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RESUMEN 

 

 
 

Papel de la isoforma ERαΔ5 sobre la actividad transcripcional del receptor de 

estrógenos alfa (ERα) en cáncer de mama 

El receptor de estrógenos alfa (ERα) es una proteína conformada por seis dominios, A-F. Los 

dominios A/B contienen la función de transactivación AF-1. En el domino C o de unión al 

DNA (DBD), se encuentran dos “dedos de zinc” que son los responsables del reconocimiento 

y unión a los elementos de respuesta a estrógenos (EREs). El dominio D funciona a manera 

de bisagra, que facilita el plegamiento de la proteína. En la región E/F o dominio de unión a 

ligando (LBD) se encuentra la función de transactivación AF-2.   

Los transcritos de ERα sufren un procesamiento alternativo que conduce a la formación de 

isoformas, una de las cuales genera la proteína ERαΔ5, que al carecer del exón 5, pierde parte 

del LBD pero conserva la habilidad para unirse al DNA y su actividad dependiente de AF-1. 

Esta isoforma se expresa en tumores con fenotipo ER-/PR+. Las consecuencias de su 

expresión aún no se conocen, pero consideramos que podría tener un efecto importante sobre 

la actividad del receptor alfa completo, que se verá reflejado en la expresión de genes de 

respuesta a estrógenos en cultivos de líneas celulares de cáncer de mama (CM). Por lo tanto, 

el estudio de isoformas de ERα, como Δ5, proporcionara información acerca del mecanismo 

de regulación transcripcinal de ERα en cáncer de mama. En base a lo anterior, primero se 

generó el cDNA de la isoforma por mutagénes sitio dirigida a partir de la secuencia de ERα.  

Antes de evaluar la actividad de Δ5, se seleccionaron líneas celulares de CM ER-positivo y 

negativo, MCF-7 y MDA-MB 231, respectivamente. Para corroborar las características de 

cada línea celular se analizó la expresión de los mRNA de ERα y ERαΔ5, por medio de RT-

PCR se confirmó la expresión de los receptores en células MCF-7 y la ausencia de estos en 

células MDA-MB 231. Además, se examinó la respuesta al tratamiento con Estradiol (E2), 

Tamoxifen, Fulvestrant y/o Doxorrubicina por el método de MTT. En células MCF-7, la 

viabilidad disminuye 35 % y 52 % después del tratamiento por 96 horas con tamoxifen y 

fulvestrant, respectivamente. En los tratamientos con E2, utilizado como control positivo en 

estas células, se observa un incremento del 21 %  con respecto a los controles. Por el 

contrario, en las células MDA-MB 231 la viabilidad de los cultivos no es afectada por el 

tratamiento antiestrogénico.  

Posteriormente, para evaluar la relevancia biológica de Δ5 se realizaron ensayos de actividad 

transcripcional in vitro, empleando un gen reportero de luciferasa con dos EREs. Nuestros 

resultados muestran que ERα incrementa 3.4 veces la expresión de luciferasa en respuesta al 

estímulo hormonal, por el contrario en los cultivos transfectados con Δ5 no se observa 

expresión significativa de luciferasa comparada con el control pcDNA3.1+. En las co-

transfecciones ERα:ERαΔ5, la actividad de proteína completa disminuye hasta el 70 % en 

presencia y ausencia de estímulo hormonal.  

En base a lo anterior, concluimos que el receptor Δ5 no posee actividad transcripcional AF-

1 en nuestro modelo de estudio. Sin embargo, los resultados obtenidos representan un 

mecanismo de regulación transcripcional mediada por la interacción proteína-proteína, donde 
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ERαΔ5 ejerce un efecto dominante negativo sobre el receptor completo, al formar 

heterodímeros ERα:ERαΔ5 u homodímeros ERαΔ5 que son incapaces de promover la 

transcripción del gen reportero.  
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I. INTRODUCCIÓN  

El cáncer de mama (CM) es la neoplasia diagnosticada con mayor frecuencia en la población 

femenina del mundo. En México, a partir de 2006, es la primera causa de muerte por tumores 

en mujeres entre 30 y 54 años desplazando al cáncer cérvicouterino 1,2  

Toda mujer tiene algún riesgo de desarrollar cáncer de seno a lo largo de su vida y este se 

incrementa dramáticamente con los años. Se estima que el 5 al 10% de los tumores de mama 

tienen un origen hereditario, de los cuales alrededor del 30% se deben a mutaciones en los 

genes BRCA1 y BRCA2 3. Al igual que en otros tipos de cáncer existen factores que pueden 

contribuir a su etiología, tales como la exposición a radiaciones ionizantes, ingesta de alcohol 

y tabaco 4,5, así como la obesidad. Particularmente, esta neoplasia se encuentra asociada a la 

regulación hormonal, específicamente de estrógenos. Es decir, cuanto más tiempo una mujer 

ha estado expuesta a estrógenos, mayor será el riesgo de presentar la enfermedad. De tal 

forma que, una menarquía temprana  (antes de los 12 años) y menopausia tardía (después de 

los 55 años), nuliparidad, retardo en el nacimiento del primer hijo (después de los 30 años) y 

uso de terapia hormonal de reemplazo, aumenta considerablemente la susceptibilidad de 

padecer la enfermedad 4,6 . Cabe mencionar que el índice de masa corporal es de particular 

atención en este padecimiento ya que las hormonas esteroideas (estrógenos, progesterona y 

testosterona) se generan a partir del colesterol en centros fisiológicos específicos como los 

ovarios y/o testículos, lo cual condiciona de forma importante la producción elevada de 

estrógenos 4.  

 

I.2.   ESTRADIOL Y RECEPTOR DE ESTRÓGENOS (ER) 

El estradiol (E2) es una hormona esteroidea que se sintetiza principalmente en los ovarios y 

está involucrada en varios procesos fisiológicos como el desarrollo fetal, establecimiento y 

mantenimiento de las características sexuales secundarias y del ciclo reproductivo, el 

metabolismo celular de hígado, hueso y adipocitos, también en la actividad cardiovascular, 

neuronal e inmunológica. Por otra parte, se ha establecido que los estrógenos también 

participan en varios procesos patológicos como cáncer de mama, ovario y endometrio, 

osteoporosis, arteriosclerosis y Alzheimer 7. 

El mecanismo de acción de esta hormona se lleva a cabo a través de su unión con un receptor 

específico, llamado receptor de estrógenos (ER), que principalmente funciona como factor 

de transcripción (FT) uniéndose a secuencias específicas en el DNA llamadas elementos de 

respuesta a estrógenos (ERE), que se localizan en regiones promotoras o enhancer de 

diversos genes blanco (Figura 1) 8.  
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Figura 1. Los estrógenos presentan distintos mecanismos de acción.  En la vía clásica (1), el 

complejo E2-ER dimeriza y se une directamente a los EREs de sus genes blancos. En el mecanismo 

no genómico (2), el complejo E2-ER se asocia a factores de transcripción (TF), responsables de la 

unión a promotores de genes blancos. En la vía 3, diferentes factores de crecimiento (GF) mediante 

sus receptores de membrana activan las cascadas de cinasas que fosforilan (P) y activan al ER, el cual 

dimeriza y reconoce sus consensos en los genes blanco. Por último, en el mecanismo 4, el complejo 

E2-ERmembranal activa las cascadas de cinasas, provocando el funcionamiento alterno de proteínas 

citoplasmáticas, por ejemplo, la activación de eNOS, o la regulación de la expresión genómica a 

través de la fosforilación y activación de TF 9. 

 

Actualmente, se conocen dos tipos de receptores denominados como ERα y ERβ, codificados 

por los genes ESR1 (Figura 2) y ESR2 10, localizados en los cromosomas 6q y 14q, 

respectivamente 11. Los ER se expresan principalmente en mama, útero, ovario, hueso, 

pulmones, tracto urogenital, sistema nervioso central y próstata. Específicamente, nos 

enfocaremos al ERα del cual se ha establecido el papel en la biología del cáncer de mama.  
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Figura 2. Estructura del gen que codifica para el receptor de estrógenos alfa, ESR1. La expresión 

del gen está regulada por diferentes regiones promotoras (bloques grises) que se localizan a la 

izquierda del sitio de inicio de la transcripción (+1). A demás, la región codificante está conformada 

por ocho exones (bloques azules), donde se encuentran el sito de inicio de la traducción (ATG) y el 

tri-nucleótido del codón de paro (TAG) en los exones 1 y 8, respectivamente 12. 

 

El receptor está conformado por seis dominios (A-F). En el dominio A/B o región de 

activación independiente de ligando se localiza la función de transactivación AF-1 (Figura 

3), que puede ser activada por algunos compuestos como AMPc, dopamina, vanadato, factor 

de crecimiento epidérmico (EGF) o factor de crecimiento insulínico (IFG), con lo cual se 

promueve la unión de coactivadores de receptores esteroideos (SRC-1) y otros como p68, o 

en circunstancias especiales, corepresores como Ssn3 y de esta forma regulan la actividad 

del receptor 8. 

