
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

Universidad Nacional Autónoma de 

México 

 

Facultad de Estudios Superiores 

Iztacala 

 

Título del trabajo: 

 

Análisis del metabolismo energético regulado por 

la actividad de los receptores a estrógenos 

activados por 17β-estradiol en carcinoma 

mamario humano MCF-7. 

  

  

Que para obtener el título de  

  

  

Bióloga 

  

  

P R E S E N T A 

  

  

Ingrid Itzayanna Ortega Mejia 

  

Directoras de Tesis:  

Dra. Silvia Cecilia Pacheco Velázquez  
Dra. Sara Rodríguez Enríquez  

 

 

Los Reyes Iztacala, Edo. De México, 2020 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 



 

Agradecimientos a: 

 

Mi tutora Silvia Cecilia Pacheco Velázquez, por: 

Su constante orientación, sugerencias y valiosos comentarios en cada una de las 

etapas al realizar mi tesis; brindándome paciencia, confianza, cariño y un abrazo 

cada que lo necesite. Su atención, plena dedicación y conocimientos dejan una 

enorme huella en sus alumnos y cada una de sus cualidades la hace destacar 

como una excelente tutora, profesora, amiga y para mí una mamá en el 

laboratorio.  

 

Dra. Sara Rodríguez Enríquez por el apoyo incondicional y consejos, otorgando 

retroalimentación en cada seminario y por ser una excelente doctora empeñada en 

formar investigadores de calidad. Y finalmente por el apoyo económico durante mi 

estancia. 

 

Dr. Javier Alejandro Belmont García por ser un doctor siempre dispuesto a dar 

un poco de su tiempo para aclarar mis dudas, discutir mis opiniones y brindarme 

sus conocimientos, agradezco cada uno de sus consejos y el ánimo que me 

transmitía siempre para hacer las cosas y motivarme a ser mejor cada día en lo 

que hago, convirtiendo esta relación en una grandiosa amistad.  

  

Dr. Juan Carlos Gallardo Pérez y Dr. Álvaro Marín Hernández por sus consejos 

y retroalimentación en seminario. 

 

Instituto Nacional de Cardiología “Ignacio Chavez”. 

 

Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM. 

 

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACyT) 

Apoyo SEP-CONACyT No. 283144 



 

 



 

 

 

Abreviaturas 

 

ALDO; aldolasa  

ATCC; colección Americana de Cultivos “Tipo” (del inglés American Type Culture Collection) 

ATP; trifosfato de adenosina  

ATP-asa; ATP-synthase 

Ca Ma; cáncer de mama 

c-MYC; oncogen celular homólogo al del virus de mioelocomatosis aviar 

COX; citocromo oxidasa 

DMEM; medio Eagle modificado por Dulbecco, (del inglés Dulbecco’s modified Eagle ́s 

Medium) 

DTT; ditiotreitol 

E2; 17β-estradiol o estrógeno 

EDTA; ácido etilendiaminotetraacético 

ENO; enolasa  

FO; fosforilación oxidativa 

GAPDH; gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 

GLUT; transportador de glucosa 

Her-2; receptor del factor de crecimiento epidérmico en humano tipo 2 

HIF-1α; isoforma-1α del factor inducible por hipoxia  

HK; hexocinasa 

INEGI; Instituto Nacional de Estadística y Geografía 

LDH; lactato deshidrogenasa 

mRNA; ácido ribonucléico mensajero 

NAD+; forma oxidada del dinucleótido de nicotinamida y adenina 

NADH; forma reducida del dinucleótido de nicotinamida y adenina 

ND1; NADH deshidrogenasa o complejo I 

NRF1; factor de respiración nuclear 1 (del inglés Nuclear respiratory factor 1) 

OMS; Organización Mundial de la Salud 

PBS; buffer de fosfatos (del inglés phosphate buffered saline) 

PFK; fosfofructocinasa 



 

 

PGC1α; proteína 1α coactivadora del receptor activado por el proliferador de peroxisomas 

PMSF; fluoruro de fenilmetilsulfonilo (del inglés phenylmethylsulfonyl fluoride) 

PYK; piruvato cinasa 

RE; receptor de estrógeno  

REα; receptor a estrógeno α  

REβ; receptor a estrógeno β 

TAM; tamoxifen 

TP; Triple negativo 

TPI; triosa fosfato isomerasa 

 



 

 

Resumen  

 

Introducción: El cáncer de mama (Ca Ma) es la principal causa de morbilidad y mortalidad 

por cáncer en mujeres mexicanas y se divide en 4 subtipos (receptor estrógeno positivo 

(RE+), Triple positivo (TP), Her2+, Triple negativo (TN), de los cuales el subtipo RE+ es el 

que presenta mayor incidencia (50-70%) en pacientes Ca Ma. La exposición a 17β-estradiol 

(estrógeno o E2) se asocia con el desarrollo y progresión de este subtipo de cáncer. El 

receptor a estrógeno alpha (REα) participa en la iniciación y el desarrollo del Ca Ma y es 

considerado como el biomarcador más utilizado en la clínica para detectar los Ca Ma con RE 

sobre expresados.  El Ca Ma REα+ puede ser clínicamente controlado por el tamoxifen 

(TAM), un inhibidor selectivo de los receptores a estrógeno (RE). Sin embargo, la 

administración prolongada de TAM causa diversos efectos secundarios como son náuseas, 

mareos, vómitos, disnea, infecciones bacterianas, incluso cáncer de cérvix; además, después 

de 12 meses, el Ca Ma REα+ desarrolla resistencia al tratamiento y una alta recurrencia tras 

su uso; por lo que es necesario proponer nuevas estrategias terapéuticas para el manejo de 

esta enfermedad. Los RE son factores transcripcionales cuya activación promueve procesos 

de proliferación y diferenciación en células tumorales. Recientemente, los RE se han 

propuesto como activadores del metabolismo energético tumoral, pero en dichos estudios no 

se ha llevado a cabo un análisis integral del metabolismo energético que involucre el flujo 

glucolítico, el flujo de fosforilación oxidativa, los cambios en el contenido de proteínas y el 

aporte de ATP proveniente de cada flujo. Por lo tanto, este trabajo de tesis está enfocado a 

dilucidar los cambios en las vías energéticas del tumor inducidos por el 17β- estradiol (E2) 

para proponer estrategias terapéuticas alternativas que evite la progresión de este tipo de 

cáncer. Para lo anterior se utilizará como modelo de estudio a la línea celular MCF-7 porque 

es una línea RE+ de carcinoma mamario humano. 

