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Resumen 
 

El melanoma cutáneo es el cáncer de piel más mortal. Es un tumor maligno originado en los 

melanocitos cuyo factor de riesgo ambiental más importante es la exposición a la radiación 

ultravioleta. Sin embargo, se estima que el 10% de casos de melanoma son familiares, por lo que 

la causa es muy probablemente genética. Algunas de las variantes de línea germinal que son 

causales en este tipo de cáncer se han visto en los genes CDKN2A, CDK4, BAP1, POT1  y TERT, 

conformando alrededor del 50% de casos familiares; no obstante, se desconoce la causa genética 

del porcentaje restante, ya que consiste en familias que no presentan variantes en estos genes. 

En el presente trabajo se realizó la identificación de variantes genéticas candidatas a desarrollar 

melanoma a partir del análisis bioinformático de genomas y exomas de 314 miembros de 135 

familias europeas, australianas y estadounidenses con este padecimiento, las cuales no poseen 

variantes en genes de predisposición conocidos. Se realizó un filtrado de acuerdo con criterios de 

presencia en catálogos de variación genética humana y posibles consecuencias en la proteína, con 

lo que se obtuvo una lista de variantes candidatas, las cuales pueden ser evaluadas posteriormente 

por métodos experimentales. 

Una de las variantes obtenidas fue Y537C, correspondiente al gen ESR1 (el cual codifica para el 

receptor de estrógenos alfa), y resulta sumamente interesante debido a que no se ha reportado ni 

en melanoma ni en línea germinal. Aunado a ello, el gen ESR1  es un foco mutacional en cáncer de 

mama, ya que mutaciones en el aminoácido 537 han sido relacionadas con resistencia endócrina a 

tratamiento en pacientes con cáncer de mama metastásico. Es por ello que esta mutación es una 

buena candidata en la búsqueda de variantes genéticas que pueden contribuir al desarrollo de 

melanoma. 

Como parte de este proyecto, se evaluó el efecto de ESR1  Y537C en células NIH 3T3 (fibroblastos 

de ratón) mediante ensayos de proliferación. Se utilizó esta línea celular como parte del 

establecimiento de controles en el laboratorio. Los resultados obtenidos sugieren que esta 

mutación induce un efecto oncogénico en NIH 3T3; sin embargo, se requiere la obtención de más 

réplicas para su validación, así como de su evaluación en células melanocíticas y de melanoma para 

conocer su papel en el desarrollo de este cáncer. 
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Estructura de la tesis 
 

La presente tesis está dividida en dos capítulos: el primero corresponde a un análisis bioinformático 

y el segundo a trabajo de laboratorio. El capítulo 1 se titula Análisis bioinformático de secuencias 

obtenidas de familias con melanoma para la identificación de variantes genéticas de alto riesgo  y 

consiste en el análisis de datos de secuenciación obtenidos de familias con melanoma cuya causa 

de padecimiento de este cáncer es desconocida. La finalidad de esta parte del proyecto fue 

encontrar nuevas variantes genéticas que pudieran estar involucradas en el desarrollo de 

melanoma.  

El capítulo 2 se titula Evaluación funcional de la mutación  ESR1 Y537C en la línea celular NIH 3T3  

y consiste en la evaluación in vitro  de la variante candidata encontrada en el análisis bioinformático 

realizado. 

Asimismo, al final de ambos capítulos se incluyen dos anexos. El anexo 1 consta de experimentos 

adicionales que fueron realizados como parte de la estandarización de técnicas y protocolos, los 

cuales no fueron presentados como parte de los resultados de este trabajo debido a que los 

controles positivos y negativos fallaron. Y, finalmente, el anexo 2 contiene material 

complementario. 
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Análisis bioinformático de secuencias 
obtenidas de familias con melanoma 
para la identificación de variantes 
genéticas de alto riesgo 

 

 

 