El domino C o de unión al DNA (DBD), es una región principalmente hidrofóbica con un 

alto contenido de aminoácidos básicos y cisteínas, que interactúan con el Zn2+, para formar 

dos de los llamados “dedos de zinc”, que son los responsables del reconocimiento y unión a 

los EREs 13. Por otra parte, el dominio D funciona a manera de bisagra, como un puente 

flexible capaz de unir el dominio de unión al ligando con el de fijación al DNA; posee 

secuencias de dimerización del receptor y de localización nuclear (NLS) 14. En la región E/F, 

que constituye la zona carboxilo-terminal del receptor, se encuentra el dominio de unión a 

ligando (LBD) la cual condiciona el grado de afinidad con la cual se unirá el ligando 15, 

regiones de dimerización y un dominio de transactivación denominado AF-2, en los cuales 

se localizan sitios de unión de coactivadores como SRC-1,-2,-3 y proteína de unión a CREB 

(CBP) así como de correpresores como TRIP1 y el represor de actividad de estrógenos (REA) 
16 (Figura 3).  
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Figura 3. Dominios estructurales y funcionales de la proteína ERα.A. La proteína tiene 595 

aminoácidos que conforman los cinco dominios funcionales del receptor (A-F), en los que se localizan 

los sitios de activación transcripcional (AF-1 y AF-2), translocación nuclear y unión al DNA, así 

como las regiones de interacción con proteínas de choque térmico (hsp90) y correguladores (barras 

azul claro) 11.  

 

I.3.   PROCESAMIENTO ALTERNATIVO DEL RECEPTOR DE ESTRÓGENOS 

La mayoría de los esfuerzos por comprender el mecanismo de acción del ERα se han 

enfocado en determinar la presencia de mutaciones puntuales en la región codificante que 

pudieran afectar la actividad del receptor; sin embargo, estos acercamientos no han arrojado 

resultados contundentes que expliquen la resistencia a tratamientos antiestrogénicos por lo 

cual se ha incrementado el interés por el procesamiento alternativo del mensajero del receptor 

e incluso a las modificaciones post-traduccionales del mismo para tratar de dilucidar mejor 

la biología del receptor en el cáncer de mama.  

Se han detectado isoformas de RNA mensajero del ERα en diferentes tipos de tejidos 

normales, como el de mama, endometrio, hipófisis, musculo liso y células mononucleares de 

sangre periférica. Además, en patologías como el cáncer de mama, endometrial, 

meningiomas y otro tipo de enfermedades como lupus eritematoso también se han encontrado 

diversas isoformas. En la mayoría de los casos se ha observado que el mensajero completo 

de ER (ERwt) es co-expresado con otras isoformas 17.  
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Se han reportado un gran número de variantes de mRNA generadas por splicing, con pérdida 

o duplicación de regiones exónicas. Aunque no está claro si uno o todos los RNA mensajero 

son traducidos in vivo, las proteínas sintetizadas pierden algún dominio funcional del ERwt, 

que en ensayos in vitro han demostrado un funcionamiento alterado, como su incapacidad de 

entrar al núcleo en ausencia o presencia del ligando, afectar el plegamiento y la subsecuente 

dimerización de la proteína, así como la interacción con proteínas de choque térmico y otros 

factores de transcripción 18.  

Entre las variantes reportadas se encuentran: 

 ERαΔ2. El transcrito codifica para la proteína truncada que posee solo los dominios 

A y B del receptor de estrógenos.  A pesar de que la proteína carece de la región 

carboxilo terminal, se ha reportado que reprime la transcripción mediada por Fos en 

células HeLa 19. ERαΔ2 no se está involucrado en la  resistencia al tamoxifen ya que 

no existe diferencia en la expresión de la variante en células MCF-7 sensibles a 

tamoxifen y células resistentes al fármaco 20. Se ha detectado su expresión en tejido 

endometrial normal pero no bajo condiciones de  hiperplasia o adenocarcinoma 

endometrial 21 Además, se expresa en enfermedades como cáncer de mama 22 y lupus 

eritematoso sistémico, pero no existe una asociación entre la expresión relativa de la 

variante Δ2 y el estado de la enfermedad 23.  Estos datos sugieren que la expresión de 

la variante Δ2 podría estar regulada de forma tejido-específica y probablemente no 

está implicada en la tumorigenesis.  

 ERαΔ3.  Se identificó en la línea celular de cáncer de mama T47D. La proteína Δ3 

pierde uno de los dos dedos de zinc que forman el DBD, por lo tanto es incapaz de 

unirse al DNA y actúa como una variante dominante negativa  al reprimir la actividad 

transcripcional inducida por estrógenos por la formación de heterodímeros con el 

receptor de estrógenos completo 24. La sobre-expresión de la isoforma Δ3 en células 

MCF-7 reduce su capacidad para formar colonias en ensayos de agar suave, así como 

la característica invasiva de las células 25.  

 ERαΔ4. El RNA mensajero carece del exón 4 y codifica para una proteína que carece 

de señal de localización nuclear, dominio AF-2 y parte de dominio de unión al 

ligando. Estudios realizados por Koehorst y colaboradores demuestran que la variante 

no tiene ningún efecto sobre la actividad transcripcional del receptor completo, por 

lo tanto no participa en la progresión de tumores de mama 26. 

 ERαΔ7. La proteína carece del domino AF-2 y de una porción del dominio de unión 

al ligando 27. La expresión transitoria de ERαΔ7 en células HeLa demuestran que 

cantidades crecientes del receptor Δ7 provocan una inhibición progresiva de la 

actividad transcripcional dependiente de estrógenos de  ERα y ERβ sobre sus EREs 
28. A pesar de su expresión en tumores y líneas celulares de cáncer de mama, no se 

encuentra relacionado con la resisten al tamoxifen 20.  

 ERαΔ80. La isoforma ERαΔ80 fue detectada en la línea celular MCF7:2A. Es 

producida por una duplicación de los exones 6 y 7. El análisis de la secuencia de esta 
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variante demuestra que la duplicación es única y no causa la ruptura del marco de 

lectura de la proteína 29. Hasta ahora no se ha reportado la función de este receptor.  

 Además, se ha reportado la existencia de isoformas con duplicaciones del exón 6 o 

inserciones de pares de bases relacionadas con este. Por ejemplo, la proteína generada 

por la  duplicación del exón 6 carece de los dominios de dimerización y AF-2 30.  

Otra de las isoformas de receptor de estrógenos generada por splicing alternativo y de 

particular interés 31 en este trabajo es el receptor ERαΔ5. 

Isoforma ERαΔ5 

La proteína denominada ERαΔ5 carece del exón 5 y es más pequeña como consecuencia de 

un codón de paro prematuro, debido al origen de un nuevo marco de lectura por la unión del 

exón 4 con el 6 (Figura 4). A pesar de que la proteína resultante (41 KDa) pierde gran parte 

del LBD, conserva la habilidad de unirse al DNA. En sistemas de expresión en levaduras 

(Sacharomyces cerevisiae) se ha reportado que  posee actividad transcripcional (AF-1) 

constitutiva en presencia o ausencia de estrógenos e incluso en algunas líneas celulares de 

cáncer de mama transfectadas 31,32. Estudios  in vitro e in vivo sustentan que la actividad del 

ER puede ser regulada también por vías de señalización de factores de crecimiento como 

epidérmico (EGF), insulínico (IGF) y el transformante alfa (TGF-α) 19, lo que permite 

suponer que estas vías también podrían estar participando en la adquisición de actividad 

transcripcional de la variante.   

Esta variante del mensajero del receptor de estrógenos fue identificada y detectada en 

abundancia en tumores con fenotipo ER-/PR+. Posteriormente, Zhang y colaboradores, por 

medio de ensayos de protección a ribonucleasa, reportaron la co-expresión del transcripto 

ERwt y de la variante ERαΔ5 en tumores con fenotipo ER+/PR+ y ER+/PR-. En tanto, la 

correspondiente proteína ERαΔ5 ha sido detectada en la línea celular de cáncer de mama BT-

20, la cual ha sido clasificada como ER-negativa 32.  

Las consecuencias de su expresión aún no se conocen, pero se infiere que si la variante 

confiere una ventaja selectiva durante la progresión del tumor, las células que sobre-expresan 

esta isoforma podrían predominar y resultar en un fenotipo más agresivo 33.  En un estudio 

alterno Daffada y colaboradores encontraron que hay relación entre los niveles de expresión 

de ERαΔ5 elevados y los tumores resistentes al tamoxifen en cáncer de mama 34.  
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Figura 4. Estructura del ERα y de la variante Δ5. A. RNA mensajero codifica para los dominios 

estructurales y funcionales del Receptor de Estrógenos alfa. B.  Isoforma ERαΔ5, pierde el exón 5 

como consecuencia del splicing alternativo que sufre el transcrito completo del receptor alfa, 

originada por un codón de paro prematuro debido al nuevo marco de lectura (GTRENV) 31. 