 

Resultados: La exposición a 10 y 100 nM de 17β-estradiol promovió un aumento substancial 

en la velocidad de proliferación de 20% en las células de mama RE+ MCF-7. El tiempo de 

duplicación disminuyó 28 % de 59 h a 46 y de 59 a 49 h con 10 y 100 nM de estradiol, 

respectivamente. La adición de 100 nM de estradiol incrementó los niveles de proteína (0.4-

1.6 veces vs. control) de REα, REβ, HIF-1-α y c-MYC (factores transcripcionales asociados a 

la activación glucolítica) y de sus proteínas glucolíticas blanco (0.3-1.4 veces vs. control) 



 

 

GLUT III, HKI y HKII y LDH-A. En contraste, Acorde con el aumento del contenido de 

proteínas glucolíticas el estradiol aumentó la producción de lactato de 11±3 nmol/min*mg de 

proteína en la condición control a 26±7 nmol/min*mg de proteína en 100 nM. Por otra parte, 

la disminución del consumo de oxígeno total no fue significativa (de 24±6 a 15±6 ngAtO/ 

min*mg de proteína) al comparar la condición control y la de 100 nM. De igual forma, la 

glucólisis aumentó de 9±1 nmol/min*mg de proteína en la condición control a 23±7 en la 

condición de 100 nM; mientras que la glutaminólisis (2±3 a 3±1 nmol/min*mg de proteína) y 

la fosforilación oxidativa (FO) (10±2 a 8±2 ngAtO/ min*mg de proteína) se mantienen en 

ambas condiciones. Con estas observaciones se determinó un aumento del 25% en el aporte 

del ATP por parte de la glucólisis celular. 

Conclusión: El E2 promueve la proliferación, aumenta la glucólisis y disminuye el aporte de 

ATP por parte de la FO (sin modificar su flujo de consumo de oxígeno), en una línea celular 

RE+ (MCF-7). 
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Introducción. 

 

1. Epidemiología del cáncer de mama 

 

El cáncer de mama (Ca Ma) es la neoplasia más común en la población femenina de los 

países en desarrollo y la mayoría de los casos se diagnostican en fases avanzadas 

(Organización Mundial de la salud, 2016). En México el Ca Ma es la principal causa de 

morbilidad y mortalidad hospitalaria por tumores malignos en la población femenina mayor a 

35 años (Figura 1). A pesar del aumento en las campañas de prevención y diagnostico 

oportuno se ha observado un incremento de 31 % en el número de decesos por esta 

enfermedad durante los últimos 16 años (INEGI, 2015). 

 

 

 

Figura 1 Incidencia y Mortalidad de neoplasias malignas para la población femenina en México 

(GLOBOCAN, 2018). 

 

Entre los factores de riesgo más importantes para el desarrollo del Ca Ma está la exposición 

prolongada a estrógenos endógenos; principalmente el 17β-estradiol (E2) (Organización 

Mundial de la Salud, 2016). Las evidencias epidemiológicas y experimentales que involucran 

a los estrógenos en la etiopatogenia de la enfermedad incluyen a la menarquia precoz, la 

menopausia tardía, la nuliparidad y la obesidad (Fernández-Santander et al., 2007; Noriega- 

Reyes, 2008). Por ejemplo, cada dos años de demora en la menarquia se asocia con una 

reducción del 10% del riesgo a padecer Ca Ma (Hsieh et al., 1990). Por otra parte, cada año 
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de retraso en el inicio de la menopausia confiere un aumento del 3% en el riesgo de 

desarrollar Ca Ma (Hsieh et al., 1990; Kelsey et al., 1993). Aunado a esto, las mujeres 

postmenopáusicas que desarrollan Ca Ma exhiben niveles de estrógenos circulantes 15% 

superiores a las que no lo desarrollan (Thomas et al., 1997). Otro caso son las mujeres 

nulíparas, que tienen un mayor riesgo de desarrollar cáncer de seno en comparación con las 

mujeres parous. En comparación con las mujeres nulíparas, la incidencia acumulada de Ca 

Ma en las mujeres que tuvieron a su primer hijo a los 20 y 25 años fue un 20% y 10% menor, 

sin embargo, a los 35 años esta aumenta 5% (Rosner et al., 1994).  

La selección del tratamiento para el Ca Ma se basa en el análisis inmunohistoquímico; y 

permiten clasificar al Ca Ma considerando la expresión o ausencia de; 1) el RE (RE+ o RE-), 

2) el receptor de progesterona (RP+ o RP-), y 3) del receptor al factor de crecimiento 

epidérmico en humano tipo-2 (HER-2+ o HER2-) (Wolff et al., 2018; Figura 2). De estos 

biomarcadores, el receptor a estrógeno alpha (REα) está sobre expresado en el 50-70% de 

los tumores de Ca Ma por lo que es el receptor más estudiado en la iniciación y el desarrollo 

del Ca Ma (Pérez-Sánchez et al., 2008; Leung et al., 2014; Zhao et al., 2019). El RP, también 

es un marcador ampliamente usado en conjunto con el RE (Ca Ma triple positivo; TP), 

aunque su valor pronóstico no está completamente establecido. Por su parte, el HER-2 se ha 

convertido en el biomarcador, evaluado de forma rutinaria, asociado a un mal pronóstico 

(Pérez-Sánchez et al., 2008). 

 

Figura 2. Clasificación principal de los subtipos de carcinoma mamario: Abreviaturas: Receptor 
estrógeno positivo (RE+), Triple positivo (TP), Receptor al factor de crecimiento epidérmico en 

humano tipo 2 positivo (Her2+), Triple negativo (TN). 
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Una estrategia para tratar el Ca Ma RE+; es inhibir la unión del ligando (E2) con el receptor. 

