y 280 nm. de longitud de onda 

considerando siempre una relación DO 2601'00 280> 1.8 

e) Subelonaeión del gen HEGO en pTRE. 

Tanto las digestiones con endonucleasas de restricción, como el aislamiento y 

purificación del inserto, así como la linearización del vector se realizaron de 

acuerdo a las técnicas descritas en Current Protocols in Molecular Siology 

(Ausubel 1997). El aislamiento y purificación del gen HEGO se realizó por 

digestión de pCMV-HEGO (amablemente donado por el Dr. Joerg Klug, Institut fur 

Molekularbiologie und Tumortorschung, Marburg, Alemania.) con Eco R1 y 

electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusión (Promega) al 1 % Y su 

posterior digestión con ~-agarasa (2 U/200 ~I de agarosa, Promega), el vector 

(pTRE) se linearizó con la misma enzima de restricción y se trató con fosfatasa 

alcalina para inhibir su recircularización. 

La ligación se realizó con T40NA ligasa (GISCO) y se transformó la cepa OH5a de 

E. Coli, las transformantes positivas se seleccionaron con 1 00 ~g/ml de ampicilina 

en medio sólido terrific Sroth (GISCO). 

Posterior a la selección de las clonas transformantes con los productos de ligación 

del inserto HEGO/EcoR1 en pTRE se procedió a determinar el sentido de la 

inserción, para ello se utilizó la técnica del mapeo de restricción, se determinó usar 

las enzimas de restricción Xba 1 y Hind 111 debido a que, tanto el vector como el 
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inserto, presentan un sitio único de restricción para ambas enzimas. La figura 4 

muestra el patrón de restricción con las enzimas Xba 1 y Hind 111 , de dos clonas 

positivas para el vector-inserto, en el que podemos ver que, de acuerdo al patrón 

esperado, los carriles 3 y 7 muestran la posición adecuada del inserto (sentido), 

los carriles 2 y 6 muestran una clona en la que la inserción está en antisentido. El 

carril 1 corresponde a DNA del fago <1> 174 digerido con Hae 111, que constituye un 

marcador de peso molecular, así como las bandas en el carril 4 que corresponden 

a DNA del fago f... digerido con Hind 111; finalmente en el carril 5 se observa el 

vector-inserto sin digerir. La clona usada para amplificar el vector pTRE-HEGO fue 

la que se encuentra en los carriles 3 y 7. 

1,353 
1,078 
872 
603 
310 

1 2 3 4 5 6 7 

23,130 
9,416 
6,557 

4,361 
2,329 

Figura 4. Patrón de restricción del vector pTRE-HEGO para identificar el 
sentido de la inserción del gen HEGO. 
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CARRIL 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

ONA 
<l> 174 

pTRE-HEGO 
pTRE-HEGO 

A. 
pTRE-HEGO 
pTRE-HEGO 
pTRE-HEGO 

Enzima de restricción Xba 1 

Plásmido Posición 

pTRE(circular, 3146 pb). 
HEGO(lineal 1822 pb) 
pTRE-HEGO (sentido) 
pTRE-HEGO(antisentido) 

Enzima de restricción Hind 111. 

Plásmido 

PTRE 
HEGO 
pTRE-HEGO(sentido) 
P TRE -H EGO (antisentido) 

477 
1151 
1601,2299 
1121,2299 

Posición 

941 
1033 
1483,2763 
1239,2763 

ENZIMA 
Hae 111 (MPM) 
Xba 1 (antisentido) 
Xba 1 (sentido) 
Hind 111 (MPM) 
sin digerir. 
Hind 111 (antisentido) 
Hind 111 (sentido) 

No. de fragmentos Longitud 

1 3146 pb. 
2 1134, 671pb. 
2 698, 4270 pb. 
2 1178,3790 pb 

No. de fragmentos Longitud 

1 3146 
2 1016,789 
2 1280, 3688 
2 1524, 3444. 

Los marcadores de peso molecular usados fueron: 
~ 17 4/Hae 111 que genera 11 fragmentos de: 
1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118 Y 72 pb 
- A. ONA I Hind 111 que genera 8 fragmentos de; 
23130, 9416,6557,4361,2322,2027,564 Y 125 pb. 

d) Determinación de la concentración optima de selección con higromicina B 

Para determinar la concentración óptima de selección de las transfectantes 

positivas de la primera transfección estable, se sembrarón 2x105 células MOA-MB 

231 en cajas Petri para cultivo celular de 60 mm de diámetro con medio normal y 

se adicionaron O, 100, 200, 300, 400, 600 Y 800 Jlg/ml de higromicina B y, por 

último se eligió la concentración mínima que inició la muerte masiva los 5 días y 

que eliminó todas las células a los 14 días. 
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e) Determinación de la concentración optima de selección con Puromicina. 

Para determinar la concentración adecuada para la selección de las transfectantes 

positivas de la segunda transfección estable, se sembraron 2X105 células de la 

clona MDA-A4, seleccionada de la primera transfección estable, en cajas Petri de 

cultivo celular de 60 mm. de diámetro y se añadió al medio normal O, S, 10, 20 , 

25, 30, 35, 40, 45 Y 50 J.l.g/ml. de puromicina. Se eligió la concentración mínima del 

antibiótico que inicie la muerte celular masiva a los 5 días de cultivo y que eliminó 

todas las células a los 14 días. 

f) Determinación de la densidad celular óptima para selección. 

Para determinar la densidad celular óptima de selección de las transfectantes 

positivas, la línea MDA-MB 231, se sembraron 5X104
, 105

, 2X105
, 5X105

, 106
, 

5X106 células en cajas Petri para cultivo celular de 60 mm. de diámetro con medio 

suplementado con 300 J.l.g/ml de higromicina B y se eligió la densidad celular que 

presento 80 % de confluencia al día 5 de cultivo. Asimismo para determinar este 

parámetro en la clona MDA-A4 se siguió la misma estrategia pero usando la 

concentración de puromicina en 20 J.l.g/ml. 

g) Transfecciones transitorias. 

Todas la transfecciones se realizaron por la técnica de co-precipitación con fosfato 

de calcio, incubación con el precipitado de DNA por 6 hrs. y choque con glicerol 15 

% durante 2' (Ausubel 1997). Después de la transfección las células se cultivaron 

durante 48 hrs., se levantó la monocapa por raspado y se lisaron por 5 ciclos 

sucesivos de congelamiento-descongelamiento (3 min/cada uno). Se almacenaron 

a -20°C para su posterior uso en los ensayos de expresión de genes reporteros. 
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h) Transfecciones estables. 