 

I.4.   TRATAMIENTO ANTIESTROGÉNICO  

Los carcinomas de mama representan una enfermedad heterogénea, debido a los diferentes 

sub-tipos de tumores que se han identificado con base en criterios patológicos estándares, en 

los que se incluye morfología celular, el fenotipo invasivo y el establecimiento de marcadores 

clínicos y moleculares, como el llamado triple marcador que consta del receptor de 

estrógenos alfa (ERα), receptor de progesterona (PR) y el receptor de factor de crecimiento 

epidermal tipo 2 (HER2/neu). Entre los anteriores, el ERα  adquiere gran importancia debido 

a que del 60 a 70% de los tumores son positivos a esta proteína, lo cual permite aplicar una 

terapia dirigida hacia el bloqueo de dicho receptor, de tal manera que pacientes con tumores 

ER+ podrán responder favorablemente a las terapias endócrinas 35,36.  

El descubrimiento y desarrollo de antiestrógenos para su uso en el tratamiento contra tumores 

de mama ER (+), llevó a un nuevo enfoque de terapia dirigida con pocos efectos secundarios 

comparados con la quimioterapia tradicional. Actualmente, en el tratamiento de cáncer de 

mama se emplean fármacos como: inhibidores de aromatasa (AIs, por sus siglas en inglés), 

tamoxifen y fulvestrant 8 (Figura 5).  
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Figura 5. Estructura química del 17β-estradiol, fulvestrant y tamoxifen 37 38. 

 

El tamoxifen es un modulador selectivo del receptor de estrógenos (SERMs, por sus siglas 

en inglés) que compite con el estradiol por la unión al ERα. Es considerado como antagonista 

parcial, ya que bloquea únicamente la función de activación transcripcional 2 (AF-2) de la 

proteína, esto permite la activación de AF-1, la dimerización del receptor y su unión a genes 

regulados por estrógenos. En células de mama, la competencia por la unión a la proteína evita 

la formación del complejo de transcripción mediada por el ERα, bloqueando la expresión de 

genes implicados en la proliferación celular 39,40 (Figura 6). 

La FDA en 1977 aprobó el uso de tamoxifen en el tratamiento cáncer de mama avanzado, en 

1988 como adyuvante en cáncer primario y en 1990 como adyuvante en mujeres pre y post-

menopaúsicas con ganglios negativos 41. Se ha observado en tumores en etapa temprana ER+, 

que el tamoxifen reduce el 39% en la tasa anual de recurrencia y el 31% de la tasa de 

mortalidad 42. 
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Figura 6. Mecanismo de acción de los Moduladores Selectivos del Receptor de Estrógenos alfa 

(SERMs) en el tratamiento de cáncer de mama. A. La unión de estrógenos (E2)  al ER genera un 

cambio conformacional en el LBD, formando una cavidad hidrofóbica que permite la interacción con 

coactivadores (CoA) como MED1, SRC-3 y CBP/p300,  facilitando el reclutamiento de la maquinaria 

general de la transcripción. B. La regulación negativa, generada por la unión de antiestrógenos como 

tamoxifen (T), miembro de los SERMs, causa un cambio conformacional en AF-2 diferente al creado 

por la unión de ligandos agonistas lo cual bloquea la interacción con coactivadores de AF-2 y permite 

la entrada de correpresores (CoR), que bloquean la transcripción de los genes blancos.  

 

Por otra parte, el Fulvestrant (7α-alquilsulfinilo) o ICI 182,780 es un análogo del 17β-

estradiol, cuya estructura es diferente al tamoxifen, raloxifen u otros SERMs (Figura 5). Este 

fármaco es un nuevo tipo de antagonista del ER, al igual que el tamoxifen, inhibe 

competitivamente la unión del estradiol al ER (Figura 7). Sin embargo, en ensayos in vitro 

se ha determinado que el ICI 182,780 tiene mayor afinidad (0.89) que el tamoxifen (0.025) 

por el ER, comparada con la afinidad de unión de la hormona (1.0) 43 
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El complejo ERα-fulvestrant inhibe la localización nuclear del receptor y si algún complejo 

llega a entrar al núcleo es transcripcionalmente inactivo ya que AF-1 y 2 se encuentran 

inhabilitadas 37. Finalmente, el complejo promueve la degradación acelerada del receptor 

comparada con la inducida por la hormona así como por los SERMs 44.  

 

 

Figura 7. Mecanismo de acción de fulvestrant.  El fulvestran (F) inhibe competitivamente la unión 

del estradiol al receptor de estrógenos al receptor alfa (ERα), la unión al receptor provoca la 

disociación de dímeros y bloquea su entrada al núcleo, pero si algún complejo Fulvestrant-ERα entra 

al núcleo estos son transcripcionalmente inactivos. Finalmente, los complejos Fulvestrant-ER son 

muy inestables lo que lleva a una degradación acelerada de la proteína ERα, comparada con la 

inducida por unión de estrógenos o tamoxifen 45.  

 

Estudios en la línea celular de cáncer de mama MCF-7 han demostrado que el ICI 182,780 

disminuye significativamente los niveles celulares de ER e inhibe la expresión del receptor 

de progesterona (PR), pS2, catepsina D y otros genes regulados por estrógenos 46. Además, 

ensayos de citometría de flujo demuestran que este fármaco incrementa la proporción de 

células en G0/G1 y disminuye la proporción de células capaces de continuar con la síntesis 

de DNA. Por otro lado, se ha demostrado la pérdida del cruce de resistencia entre el tamoxifen 

y el fulvestrant en células MCF-7/TAMR-1 43,45.  

Los efectos biológicos y anti-tumorales del fulvestrant han sido evaluados en estudios que 

involucran mujeres posmenopáusicas con cáncer de mama primario. Uno de ellos consistió 

en comparar los efectos de la aplicación diaria del fármaco (6 u 8 mg) con respecto a los 

controles sin tratamiento durante 7 días antes de la cirugía, en un grupo de 56 mujeres. En 

las pacientes con tumores ER-positivo (28/56), el antiestrógeno reduce significativamente el 

índice de expresión del ER (0.73 vs 0.02, pre- y post-tratamiento, respectivamente; P<0.001) 

y frecuentemente anula la expresión del PR 47. 
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En otro estudio, comparan los efectos de dosis únicas de fulvestrant (50, 125 y 250 mg) con 

un placebo durante 14-21 días, obteniendo que todas las dosis del fármaco producen una 

reducción estadísticamente significativa en la expresión del receptor comparada con la del 

placebo (50 mg: reducción del 32%, P=0.026; 125 mg: reducción del 55%, P=0.0006; 250 

mg: reducción del 72%, P=0.0001) 48.     

Debido a la complejidad de los tumores la respuesta al tratamiento es diversa. Actualmente, 

para reducir la mortalidad por cáncer de mama existe un interés por estudiar y caracterizar 

los tumores de mal pronóstico, para predecir su biología y así asegurar un tratamiento 

adecuado que permita mejorar el resultado de los pacientes.    

Por lo anterior, y debido a que el ERα es clave para elegir el tratamiento de las pacientes que 

lo presentan, consideramos que evaluar el papel de las isoformas, ERα Δ5 y ERα Δ7, en 

cultivos de líneas celulares de cáncer de mama cuando éstas son tratadas con antiestrógenos 

es de gran relevancia para establecer mejores esquemas terapéuticos y de pronóstico de la 

enfermedad. 
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II.  JUSTIFICACIÓN  

En México, el cáncer de mama es la primera causa de muerte por tumores en mujeres entre 

45 y 64 años 1. Entre los factores que incrementan el riesgo de desarrollar esta enfermedad 

se encuentran la exposición a estrógenos y la administración de terapia hormonal de remplazo 
5,49. Estas hormonas ejercen su acción proliferativa al unirse a una proteína llamada receptor 

de estrógenos (ERα). Aproximadamente un 60-70% de los tumores de mama expresan ERα 

y responden satisfactoriamente a la terapia anti-hormonal, pero desarrollan resistencia con el 

tiempo a pesar de la contínua expresión del receptor en el tejido. Esto sugiere que existen 

mecanismos distintos a la pérdida de expresión de ERα que son responsables de la resistencia 

al tratamiento. 

Actualmente, se han identificado diferentes isoformas del ERα generadas por splicing 

alternativo que pierden el exón 3, 4, 5 y 7, respectivamente. Sin embargo, se conoce muy 

poco sobre las implicaciones biológicas de la expresión de estas variantes así como de su co-

expresión con la proteína completa.  