El tamoxifen que es un inhibidor selectivo para los RE y presenta una reducción del 50% en 

la reincidencia de Ca Ma durante los 5 años que dura el tratamiento (Bryant et al., 2001; 

Fernández-Santander et al., 2007). Sin embargo, el tamoxifen causa diversos efectos 

secundarios (i.e. náuseas, mareos, vómitos, disnea, infecciones bacterianas, y cáncer de 

cérvix) los cuales llevan a la suspensión del tratamiento en un 20-50% de las pacientes 

(Aiello Bowles et al., 2012). Aunado a esto, la recurrencia de Ca Ma es del 45% a cinco años 

del término del tratamiento (Chang, 2012). El tamoxifen ha sido objeto de análisis y debate 

en los últimos años ya que la eficacia de este compuesto y su toxicidad varían enormemente 

entre individuos (Fernández- Santander et al., 2007); por lo que es necesario proponer 

nuevas estrategias terapéuticas para el manejo de esta enfermedad. 

 

2. Receptores a estrógeno 

 

El receptor de estrógeno pertenece a una superfamilia de receptores nucleares que fungen 

como factores transcripcionales y están conformadas por seis dominios denotados del A al F 

(Börjesson et al., 2013). El dominio A/B es el de activación transcripcional, se ubica en el 

extremo amino terminal y es susceptible a modificaciones postraduccionales. El dominio C es 

el de unión al DNA, es capaz de identificar e interactuar con las regiones promotoras de 

genes regulados por estrógenos. Por su parte, el dominio D contiene la región bisagra que 

permite acoplar a los dominios C y E, además cuenta con la región de señalización hacia el 

núcleo. El dominio E constituye el sitio de unión a ligando, reconoce a los estrógenos 

naturales como el E2 y a ligandos sintéticos que pueden activar o inhibir al receptor, 

adicionalmente presenta la interfase de dimerización con un segundo receptor de estrógeno. 

Finalmente, el dominio F es la región moduladora de la actividad transcripcional, permite la 

interacción con los coactivadores y media la dimerización y la estabilidad del receptor 

(Klinge, 2001; Noriega-Reyes, 2008; Yaşar et al., 2016) (Figura 3A). 

 

Los RE se dividen en RE alpha (REα), RE beta (REβ) y el RE transmembranal GPR30 

(Figura 3B) (Noriega- Reyes, 2008). De estos tres los REα son los más estudiados ya que 

están sobre expresados en aproximadamente el 70% de los tumores malignos de mama 

(Noriega-Reyes, 2008; Pérez-Sánchez et al, 2008). Al igual que otros miembros de esa 
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subfamilia, la interacción con el E2 activa al receptor, promoviendo una serie de cambios 

conformacionales que incluyen dimerización, localización nuclear, interacción con 

coactivadores transcripcionales con el objetivo de asociarse a secuencias específicas del 

ADN conocidas como elementos de respuesta estrogénica y así regular la transcripción de 

proteínas involucradas en procesos de proliferación, (ciclina 1; CDK1), diferenciación (factor 

de crecimiento endotelial, EGF), dinámica mitocondrial (Mnf1 y drp1), vascularización (factor 

de crecimiento endotelial-vascular, VEGF), entre otras (Figura 3B) (Dontu et al., 2004; 

Sastre-Serra et al., 2012). Sin embargo, el mecanismo exacto de oncogénesis de los RE 

permanece incierto (Klinge, 2001; Börjesson et al., 2013; Cai et al., 2013). 

A) 

 

B) 

.  

Figura 3 A) Dominios de unión, B) localización de los receptores de estrógeno. 
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3. Reprogramación del metabolismo energético mediada por estrógeno 

 

Las células tumorales presentan una reprogramación en su metabolismo energético, 

aumentando la glucólisis aún en condiciones aerobias (efecto Warburg) y activando el 

metabolismo mitocondrial. El incremento en ambos flujos metabólicos les confiere una 

ventaja proliferativa al generar fuentes energéticas y macromoléculas (esqueletos de 

carbono; ácidos grasos y aminoácidos) para favorecer los procesos biosintéticos (Moreno-

Sánchez et al., 2007, Hanahan & Weinberg, 2011). 

En el caso del Ca Ma, la activación de los REα y β en la línea celular MCF-7, modulan 

positivamente la expresión de 1) factores transcripcionales asociados al metabolismo 

glucolítico y a la biogénesis mitocondrial (HIF1-α, c-MYC, NRF-1 y PGC1α), 2) proteínas 

glucolíticas (aumentan 2-7 veces los niveles de las hexocinasa I y II, la fosfofructocinasa 2, la 

enolasa y la lactato deshidrogenasa B), y 3) proteínas mitocondriales (aumentan 2-3 veces la 

NADH-deshidrogenasa y las subunidades I, III, IV de la citocromo oxidasa), al interactuar 

directamente con los elementos de respuesta a estrógeno de sus secuencias genéticas 

(Tabla 1; Cai et al., 2013; Imbert-Fernández et al., 2014, Liao et al., 2015). Por esta razón 

algunos autores sugieren que ambas vías metabólicas (glucólisis y fosforilación oxidativa) 

pueden beneficiarse de manera simultánea (O'Mahony et al., 2012; Cai et al. 2013); pues 

atribuyen el aumento en el contenido de mRNA o contenido de proteína con un incremento 

en las actividades y flujos. Sin embargo, no se ha realizado una evaluación completa e 

integral donde se incluyan los análisis del contenido de mRNA y proteína en conjunto con la 

función (actividades o flujos). Esto es importante a considerar ya que no siempre la sobre 

expresión de una proteína va ligado a un aumento en su actividad o en el flujo (Moreno-

Sánchez et al., 2016). En relación con los flujos, el consumo de glucosa aumenta 

significativamente (2 veces) a concentraciones de 10 nM de E2 (Imbert-Fernandez et al., 

2014; O'Mahony et al., 2012) mientras que el consumo de oxígeno mitocondrial presenta un 

aumento del 0.2 veces en presencia de la hormona; sugiriendo con esto un aumento de la 

FO (Radde et al., 2016). Sin embargo, en ambos estudios no se analizaron los flujos en 

presencia de inhibidores (2-desoxyglucosa y oligomicina) para descartar los procesos no 

asociados a la glucólisis y a la FO (Pacheco-Velázquez et al., 2018). Con estas 

consideraciones, este proyecto evaluará el efecto de la activación de los RE mediada por el 