Estas transfeciones se realizaron por el mismo método pero con la diferencia de 

que en la mezcla de DNA se agregó un plásmido de resistencia a un antibiótico, 

para la primera se uso el de higromicina (pTK-Hyg) y para la segunda el de 

puromicina (pRST) para que la selección de las clonas positivamente 

transfectadas se efectúe con este antibiótico. La diferencia fundamental estriba en 

que las clonas establemente transfectadas se conservan como líneas 

permanentes (Ausubel 1997). 

i) Recuperación de las clonas establemente transfectadas 

Después del periodo de selección con el antibiótico, aproximadamente 30 días, se 

recuperaron las clonas, bajo observación con microscopio estereoscópico, en 

ambiente estéril, con una micropipeta con punta de 200 J..LI de capacidad, cada 

colonia fue pasada a una caja individual y cultivadas para su posterior análisis con 

el gen reportero adecuado. 

j) Análisis de la expresión de genes reporteros 

i) Luciferasa (LUC) 

Las clonas producto de la primera transfección estable fueron sometidas al ensayo 

de regulación de la expresión del tetT A por medio del gen reportero de luciferasa 

(Brasier 1992) que fueron realizados con el plásmido pTRE-LUC de acuerdo a la 

técnica descrita previamente (Ausubel 1997). En la primera fase se hicieron 

ensayos de "todo o nada", es decir, con y sin 1 J..Lg/ml de DOX y las clonas que 

registraron la actividad del reportero se incluyeron en la siguiente fase. Esta 

consistió en una curva dosis-respuesta en función de concentraciones crecientes 

de DOX dentro del rango exponencial de 0-1. J..Lg/ml . 
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El registro de la emisión de luz se realizó en un luminómetro Bio-Orbit modelo 

1251, los datos se analizaron con el programa Multiuse 1.01 (Bio-Orbit). La clona 

que expresó la actividad de LUC en función de DOX en forma dosis-dependiente 

se pasó a la segunda transfección estable. Estos ensayos se realizaron en medio 

Leibovitz L-15 suplementado con SBF libre de tetraciclina (Clontech) 

ii) Cloramfenicol acetil-transferasa (CAl) 

Las clonas producto de la segunda transfección estable fueron . sometidas a 

ensayos de regulación de la expresión del gen que codifica para el REa. Para esto 

se utilizó un plásmido reportero que contiene el gen de la enzima cloramfenicol 

acetil-transferasa (CAT), controlado por el ERE, lo cual genera el plásmido ERE

CA T. Igualmente se realizó en dos etapas; la primera en ensayos de "todo o nada" 

con la adición de E2 (10-8 M), en ambos casos, y en presencia (10 ~g/ml) o 

ausencia de DOX, y la segunda en curvas dosis respuesta en donde se mantuvo 

la misma concentración de E2 y se observó la respuesta del reportero a 

concentraciones exponencialmente crecientes de DOX (0-1 O ~g/ml). 

Estos experimentos se realizaron en medio Leibovitz L-15, sin rojo fenal (GIBCO), 

suplementado con SBF libre de tetraciclina, el cual fue tratado previamente con 

carbón activado, con el fin de eliminar las hormonas esteroides. 

La actividad de CAT se evalúo por medio de cromatografía en capa fina con 

cloramfenicol marcado con C14 y revelado por autorradiografía (Sambrok 1989). El 

análisis se realizó por medio de densitometría con el programa Collage 2.0 (Image 

Dynamics Corp.) y los resultados fueron corregidos por actividad de J3 

galactosidasa que se usó como control interno de eficiencia de transfección 

k) Curvas de proliferación celular ( Butler 1991, Freshney 1991). 

Se sembraron 5X 104 células por pozo en placas de cultivo de 6 pozos, en las 

condiciones descritas en la tabla 1, se inició la cuenta a las 24 hrs. lo cual 
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constituye el tiempo cero y se contó cada 24 hrs. La cuenta se realizó en un 

contador de células nucleadas eoulter modelo T -660 por triplicado para cada 

tratamiento. Para los pozos con estímulo el medio de cultivo fue Leibovitz L 15 sin 

rojo fenal suplementado con FBS libre de tetraciclina tratado con carbón activado . 

................. .................................................................................................................................................................................................................................. 

! POZO I TRATAMIENTO I 
I .. _: ... ·· .... ·: .. ~ .. :: ______ : .. ·:::l ......................... · ...... · .. · .. · ...... · ........ ···· __ ····~~d·i~:·d·~··~~·it¡~~··~~~~~·i ... · .. ·· ..... :···· .. :::: ......... : ...... ::: ...... : ............... , 

2 17f3-estradiol (10-8 M) 

3 17f3-estradiol (10-8 M) + lel182,780 (10-8 M) 

4 17f3-estradiol (10-8 M) + OH-TAM (10-6 M) 
. ........................... . ................................................................................................................................... ..................... ........................................ .. . 

5 17f3-estradiol (10-8 M) + Doxiciclina (1 O ~g/ml) 
: .......................................................................................................................................................................................... ................... .. ................... ......... : 

6 Vehículo (Etanol absoluto, 1000X) 
: ..................................... ............................ .............................................................................................. ............................................................................ ; 

Tabla 1. Esquema de tratamiento aplicado a la clona MDA-A4-5/2 para evaluar 
el efecto proliferativo de; 17f3-estradiol (2), lel 182,780 (antiestrógeno puro, 3), 4-
hidroxitamoxifen (antiestrógeno parcial, 4), doxiciclina (inhibidor de la expresión 
del REoc, 5) y el vehículo en que se encuentran solubilizados los fármacos (etanol 
absoluto, 6). 

1) Determinación de la fracción celular en fase "S" 

Se evaluó a través del establecimiento del ciclo celular por medio de tinción con 

loduro de propidio (PI) en un citó metro de flujo eoulter-EPleS-AL TRA. Usamos 

cultivos celulares, previamente sincronizados, que se encontraban en fase de 

crecimiento logarítmico, cultivados en medio suplementado de acuerdo a la tabla 

1. 

Para sincronizar las células se cultivaron en cajas de Petri de 60 mm de diámetro 

en medio de cultivo normal hasta una confluencia del 50%, se cambio el medio por 

Leibovitz-L 15 sin rojo fenal suplementado con 0.5% de FBS libre de tetraciclina 

tratado con carbón activado, se incubaron durante 72 horas (García 1999). 
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Posteriormente se sometieron al esquema de estimulación establecido en la tabla 

1 por 48 hrs. 

Una vez concluido el periodo de estimulación, las monocapas celulares se 

tripsinizaron y se resuspendieron en 2 mi de PBS, se alicuotaron para obtener 

5X105 células/50 ~I., se realizó la tinción con loduro de propidio para ciclo celular 

con el Kit DNA-PREP (Beckman-Coulter), de acuerdo con el protocolo del 

fabricante. Se incluyeron en cada ensayo núcleos de eritrocitos de pollo como 

control de contenido de DNA y linearidad del equipo y linfocitos humanos normales 

para referencia de contenido de DNA diploide en fase GO-G1 . El análisis de las 

muestras se realizó en el citómetro Coulter-EPICS-AL TRA y los resultados se 

adquirieron con el software EXPO , usando 488 nm de longitud de onda para la 

excitación y la emisión se registró con el fotomultiplicador 4 (PMT 4, PIIDNA). 