1.1. Introducción 
 

1.1.1. Cáncer 
 

El cáncer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por la proliferación descontrolada de 

células debido a la acumulación de mutaciones, por lo cual es considerada una enfermedad del 

genoma1. En condiciones fisiológicas, la división celular es el mecanismo encargado de reemplazar 

células que han envejecido o que han sufrido daños y han entrado en apoptosis, necrosis o 

necroptosis. Cuando los genes que regulan este proceso sufren alteraciones, las células pueden 

comenzar a dividirse incesantemente, lo que puede conducir a la formación de un tumor y, 

eventualmente, a la capacidad de éste para invadir otras partes del cuerpo a través de la sangre o 

los vasos linfáticos, produciendo metástasis [Figura 1.1]2,3. Estas alteraciones pueden ser causadas 

por agentes exógenos como la exposición a carcinógenos químicos, físicos o biológicos (como el 

tabaco, la radiación UV e infecciones por virus, respectivamente), o por factores endógenos, como 

mutaciones en la maquinaria de reparación de ADN celular, las cuales pueden ser adquiridas con el 

tiempo (somáticas) o pueden estar presentes desde el nacimiento (de línea germinal)2,5. 

1 
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De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer es la segunda causa principal 

de muerte en todo el mundo, justo debajo de las enfermedades cardiovasculares, siendo el cáncer 

de pulmón, mama y colorrectal los tipos más comunes. En 2018 se registraron 18.1 millones de 

nuevos casos de cáncer, así como 9.6 millones de muertes debidas a esta enfermedad. Asimismo, 

se estima que 1 de cada 5 hombres y 1 de cada 6 mujeres desarrollarán cáncer a lo largo de su vida6. 

Debido a lo anterior, actualmente las líneas de investigación sobre el cáncer se enfocan en explicar 

los mecanismos biológicos detrás de este padecimiento, en la identificación de potenciales 

objetivos terapéuticos, así como en la detección temprana. En relación a esta última, existen varias 

técnicas que en su conjunto permiten el diagnóstico del cáncer, tales como exámenes físicos, 

pruebas de imagen, exámenes endoscópicos, biopsias y pruebas genéticas7,8. 

Las pruebas genéticas son utilizadas para buscar mutaciones que podrían aumentar el riesgo a 

padecer un tipo específico de cáncer y, aunque no es necesariamente hereditario, las personas con 

antecedentes familiares de esta enfermedad son más propensas a desarrollarla, por lo que se les 

recomienda someterse a este tipo de pruebas9,10.  

 

1.1.2. NGS en el diagnóstico y tratamiento del cáncer 
 

La secuenciación de nueva generación (NGS, por sus siglas en inglés) es una tecnología que consiste 

en la secuenciación masiva y paralela del genoma completo o de regiones específicas, de una 

manera rápida y con pequeñas cantidades de muestra, lo que es de gran ayuda en la prevención, 

diagnóstico, tratamiento y seguimiento de una enfermedad11,12.  

Figura 1.1 | Representación esquemática del desarrollo del cáncer. (Adaptada de The Cancer Institute NSW). 
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Entre la secuenciación del ADN, hay tres tipos principales utilizados en el cáncer: secuenciación del 

genoma completo (SGC), secuenciación del exoma completo (SEC), y secuenciación dirigida. Como 

su nombre lo indica, SGC se utiliza para secuenciar todo el genoma y, por lo tanto, permite conocer 

las alteraciones genómicas, el descubrimiento de mutaciones conductoras y firmas mutacionales 

en los genomas del cáncer13. Estas últimas corresponden a combinaciones únicas de mutaciones 

asociadas a determinados factores, las cuales han sido clasificadas por posible agente etiológico. 

Ejemplos de ellas son la catalogada firma mutacional 4, la cual ha sido observada en cánceres 

asociados con el consumo de tabaco (cáncer de pulmón, hígado, cabeza y cuello) o la catalogada 

como firma mutacional 7, la cual está asociada a mutaciones inducidas por radiación UV y ha sido 

observada en melanoma y carcinoma escamoso de cabeza y cuello14 [Figura 1.2]. 

 

Figura 1.2 | Firmas mutacionales 4 y 7. En las gráficas se muestran firmas debidas a mutaciones por sustitución 

de base: las seis clases de sustitución se muestran en diferentes colores y se señalan en la parte superior; el 

contexto genómico en el que ocurre la mutación se presenta en el eje horizontal (compuesto por 96 

combinaciones de tres pares de bases) y en el eje vertical se muestra el porcentaje de mutaciones atribuidas 

a cada tipo de mutación. El asterisco en la firma 7 indica un tipo de mutación superior al 20% del total. 