E2 sobre el metabolismo energético tumoral midiendo 1) el contenido de proteína de enzimas 
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y trasportadores de la glucólisis y del metabolismo mitocondrial; y 2) los flujos glucolíticos y 

de FO en una línea de carcinoma mamario RE+. 
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Línea celular y tratamiento 
de E2 

Medición Conclusión Referencia 

MCF-7 y T47D 
10 nM y 100 nM E2 1,3,6 h 

-Contenido de PFKFB3 (mRNA)  
-F26BP 
-Consumo de glucosa  
-Actividad de enolasa 

Glucólisis: A partir de las 3 horas y con 10 nM de E2  
PFKFB3: ↑ 4 veces 
F26BP: ↑ 0.5 veces 
Consumo de glucosa y la actividad de la enolasa: ↑ 
200 veces 
FO:------------------------  

(Imbert-Fernandez 
et al., 2014)  

 

MCF-7  
10 nM E2 

-Nivel de expresión de HKII, PKM2 
LDH (mRNA) 

Glucólisis:  
↑ HKII 
↑ PKM2 
↑ LDH 
FO: ------------------------- 

(Cai et al. 2013). 

SH-SY5Y, MCF-7 y A549  
100 nM E2, 3, 6, 24 h  

-Citocromo oxidasa I, III, IV (mRNA) 
-Consumo total de oxígeno  

Glucólisis: ------------- 
FO: 
COX-IV↑1.3 veces 
Consumo de oxígeno ↑ 2.4 veces  

(Liao et al., 2015). 

MCF-7 
0.1,1,10 nM E2 por 15 min 

Producción de lactato total, citrato, y actividad de 
la PDH  

Glucólisis: A E2 10 nM la concentración de lactato 
total ↑ 4 veces 
FO: La actividad de PDH ↓ un 50% 
concentración de citrato ↓ un 50%  

(O'Mahony et al., 
2012) 

MCF-7 y T47D 
10nM E2- 24h.  

-Ácidificación extracelular 
-Consumo total de oxígeno  
(Oligo 1.5μM)  

Glucólisis: se mantiene 
FO :↑ 0.2 veces %  

(Radde et al., 2016)  

Tabla 1 Modificaciones del metabolismo energético inducidas por los receptores a estrógenos Abreviaturas: ↑ (aumento), ↓ (disminución), -

---- (no determinado), COX-IV (citocromo oxidasa), F26BP (fructosa 2,6-bisfosfato), HKII (hexocinasa tipo 2), LDH (lactato 

deshidrogenasa), PDH (piruvato deshidrogenasa), PFKFB3 (gen que codifica la enzima 6-fosfofructo-2-quinasa / fructosa-2,6-bifosfatasa 

3), PKM2 (piruvato cinasa tipo 2). 

 

 



 

8 
 

Justificación 

El Ca Ma es la principal causa de mortalidad por cáncer en la población femenina a nivel 

mundial. Entre estos el subtipo RE+ es el más frecuente. No existe un análisis sistémico de 

las modificaciones en metabolismo energético tras la activación de los RE. Dado que la 

dependencia energética de las células tumorales es alta para sostener los procesos de 

proliferación y malignidad; el dilucidar los mecanismos de activación y regulación del 

metabolismo energético permitirá en un futuro encontrar un posible blanco terapéutico y 

proponer nuevas y mejores estrategias de tratamiento dirigidas a este subtipo de Ca Ma. 

 

Hipótesis: 

El 17𝛽-estradiol tendrá un efecto positivo sobre el metabolismo energético del Ca Ma ER+; 

por lo tanto, se espera encontrar un aumento en los flujos de glucólisis y de fosforilación 

oxidativa. 

 

Objetivo general: 

Evaluar el efecto del 17𝛽-estradiol sobre la glucólisis y fosforilación oxidativa en el carcinoma 

mamario humano MCF-7.  

 

Objetivos particulares: 

1) Determinar el efecto del 17𝛽-estradiol sobre la proliferación tumoral de MCF-7.  

 

2)Determinar el efecto del 17𝛽-estradiol sobre el metabolismo energético de MCF-7.  

 

o Evaluar los cambios en el contenido de proteínas glucolíticas y mitocondriales.  

 

o Cuantificar los flujos de glucólisis y de fosforilación oxidativa en presencia de 17𝛽- 

estradiol.  

 

o Determinar el aporte de ATP proveniente de la glucólisis y de la fosforilación oxidativa 

en las células expuestas a estrógeno.  
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Materiales y métodos. 

 

1.Cultivo celular 

 

La línea celular de carcinoma mamario humano tipo epitelial RE+, MCF-7 (ATCC® HTB-22™), 

fue incubada en medio DMEM (Dublecco ́s Modified Eagle ́s Medium) con 25 mM de glucosa, 

10% de SFB (suero fetal bovino) y 10,000 unidades penicilina/estreptomicina en condiciones 

estándar de cultivo a 37° y 95% aire/ 5% CO2. Las células se tripsinizaron al alcanzar 80-

90% de confluencia para los experimentos posteriores (Rodríguez-Enríquez et al., 2010). 

 

2.Curva de crecimiento 

 

Para la generación de las curvas de crecimiento 500,000 células se sembraron en cajas petri 

de plástico (60 x15 mm) en medio DMEM con concentraciones crecientes de E2 (0.1, 1, 10, 

100 nM). La viabilidad y el número de células se monitoreó cada 24 horas durante 7 días 

empleando azul de tripano 0.01% y una cámara de neubauer (Pacheco-Velázquez et al., 

2018).  

El cálculo de los tiempos de duplicación para la curva de crecimiento se determinó con la 

fórmula: Donde NF representa el número de células cultivadas al final de la fase de 

crecimiento exponencial, NI representa el número de células al comienzo de la curva de 

crecimiento, tF es el tiempo en el que se recolectaron las células (día 7) y tI es el tiempo de 

cultivo inicial. * P <0.05 vs. la condición control (McAtter& Davis, 1994). 