El análisis de resultados se llevó a cabo con el software Multicycle (Phoenix Flow 

Systems) para ciclo celular (% de células en fase GoIG1, S Y G2/M) en las 

condiciones experimentales establecidas. 

m) Análisis estadístico 

Los resultados de la cuenta celular y de la fracción celular en fase "S", se 

analizaron por ANOVA de mediciones repetidas y post-prueba de comparaciones 

múltiples de Tukey (a<0.05), con el programa Prism 2.01 (Graph Pad Software). 

n) Análisis de unión hormona-receptor. 

Se sembraron 2 x 104 células en placas de 4 pozos en 500 ~I de medio y se 

incubaron durante 48 hrs. Posteriormente se realizó el análisis de unión hormona

receptor de acuerdo al siguiente protocolo: se incubaron las células durante 4 hrs. 

a 37 o C en D-MEM sin rojo fenol y sin SBF, suplementado con 1 % de albúmina 

sérica bovina (Fracción V, SIGMA), se agregaron concentraciones crecientes de 
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la hormona marcada (2,4,6,7-3H- estradiol, actividad específica 72 IlCi/mmol, 

Amersham) a todos los pozos, yen los numerados 3 y 4 se adicionó además, una 

concentración fija (5 x 10-7 M) de hormona sin marcar (17~-estradiol, SIGMA). 

Transcurrido el periodo de incubación, se lavaron los pozos 3 veces con el mismo 

medio y se Iisaron las células con NaOH 1M durante 16 hrs. , se neutralizó con HCI 

1 M, Finalmente la radioactividad de los lisados celulares se midió en un contador 

de centelleo líquido, los parámetros termodinámicos, Bmax (unión máxima) y Kd 

(constante de disociación), se determinaron por medio de regresión no lineal 

ajustada a una hipérbola, utilizando el programa Prism 2.01 (Graph Pad Sofware). 

Los ensayos se realizaron por duplicado para cada una de las concentraciones de 

hormona marcada. 

o) Amplificación por RT -PCR del gen endógeno del receptor a progesterona. 

Se analizó la expresión del gen endógeno de progesterona en la línea MOA-A4-

5/2. Las células se cultivaron en medio Leibovitz L 15 sin rojo fenol, suplementado 

con suero bovino fetal libre de tetraciclina (Clontech) tratado con carbón activado y 

10-8 M de E2, en presencia o ausencia de 10 Ilg/ml de Oox. 

Se aisló RNA total de la línea celular MOA-A4-5/2 con el método de un paso 

basado en la extracción con isotiocianato de guanidina/fenollcloroformo (TRI-Pure, 

Boehringer, Alemania) (Chomczinsky 1987) . Se incubaron 4 Ilg de RNA total 

con 800 unidades de transcriptasa reversa (SuperScript 11, GIBCO) en 20 111 de 

volumen de reacción con 20mM de tris-HCI (pH 8.3), 75 mM de KCI, 3 mM de 

MgCI2, 10 mM de OTI, 0.5 mM de cada dNTP y 2.5 IlM de oligo d-T. 

Posteriormente 10 111 de esta reacción fueron amplificados por PCR con primers 

específicos para un fragmento de 242 pb del gen de la isoforma B del receptor a 

progesterona (sentido: 5'-TGA CTG AGC TGA AGG CAA AG-3', antisentido: 5'

CGA CAG CGA CTG CTG GTC-3'). Los otros 10 111 fueron usados para amplificar 
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simultáneamente un fragmento del gen de p-actina (control de expresión 

constitutiva) (Camacho 1996). 

La reacción de PCR se llevó a cabo en 50 ~I de volumen de reacción con Tris-HCI 

20 mM (pH 8.3), KCI 50 mM, MgCI2 1 mM, dNTP's 0.2 mM de cada uno, 0.5 ~M de 

cada primer, y 2.5 U de Taq-DNA polimerasa. Se realizaron 30 ciclos de 

amplificación a 94°C, 1 min., 60°C, 1 mino y 72°C, 1 mino y un paso final de 

extensión a 72°C por 5 mino (González 2001). Como control positivo se uso RNA 

total de la línea celular de cáncer de mama humano MCF-7 cultivada en las 

mismas condiciones. Se incluyeron en todos los experimentos controles negativos 

sin RNA y con RNA no retrotranscrito. 

Los productos de amplificación (25~1) fueron separados en gel de agarosa al 2%, 

teñidos con bromuro de etidio y la imagen fue capturada a partir de un 

transiluminador ultravioleta con el software Collage. 
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Resultados. 

Primera transfección estable. 

Se aislaron 105 clonas resistentes a higromicina B, 80 de las cuales se ensayaron 

con el gen reportero pTRE-LUC. La clona denominada MDA-A4 mostró regulación 

de la expresión de este reportero en forma dosis-dependiente de DOX. La figura 5 

muestra la gráfica de regulación de la expresión de LUC en función de 

concentraciones exponencialmente crecientes de DOX. El nivel de inhibición es de 

15 veces, a concentración de 1.0 ¡..tg/ml, con respecto a cuando las células se 

incuban en ausencia de DOX. 

Actividad de LUC (curva 
dosis-respuesta ) 

0.0 0.0001 0.001 0.01 0.1 1.0 

Conc. Dox (~g1ml) 

Figura 5. Actividad de Luciferasa en la clona MDA-A4, en función de 
concentraciones exponencialmente crecientes de Doxiciclina. Datos de un 
experimento representativo por triplicado; corregidos por eficiencia de transfección 
de ~galactosidasa(mv= milivolts). 

Como se puede observar la curva de regulación de actividad de luciferasa (LUC) 

en la clona MDA-A4 nos indica que la actividad del transactivador de tetraciclina 

(tetTA) sobre el plásmido de respuesta a tetraciclina (pTRE) que controla la 

expresión del reportero de LUC es regulada de manera dosis-dependiente por el 

antibiótico en el rango de 0.0 a 1.0 ¡..tg/ml, esto implica que la expresión constitutiva 

del tetTA en esta clona es la apropiada para que su capacidad activadora sobre el 

pTRE sea regulada por DOX en este rango de concentración, hasta prácticamente 
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apagar la expresión del reportero a la dosis de 1.0 J.lg/ml. , por lo que esta clona fue 

usada para efectuar la segunda transfección estable. 

Segunda transfección estable: 

La clona MDA-A4, fue transfectada establemente con el vector pTRE-HEGO. 