Entre las anteriores, la isoforma ERαΔ5 fue identificada y detectada en tumores ER-

negativo/PR-positivo 31 y se expresa en niveles significativamente altos en tumores 

clasificados como resistentes a tamoxifen ER-negativos/pS2-positivos y biopsias de 

pacientes con recurrencia 34. En base a las investigaciones anteriores, la variante podría ser 

funcionalmente activa en carcinomas de mama ya que su expresión otorgaría el fenotipo 

PR+/pS2+, además  podría estar asociada a la resistencia al tratamiento anti-hormonal. 

ERαΔ5 representa una isoforma estable del receptor, que al igual que la proteína completa, 

se localiza eficientemente en el núcleo donde puede interactuar con el aparato transcripcional. 

Por lo tanto, el estudio del papel biológico de Δ5 arrojaría un importante avance sobre la 

función que desempeñan algunas isoformas de ERα sobre la regulación de la actividad 

transcripcional de la proteína completa en el desarrollo de cáncer de mama. 
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III. HIPÓTESIS 

 

La isoforma ERαΔ5 bloquea la actividad transcripcional del receptor de estrógenos alfa en 

células de cáncer de mama.  

 

 

 

 

IV. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el efecto que tiene la expresión de la isoforma ERαΔ5 sobre la actividad de ERα 

en células de cáncer de mama bajo estímulo hormonal.  

 

 

 

 

V. OBJETIVOS PARTICULARES 

 Corroborar la expresión de los transcritos ERα y Δ5 en células de cáncer de mama.  

 Evaluar la viabilidad de las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB 231 con tratamiento 

hormonal y antiestrogénico. 

 Obtener la construcción de la isoforma ERαΔ5 por mutagénesis sito dirigida. 

 Secuenciar la construcción pcDNA3.1-ERαΔ5 obtenida.  

 Analizar la actividad transcripcional de los receptores ERα y Δ5.en células MDA-

MB 231. 

  



METODOLOGÍA  

14 
 

VI. METODOLOGÍA 

1) Cultivos celulares. 

Se cultivaron las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB 231 con fenotipo ER-positivo y 

ER-negativo, respectivamente, en medio DMEM-F12 con rojo fenol suplementado con 

suero fetal bovino (SFB) al 5% y 100 U/ml de bencil penicilina, a 37 °C en una atmósfera 

al 95% de O2.  

En los ensayos de viabilidad de celular y actividad transcripcional los cultivos se 

mantuvieron con medio DMEM sin rojo fenol suplementado con SFB al 2.5% tratado 

carbón activo (No. De producto C6241, Sigma) (Anexo I). 

2) Extracción de RNA total. 

Se realizó la extracción de RNA total con Trizol (Total RNA Isolation Reagent, 

Invitrogen) a partir de cultivos en monocapa de células MDA-MB 231 y MCF-7. 

Primero, se removió el medio DMEM-12 de los cultivos, se lavaron 3 veces con PBS 

1X frío. Se adicionó 1 mL de Trizol sobre la monocapa celular y con un gendarme las 

células fueron removidas de la superficie de la placa.  

El lisado celular se colocó en dos tubos eppendorf con 500 µl cada uno, se adicionaron 

200 µl de cloroformo en cada tubo y se homogenizaron por 15 segundos en vortex. Las 

muestras se mantuvieron a temperatura ambiente por 2 minutos, después se 

centrifugaron a 12,000 xg por 15 minutos a 4°C, separándose así la fase acuosa de la 

orgánica.  

Se recuperaron las fases acuosas, que contienen el RNA, en tubos nuevos y se les añadió 

500 µl de isopropanol para precipitar el RNA, incubando a temperatura ambiente por 10 

minutos. Las muestras se centrifugaron a 12,000 xg por 10 minutos a 4°C.  

Al término de la centrifugación, se observó una pequeña pastilla blanca adherida a una 

de las paredes del tubo, se removió el sobrenadante con ayuda de la micropipeta y se 

adicionó 1 mL de etanol al 75%.  Las muestras se mezclaron brevemente con vortex y 

se centrifugaron a 7500 xg por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, se eliminó el 

sobrenadante y las pastillas de RNA se dejaron secar a temperatura ambiente por 8 

minutos.  

Por último, las pastillas de RNA se disolvieron en agua libre de RNAsas, se incubaron a 

58°C por 12 minutos y cuantificaron en NanoDrop.Spectrophotometer ND-1000. Las 

muestras se almacenaron a -70°C hasta su uso.  
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3) Tratamiento con DNasa I. 

Para eliminar fragmentos de DNA genómico que pudieron quedar en las muestras de 

RNA, éstas se trataron con DNasa I (#ENO521, Thermo Scientific) de la siguiente 

manera: 

Se mezclaron 5 µg de RNA total de cada línea celular con 5 µl de buffer de reacción con 

MgCl2 10X, 5 µl de DNasa I y completando un volumen final de 50 µl con agua libre de 

RNAsas. Las mezclas se incubaron a 37°C por 30 minutos, después se añadió 5 µl de 

EDTA 50 mM en cada muestra y se incubaron a 65°C por 10 minutos, para inactivar a 

la enzima.  

Por último, las muestras de RNA se purificaron siguiendo el método de TRIZOL, 

descrito en el punto 4.  

4) Síntesis de cDNA. 

La síntesis de cDNA se realizó siguiendo el protocolo descrito para Superscript II 

Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen). 

En un tubo para eppendorf se adicionaron los siguientes reactivos  

RNA total  5 µg 

Oligo dT (500 μg/mL) 1 µl 

Mezcla de dNTPs 10 mM 1 µl 

Agua DEPC Volumen final de 12 µl 

Las mezclas se incubaron a 65 °C por 5 minutos, después se colocaron en hielo por un 

minuto.  

Se adicionaron los reactivos a las mezclas de reacción: 

5X First-Strand Buffer  4 µl 

DTT 0.1M 2 µl 

RNaseOUTTM (40 U/µl) 1 µl 

Los tubos se incubaron a 42 °C por 2 minutos. Después, se añadió 1 µl de la enzima 

SuperScript™ II RT a cada muestra y se mezclaron cuidadosamente por pipeteo. Se 

incubaron por 42°C por 50 minutos. 
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Las reacciones de síntesis de cDNA se inactivaron por calentamiento a 70°C por 15 

minutos y se colocaron en hielo. Las muestras se colectaron en el fondo del tubo dando 

una ligera centrifugación.  

Por último, las muestras se trataron con RNAsa H a 37°C por 20 minutos para eliminar 

restos de RNA en las muestras. Las muestras se almacenaron a -20°C hasta ser usadas.    

5) Expresión de la isoforma ERαΔ5 en líneas celulares de cáncer de mama.  

Para comprobar la expresión de esta isoforma en las líneas celulares se utilizaron  los 

siguientes oligonucleótidos:     

o Sentido: GGAGACATGAGAGCTGCCAAC  

o Antisentido: CCAGCAGCATGTCGAAGATC 

Los cuales generan fragmentos de 439 pb y 300 pb, que corresponden a la presencia del 

receptor de estrógenos-α y de la isoforma Δ5, respectivamente.  

Se prepararon reacciones de PCR empleando 80 ng de cDNA, 1 U de AmpliTaq Gold® 

DNA Polymerase (Applied Biosystems), dNTP’s 200µM, MgCl2 2mM, buffer 

GeneAmp 10X y 10 pmol de los primers correspondientes en un volúmen final de 

reacción de 25 µl. 

El programa de PCR fue el siguiente: Pre-incubación a 94°C, 7 min. Desnaturalización 

a 94°C, 30 seg. Temperatura de alineamiento 60°C y para β-actina 59ºC, por 30 seg. 

Extensión a 72°C, 1 min. y 30 seg (isoformas completas), y 45 seg (fragmentos internos 

y actina). Extensión final a 72°C, 10 min. Se programarán 35 ciclos. 

Los fragmentos amplificados se observaron en geles de agarosa al 1%, teñidos con Gel 

Red.  

6) Ensayo de viabilidad con 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). 

Se sembraron 7.5 x 103 células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos. Se incubaron 

por 96 horas (con cambio de medio y/o tratamiento cada 24 horas) con 100 nM estradiol, 

1 µM  tamoxifen, 1 µM fulvestrant o 1µM doxorrubicina. Empleando como control sin 

tratar a los cultivos con DMEM sin rojo fenol suplementado con 2.5% de suero fetal 

bovino (SFB) tratado con carbón activado, 100 U/ml de bencil penicilina y 100 mg/ml 

de estreptomicina; y como control del vehículo del fármaco se realizarán cultivos con 

dimetilsulfoxido (DMSO) al 0.1% por cada pozo.  