 

3.Análisis de proteínas mediante el método de Western blot (WB) 

 

Las células, después de ser expuestas a E2 durante 7 días, se lavaron con buffer de fosfatos 

(PBS), se rasparon y centrifugaron a 2600 rpm por 3 minutos. El botón celular se mezcló en 

250-500 μl de amortiguador de Tris (Tris-HCl 25mM pH 7.6 con DTT 5mM, EDTA 1mM y 

PMSF 1mM) y se ejerció presión mecánica para lisar las células. Las muestras se 

centrifugaron a 10,000 rpm durante 30 minutos. Del sobrenadante generado, se cuantificó el 

contenido de proteína por el método de Lowry y se almacenó a -20° C hasta su uso. 

 



 

10 
 

Para el ensayo de WB se cargaron 50 μg de proteína en un gel de SDS-PAGE al 12% de 

poliacrilamida y se electrotransfirieron a membranas de PVDF (BioRad; Hercules, CA, USA).  

Posteriormente las membranas se incubaron con anticuerpos monoclonales (Santa Cruz; CA, 

USA, dilución 1:1000) anti -β-actina (SC-8432), -REα (SC-710664), -REβ (SC-53494), -HIF-

1α (SC-71247), -c-MYC (SC-40), -GLUT1 (SC-1605),-GLUT3 (SC-74399), -HK-I (SC-46695), 

-HK-II (SC-130358), -LDH-A (SC-137243), -ND1 (SC-65237), -COX-IV (SC-376731), -ATP -

asa (SC-166462). (Rodríguez-Enríquez et al., 2010). Las bandas de hibridación se revelaron 

con su anticuerpo secundario correspondiente (Santa Cruz; CA, USA, dilución 1:2000) anti -

goat (SC-2006) y –mouse (31450) (Invitrogen TM, dilución 1:2000) conjugado a peroxidasa de 

rábano y se detectó la señal de la proteína con el sistema ECL-plus (Amersham; 

Buckinghamshire, UK). El análisis densitométrico se realizó con el software Scion Image 

(Scion Corp Frederic, MD, USA) y cada proteína se normalizo contra el control de carga (β-

actina) asignándole un valor de 100%. 

 

4.Flujos glucolíticos 

 

Las células se cuantificarón el contenido de proteína por el método de Biuret (2-5 mg/ml), se 

incubaron en buffer Ringer Krebs a 37°C en agitación orbital. Se adicionó glucosa (5 mM) al 

buffer para iniciar la reacción de glucólisis y generar lactato como metabolito final. En un set 

de experimentos en paralelo las células se incubaron previamente en presencia de 2-

desoxiglucosa (20 mM) para revelar la producción de lactato de la glutaminólisis.  En ambas 

condiciones, la reacción fue detenida con 10% de ácido perclórico frío a los minutos 0, 10 y 

15.  Las muestras ácidas se neutralizaron con una solución de KOH (3 M) y Tris (0.1 mM) y 

se almacenaron a -70°C hasta su uso. El lactato formado se cuantificó a 340 nm con un 

espectrofotómetro modelo Agilent 8453 con arreglo de diodos. En un volumen total de 2 ml 

de buffer hidrazina (0.4 M) y glicina (0.5 M) a pH 9.0, se agregaron 1 mM de NAD+ y 40 μl de 

una dilución 1:4 de LDH (Roche). Una vez que se obtuvo una línea basal se adicionó 50 μl de 

la muestra ácida neutralizada. Se calculó diferencia de absorbancias, y se obtuvo la 

concentración de lactato producido considerando el coeficiente de extinción molar del NADH 

(6.22 mM-1), el volumen de la muestra y el tiempo de reacción (Rodríguez-Enríquez et al., 

2010).  
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5. Flujos mitocondriales 

 

Las células se cuantificarón el contenido de proteína por el método de Biuret (4 mg/ml), se 

incubaron en buffer Ringer Krebs saturado con aire y a 37°C en una cámara de reacción 

(volumen de 1.9 ml) acoplada a un electrodo tipo Clark y se midió el consumo de oxígeno, 

polarográficamente, a través del tiempo. Para las mediciones de la fosforilación oxidativa, se 

evaluó el consumo de oxígeno en presencia 5 μM de oligomicina. El cero químico se 

consiguió reduciendo todo el oxígeno con ditionita. Los cálculos de velocidad de consumo de 

oxígeno se realizaron considerando que en la ciudad de México a 37° C hay disueltos 380 

nanogramo átomos de oxígeno (ngAtO) por ml de Ringer Krebs (Rodríguez-Enríquez et al., 

2010).  

 

6.Análisis estadístico 

 

Los experimentos se realizaron con un mínimo de tres preparaciones independientes. Los 

datos mostrados reflejan el promedio ± la desviación estándar (SD). Se usaron las pruebas t 

de student y ANOVA con prueba post hoc Scheffé para identificar diferencias entre la 

condición control y la experimental. Los resultados con valores de P < 0.05 fueron 

considerados como estadísticamente significativos (Klockars & Hancock 2000; Krzywinski & 

Altman, 2014). 
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Resultados 

 

1. Crecimiento de MCF-7 a diferentes concentraciones de E2 

 

MCF-7 es una línea celular de carcinoma mamario epitelial RE+, derivado del sitio 

metastásico: derrame pleural (ATCC® HTB-22™). Los receptores de estrógeno promueven la 

proliferación al ser activados por su ligando, el E2 (Carroll, 2016). En este proyecto, las 

células fueron cultivadas a distintas concentraciones de E2 (0.1, 1, 10, 100 nM). La presencia 

de la hormona aumentó significativamente la proliferación de la línea celular MCF-7 en el 

rango de 10 y 100 nM a partir del día 3 (Figura 4). Por consiguiente, los tiempos de 

duplicación disminuyeron significativamente (20%) en las mismas concentraciones; (Tabla 2), 

con valores de 49 horas para 10 nM y 46 horas con la adición de 100 nM en comparación 

con la condición control (59 horas). Esto indica que E2 promueve la proliferación celular. 