Posterior a la transfección se aislaron 120 clonas resistentes a puromicina, 55 de 

las cuales se ensayaron con el gen reportero pERE-CA T. Encontramos que en la 

clona denominada MDA-A4-5/2 la expresión del reportero de CAT es regulada de 

forma dosis- dependiente de DOX, en presencia de E2 (10-8 M), alcanzándose una 

inhibición máxima del 90% cuando se incubó en presencia de 10 J.lg/ml de este 

antibiótico. La figura 6 muestra los datos de actividad de CAT en función de 

concentraciones crecientes de DOX. 

Actividad de CAl (Curva dosis 
respuesta) 

o~~~~~~~~~~~ 

0.00 0.50 1.00 2.00 3.00 4.00 10.00 

Conc. Doxiciclina (~g/ml) 

Figura 6. Curva de regulación de actividad de CAT en la clona MDA-A4-5/2. 
Datos de 3 experimentos representativos; corregidos por eficiencia de transfección 
por S-galactosidasa. La actividad de CAT en ausencia de DOX fue establecida 
como el 100% de actividad. 

Estos resultados indican que la clona denominada MDA-A4-5/2 presenta las 

características de regulación para la expresión del reportero de CAT en 

respuesta a la estimulación estrogénica (17~-estradiol, 10-8 M) dentro del rango 

comprendido entre O y 10 J.lg/ml, de DOX, logrando una inhibición del 90% con la 

máxima concentración del antibiótico , lo que significa que en esta clona la 
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actividad del TetTA sobre el vector pTRE-HEGO es regulada en la misma forma, 

pero como es evidente no se logra la inhibición total de la expresión del reportero 

y se conserva aproximadamente el 10% de esa expresión con respecto al sistema 

libre de DOX, esto puede deberse a que los promotores virales, como los que 

regulan la expresión de reportero pERE-CAT, pueden comportarse 

diferencial mente de acuerdo al contexto celular en que se encuentren y algunas 

veces su expresión constitutiva es alta y por lo tanto, en este caso, no 

representaría una condición que responda a la activación transcripcional ejercida 

por el tetT A sobre el reportero. 

Para dilucidar esta posibilidad, se realizaron ensayos de unión hormona-receptor 

en la clona MDA-A4-5/2 que nos permitieran cuantificar los niveles de expresión 

del REa en nuestra línea celular. 

Análisis de unión Hormona-Receptor. 

Para establecer los niveles de expresión del REa en función de la concentración 

de DOX, en la línea celular MOA-A4-5/2, realizamos ensayos de curvas de 

desplazamiento por competencia, también denominados ensayos de unión 

hormona-receptor, que proporciona los datos necesarios para calcular el número 

de sitios de unión para la hormona en las células (Bmax, unión máxima) y la 

constante de afinidad del receptor por la hormona (Kd). En la figura 7 se pueden 

observar las curvas de saturación para 3 diferentes niveles de expresión del REa 

en nuestra línea celular. 

Como se puede ver en la gráfica los niveles de expresión del receptor disminuyen 

cuando aumenta la concentración de DOX, ya que cuando no se agrega el 

antibiótico la curva tiende a la saturación (comportamiento farmacológico que 

presentan los complejos receptor-ligando) en un mayor nivel y conforme se 

aumenta la dosis de DOX se disminuye el nivel de saturación lo cual significa que 

existen menos sitios de unión para la hormona. Cuando la concentración es de 10 
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~g/ml es claro que la curva no tiende hacia la saturación, se comporta como una 

línea recta lo que, muy probablemente, implica que existen muy pocos sitios de 

unión para la hormona o que, en definitiva, no existen. La tabla de la figura 6 

contiene los valores de expresión del RE y las constantes de disociación (Kd) para 

tres diferentes concentraciones de DOX. 
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'E 
Q. 
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~ 

1;; 
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• \O ~g/ni 
• 5 ~g/ni 

O~~==~====~T======T==~~ 
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[DOX] 
10 ~g/ml. 
5 ~g/ml. 
O ~g/ml. 

5 10 15 

[3H]estradiol (x10·10M) 

20 

Bmax 
9.67 dpm 

109.8 dpm 
505.1 dpm 

Kd 
0.26 nm. 
2.36nm. 
2.36 nm 

Moléculas REa/célula 
365 

4,100 
19,000 

Figura 7. Curvas de saturación por competencia de unión hormona-receptor. 
La tabla inferior muestra la concentración de DOX y los valores obtenidos en el 
ensayo, así como lo valores calculados del número de moléculas del receptor a 
partir de Bmax y la Kd. Datos de un ensayo representativo por duplicado. 

Con base en estos resultados decidimos utilizar esta clona como modelo celular 

para evaluar el efecto proliferativo de los E2 en presencia y ausencia del REa. 
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Curvas de proliferación. 

Inicialmente elaboramos las curvas de proliferación de la clona MDA-A4-S/2 de 

acuerdo a como se indica en material y métodos y en las condiciones de 

estimulación marcadas en la tabla 1. 

Se procedió a establecer la capacidad proliferativa por cuenta directa de nuestra 

línea celular en varias condiciones; i) de expresión (E2), ii) no expresión (E2 + 

DOX) del REa, iii) bloqueo del efecto estrogénico usando el antiestrógenos puro 

lel 182,780, iv) usando el antiestrógenos parcial 4-Hidroxitamoxifen, v) usando las 

condiciones de cultivo habituales (medio normal) y vi) el vehículo (Etanol absoluto) 

en el que están solubilizados los fármacos. 

La figura 8 muestra las curvas de proliferación de esta clona generadas de 

acuerdo al patrón de estimulación establecido. 
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Curvas de proliferación clona 
MDA-A4-512 

- Medio normal. 
...... Estradiol 
--Iel 182,780 
-+- 4-HdroxilamolOfen 

-<>- Doxiciclina 

-<>- Vehiculo 

24 48 72 

Tiempo (Horas) 

96 120 

Figura 8. Cinética de proliferación de la línea celular MDA-A4-5/2. El esquema 
estimulación corresponde al establecido en la tabla 1. Datos de un experimento 
por triplicado. 
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Se puede observar que la curva que corresponde al tratamiento solo con E2 es la 

de menor proliferación y que los valores mayores corresponden a cuando se 

cultiva con medio normal y cuando se trata las células con DOX e ICI 182,780. 

La tabla 2 muestra los promedios aritméticos obtenidos de para cada uno de los 

tratamiento y los tiempos de incubación . 

.................................................................................................................................................................................................................................................... 