(Tomada y modificada de Alexandrov et al. 201314). 
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Dado que aproximadamente solo el 2.5% del genoma humano está constituido por regiones 

codificantes (exones), SEC permite encontrar variantes raras o comunes asociadas con un trastorno 

o fenotipo sólo en las regiones génicas. Finalmente, la secuenciación dirigida es la secuenciación 

de genes de interés para una enfermedad específica y, por lo tanto, permite concentrar todos los 

recursos en las áreas de interés11. 

Las secuencias de ADN empleadas para NGS se pueden obtener de células tumorales, saliva o 

muestras de sangre. Después del proceso de secuenciación, se realiza un análisis bioinformático a 

través de algoritmos con lo cual se identifican alteraciones y, en consecuencia, se obtiene una lista 

de variantes que facilita la interpretación de datos genómicos15. Las variantes que se encuentran en 

los datos de NGS se separan en dos tipos: las que son predichas patógenas (y que probablemente 

modifican la secuencia de la proteína, quizás alterando su función, lo que podría elevar el riesgo a 

padecer cáncer) y las que están predichas como benignas16. Eventualmente, el trabajo de 

laboratorio puede brindar soporte experimental a la predicción de la función biológica de las 

variantes encontradas. 

NGS también puede ser útil en el diseño de terapias dirigidas, de tal manera que, a partir de la 

detección de alteraciones genéticas en muestras de tumores, se podrían tomar decisiones con 

respecto al tratamiento. Esto es importante debido a que aquellos pacientes que no se someten a 

una prueba genética no pueden tratarse con un medicamento dirigido y, con frecuencia, eso puede 

resultar dañino. Por lo tanto, la medicina personalizada (también conocida como medicina de 

precisión) es uno de los objetivos principales en la investigación del cáncer12,17,18. Además, es 

posible conocer, mediante la detección de mutaciones posteriores al tratamiento, la razón por la 

cual un paciente deja de responder a una terapia específica15. Ejemplos de NGS aplicado al 

tratamiento del cáncer pueden ser cuando una mutación en el gen EGFR  está presente en cáncer 

de pulmón, de tal manera que el paciente es candidato para terapia con inhibidores de la tirosina 

quinasa19, o en el caso de melanoma metastásico en pacientes con mutaciones BRAF V600E  o 

V600K, los cuales pueden ser tratados con una combinación de dabrafenib y trametinib20. 
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1.1.3. Melanoma 
 

El melanoma cutáneo es el cáncer de piel más agresivo y es altamente resistente a quimioterapia21. 

Si bien no es el cáncer de piel más común, ya que representa menos del 5% de casos22, sí resulta 

ser el más peligroso debido a que, si no se detecta y se trata a tiempo, tiene una gran capacidad de 

propagarse a otras partes del cuerpo, como pulmón, hígado, cerebro y huesos23,24. Este cáncer se 

presenta cuando los melanocitos comienzan a proliferar descontroladamente. Los melanocitos se 

encuentran en la capa externa de la piel, la epidermis, y su función principal es la producción de 

melanina, el pigmento que le da color a la piel y al cabello. La melanina, además, contribuye en la 

protección de la piel por daños causados debido a la radiación UV25, ya que es capaz de absorber 

esta radiación, evitando así que llegue al núcleo y produzca mutaciones en el ADN26,27. Hasta ahora, 

la radiación UV ha sido considerada como el factor de riesgo ambiental más importante para el 

desarrollo de melanoma28,29.  

El melanoma se presenta en la piel como una formación anormal de tejido (tumor) que puede estar 

pigmentado [Fig. 1.3]. Generalmente, las células de melanoma continúan produciendo melanina, 

por lo cual los tumores son cafés o negros; sin embargo, algunas células dejan de producir este 

pigmento, por lo que también pueden ser rosados o incluso blancos23,30,31. En los hombres, este 

cáncer usualmente aparece en el tronco, la cabeza y el cuello, mientras que en las mujeres es más 

común que se manifieste en las piernas23,31. 