 

Figura 4 Crecimiento de MCF-7 en normoxia a concentraciones crecientes logarítmicas de E2. Los 
datos mostrados representan la media ± S.D. de tres preparaciones diferentes. * P <0.05 vs la 

condición control 
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Condición 17β- estradiol (nM) 

 Control 0.1 1 10 100 

Tiempo de duplicación 
(horas) 

59 ± 3 57 ± 2 57 ± 0.4 49 ± 0.6* 46 ± 4* 

Tasa de duplicación (µ) 
(días-1) 

0.37 ± 0.02 0.42 ± 0.03 0.49 ± 0.05 0.58 ± 0.01 0.79 ± 0.01 

Tabla 2 Tiempos de duplicación de MCF-7 a concentraciones crecientes de E2. 

Los tiempos de duplicación se determinaron con la fórmula:  Donde NF 

representa el número de células cultivadas al final de la fase de crecimiento exponencial, NI 

representa el número de células al comienzo de la curva de crecimiento, tF es el tiempo en el que se 

recolectaron las células (día 7) y tI es el tiempo de cultivo inicial. * P <0.05 vs. la condición control 

(McAtter& Davis, 1994). 

 

Al identificar las condiciones óptimas de crecimiento en presencia E2 (10 y 100 nM), se 

evaluó el efecto de este compuesto en el contenido de proteína de 1) factores regulatorios 

del metabolismo energético 2) proteínas glucolíticas y 3) proteínas mitocondriales, los cuales 

son activados por los RE.  

 

2. Contenido de proteína de factores transcripcionales. 

Los RE (REα y REβ) están codificados en diferentes genes y su expresión varía 

dependiendo del órgano o tejido (Noriega et al., 2008). Ambos receptores aumentaron su 

expresión (REα 0.48-0.81 y REβ 1.53-1.63 veces) en la línea celular MCF-7 en presencia del 

E2 (Figura 5). Los RE activan la transcripción de factores transcripcionales relacionados con 

la carcinogénesis y el metabolismo energético como son HIF-1α y c-MYC (Bland Ki, et al., 

2007). En este estudio, el contenido de proteína de ambos factores transcripcionales 

aumentó en las condiciones con E2 (HIF-1α 0.38-0.75 veces y c-MYC 0.41-0.59 veces). Esto 

sugiere un aumento en el contenido de proteínas glucolíticas ya que HIF-1α aumenta la 

transcripción de casi todos los genes dentro de la vía glucolítica (Marín-Hernández et al., 

2009). 
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Figura 5 Contenido de proteínas: factores de transcripción reguladores del metabolismo energético. 

Las bandas se presentan en % de expresión vs β-actina. Promedio ± D.E., n=1-5, * P <0.05 vs. 

Control Prueba ANOVA con post hoc Tukey. 

 

3. Contenido de proteína de enzimas glucolíticas y mitocondriales. 

 

El E2 favorece la captación de glucosa y aumenta el contenido de proteína de las enzimas 

glucolíticas GLUT3, HKI, HKII, enolasa y LDH en células de Ca Ma RE+ (Imbert-Fernández 

et al., 2014). Se analizaron las proteínas glucolíticas GLUT1, GLUT3, HKI, y HKII al ser 

enzimas que ejercen un control alto en el flujo de vía glucolítica (GLUT1, HKI, HKII, cerca de 

un 60%), mientras que LDH-A se encuentra sobre-expresada en la mayoría de los tumores 

(Marín- Hernández et al., 2011). En la figura 6A se muestran un aumento en las enzimas 

glucolíticas al exponer las células con la hormona (0.3-1.37 veces), a excepción de GLUT1. 

Esto sugiere un aumento en el flujo glucolítico. Por otra parte, el E2 aumenta la expresión de 

las enzimas mitocondriales, ND1 y COX-IV (Cai et al., 2013; Imbert-Fernández et al., 2014, 

Liao et al., 2015). Estas enzimas se analizaron como puntos estratégicos en el metabolismo 

mitocondrial. En la Figura 6B se observa que el contenido de proteína del complejo 1 

(principal sitio de control de la FO en células tumorales; Rodríguez-Enríquez et al., 2000) no 

se modifica mientras que COX-IV y ATP-asa tienen una ligera tendencia a disminuir (10-

30%), esto sugiere que el metabolismo mitocondrial no tendrá cambios. 
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A) 

 

B) 

 

 

Figura 6. Contenido de proteínas A) glucolíticas y B) mitocondriales. Las bandas se presentan en % 

de expresión vs β-actina. (Promedio ± D.E., n=1-5, * P <0.05 vs. Control. Prueba ANOVA con post 

hoc Tukey). 

 

4. Flujos glucolíticos y mitocondriales 

 

Una vez que se caracterizaron los cambios en el contenido de proteína de enzimas 

glucolíticas y mitocondriales se prosiguió a cuantificar la producción de lactato, y los flujos de 

glucólisis y glutaminólisis, además del consumo de oxígeno y la FO, en las células expuestas 

a E2 para evaluar si la función también estaba modificada (Figura 7 y 8). 
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A la par del incremento en las proteínas glucolíticas la producción de lactato total aumenta 

(1.5 veces) por la activación de los RE en ambas condiciones de E2 (10 y 100 nM). Este 

efecto se puede atribuir a que el E2 aumenta la captación de glucosa de células de Ca Ma 

ER+ (Imbert-Fernández et al., 2014) Sin embargo, el consumo de oxígeno total no tuvo 

ninguna modificación y considerando que los cambios en el contenido de las proteínas 

mitocondriales no eran significativos o incluso presentaban una ligera tendencia a disminuir 

(10-30%) se puede sugerir una relación entre la expresión de las enzimas con su función. 

 

Figura 7 Gráfica de producción total de lactato y consumo total de oxígeno (promedio ± D.E., n=5, * P 

<0.05 vs. Control, Prueba ANOVA con post hoc Tukey). 

 

5. Flujos de glucólisis, glutaminólisis y FO 

 

Considerando los experimentos anteriores y las evidencias que relacionan el aumento de las 

enzimas glucolíticas con un aumento en el flujo (Cai et al. 2013; Imbert-Fernandez et al., 

2014; O'Mahony et al., 2012) se analizaron los flujos de glucolisis y glutaminólisis. Se empleó 

glucosa (5 mM) para estimular el flujo de glucólisis y 2-desoxiglucosa (20 mM) en paralelo, el 

cual actúa como un inhibidor de la hexosa fosfato isomerasa, parando así el flujo glucolítico 
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corriente arriba de la glucólisis. El flujo glucolítico aumenta 0.2-0.5 veces en presencia del 

E2, mientras que la glutaminólisis se mantiene en todas las condiciones (Figura 8). 