Posteriormente, se adicionaron 10 µL de una solución de MTT (5 mg/ml PBS)  en cada 

pozo. Se incubaron durante una hora y 30 minutos bajo las mismas condiciones de 

crecimiento. Se retiró el medio con la solución de MTT y se adiciono 100 µl de DMSO, 

la placa se incubó a temperatura ambiente y agitación moderada durante 3 minutos. La 

lectura se realizó en un espectrofotómetro EPOCH de placa con filtro de 570 nm. 
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Por último, se hizo el análisis estadístico de cada tratamiento con el programa ORIGIN® 

9.0 Graphing and Analysis (OriginLab). 

7) Obtención de construcción ERαΔ5. 

La isoforma ERαΔ5 se obtuvo con el método de QuickChange II site-directed 

mutagenesis Kit (Stratagene), a partir del cDNA del ERα clonado en el vector 

pcDNA™3.1(+) (Invitrogen). Se diseñaron oligonucleótidos para insertar el sitio de 

restricción de la enzima KpnI en los extremos del exón 5 (Tabla 1). 

 

Tabla1. Oligonucleótidos diseñados para las reacciones de mutagénesis sitio dirigida  

Nombre Secuencia 

ERαΔ5 4k5-F 5´-GAG GGT GCC AGG GTA CCG CTT TGT GGA TTT G-3´ 

ERαΔ5 4k5-R 5´-CAA ATC CAC AAA GCG GTA CCC TGG CAC CCT C-3´ 

ERαΔ5 5k6-F 5´-CTC TTG GAC AGG GTA CCG AAC CAG GGA AAA TG-3´ 

ERαΔ5 5k6-R 5´-CAT TTT CCC TGG TTC GGT ACC CTG TCC AAG AG-3´ 

ERαΔ5 4k6 -F 5´-CGA AGA GGG TGC CAG GAA CCA GGG AAA ATG-3´ 

ERαΔ5 4k6-R 5´-CAT TTT CCC TGG TTC CTG GCA CCC TCT TCG-3´ 

*Oligo F: sentido; R: anti-sentido 

 

Las reacciones de PCR se prepararon de la siguiente forma: 30 ng de pcDNA 3.1-hERα, 

150 ng de cada oligonucleótido sentido y anti-sentido (tabla 1), 1 µl dNTP´s y 1 µl 

PfuUltra™ high-fidelity (HF) DNA polymerase (2.5 U/µl). Las condiciones de PCR 

fueron las siguientes: 95°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto y 68°C por 8 minutos, 

durante 18 ciclos.  

Al término de la reacción de PCR, las hebras de DNA metilado fueron digeridas con la 

enzima de restricción DpnI. Posteriormente, se transformaron células E. coli XL-1 Blue 

con 2 µl del producto de PCR y las clonas se crecieron en agar LB con ampicilina (100 

µg/ml) a 37 °C por 12 h. Se seleccionaron  6 clonas y se realizó la extracción de DNA 

plásmido con base al protocolo de PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen). 

Las muestras se almacenaron a -20 °C, hasta ser utilizadas como molde para las 

mutaciones siguientes. 

Una vez insertados los sitios corte en los extremos del exón 5, se realizó la restricción 

con KpnI de los vectores pcDNA3.1-ERαΔ5, para liberar el fragmento de 139 pb, que 

corresponde al exón 5. El  vector sin exón 5 se re-ligó con Ligasa T4 y fue utilizado como 
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molde para la última PCR de mutagénesis, para eliminar el sito de corte KpnI entre los 

exones 4 y 6.  

Por último, las construcciones obtenidas se enviaron a secuenciar para corroborar la 

integridad de las secuencias.  

8) Secuenciación.  

Las reacciones de secuenciación se prepararon de la siguiente forma: 500 ng de DNA 

plasmídico, 1.5 µl de BigDye Terminator v3.1 Cycler, Secuencing buffer 1X, 10 pmol 

del oligonucleótido correspondiente sentido (GGAGACATGAGAGCTGCCAAC) o 

anti-sentido (GGGAGAGGAGTTTGTGTGCC), en un volúmen total de 10 µl. Las 

condiciones de la reacción fueron: pre-incubación a 94 °C por 3 minutos, 

desnaturalización a 96 °C por 30 segundos, alineamiento a 50 °C por 15 segundos y 

extensión a 60 °C por 4 minutos, por 25 ciclos.  

Posteriormente, el DNA se precipitó con isopropanol al 60% y etanol al 70%, se 

centrifugaron las muestras a 13000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, se retiró 

el etanol del tubo y las muestras se colocaron en la Vacufuga (Automatic SpeedVac 

As160, Savant) por 15 minutos. Una vez obtenida la pastilla seca de DNA plasmídico se 

adicionaron 20 µl de formamida Hin-Di y las muestras fueron transferidas a la placa de 

secuenciación. La placa se incubó a 96 °C por 5 minutos y se sumerge en hielo, antes de 

colocarla en el secuenciador ABI-PRISM 3100 genetic analyzer (Applied Biosystems). 

Los fragmentos esperados tienen un tamaño de 493 pb y 354 pb que corresponden al 

receptor completo (con exón 5) y a la variante, respectivamente.  

Por último, se realizó el análisis de secuencias con las herramientas bioinformáticas 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y SeqBuilder.  

9) Ensayos de actividad transcripcional 

Se realizaron transfecciones transitorias con las construcciones pcDNA3.1-ERα y 

ERαΔ5 en la línea celular MDA-MB 231. 

Se sembraron 60 000 células por pozo en medio DMEM suplementado con SFB al 2.5% 

tratado con carbón activado en placas de 24 pozos, 24 horas antes de la transfección.  

Al día siguiente, se prepararon las mezclas de transfección de las construcciones de los 

receptores, los reporteros de luciferasa (posee dos elementos de respuesta a estrógenos, 

río arriba del promotor de tirosina cinasa, 2XERE-TkLuc) y β-galactosidasa para seis 

pozos en 150 µl de medio sin suplemento, como se muestra en la tabla 2.  
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Tabla 2. Condiciones de transfección de los receptores  y reporteros por pozo. 

Vector 1:0 
Concentración de DNA (ng/µl) 

0:1                   1:1                        1:0.4 

pcDNA3.1-ERα 50 - 50 50 

pcDNA3.1-ERαΔ5 - 50 50 20 

2XERE-TkLuc 200 200 200 200 

β-galactosidasa 10 10 10 10 

 

En tubos eppendorf, se diluyeron 4 µl de lipofectamine en 150 µl de DMEM sin rojo 

fenol y sin suplemento, y se incubaron por 5 minutos. 

Se mezclaron los mix de DNA y lipofectamine y se incubaron por 30 minutos, para 

permitir la formación de los complejos DNA-lipofectamine. Posteriormente, se 

adicionaron 50 µl de la mezcla de transfección a cada pozo. 

Las células con los complejos de transfección se incubaron por 4 horas bajo las mismas 

condiciones de cultivo. Al término, se remplazó el medio por DMEM sin rojo fenol 

suplementado con SFB tratado con carbón activado al 2.5% y los pozos correspondientes 

se incubaron con 17β-estradiol 100 nM (Sigma, E8875) por 48 horas. 

 

Ensayos de Luciferasa. 

 Después del tratamiento hormonal, se aspiró el medio de los pozos.  

 Se adicionaron 50 µl de buffer de lisis (buffer de potasio 100 mM, pH 7.8 y Triton 

100-X al 0.2%) en los pozos y se incubaron a temperatura ambiente por 5 

minutos. 

 Los lisados celulares se colectaron en tubos eppendorf de 1.5 mL, que fueron 

centrifugados a 14,000 rpm por 2 minutos. 

 En tubos para luminómetro se adicionaron 20 µl del lisado, 100 µl de buffer de 

reacción (Glicil-glicina 25mM a pH7.8, MgCl2 15 mM, ATP 5 mM, BSA 0.5 

mg/ml) y 60 µl de Luciferin 1 mM.  

 La actividad de luciferasa en las muestras fue detectada en un equipo GLOMAX 

20/20 Luminometer (Promega) durante 20 segundos. 
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Ensayo de β-Galactosidasa. 

 Se adicionaron 10 µl de lisado celular  y 100 µl del buffer de reacción (buffer de 

fosfatos de sodio 100 mM, pH 8 y Galactón 1X (Applied Biosystems)) en tubos 

para luminómetro.  

 Después, las muestras se incubaron por una hora en obscuridad. 

 El luminómetro GLOMAX 20/20 se ajustó para leer durante 5 segundos cada 

tubo.  

 Al término de la incubación, se adicionaron 100 µl del buffer acelerador TROPIX 

(Applied Biosystems) y se midió la emisión de luz por 5 segundos.   