  

La incidencia de melanoma se ha visto incrementada de una manera acelerada a nivel mundial en 

los últimos 50 años, principalmente en poblaciones de piel clara, probablemente debido a que 

Figura 1.3 | Formas en las que el melanoma se presenta en la piel.  
Derechos de la imagen: Mayo Foundation For Medical Education And Research.  
Tomada de https://n9.cl/diq3d 

https://n9.cl/diq3d
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presentan una menor producción de melanina, lo que implica una disminución en la 

fotoprotección32. Regiones como Nueva Zelanda, Australia, América del Norte y Europa del Norte, 

presentan mayores tasas de incidencia de este cáncer [Fig. 1.4], lo que puede estar relacionado con 

un aumento en el tiempo de exposición a la luz solar o a luz UV artificial, así como a factores 

genéticos33. 

  

 

1.1.3.1. Factores genéticos en el desarrollo de melanoma 
 

La causa más frecuente de cáncer son las mutaciones somáticas, las cuales se presentan en 

cualquier célula del cuerpo (excepto los óvulos y espermatozoides). Sin embargo, las mutaciones 

en línea germinal (presentes en células sexuales) también juegan un papel importante en el riesgo 

a padecer cáncer, además de que estas se transmiten a las siguientes generaciones34,35. 

 

Figura 1.4 | Tasas estandarizadas por edad (TEE) de la incidencia mundial de melanoma en 2018. La incidencia de 

melanoma es mayor en poblaciones de piel clara, especialmente en regiones como Nueva Zelanda, Australia, Europa 

del Norte y América del Norte. (Tomada y modificada de Surg. Clin. North Am., Feb 2020, Carr, S., Smith, C. & Wernberg, J., Epidemiology and 

Risk Factors of Melanoma, Copyright (2020), con permiso de Elsevier33). 
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Aproximadamente el 10% de casos de melanoma son familiares36, es decir, hay presencia de este 

cáncer en uno o más familiares de primer o segundo grado37. Hasta el día de hoy, se han identificado 

varios genes con mutaciones en línea germinal que aumentan la susceptibilidad a desarrollar 

melanoma, los cuales a su vez pueden dividirse en penetrancia media y alta (siendo la penetrancia 

definida como la probabilidad de que un individuo portador de una mutación asociada a una 

enfermedad presente el padecimiento)35,38; algunos de estos genes son CDKN2A, CDK4, BAP1, 

TERT, POT1, MC1R y MITF 39, siendo CDKN2A el gen más común, ya que está mutado en 

aproximadamente un 20-40% de casos de melanoma familiar [Tabla 1.1]38–40. En conjunto, estos 

genes están involucrados en aproximadamente el 50% de los casos de melanoma familiar; sin 

embargo, se desconoce la base genética del resto de familias que no presentan variantes en estos 

genes39 [Fig. 1.5]. 

  

(Tomada y modificada de Rossi et al., 201938). 

 

Tabla 1.1 | Descripción general de los genes de penetrancia alta y media en la susceptibilidad al melanoma.  
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1.1.4. Variantes genéticas 
 

Una gran proporción de todo el ADN se comparte entre todos los humanos; sin embargo, el genoma 

de cualquier individuo posee millones de variaciones genéticas que hacen que cada persona sea 

única. Una variante genética es cualquier diferencia existente entre dos secuencias de ADN, se le 

llama así generalmente cuando se compara contra el genoma de referencia. Algunas de estas 

variantes han sido relacionadas con enfermedades, mientras que se desconocen los efectos de la 

mayoría. Ejemplos de ellas son los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP), los cuales ocurren 

cuando un solo nucleótido cambia con respecto al genoma de referencia; los indeles, que son 

aquellas inserciones o deleciones de nucleótidos a la secuencia de ADN; los polimorfismos 

multinucleótidos, los cuales alteran múltiples nucleótidos en sucesión; o las variantes 

estructurales, que ocurren cuando hay duplicación, eliminación o reorganización de secciones de 

un cromosoma35,41. 