 

Al observar un aumento en el flujo de glucólisis se prosiguió a medir el flujo de FO, 

considerando los reportes donde la FO aumenta 0.2 veces (Radde et al., 2016), y estudios 

que contradicen el efecto mencionando, indicando que la FO llega a disminuir hasta un 50% 

(O'Mahony et al., 2012) en condiciones de 10 a 100 nM de E2 a tiempos de exposición 

menores a 24 horas. 

La FO se calculó al obtener los valores de respiración total en ausencia y en presencia de 

oligomicina (5μM), el cual inhibe el consumo de oxígeno asociado a la FO al bloquear el 

canal de protones en la fracción "F0" de la ATP-synthase. En ninguna condición se observó 

un cambio por el E2 respecto a la condición control (Figura 8), lo que es comparable con la 

ausencia de cambio en el contenido de proteína de las enzimas mitocondriales (Figura 6). 

 

Figura 8 Gráfica de flujos de glucólisis, fosforilación oxidativa y glutaminólisis (promedio ± D.E., n=5, * 

P <0.05 vs. Control Prueba ANOVA con post hoc Tukey). 
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6. Aporte de ATP proveniente del flujo glucolítico y de FO 

 

La glucólisis aerobia, le confiere a la célula maligna una ventaja proliferativa al generar 

fuentes energéticas (ATP) e intermediarios de carbono para la biogénesis de 

macromoléculas (Valle & Soto, 2014). Recientemente se ha reconocido que el metabolismo 

mitocondrial está activo en cáncer y en algunos tumores llega a ser la principal fuente de 

aporte de ATP (Zu & Guppy, 2004, Moreno-Sánchez et al., 2014). Este fenómeno se repite 

en este estudio en la línea celular MCF-7 que, en condiciones de normoxia, presenta un 

mayor aporte energético por parte de la FO (75%). Sin embargo, tras adicionar E2 (10 y 100 

nM) ocurre una redistribución del aporte energético del 50% por ambas vías, como lo 

muestra la Figura 9. 

 

Figura 9. Aporte de ATP (%) por la glucólisis y la FO. El porcentaje se calculó considerando 1 nmol 

de lactato/ min*mg proteína es equivalente a 1 ATP y 1 ngAtO/ min*mg proteína es equivalente a 2.5 

ATP (promedio ± D.E., n=5, * P <0.05 vs. Control Prueba ANOVA con post hoc Tukey). 
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Discusión 

Efecto del estrógeno sobre la proliferación celular 

 

Los RE actúan como factores transcripcionales nucleares, reclutando coactivadores para 

iniciar la transcripción de genes involucrados en; ciclo celular, diferenciación, proliferación y 

metabolismo (Alberts, 2014). En células tumorales no se ha reportado una diferencia en el 

crecimiento celular (Briand & Lykkesfeldt., 1984; Butler et al., 1981). Sin embargo, en estos 

estudios se trabajó con células trasferidas a medio bajo en suero o con niveles elevados de 

insulina (que cambia la sensibilidad de las células MCF-7 a estrógenos) (Briand & 

Lykkesfeldt., 1984). En contraste, este trabajo muestra un efecto positivo del E2 en la 

proliferación celular a concentraciones de 10 nM a 100 nM en comparación con las células 

no expuestas. Esto se adecua perfectamente con otros estudios que atribuyen al E2 un 

efecto estimulante en la proliferación de la línea celular MCF-7; y cuando se somete a 

condiciones de estrés (paclitaxel, o radiación UV) se observó una protección celular tras la 

adición de la hormona (Migliaccio et al., 1996; Razandi et al., 2000). 

 

Modificación del contenido de proteínas, factores transcripcionales, glucolíticas, 

mitocondriales mediadas por el estrógeno. 

 

Actualmente se han identificado dos receptores de estrógenos conocidos como REα y REβ 

(Noriega- Reyes, 2008). Ambos receptores se localizan en distintos organelos como:  

membrana plasmática, membrana nuclear, núcleo celular y matriz mitocondrial (Levin, 2005). 

Chambliss et al., 2002. han identificado a ambos receptores en las caveolas y las 

membranas celulares de las células endoteliales.  

Algunos autores mencionan que la línea celular MCF-7 es REα+ y REβ- (Drabovich et 

al.,2016), información que difiere con los resultados de este trabajo, con lo reportado en la 

ATCC® y con Buteau-Lozano et al., 2002. En este estudio, tras adicionar E2 se observa un 

aumento en el contenido de proteína de REα y β, lo que comprueba la presencia de ambos 

(Figura 5).  

Los RE aumentan la expresión de 103 proteínas y se reportan alrededor de 40 genes que 

tienen elementos de respuesta a hormonas (Drabovich et al.,2016). Entre ellos, c-MYC, un 

oncogén fuertemente relacionado con carcinogénesis (Bland Ki, 2007) En este trabajo se 
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observó un aumento de 0.75 veces en c-MYC a concentraciones 100 nM de E2. Esto 

concuerda con otros estudios donde observan una sobrexpresión de c-MYC en la misma 

línea celular a menor concentración de E2 (1 nM; Yu J et al., 2004). c-MYC regula 

positivamente genes glucolíticos (HKII, PFK-1, TPI, GAPDH, ENO, LDH-A, MCT1) (revisado 

en Rodríguez-Enríquez et al., 2019).  

 

Por otro lado, el factor inducible por hipoxia 1α (HIF-1α) coopera con las células de cáncer de 

mama RE+ ya que tiene elementos de respuesta a estrógeno (Yang J et al., 2015) y está 

involucrado en resistencia contra apoptosis, sobreexpresión de proteínas expulsoras de 

fármacos, remodelación vascular, angiogénesis, y metástasis (Marín-Hernández et al., 2009: 

Rodríguez-Enríquez et al., 2014). HIF-1α aumenta con la adición de E2 en ambas 

condiciones experimentales. HIF-1α induce la sobre expresión y el aumento de la actividad 

de varias isoformas de proteínas glucolíticas que difieren de las que se encuentran en las 

células no malignas, incluidos los transportadores (GLUT1, GLUT3) y las enzimas (HKI, HKII, 

PFK-L, PFKFB-3, ALDO- A, ALDO-C, PGK1, ENO-α, PYK-M2, LDH-A,) (Rodríguez-Enríquez 

et al., 2014; 2019 ). 