¡ ...... ~~~.~.~~.=.~.~~.~~.=.~.~.?~~.? ............... ~ ......... .II ............ ~~ ........... lL. ........ ~~ ........... l ......... ~~ ........ .. .JL ..... ..... ~~ .......... I 
1 .. ..... ... ............... ~.~~~.~ .. ~.~:~.~ ......................... I..~.~~.~:.~..lI .... ~.~.~~.:.~...lL.~~.:=::.~ .. .l:.~~.~.~ .. ~:.~..II..~.~.~ .. ~.~:.~ . .1 

I ............................ ............. =.~ ......................................... l..:.~=~.:.~..lI .... ~.~~~~:.~ ... lI.. .. ~~.~=::.~ .. .JL~.~.~=~:.~ .. ..IL:.~~.~:.~:.~ . .l 

I ....................... =~: .. ~.:.~ .. ~.~~~~~.~ ....................... l..~.~=~. :.~..II .. ~.:.~=~.~.:~I:.~~=~.~:.~.JI.~.~~.~~ .. ~. :.:..IL.~.~~.~~ .... ~ .... .I 
¡ E2+ 4-hidroxitamoxifen 1 45±1.6 11 127±5.0 11 321±7.5 11 551±8.1 [~±12.0 I 
: E2+ Doxiciclina ~1120±3. 7 11347±7 . 5 1I 558±13.0 II 714±20.0 

. Vehículo 35±1.6 11144±9.0 II 366±8.4 11 510±7.5 11 549±7.0 

Tabla 2. Promedios aritméticos de las curvas de proliferación en la línea 
MOA-A4-5/2. Datos obtenidos por cuenta directa en contador de células 
nucleadas Coulter T -660, datos por triplicado para cada uno de los tiempos (X 
103

) . 

Cuando se realizó el análisis estadístico se encontró que la ANOVA de 

mediciones repetidas determina diferencias significativas entre los grupos (p = 
0.0015), Y el análisis con la post-prueba de comparaciones múltiples de Tukey 

arroja diferencias significativas ente los siguientes grupos; Medio Normal vs. 

Estradiol (p<0.001), Estradiol vs. Estradiol + ICI 182,780 (p<0.05) y Estradiol vs. 

Estradiol + Doxiciclina (p<0.05). Estos resultados nos dieron indicios que en 

nuestra línea celular la estimulación estrogénica en presencia del REa exógeno 

induce inhibición de la proliferación celular, por lo que para comprobar estos 

resultados realizamos los ensayos de determinación de fracción celular en fase de 

síntesis (SPF) por citometría de flujo. 
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Ensayos de proliferación por fracción celular en fase "S". 

Se evaluó la capacidad proliferativa de la línea M OA-A4-S/2 , en respuesta a los 

diferentes tratamientos establecidos en la tabla 1, por medio del establecimiento 

del porcentaje de células en fase "S" del ciclo celular. En primera instancia se 

procedió a la estandarización de la técnica de procesamiento y del registro de las 

mediciones. La figura 9 muestra algunos de los resultados de esta fase y en ella 

se observan las gráficas de puntos (izquierda) y los histogramas de ONA 

generados por las anteriores (derecha) para un ensayo representativo en el que se 

incluyen: A) Núcleos de eritrocito de pollo (CEN), utilizados para establecer la 

lineariadad del sistema de registro, B) Linfocitos humanos normales, como control 

de contenido diploide normal de ONA en células humanas. C) Histograma típico de 

ciclo celular de la línea MOA-MB 231. 

AIi 

C')' lroCIi.I\l I01D,L.MC) PU!'4 u..o .... 

B • ...,--------, 

' : .. . 

· 0 

C')~"IJJIII"""'PMT.I~", 

. " 

Figura 9. Panel de gráficas correspondientes a la fase de estandarización de 
los registro de citometrfa: A) Núcleos de eritrocitos de pollo, indicador de la 
linearidad del sistema, B) Linfocitos humanos normales, control del contenido 
diploide de ONA durante la fase GO/G1 en células normales humanas y C) 
Histograma de ciclo celular típico de la línea MOA-MO 231. La gráfica de puntos 
de la izquierda muestra la relación entre tamaño y granularidad de los núcleos o 
de las células y genera el histograma de la derecha a partir de la lectura con el 
PMT 4 que registra la emisión de PIIONA. 
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Posteriormente evaluamos el efecto proliferativo que los tratamientos establecidos 

en la tabla 1 tienen sobre la línea celular MDA-A4-5/2. Las gráficas 9-14 muestran 

los histogramas de ciclo celular para esta línea en las diferentes condiciones de 

estimulación. Solo se muestran 3 histogramas por tratamiento. El pico principal a 

la izquierda del histograma corresponde a las fases GoIG1• la región entre los dos 

picos corresponde a la fase "S" y el pico menor representa el porcentaje de células 

en fase G2/M. La generación de los histogramas y los porcentajes de células en 

las diversas fases del ciclo células fue realizado con el software Multicycle 

(Phoenix Flow Systems). 

I I : 

Figura 10. Panel de histogramas de ciclo celular. Estimulación: medio 
normal. 

Figura 11. Panel de Histogramas de ciclo celular. Estimulación: E2. 
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Figura 12. Panel de histogramas de ciclo celular. Estimulación: E2+ICI 

182,780. 
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Figura 13. Panel de histogramas de ciclo celular. Estimulación: E2+TAM. 

. -

Figura 14. Panel de histogramas de ciclo celular. Estimulación: E2+DOX. 

····,.·r ... ...... ... .. ............... . 

Figura 15. Panel de histogramas de ciclo celular. Estimulación: Vehículo. 
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Los ensayos de ciclo celular se realizaron en cultivos celulares que se 

encontraban en la fase exponencial de la curva de crecimiento (fase Log), a un 

flujo establecido de 60 células/seg., considerando 10,000 células por muestra, el 

promedio del coeficiente de variación para G1 fue de 7.6 con un rango de 6.9 a 

8.8. La razón G1/G2-M se encontró siempre dentro del rango 1.9-2.1 

La tabla 3 muestra los valores promedio del porcentaje de células en fase "S" de 

la línea MDA-A4-5/2 obtenidos de tres experimentos independientes por triplicado . 

................................................................................................................................ ............................................................................................................ 

i . O~:~:8~~~m1a~ 1 69~1 . 1 1 =:~~~'1:~~~~?:2;;~~ ¡ ~:~~~~~h~C~': 

Tabla 3. Valores promedio del porcentaje de células en fase "S" de la línea 
MOA-A4-5/2. Datos obtenidos de tres experimentos independientes por triplicado 
(n=9). 

El análisis estadístico con la prueba de ANOVA de mediciones repetidas 

determina diferencias significativas (p< 0.0001) para los porcentajes de células en 

fase "S" del ciclo celular y la post-prueba de comparaciones múltiples de Tukey 

establece que existen diferencias significativas entre: Estradiol vs. lel 182 780 

(p<0.001), Estradiol vs. DOX (p<0.001), estradiol vs. TAM (p<0.01) y estradiol vs. 

vehículo (p<0.05). 

Expresión del gen endógeno del receptor de progesterona en la línea MOA

A4-5/2. 