 

1.1.4.1. Formato de Identificación de Variantes 
 

Una de las aplicaciones de NGS es la posibilidad de descubrir variantes genéticas en un grupo de 

muestras secuenciadas. Esta tecnología ha brindado una enorme cantidad de datos genómicos que 

deben ser organizados en formatos para facilitar su manipulación e interpretación; uno de ellos es 

el formato de identificación de variantes (VCF, por sus siglas en inglés) el cual es utilizado para 

Figura 1.5 | Causas genéticas de melanoma. 
Variantes de línea germinal en los genes CDKN2A, 
CDK4, BAP1, TERT, POT1, MC1R  y MITF conforman 
alrededor del 50% de casos de melanoma familiar, 
mientras que se desconoce la causa genética del 
porcentaje de casos restante38. 
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almacenar anotaciones y ubicaciones de las variantes presentes en un grupo de muestras, incluidos 

los SNP, indeles y variantes estructurales42,43.  

Un ejemplo de los campos presentes en un archivo VCF se muestra en la Figura 1.6. De manera 

general, este archivo se divide en dos secciones: encabezado y datos. El encabezado, a su vez, está 

conformado por líneas de metainformación (las cuales comienzan con los caracteres "##") y una 

línea de definición de campos (que comienza con un solo caracter "#") separada por tabulaciones. 

Las líneas de metainformación proporcionan una descripción de las etiquetas utilizadas en la 

sección de datos, así como también pueden contener información sobre la fecha de creación del 

archivo, la versión de la secuencia de referencia, el software utilizado o cualquier otra información 

relevante. La línea de definición de campos consta de varias columnas: CHROM, el cromosoma; POS, 

la posición donde se encuentra la variante; ID, el identificador de la variante; REF, el alelo de 

referencia; ALT, una lista separada por comas de alelos alternativos (es decir, los alelos encontrados 

en las muestras secuenciadas); QUAL, puntaje de calidad de la variante; FILTER, indica si la muestra 

pasó filtros de calidad aplicados anteriormente; tanto INFO (lista separada por punto y coma o con 

una barra vertical que contiene información adicional de las variantes) como FORMAT (lista de 

campos separados por dos puntos que contiene información estándar) contienen datos que estarán 

contenidos en cada columna de SAMPLE (las cuales corresponden a las muestras secuenciadas)42. 

 

  

Figura 1.6 | Ejemplo de un archivo VCF. (Tomada y modificada de Danecek et al., 201142). 
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1.2. Justificación 
 

Actualmente, se desconoce la causa genética de aproximadamente el 50% de casos de melanoma 

familiar, los cuales consisten en familias que no presentan variantes en los genes de predisposición 

conocidos. Conocer el espectro de genes y variantes genéticas que aumentan el riesgo a padecer 

melanoma podría ayudarnos a aportar información sobre la biología de este cáncer, así como 

generar conocimiento para proveer de consejo genético a familias afectadas, esto es, informar a los 

pacientes de la probabilidad de desarrollar o transmitir el padecimiento, así como formas de 

prevención10. 

 

1.3. Antecedentes 
 

Los últimos datos obtenidos por nuestro grupo de trabajo, el Grupo de Genética del Cáncer y 

Bioinformática (UNAM, México) en colaboración con The Wellcome Sanger Institute y The University 

of Leeds (ambos en Reino Unido), incluyen la secuenciación de ADN por genoma y exoma completo 

de 314 miembros de 135 familias europeas, estadounidenses y australianas propensas a desarrollar 

melanoma que no presentaron variantes genéticas para los genes ya conocidos. A partir de estos 

mismos datos analizados anteriormente, pero con criterios distintos, se ha reportado la 

predisposición a melanoma de variantes en los genes POT1 44, TERT 45, ACD y TERF2IP 46. 

 

1.4. Objetivos 
 

- Identificar nuevas variantes genéticas candidatas a aumentar el riesgo a desarrollar melanoma 

mediante el análisis bioinformático de 314 secuencias provenientes de familias con este cáncer.  

- Elegir aquella variante “poco frecuente” con mayor evidencia de asociación con el desarrollo de 

melanoma para su posterior validación experimental. 
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1.5. Hipótesis 
 

Existen variantes genéticas de línea germinal poco frecuentes que aumentan el riesgo a desarrollar 

melanoma, las cuales serán evidenciadas mediante técnicas bioinformáticas. 