 

Análisis estadístico 

Los datos se analizaron en el programa ORIGIN® 9.0 Graphing and Analysis 

(OriginLab). Las unidades relativas de luz (RLU) de luciferasa fueron normalizadas con 

las de β-galactosidasa, al dividir RLU de luciferasa entre el RLU de β-Galactosidasa. 

Los datos fueron expresados como actividad normalizada de luciferasa y la media + la 

desviación estándar de tres experimentos con tres muestras por grupo. Para determinar 

si la isoforma afecta el funcionamiento del receptor alfa, los valores de  actividad de las 

células trasnfectadas con la isoforma y cotransfectadas ERα:ERα Δ5 fueron comparadas 

con los cultivos que expresaron únicamente el receptor completo con tratamiento 

hormonal y sin tratamiento, según corresponda.  

.  
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VII. RESULTADOS 

 

1. Caracterización de las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB 231 con base a la 

expresión de ERα y Δ5.  

Para evaluar la relevancia biológica de la expresión de la variante ERαΔ5 en ensayos in vitro, 

se seleccionaron líneas celulares de cáncer de mama con fenotipo ER-positivo y negativo. 

Las células MCF-7 mantienen la expresión de ERα y de varios transcritos generados por 

splicing alternativo, incluida la variante Δ5 50. Por el contario, las células MDA-

MB231carecen de la expresión de estos transcritos. 

Para corroborar las características de cada línea celular se analizó la expresión de los mRNA 

de ERα y ERαΔ5, y su respuesta al tratamiento antiestrógenico.  

Se confirmó la expresión de los receptores alfa y Δ5 en las células MCF-7 y la ausencia de 

estos en células MDA-MB 231 por medio de reacciones de RT-PCR. La amplificación del  

fragmento de  439 pb corresponde al transcrito completo, mientras que el fragmento de 300 

pb a la variante del receptor de estrógenos (Figura 8).  

 

 
 

Figura 8. Las células MCF-7 expresan los transcritos ERα y Δ5. Las células clasificadas ER+, 

expresan el transcrito completo (439 pb) y la isoforma Δ5 (300) del receptor de estrógenos alfa. Por 

el contrario, las células MDA-MB 231 no expresan ninguno de los dos. Adicionalmente, se amplificó 

el plásmido pcDNA3.1-ERα como control positivo de reacción y como negativo, C(-), se utilizó una 

muestra de RNA sin RT.  
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Después de confirmar la expresión o ausencia de los receptores de interés en las líneas de 

cáncer de mama, se examinó la respuesta al tratamiento con estradiol, tamoxifen, fulvestrant 

y/o doxorrubicina por el método de MTT. 

En MCF-7 se obtuvieron valores de viabilidad de 65% y 48% después del tratamiento con 

tamoxifen y fulvestrant, respectivamente (Figura 9). Al parecer el efecto antiestrogénico es 

mayor con fulvestrant comparado con el tamoxifen. Como se esperaba, en los cultivos con 

estradiol, utilizados como control positivo de viabilidad, se observa el incremento del 21%  

como efecto producido por la hormona, con respecto a los controles en medio DMEM y 

DMSO.   

 

 

 

Figura 9. La viabilidad de las células MCF-7 es afectada por el tratamiento hormonal y 

antiestrogénico. El estradiol (E2) promueve el incremento en la viabilidad de las células ER+.  Por 

el contrario, el tamoxifen y fulvestrant, provocan que la viabilidad disminuya al 65% y 48%, 

respectivamente, con respecto a los cultivos sin tratamiento (DMEM) y con DMSO. La diferencia en 

la viabilidad de los distintos tratamientos pertenece a la comparación con el control de DMSO. El 

análisis estadístico se realizó en el programa ORIGIN® 9.0 Graphing and Analysis (OriginLab) y 

corresponde a los porcentajes de viabilidad mostrados en cada barra corresponden al promedio de tres 

ensayos independientes, cada uno con siete replicas por tratamiento (X + E.E). 

   

Por el contrario, la viabilidad de los cultivos de la línea MDA-MB 231 no es afectada por el 

tratamiento antiestrogénico (Figura 10). Excepto en aquellos tratados con Doxorrubicina, que 
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en similitud con MCF-7, se observa que el porcentaje de viabilidad es mucho menor que los 

observados con anti-estrógenos. La Doxorrubicina la empleamos como control de muerte 

celular para asegurar que la carencia de efecto antiestrogénico de la línea que no tiene ER 

(MDA-MB 231) no se debe a resistencia endócrina a quimioterapéuticos en general sino solo 

al tratamiento de interés. 

 

Figura 10. La viabilidad de las células MDA-MB 231 no es afectada por el tratamiento 

hormonal y antiestrogénico. Las células MDA-MB 231 no expresan el receptor de estrógenos alfa 

y sus diferentes isoformas, por lo tanto no son sensibles al estradiol y a los antiestrógenos utilizados 

en el tratamiento de CM. El análisis estadístico se realizó en el programa ORIGIN® 9.0 Graphing 

and Analysis (OriginLab) y corresponde a los porcentajes de viabilidad mostrados en cada barra 

corresponden al promedio de tres ensayos independientes, cada uno con siete replicas por tratamiento 

(X + E.E). 

Posteriormente, los valores de viabilidad obtenidos fueron utilizados como referencia en los 

ensayos de las células transfectadas con la variante Δ5.  

 

2. Obtención de la Isoforma ERαΔ5 

La isoforma ERαΔ5 se obtuvo por mutagénesis sitio dirigida. Se diseñaron oligos para 

insertar el sitio de restricción para la enzima KpnI en los extremos del exón 5, y liberar un 

fragmento de 139 pb que corresponde al exón 5 (Figura 11A). Para confirmar la inserción de 

los sitos de corte se realizó la digestión enzimática con KpnI, obteniéndose fragmentos de 

100 98 99 95
101

25

0

20

40

60

80

100

120

140

V
IA

B
IL

ID
A

D
 C

E
L

U
L

A
R

 (
%

)

TRATAMIENTOS



RESULTADOS  

24 
 

1097 pb y 139 pb, que corresponden a la localización de los sitios entre los exones 4-5 y 5-

6, respectivamente. Además, se realizó la doble digestión con EcoRI y KpnI para confirmar 

las inserciones, liberándose fragmentos de 691 y 552 pb (Figura 11B). 

 

Figura 11. Proceso de obtención de la isoforma ERαΔ5. A. Representación esquemática de la 

obtención de la isoforma ERαΔ5 por mutagénesis sitio dirigida. B. Imágenes del corrimiento 

electroforético de la digestión de pcDNA™3.1(+)-hERα, para obtener la isoforma, con las 

enzimas KpnI y EcoRI-KpnI, donde se muestran los fragmentos (pb) liberados por el corte. * Vectores 

sin restricción; CC control de corte de la enzima KpnI.  

 

 

Por medio del programa informático de alineamiento de secuencias, BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) se analizaron  las secuencias de las construcciones pcDNA3.1(+)-

hERα y Δ5 (Tabla 3), determinando que la secuencia de la variante no posee nucleótidos 

correspondientes al exón 5 y/o el sito de restricción KpnI (Figura 12). El análisis en el 

software SeqBuilder demostró la formación del codón de paro prematuro por el cambio en el 

marco de lectura ocasionada por la unión de los exones 4 y 6.  

 



RESULTADOS  

25 
 

Tabla 3. Secuencias de las construcciones pcDNA3.1(+)-ERα y Δ5 

Vector Secuencia amplificada (5’-3’) 

ERα 

 

CTAAGAAGAACAGCCTGGCCTTGTCCCTGACGGCCGACCAGATGGTCAGT

GCCTTGTTGGATGCTGAGCCCCCCATACTCTATTCCGAGTATGATCCTACC

AGACCCTTCAGTGAAGCTTCGATGATGGGCTTACTGACCAACCTGGCAGA

CAGGGAGCTGGTTCACATGATCAACTGGGCGAAGAGGGTGCCAGGCTTTG

TGGATTTGACCCTCCATGATCAGGTCCACCTTCTAGAATGTGCCTGGCTAG

AGATCCTGATGATTGGTCTCGTCTGGCGCTCCATGGAGCACCCAGGGAAG

CTACTGTTTGCTCCTAACTTGCTCTTGGACAGGAACCAGGGAAAATGTGTA

GAGGGCATGGTGGAGATCTTCGACATGCTGCTGGCT 

ERαΔ5 

 

TGATCAAACGCTCTAAGAAGAACAGCCTGGCCTTGTCCCTGACGGCCGAC

CAGATGGTCAGTGCCTTGTTGGATGCTGAGCCCCCCATACTCTATTCCGAG

TATGATCCTACCAGACCCTTCAGTGAAGCTTCGATGATGGGCTTACTGACC

AACCTGGCAGACAGGGAGCTGGTTCACATGATCAACTGGGCGAAGAGGG

TGCCAGGAACCAGGGAAAATGTGTAGAGGGCATGGTGGAGATCTTCGAC

ATGCTGCTGGCTACATC 

Nota: En la secuencia de ERα se resaltan los nucleótidos, en color gris, pertenecientes al exón 

5, y en la secuencia ERαΔ5 se marca la unión de los exones 4 y 6 (exón 4 exón 6).  