La figura 16 muestra una banda de 242 pb de DNA amplificado por peR cuando 

las células MDA-A4-5/2 fueron cultivadas en ausencia de DOX, mientras que no 

hay amplificación cuando el antibiótico es adicionado al medio de cultivo. La 

misma banda fue amplificada en el control de DNA de células MeF-7 tanto en 

presencia como en ausencia de DOX. 
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MDA-A4-5/2 MCF-7 

MPM -Dox +Dox -Dox +Dox JH¡ctina 

Figura 16. Electroforesis de los productos de RT -PCR para el receptor de 
progesterona. gel de agarosa 2%. MPM= marcador de peso molecular (100 pb), 
Dox= doxiciclina. 
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Discusión. 

La expresión de receptores hormonales en cáncer de mama está estrechamente 

ligada a procesos de proliferación e invasión y determina diferencias 

fundamentales en la Biología de las células neoplásicas. La expresión o no del 

REa pudiera estar relacionado con un mayor o menor grado de desdiferenciación 

celular. Son ampliamente conocidas las diferencias en el curso clínico entre los 

tumores que expresan el REoc y los que no lo hacen. Los primeros responden 

mejor a la terapia (quimioterapia y radioterapia), son candidatos a terapia 

adyuvante con antiestrógenos y en general presentan un fenotipo menos agresivo, 

los últimos sen más agresivos y generalmente la sobrevida de la paciente es 

menor. 

Estas diferencias clínicas ponen de manifiesto diferencias a nivel celular que 

tienen relación con la expresión de moléculas de respuesta a estímulos externos 

y/o reguladoras del crecimiento, la proliferación y la adhesión celular. Entre estas 

moléculas el . RE constituye un punto crucial en los procesos de regulación y 

amplificación de la respuesta a diversos estímulos ya que además de regular la 

respuesta a estimulación estrogénica, también se involucra en los procesos 

celulares inducidos por algunos factores de crecimiento (Curtis 1996, Clayton 

1997, Ignar-Trowbridge 96, Mohamood 1997, Kahler 2000, Klotz 2000), 

protoncogenes nucleares (Mohamood 1997), AMPc (Aronica 1994, EI-Tanani 

1996) y dopamina (Power 1991, Smith 1993), aparte de que eventualmente 

regula la expresión de estos elementos, por lo que podría considerarse que 

funciona como una molécula "maestra" dentro de la fisiología de las células 

estrógeno-dependientes (Levenson 1994). 

Un hallazgo experimental en este sentido ha sido la observación de que la 

reexpresión del REoc en las líneas celulares de cáncer de mama RE- correlaciona 

con la disminución de la capacidad proliferativa de este tipo de células, sin 

embargo los modelos usados en estos ensayos no presentaban las características 
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necesarias que permitieran asumir estos resultados como concluyentes 

(Levenson 1994). Es por esto que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto 

proliferativo que la estimulación estrogénica tiene sobre una línea celular de 

cáncer de mama humano REo, negativa, en la que es posible regular la expresión 

de este receptor transfectado en forma estable. 

Para esto primeramente desarrollamos y caracterizamos el modelo celular que 

presenta las características que nos permitieran dilucidar este fenómeno. 

Por esta razón usamos la línea celular de cáncer de mama humano denominada 

MDA-MB 231 que no expresa en REo, endógeno, para transfectarle establemente 

el gen HEGO previamente clonado en el sistema de regulación de la expresión 

genética de Gossen y Bujard (Tet-Off System, Clontech) el cual es dependiente de 

tetraciclina y sus derivados, que ha sido usado con éxito para regular la expresión 

de diversos productos proteicos como las ciclinas D1 y E en fibroblastos de rata 

(Resnizky 1994), TGF-p en cultivo primario de queratinocitos humanos yen una 

línea celular de epitelio pulmonar humano (Wettergreen 2001), interleucina-2 en 

células de melanoma humano (Pitzer 1999) y del receptor a glucocorticoides en la 

línea de fibroblastos de ratón L-929 (Wei 1998). 

Después de dos transfecciones estables en las que se introdujeron en las células 

los componentes del sistema de regulación de la expresión genética, previa 

clonación del gen HEGO en el operador del sistema, obtuvimos una clona celular 

que expresa de manera regulable en REo,. La funcionalidad del sistema celular la 

comprobamos con el uso de genes reporteros que nos indican la capacidad de 

regulación de la expresión de este gen en nuestra línea celular. El uso de este 

sistema nos permitió regular la expresión del REo, en el rango de O a 1 O ~g/ml, 

desde una expresión máxima hasta abolir la expresión del gen, respectivamente. 

Esta característica del sistema de regulación de Gossen y Bujard, aunada a que la 

línea celular MDA-MB 231 no expresa en gen endógeno que codifica para el REo" 

es la que nos posibilitó usar la línea MDA-A4-5/2 para evaluar el efecto 
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proliferativo que los estrógenos ejercen sobre células en las que se ha re

expresado este receptor. 

Por otro lado los ensayos de unión hormona-receptor que nos demuestran que 

con 10 J.1g/ml de DOX es posible inhibir totalmente la expresión del REa en la línea 

celular MDA-A4-5/2 y que las constantes de disociación del REa transfectado está 

dentro del rango nanomolar, que corresponde a la afinidad reportada para el 

complejo REa-Estradiol tanto en condiciones de expresión endógena como en los 

casos de transfección del receptor (Levenson 1994). Además en cuanto a los 

niveles de expresión, en condiciones fisiológicas la expresión del REa en células 

estrógeno-dependientes presenta un rango de variación amplio que va de 10,000 

a 100,000 receptores/célula (Landers 92) y en nuestra línea celular, en 

condiciones de libre expresión del receptor (sin DOX), los niveles están próximos a 

20,000 moléculas por célula, Con estos resultados, en principio podemos asumir 

que, teóricamente, el nivel de expresión del REa en estas condiciones de cultivo, 

corresponde a niveles fisiológicos apropiados y que cuando se bloquea la 

expresión, usando 10 J.1g/ml de DOX, no se observa en niveles significativos 

Posteriormente procedimos a realizar las curvas de proliferación de nuestra clona 

para determinar si por cuenta directa obteníamos evidencia de modificaciones en 

las cinéticas de crecimiento de acuerdo a la expresión o no del REa. Este método 

ha sido utilizado en varios trabajos para hacer evaluaciones de proliferación 

celular in vitro en células de cáncer de mama (Mur 1998, Prakash 2001). 

Asimismo, para observar si este efecto estaba mediado por el receptor, 

bloqueamos el efecto estrogénico con ICI182,780 y TAM. 