 

1.6. Metodología 
 

1.6.1 Datos de secuenciación 
 

A partir de muestras de sangre, se secuenció el genoma o exoma completo de 314 individuos de 

135 familias con melanoma por medio de la tecnología Illumina Hiseq 2000. Esto fue realizado en 

las instalaciones de The Wellcome Sanger Institute, Cambridge, Reino Unido. En la Tabla 1.2 se 

muestra la procedencia y el número de muestras obtenidas de la totalidad de familias. Todos los 

casos se encontraron previamente negativos para variantes patogénicas en CDKN2A  y CDK4.  

Con los datos obtenidos, se generó un archivo VCF con las variantes presentes en las familias con 

melanoma, el cual fue anotado previamente con las consecuencias de cada mutación en proteínas 

por medio de la herramienta Variant Effect Predictor (VEP) de Ensembl47. A partir de este punto, se 

comenzó con el trabajo descrito en este capítulo. 

 

Tabla 1.2 | Procedencia de los genomas y exomas secuenciados de 135 
familias con melanoma. 
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1.6.2 Filtrado de variantes 
 

Partiendo del archivo VCF anotado, se realizaron una serie de filtrados empleando programas 

hechos con el lenguaje de programación Perl, los cuales se aplicaron específicamente a la columna 

INFO del archivo.  En la Figura 1.7 se muestran los datos que se pueden encontrar en dicha columna; 

resaltados en amarillo están aquellos campos que fueron extraídos del archivo: Consequence 

corresponde al efecto que puede tener cada alelo de la variante; SYMBOL corresponde al nombre 

común del gen; Protein_position, como su nombre lo indica, es la posición donde se encuentra en 

la proteína el aminoácido que sufrió el cambio; Amino_acids corresponde al aminoácido de 

referencia y al aminoácido alternativo observado (es decir, indica el cambio de aminoácido que 

produce esa variante); Existing_variations  indica si esa variante existe en la base de datos dbSNP48 

(base de datos de SNP’s) y/o COSMIC49 (base de datos que posee una colección de mutaciones 

somáticas en cáncer), mostrando su ID en caso de ser así; y finalmente SWISSPROT  muestra un ID 

de la variante en caso de encontrarse en UniProtKB/Swiss-Prot50, la cual es una sección anotada 

manualmente de la base de datos de proteínas UniProtKB. 

 

En la Figura 1.8 se muestra un esquema con los pasos seguidos para la obtención de la lista de 

variantes candidatas. El primer filtro consistió en la extracción de variantes que tuvieran la 

anotación “missense variant”, la cual cambia una o más bases, dando como resultado una secuencia 

de aminoácidos diferente, pero sin cambiar la longitud de la proteína. Se eligió esta consecuencia 

ya que otras consecuencias más drásticas (como adquisición de codones de paro, variantes que 

causan cambios en el marco de lectura y aquellas que afectan el proceso de empalme) ya han sido 

analizadas en este conjunto de datos anteriormente44–46.  

Figura 1.7 | Columna del archivo VCF anotado correspondiente a INFO. En amarillo se encuentran resaltados los campos que se 

extrajeron para realizar el análisis. 



15 
 

En el segundo filtro se seleccionaron aquellas variantes 

presentes en la base de datos COSMIC. Como se mencionó 

anteriormente, esta base de datos contiene información sobre 

una gran cantidad de mutaciones somáticas presentes en 

diferentes tipos de cáncer; así, extraer variantes presentes en 

COSMIC permite considerar aquellas que cuentan con 

evidencia publicada en oncología o bien aquellas encontradas 

a partir de secuenciación de muestras de tejido canceroso en 

varios tipos de cáncer. 

Para maximizar la posibilidad de que las variantes 

encontradas fueran funcionales, el tercer filtro consistió en 

buscar variantes que tuvieran un impacto en modificaciones 

postraduccionales, específicamente aquellas que 

interrumpían sitios de fosforilación, ya que es una manera de 

encontrar cuáles podrían afectar en mayor grado la función de 

la proteína. Para ello, se buscó la presencia de las variantes en 

la base de datos de modificaciones postraduccionales de 

proteínas dbPTM51, en casos de fosforilación. dbPTM incluye 

los ID de todos los sitios de modificaciones postraduccionales 

validados experimentalmente. 