  

 

Figura 12. Esquema del análisis de secuencia de ERα y Δ5. Representación esquemática del 

alineamiento de la secuencia de ERα (389 pb) con Δ5 (267 pb), donde se muestra la ausencia de  

nucleótidos correspondientes al exón 5 y al sito de restricción KpnI en la secuencia Δ5 (    ). Además, 

se resalta en color rojo el trinucleótido que dará origen al codón de paro prematuro en el exón 6, por 

el cambio en el marco de lectura.  
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3. Actividad transcripcional de la isoforma ERαΔ5. 

La actividad transcripcional del receptor de estrógenos-α es regulada por su ligando, por lo 

tanto, para evaluar el efecto que tiene Δ5 sobre el receptor completo se realizaron ensayos de 

actividad transcripcional in vitro. En los ensayos se empleó un gen reportero de luciferasa 

que posee un promotor tirosina cinasa y dos elementos de respuesta a estrógenos  (2XERE-

TkLuc).  

Los ensayos revelaron que la actividad transcripcional de ERα aumenta tres veces en 

respuesta al estradiol (100 nM), con respecto a los cultivos sin tratamiento (Figura 13). 

Estudios anteriores ha reportado que la variante Δ5, al conservar el sito AF-1 promueve la 

trascripción independiente de ligando en algunos tipos celulares. Sin embargo, en nuestro 

modelo de estudio determinamos que Δ5 no promueve la transcripción del gen reportero en 

presencia y ausencia de hormona, ya que los valores de luciferasa detectados en los cultivos 

que expresaron la variante son similares a los obtenidos en los cultivos que fueron 

transfectados con el vector vacío pcDNA3.1+ (Figura 13).  

 

Figura 13. La isoforma Δ5 disminuye la actividad transcripcional del receptor de estrógenos 

completo. El receptor alfa en respuesta al estímulo hormonal incrementa tres veces la expresión del 

gen reportero. Por el contrario, la variante Δ5 no posee actividad transcripcional. Sin embargo, ejerce 

un efecto dominante negativo sobre el receptor completo al disminuir significativamente la expresión 

de luciferasa. El análisis estadístico de los datos se realizó en el programa ORIGIN® 9.0 Graphing 

and Analysis (OriginLab) y son expresados como actividad normalizada de luciferasa (media + la 

desviación estándar de tres experimentos con tres muestras por grupo). A demás, los valores de  

actividad de las células trasnfectadas con la isoforma y cotransfectadas ERα:ERα Δ5 fueron 

comparadas con los cultivos que expresaron únicamente el receptor completo. 
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Además, el receptor Δ5 disminuye la actividad transcripcional de la proteína completa, hasta 

el 70%, en presencia y ausencia de estímulo hormonal (Figura 13). Por lo tanto, nuestros 

datos sugieren que la disminución en la actividad puede deberse a la unión de heterodímeros 

ERα:ERαΔ5 u homodímeros ERαΔ5 a los EREs del gen reportero, que son incapaces de 

reclutar la maquinaria de transcripción para promover la expresión del gen (Figura 14).   

 

Figura  14. Mecanismo de regulación transcripcional de la variante Δ5 sobre el receptor de  

estrógenos alfa (ERα). A. La unión del ligando, estradiol (E2), al receptor provoca su 

homodimerización, la subsecuente unión a los EREs, así como el incremento de  la transcripción del 

gen  de luciferasa. B. Por el contrario, los receptores Δ5 no promueven la transcripción del gen 

reportero en presencia y ausencia de ligando. C.  En  co-expresión con  ERα, se forman heterodímeros 

(ERα:Δ5) que son incapaces de reclutar la maquinaria de transcripción. D. Por otro lado, la proteína 

Δ5 podría bloquear la  unión  de los homodímeros ERα a sus EREs.  
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4. DISCUSIÓN 

La expresión de ERα ha sido utilizada por muchos años como marcador de pronóstico en 

cáncer de mama 35,51. El tratamiento para esta neoplasia se basa en la inhibición de estímulos 

mitogénicos provocados por la unión de estrógenos al receptor alfa. El antiestrógeno 

“tamoxifen”, ampliamente utilizado en el tratamiento de CM, compite con el estradiol por la 

unión al ERα, a pesar de permitir la dimerización y unión de la proteína a los EREs, altera 

los patrones de transcripción de los genes, que resulta en la disminución del estímulo 

mitogénico en la célula 52,53. Sin embargo, dos tercios de los tumores de mama son 

clasificados como ERα-positivos, de los cuales el 50% responden al tratamiento con 

tamoxifen. Las explicaciones a la falta  de respuesta de estos tumores, incluyen la absorción 

diferencial del fármaco 54, el microambiente tumoral 55, metabolismo alterado del tamoxifen 
54 y la expresión de variantes y mutantes del receptor de estrógenos que pueden ser  

constitutivamente activas en presencia de tamoxifen 27,31.  

Las variantes de splicing del RNA mensajero del ERα son comúnmente expresadas en tejido 

normal y canceroso, pero son raramente traducidas en proteínas 56. Entre las variantes 

identificadas se encuentran: Δ4 presente en tumores de ovario primario, Δ7 en tumores cáncer 

endometrial, y Δ5 expresada en tejido de mama 57.  

El transcrito Δ5 fue identificado y caracterizado en tumores con fenotipo ER-/PR+ 31. 

Además, la variante adquiere importancia fisiológica,  al regular la actividad transcripcional 

de ERα de forma célula-específica; por ejemplo, en células de cáncer de mama MCF-7, 

transfectadas con Δ5, la variante no modula la expresión de genes de respuesta a estrógenos 

como el receptor de progesterona, pero puede promover el crecimiento de las células 58. En 

células HeLa, Δ5 tiene un efecto dominante negativo sobre la estimulación de genes 

reporteros 59. La variedad de consecuencias asociadas a la expresión de ERαΔ5 indican que 

sus efectos son dependientes del promotor y del contexto celular. 

En base a los reportes mencionados y que la variante se expresa muy poco en la línea celular 

MCF-7 (Figura 8), la isoforma Δ5 se generó a partir del cDNA de ERα por mutagénes sitio 

dirigida (Figura 11), para estudiar el mecanismo de regulación transcripcional que ejerce la 

variante sobre ERα en un modelo de cáncer de mama. Además, en un futuro se podrá estudiar 

el papel que desempeña la variante en otros tejidos donde la expresión de algunos genes 

depende de estrógenos.  

Para estudiar la actividad transcripcional individual de Δ5 y su habilidad para modular la 

actividad del receptor alfa, se utilizó un reportero de luciferasa que posee dos EREs, en 

transfeciones transitorias en células ER-negativo, MDA-MB 231. En contraste con lo 

reportado en células Ishikawa, donde Δ5 incrementa la expresión basal del reportero 60, 

nuestros datos revelaron que la variante posee una actividad basal menor comparada con 

ERα, en presencia o ausencia de estímulo hormonal, por lo tanto la expresión del gen 
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reportero promovida por Δ5 no es modulada por estrógenos. En contraste con lo reportado 

en células de osteocarcinoma que co-expresan ERα y Δ5, la variante incrementa la actividad 

basal y la respuesta a estradiol (E2) del receptor completo 61, en nuestros resultados de co-

transfecciones 1:0.4 y 1:1 de los receptores alfa y Δ5, respectivamente, la expresión de Δ5, 

reduce significativamente la actividad transcripcional en respuesta al estímulo hormonal. Por 

lo tanto, en nuestro modelo de estudio, la expresión de isoformas de receptor en las células 

reduce eficazmente el nivel de homodímeros ERα funcionales disponibles para la activación 

de la transcripción (Figura 13). Además, los resultados sugieren un mecanismo de regulación 

en el que existe una fuerte influencia de interacciones proteína-proteína.   

El efecto dominante negativo que ejercen algunas variantes de receptores ha sido estudiado  

en diferentes modelos. Por ejemplo, se ha reportado la existencia de dos isoformas (rTRα1 y 

rTRα2) del transcrito del receptor de la hormona tiroidea de rata (rTR) generada por splicing 

alternativo. Las dos isoformas son idénticas en su secuencia a excepción de la región del 

carboxilo-terminal. La proteína rTRα2 es incapaz de unirse a la hormona, pero mantiene la 

capacidad de unirse al elemento de respuesta a hormona tiroidea tan eficientemente como 

rTRα1. Se ha demostrado que rTRα2 inhibe la inducción dependiente de hormona de un gen 

regulado por hormona tiroidea por competencia directa por la unión al DNA o por la 

formación de heterodímeros 62,63. Los mecanismos de inhibición que desempeña el receptor 

Δ5 sobre ERα, podrían ser los mismos que ejerce el receptor rTRα2 sobre rTR.  