 

De acuerdo con lo antes mencionado, los estrógenos y los RE están involucrados en la 

regulación del metabolismo energético (Glucólisis, FO y generación de ATP) mediante la 

regulación directa o indirecta de la actividad y expresión de las enzimas involucradas en 

estos procesos (Chen et al., 2009). El aumento del transporte de glucosa en células malignas 

se ha asociado con una expresión aumentada y desregulada de proteínas transportadoras de 

glucosa, con la sobreexpresión de GLUT1 y / o GLUT3 (Macheda et al., 2005). En este 

trabajo GLUT1 disminuyó y GLUT 3 aumentó en las condiciones de 10 y 100 nM de E2, sin 

embargo, ambas proteínas no mostraron una diferencia significativa al ser comparadas con 

las células en condición 0 nM de E2. 

Por otra parte, varias enzimas glucolíticas (HKI, HKII, PFK y LDH) tienen elementos de 

respuesta a los RE y estudios previos sugieren un aumento de estas tras la adición de la 

hormona (Imbert-Fernández et al., 2014). Por el momento no hay estudios que evalúen la 

expresión de estas proteínas en una línea celular RE+ con suministro de E2, pero se conoce 

que el nivel de mRNA en esta línea celular (incubado a concentración de 10 nM de E2) 

aumento 3 veces para la HKII y 4 veces para la LDH-A (Cai et al., 2013). Los resultados de 
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este trabajo atribuyen un aumento en las proteínas glucolíticas, HKI aumenta 

significativamente en la condición de 10 nM de E2 y HKII tiene una tendencia a aumentar 

pero no tiene una diferencia significativa, la proteína LDH-A aumenta de igual manera 

significativamente pero hasta la concentración de 100 nM. 

La activación de los RE también tiene un impacto en el metabolismo mitocondrial. En 2015 

Liao y et al., 2015 mencionan que el nivel de mRNA de la COX-IV aumenta 1.3 veces. 

Contradictoriamente, en 2012 O'Mahony et al., 2014 reporta una disminución del 50% de la 

función mitocondrial.  Los resultados de este trabajo muestran que las proteínas 

mitocondriales (ND1, COX-IV y ATP asa) disminuyen 10- 30% sin ser significativa la 

diferencia. Esto se puede atribuir a un efecto indirecto de los RE al estimular una 

sobreexpresión de HIF-1α, ya que este factor transcripcional es capaz de modificar la función 

mitocondrial (Fukuda et al., 2007) en células de cáncer de pulmón A549 al disminuir los 

niveles de la proteína COX-VI (Revisado en Rodríguez-Enríquez et al., 2019)  

 

Modificación del metabolismo energético tumoral mediada por el estrógeno 

 

Como ya se mencionó el E2 y la activación de los RE están involucrados en la regulación del 

metabolismo energético. En presencia de estrógenos, la tasa de consumo de glucosa y 

producción de lactato a través de la glucólisis puede aumentar alrededor de 2 veces a 

concentraciones de 10 nM de E2 de 3-6 horas (Furman et al., 1992; Imbert-Fernández et al., 

2014). Por otra parte, esta hormona aumenta significativamente el consumo de glucosa 0.36 

veces y glutamina 0.5 veces, a concentraciones de E2 500 nM a 36 horas de exposición 

(Forbes et al., 2006). En comparación con los estudios previos, este trabajo cuantificó la 

velocidad de producción de lactato en presencia de 2-desoxiglucosa. Aquí observamos que 

la glucólisis tiene un aumento del 0.5 veces en condiciones desde 10 nM a 100 nM de E2 a 7 

días de exposición. Por otra parte, el consumo total de oxígeno aumenta 0.2 veces a 10 nM 

de E2 durante 24 horas en las líneas celulares MCF7 y T47D (Radde et al., 2016). En las 

líneas celulares SH-SY5Y, A549 y MCF-7 a mayor concentración de E2 (100 nM) y a tiempos 

de exposición más cortos (3, 6 y 24 horas) el consumo de oxígeno incrementa 2.4 veces 

(Huss et al., 2004). De manera contraria, a tiempos inmediatos (15 minutos) la concentración 

de citrato disminuye 50% en MCF-7 con concentraciones de E2 bajas (10 nM) (O'Mahony et 
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al., 2012). En cambio, los experimentos que realizamos en ambas concentraciones (10 y 100 

nM) no presentaron cambio alguno en el flujo de FO.  

 

Con el análisis de los flujos se determinó que la dependencia energética es 50% glucólisis y 

50% FO al suministrar el E2 (10-100 nM). Previamente, en condiciones de normoxia el aporte 

energético era suministrado principalmente por la FO (FO=75% glucólisis=25%) atribuyendo 

esta reprogramación metabólica a la activación de los RE, fenómeno frecuente en células 

cancerígenas (Hanahan & Weinberg, 2011). 
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Conclusión  

El suministro de E2 en una línea celular Ca Ma RE+ como es el caso de MCF-7 promueve la 

proliferación. Para potenciar este crecimiento el E2 aumenta la expresión de factores 

transcripcionales asociadas a la regulación del metabolismo energético. Como consecuencia, 

aumentan el contenido de proteína de las proteínas glucolíticas mientras que las proteínas 

mitocondriales se mantienen constantes. Esto repercute en un aumento en la glucólisis; y 

dado que la fosforilación oxidativa no se ve afectada, ocurre una redistribución energética 

donde ambas vías aportan el mismo porcentaje de ATP (Figura 10). La información obtenida 

de este proyecto servirá para proponer nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a este 

subtipo de Ca Ma. 

 

 

 

Figura 10. Esquema del efecto del E2 sobre la proliferación y el metabolismo energético (glucólisis y 

FO). Abreviaturas: E2 (estrógeno) y FO (fosforilación oxidativa 
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