Las cinéticas de proliferación de la línea MDA-A4-5/2 nos muestran gráficamente 

que el tratamiento con E2 (10-8 M) corresponde a la curva de menor proliferación y 

los mayores valores se obtienen cuando cultivamos en medio normal y cuando 

tratamos con ICI182,780 (10-8 M) Y DOX (10 J.1g/ml). 
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El análisis estadístico de las curvas de proliferación de la línea MDA-A4-5/2 indica 

que, cuando es tratada solo con E2 (expresión del RE), las cuentas celulares son 

significativamente menores que cuando se cultiva en el medio normal ( p<0.001) y 

cuando las células se incuban en presencia de E2 + lel 182,780 (bloqueo del 

efecto estrogénico, p< 0.05) Y E2+ DOX (No expresión del RE, p<0.05). Esto nos 

demostró, en principio, que el efecto estrogénico en nuestra línea celular provoca 

una reducción de la proliferación y que este efecto es bloqueado por el 

antiestrógenos puro lel 182,780, sin embargo debemos mencionar que no se 

observa ningún efecto cuando se usa TAM. Eso probablemente se deba a que la 

dispersión en nuestra cuenta celular es muy amplia. 

El siguiente paso fue corroborar estos resultados a través del análisis de ciclo 

celular y el porcentaje de células en fase "S" en nuestra línea, para ello 

establecimos el mismo patrón de estimulación y evaluamos por citometría de flujo 

la fracción celular en fase de síntesis. 

El porcentaje de células en fase "S" del ciclo celular ha sido establecido como un 

indicador confiable de proliferación celular en cáncer de mama en múltiples 

estudios, en donde se demuestra una correlación significativa con algunos 

marcadores de proliferación celular como Ki67 (Vielh 1990, Isola 1989), Ki67 y el 

antígeno nuclear de proliferación celular (peNA) (Dawson 1990), con Ki67, MIB1 

y con la cuenta de figuras mitóticas (Keshgegian 1995) y peNA (Visscher 1992). 

También se ha encontrado que la fracción celular en fase "S" tiene valor 

pronóstico en cáncer de mama (Kallioniemi 1988, Visscher 1990). Finalmente ha 

sido establecido como un parámetro independiente indicador de proliferación 

celular en mama (Bhalla 2000). 

El análisis se realizó en los histogramas del ciclo celular de la línea MDA-A4-5/2. 

Estos histogramas son generados por el programa de análisis Multicycle que 

realiza iteraciones sucesivas para encontrar el histograma de mejor ajuste (región 

sombreada) a los datos generados por el citómetro. El programa proporciona los 

siguientes datos; % de células en fase Gon y su coeficiente de variación (eV) 
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asociado, % de células en fase de síntesis "S", % de células en fase G2/M y la 

razón de las lecturas para GO/1/G2/M. 

El análisis estadístico indica que los valores obtenidos cuando se expresa el REa 

(E2) son significativamente menores que cuando no se expresa el receptor (OOX) 

(p<0.001), lo mismo ocurren cuando se bloquea el efecto estrogénico con ICI 

182,780 (p<O. 001) Y con TAM (p<O. 01 ). 

Este fenómeno ya ha sido observado por otros autores, Por ejemplo Zajchowski y 

colaboradores (1993) reportan que cuando re expresan el REa, por transfección 

estable, en una línea epitelial no-tumorigénica de mama humana y en dos líneas 

de cáncer de mama humano (21T y MOA-MB 231) se observa una disminución de 

la proliferación en respuesta a estimulación estrogénica y que este efecto inhibidor 

es bloqueado por ICI 164,384, pero no por TAM. Contrariamente, Lazenec y 

colaboradores (1999) cuando reexpresaron el REa en células MOA-MB 231, por 

medio de un sistema de infección por adenovirus, observaron que el tratamiento 

con E2 e ICI 164,384 inhibe la proliferación celular y que el TAM no tiene ningún 

efecto en proliferación, pero si es capaz de bloquear el efecto inhibidor de los E2 y 

del ICI 164,384. 

Estas diferencias podrían reflejar diferencias en la naturaleza misma de los 

antiestrógenos ya que se sabe que los antiestrógenos de tipo 1, actualmente 

denominados Moduladores Selectivos del Receptor de Estrógenos (MSRE) entre 

los que se incluye el TAM, pueden actuar como agonistas o antagonistas del 

efecto estrogénico dependiendo del contexto celular y del elemento de respuesta 

sobre el que actúa el complejo RE-antiestrógeno. Por otro lado los antiestrógenos 

del tipo" o antagonistas puros, entre los que se encuentra el ICI 182,780 siempre 

ejercen efectos antagonistas (Barrón 2001). 

Esto explicaría parcialmente la falta de efecto del TAM pero no dice nada sobre la 

inhibición de la proliferación inducida por ICI 164,384 que encuentran Lazenec y 
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sus colaboradores en su sistema celular, aquí tendríamos que considerar las 

características propias de cada sistema celular, así como los niveles de expresión 

del receptor y la eficiencia con que la reexpresión de este receptor recrea el 

fenotipo estrógeno-dependiente, para lo cual se tendría que demostrar la 

expresión de genes endógenos de respuesta a estimulación estrogénica (vg. gen 

del receptor a progesterona, del factor de crecimiento epidermal y su receptor, c

myc, c-fos, c-jun, pS2) que son activados en cada sistema celular. 

Los estudios que existen en este sentido no han arrojado resultados que aclaren 

este panorama, ya que como se ha visto en células MDA-MD 231 transfectadas 

con el gen HEGO aun cuando se observa que las células transfectadas regulan 

sus factores de crecimiento, en respuesta a estimulación estrogénica, de la misma 

manera que las células RE+, el efecto final es la inhibición de la proliferación 

celular y no una promoción de la misma (Jeng 1994, Zajchowski 1991). Esto ha 

llevado a pensar a algunos investigadores que el RE transfectado no 

necesariamente es equivalente, funcionalmente hablando, al RE endógeno (Watts 

1994). 

Esta apreciación se ve reforzada por los resultados del trabajo de Lazenec y sus 

colaboradores que indican que el RE exógeno se expresa de manera adecuada, 

con afinidad por el ligando y un patrón de activación de genes reporteros similar al 

mostrado por el REo. endógeno expresado en células MCF7. Incluso demuestran 

la inducción por E2 de pS2, un gen regulado por estrógenos y que se considera 

como un marcador pronostico favorable para terapia endocrina en cáncer de 

mama RE+. En este modelo la sola expresión del REo. no tiene efecto sobre la 

proliferación, pero el tratamiento con E2 o con el antiestrógeno puro ICI-164,384 

suprime la proliferación, mientras que el tratamiento con el antiestrógeno parcial 4-

hidroxitamoxifen no tiene efecto sobre la proliferación, pero si es capaz de 

bloquear el efecto inhibidor de los E2 y del ICI-164 384. Estos autores también 

demuestran que la estimulación con E2 inhibe fuertemente la expresión del 

protoocogen c-myc y también la de los genes BRCA 1 y 2 lo cual es congruente 
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con el papel inductor de proliferación que tienen estos genes y explicaría en parte 

la inhibición de la proliferación celular inducida por los E2 (Lazenec 1999). 