Las modificaciones post-traduccionales de los receptores hormonales esteroides (SR), 

incluyendo la fosforilación, ubiquitinación, acetilación y sumoilación regulan su expresión y 

función 64–67. El notable número de sitios de fosforilación en estos receptores y la amplia 

variedad de quinasas han demostrado que la modulación de la fosforilación influye en la 

integración entre las vías de señalización celular y la acción de SR. Numerosas funciones 

asociadas a la fosforilación sito-específica se han dilucidado, incluyendo la sensibilidad a la 

respuesta hormonal, la unión al DNA, expresión, estabilidad, localización sub-celular, 

dimerización e interacciones proteína-proteína que pueden determinar la regulación de genes 
68–70. Esto sugiere que la fosforilación de ciertos residuos localizados en la región amino 

terminal, podrían ser importantes para el efecto de los factores de crecimiento sobre Δ5, como 

se ha reportado previamente para ERα 60. 

La modulación de la actividad de ERα por la variante Δ5 adquiere importancia debido a que 

la expresión diferencial de la proteína truncada podría tener implicaciones fisiológicas 

relevantes en las células de mama que la expresen. Actualmente, las consecuencias de su 

expresión no se conocen, pero se infiere que si la variante confiere una ventaja selectiva 

durante la progresión del tumor, las células que sobre-expresan esta isoforma podrían 

predominar y resultar en un fenotipo más agresivo ya que los tumores podrían ser menos 

sensibles a los tratamientos anti-hormonales.  
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En base a lo anterior sería relevante evaluar la expresión de variantes del ERα en los métodos 

clínicos usados para determinar el fenotipo del tumor y de esta forma establecer mejores 

esquemas de tratamiento para las pacientes con cáncer de mama. 
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5. CONCLUSIONES 

 

 Se confirmó que las células MCF-7 expresan el transcrito del receptor de estrógenos 

alfa y de la isoforma Δ5, y la línea celular MDA-MB 231 posee un fenotipo ER-

negativo.  

 Se corroboró que las células MCF-7 son sensibles al tratamiento con antiestrógenos. 

Por el contrario, la viabilidad de las células MDA-MB 231 no se ve afectada por el 

tratamiento.   

 La actividad transcripcional del receptor de estrógenos alfa aumenta tres veces en 

respuesta al tratamiento hormonal en células MDA-MB 231, que lo expresan 

transitoriamente.  

 El receptor Δ5 no posee actividad transcripcinal AF-1 en nuestro modelo de estudio.  

Sin embargo, los resultados obtenidos representan un mecanismo de regulación 

transcripcional mediada por la interacción proteína-proteína, donde ERαΔ5 ejerce un 

efecto dominante negativo sobre la actividad del receptor completo.  

 El uso de la isoforma Δ5 será de gran utilidad para continuar con el estudio de la 

actividad de ERα en otros tipos celulares donde la expresión génica es mediada por 

estrógenos. 
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ANEXO I 

 

 

1.1 Descongelación de las líneas celulares congeladas.   

 Por cada línea celular se tomó un criotubo del congelador  a -70ºC, se transfirió  

rápidamente a un baño de agua a 37ºC y se agito suavemente hasta que el contenido 

se descongeló totalmente.  

 Se adicionó el contenido del criotubo en una placa p100 con 8 mL de medio DMEM-

F12 suplementado con suero fetal bovino (FBS), para cada línea celular. 

 Después se adicionaron 4mL de medio de crecimiento, al ya existente en la caja p100, 

y se agitó suavemente por 30 segundos. Por último, se agregaron 8mL de medio para 

mantener una relación líquido-gas de 1:8.  

 Se rotularon los cultivos con el nombre de la línea celular y fecha.  

 Las botellas se incubaron a 37ºC en atmósfera de CO2 al 5% por 4 horas.  

 Al término de la incubación, las cajas p100 se observaron al microscopio invertido y 

se evalúo el porcentaje de viabilidad. Después, se sustituyó el medio con células 

suspendidas por medio fresco. 

 Los cultivos se mantuvieron en incubadoras de CO2 al 5% a 37ºC, hasta que 

alcanzaron la confluencia del 90%. 

 

1.2 Subcultivos de las líneas celulares  (Técnica de disgregación celular).     

Una vez que se formó la monocapa con una confluencia del 90% en la placa p100, se 

realizaron los sub-cultivos de la siguiente manera:  

 Primero, se succionó el medio de la placa p100 y se adicionó 4mL de PBS para lavar 

la monocapa y posteriormente se succionó la solución de fosfatos. 

 Se agregó 1mL de la solución Tripsina 0.05% - Verseno 0.05% y se dejó actuar hasta 

que la monocapa empezó a opalecer y desprenderse (5-10min). Para neutralizar la 

actividad de la enzima se agregaron 3mL de DMEM, bañando la base del recipiente 

donde crecen las células en cultivo.  

 La suspensión celular se transfirió a un tubo falco, y se centrifuga a 1500 rpm por 5 

minutos. Se decantó el medio y se suspendió el paquete de células en 5mL de DMEM-

F12, se homogenizó la suspensión con una pipeta (evitando hacer burbujas).  

 Se distribuyó la suspensión celular en placas de cultivo nuevas y se agregó el volumen 

de medio necesario para obtener un volumen final de 10mL.  

 

 

 

 



ANEXO I 

39 
 

1.3. Congelación de líneas celulares. 

 Una vez que se formó la monocapa con una confluencia del 90%, se realizó la técnica 

de disgregación celular. 

 La suspensión celular se centrigó a 1500 rpm por 5 minutos. Al finalizar, se decantó 

el medio. 

 El paquete celular se diluyó en SFB.   

 Se realizaron los cálculos necesarios para preparar una suspensión con 

dimetilsulfóxido (DMSO) al 10%, tomando en cuenta el número de criotubos y el 

volumen de estos.  

 Se adicionó en cada tubo la suspensión final. 

 Los criotubos se colocaron en un REVCO® a -70ºC  

 

1.4 Conteo de células y sembrado  en placas de 24 y 96 pozos. 

Se realizó el conteo celular por el método del hemocitómetro, para sembrar 75000 y 60000 

células por pozo en microplacas de 96 y 24 pozos, respectivamente.  

 Se limpió perfectamente la parte plateada de la cámara de Neubauer y el cubreobjetos 

de la misma. 

 Una placa de cultivo p100 con una confluecia del 90 al 100%, se trató con tripsina al 

0.05% - Verseno 0.05% (técnica de disgregación celular que implica la obtención de 

la suspensión de células). Se adicionó 3mL de medio y se centrifugó la suspensión a 

1500 rpm por 5min. 

 Se eliminó el medio y se diluyó el paquete de células en 5mL de DMEM. 

 Se tomaron 20µL de suspensión celular y se diluyeron en 80µL de azul de tripán 

(dilución 1:5), se homogenizó y se tomó un volumen suficiente para cubrir las dos 

cuadriculas del hemocitómetro, se dejó reposar un minuto y se realizó el conteo. 

 En cada cuadricula de la cámara hay 9 cuadros grandes (Figura 10). Se contaron las 

células vivas (hialinas) presentes en los cuadrantes de las esquinas (L). 

 

 
Figura 10. Esquema de los cuadrantes de la cámara de Neubauer. En los cuadrantes de los 

extremos (L) se realizó el conteo de células.   
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 Se calculó el número de células por mililitro empleando la siguiente fórmula: 

  

 

  Donde: 

  C= Concentración de células por mililitro (Cél/mL) 

  N= Número de células contadas 

  FC= Factor de la cámara (104) 

  FD= Factor de dilución.  

 

 Después de calcular el número de células presentes, se realizó otro cálculo para saber 

que volumen de la suspensión original se debe tomar para sembrar 7500 y 60000 

células en placas de 96 y 24 pozos.  

 

1.5 Suero fetal bovino tratado con carbón activado 

Para remover la mayor cantidad de hormonas presentes en el suero fetal bovino (SFB), este 

fue tratado con carbón activado (No. de producto C6241, Sigma) de la siguiente manera: 

 Se adiciono 1 g de carbón activado en 49 ml de SFB. 

 La mezcla se incubó en agitación por 24 horas a 4°C. 

 Al término de la incubación, se removió el carbón activado por centrifugación a 2000 

xg por 15 minutos. 

 Por último, el SFB fue filtrado (0.22 µ) y almacenado a -20°C 

C= N x FC x FD 
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