Nuestros datos de fracción celular en fase de síntesis corroboran los resultados 

obtenidos en la cuenta celular directa y nos proporcionan evidencia de que en 

nuestra línea celular, y en nuestras condiciones experimentales, el efecto 

estrogénico mediado por el REa induce una disminución de la proliferación y que 

este efecto inhibidor se realiza a través de este receptor, ya que es revertido 

cuando se bloquea la acción estrogénica con el antiestrógeno puro lel 182,780 y 

con el antiestrógeno parcial 4-hidroxitamoxifen (TAM). 

Finalmente demostramos que en nuestro modelo celular la estimulación 

estrogénica mediada por el REa exógeno induce la expresión del gen del receptor 

de progesterona, el cual se sabe que es inducido transcripcionalmente por los E2 

en condiciones celulares normales en el tejido mamario. Este hallazgo presenta 

dos vertientes interesantes; primero muestra que la línea celular parental, MDA

MB 231 cuenta con la maquinaria transcripcional necesaria y suficiente para 

responder al estimulo estrogénico de manera adecuada o "normal" y segundo que 

la estimulación con E2, mediada por la re-expresión de un REa ectópico de 

manera estable, es capaz de inducir aunque sea solo parcialmente un fenotipo 

hormona-dependiente. Ambos hechos representan amplias posibilidades tanto 

para el entendimiento de la fisiología de los tumores de mama, como posibilidad 

terapéutica para esta patología. Si consideramos que la malignización de una 

estirpe celular implica un proceso gradual de desdiferenciación, que en el caso del 

cáncer de mama parece estar directamente asociado a la expresión de receptores 

hormonales y en esta medida también a un fenotipo más agresivo, entonces la re

expresión del REa en nuestra línea celular parece implicar el "regreso" a un 

fenotipo mas diferenciado y por lo tanto, menos proliferativo. 
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Conclusiones. 

1. Desarrollamos de una línea celular de cáncer de mama humano en la que 

es posible regular la expresión del REa partiendo de una línea celular que 

no expresa este receptor, para ello usamos el sistema de regulación de la 

expresión genética dependiente de tetraciclina de Gossen y Bujard. 

2. Esta línea celular muestra niveles de expresión del REa apropiados, tanto 

en cantidad, como en capacidad de unión a DNA, así como en eficacia 

como factor de transcripción. 

3. Demostramos por cuenta celular y por fracción celular en fase "S" que en 

estas condiciones la estimulación estrogénica induce una disminución 

significativa de la proliferación celular. 

4. Demostramos que este efecto inhibidor de la proliferación esta mediado 

por el REa, ya que la adición de antiestrógenos lo revierte. 

5. Finalmente demostramos que, en nuestras condiciones, la re-expresión del 

REa induce la expresión del gen endógeno a progesterona y por lo tanto 

recrea un fenotipo estrógeno-dependiente, al menos parcialmente. 
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Anexo I 

Sistema de regulación de la expresión genética de Gossen y Bujard. 

Este es un sistema desarrollado por Gossen y Bujard (1992, 1995), en el centro de 

Biología Molecular de Heidelberg, Alemania, que utiliza elementos reguladores 

genéticos procarióticos y virales para establecer un sistema de regulación positiva 

de la expresión genética en células eucarióticas, a partir de tetraciclina, o sus 

derivados, adicionada al medio de cultivo, el sistema es dosis dependiente del 

antibiótico. 

Consta de dos plásmidos; el primero codifica para un transactivador proteico de 37 

KDa que activa transcripcionalmente al segundo plásmido, el operador, en el cual 

se ha insertado el gen de interés, es decir el gen del cual se quiere regular su 

expresión. 

Este sistema de regulación de la expresión genética utiliza la secuencia que 

codifica para el represor de tetraciclina (tetRep) y las secuencias reguladoras de 

los elementos de resistencia específicos a tetraciclina (tet) codificados en el 

operón Tn 10 (transposon 10) de E. coli, en el cual la transcripción de los genes 

mediadores de la resistencia están regulados negativamente por el tetRep. El 

producto proteico de este elemento regulador está unido, en ausencia de tet, a 

una secuencia consenso en la región promotora del operón, denominada 

operador de tetraciclina (tetOp). Cuando el antibiótico se encuentra presente en el 

medio el tetRep se une al antibiótico y se desliga del tetOp lo que activa la 

transcripción de los genes codificados por el operón. (Hillen 1983, Hinrichs 1994) 

La secuencia que codifica para los 207 aa. del tetRep se unió al extremo 5' de la 

secuencia codificante de los 130 aa. del dominio de activación de la proteína viral 

16 (VP 16) del virus del herpes simple (HSV), se le agregó el extremo terminal de 

poliadenina (poIiA) de SV40 y contiene, además, la secuencia de resistencia a 
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ampicilina (Pbla) y neomicina (neo). Este plásmido se denomina pUHO 15-1neo o 

pTetOff, está controlado por el promotor de citomegalovirus humano lE (PhCMV ) 

(Fig. 6), Y codifica para una proteína de 37 KDa de peso molecular y 337 aa. que 

se conoce como transactivador de tetraciclina (tetTa). 

pUHD15-1DeO 

7255 bp 

SeaI3946 

aml"U1791 

Figura 1. Construcción del pUHO 15-1neo o pTet-Off. 

La construcción del plásmido de respuesta al tetTA se realizó fusionando un 

heptámero del palíndrome invertido de 19 pares de bases de la secuencia 02 del 

Tn10 (TCCCTATCAGTGATAGAGA-TCTCTATCACTGATAGGGA) de E. Co/i, esto 

es el tetOp, en el extremo 5' de un fragmento del promotor de hCMV que contiene 

del nucleótido -53 al +75, denominado promotor mínimo de hCMV (PhCMV min) 

en cuyo extremo 3' se insertó un sitio de multiclonación (MeS) en el que se puede 

insertar el gen de interés, posteriormente se le agregó el extremo de poliA de SV 

40. El plásmido se denomina pUHO 10-3 o pTRE (plásmido del elemento de 

respuesta a tetraciclina) (Fig. 2) 

77 



Pbl~ 

bl~ 

PvuI2 .:53 

pUHD10-3 

3.15kb 

oolE\ 

PhCMV*-\ 

coR10.46 

MCS 

SV40-polyA 

Figura 2. Construcción del pUHO 10-3 o pTRE, el gen HEGO fue clonado en 
el sitio Eco R1 del MCS. 

El tetTA se une, en ausencia de tet o doxiciclina (DOX), a esta construcción 
en la secuencia de 19 pb como un dímero de 46 KDa de peso molecular y activa 
transcripcionalmente el gene o secuencia codificante que se encuentre en el 
extremo 3' del PhCMV mino Cuando el antibiótico se encuentra en el medio el 
tetT A se une al antibiótico, y por lo tanto no se puede unir al tetOp y la 
transcripción no se inicia. 
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