Por último, para destacar aquellas variantes con evidencia publicada, se realizó una búsqueda 

sistemática de las variantes restantes en la base de datos PubMed, de NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), con la finalidad de obtener el número de artículos 

científicos existentes tras buscar el nombre del gen, el aminoácido afectado y la palabra “cancer” 

en el título o resumen de cada artículo. Las variantes con al menos un artículo científico fueron 

analizadas manualmente y se obtuvo una lista final. 

(Programas utilizados se presentan en Anexo II). 

 

 

Figura 1.8 | Esquema de los filtros 

aplicados al archivo VCF anotado con 

las consecuencias de las variantes. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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1.7. Resultados y discusión 
 

El VCF original con la información de la secuenciación de todos los individuos contenía 120,196 

variantes. Con el primer filtro, el cual descartó todas aquellas variantes que no tuvieran como 

consecuencia “missense_variant”, el número se redujo a 107,803. El siguiente filtro, que buscaba 

mantener solamente las variantes presentes en la base de datos COSMIC, dejó solamente 10,930 

variantes. Con la aplicación del tercer filtro, el cual extrajo sólo aquellas variantes que se 

encuentran anotadas en la base de datos dbPTM, restaron 130 variantes. Finalmente, después de 

realizar la búsqueda en NCBI, el total de variantes que tenían al menos un artículo científico con el 

nombre del gen, número de aminoácido y la palabra “cancer” en el título o resumen, fue de 13 

[Tabla 1.3]. 

 

La lista final obtenida se muestra en la Tabla 1.4; se presenta una columna con el nombre del gen, 

el número de aminoácido afectado, el cambio de aminoácido que ocasiona la variante detectada, 

su ID en la base de datos COSMIC, su ID en la base de datos dbPTM (que utiliza los IDs de 

UniProtKB/Swiss-Prot) y el número de publicaciones encontradas en PubMed que contuvieran las 

palabras clave.  

Se analizó manualmente cada una de las publicaciones encontradas para comprobar que las 

palabras clave realmente se refirieran al nombre de un gen y a un aminoácido. Se encontró que la 

mayoría de estas publicaciones sí hablaban del gen en cuestión, pero no del aminoácido, esto 

debido a que el número de aminoácido buscado generalmente se refería a un número cualquiera 

(cantidades o concentración de algún reactivo, número de casos, números que conformaban el doi 

del artículo, número de volumen o issue de la revista, por mencionar algunos). Por ejemplo, en el 

caso del gen REST, el cual tuvo el mayor número de publicaciones, ninguno de los resultados 

correspondió al nombre del gen, sino a la palabra en inglés “rest”.  

Tabla 1.3 | Número de variantes resultantes después de aplicar cada filtro. 
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Luego de la búsqueda manual, sólo una variante fue encontrada en la mayoría de las publicaciones 

arrojadas: ESR1  Y537C (subrayado en amarillo en la tabla). De las cinco publicaciones encontradas 

para esta variante, en cuatro de ellas se mencionaba al gen ESR1  (el cual codifica para el receptor 

de estrógenos alfa [REα]), el aminoácido 537 y la palabra “cancer”52–55.  

 

 

1.7.1. ESR1  Y537C 
 

La variante Y535C, la cual induce un cambio de tirosina (Y) por cisteína (C) en el aminoácido 537 del 

REα, se encontró en una familia inglesa (procedente de la ciudad de Leeds). De esta familia, sólo se 

cuenta con datos de secuenciación de tres miembros (dos individuos de la segunda generación y 

uno de la tercera), de los cuales dos presentan la variante (madre e hijo). En la familia también hay 

dos casos de cáncer de mama (CM) en la primera y tercera generación, respectivamente.  

Esta variante resulta muy interesante ya que no solo satisface todos los filtros aplicados (causar un 

cambio que afecta la fosforilación de una proteína, el cual ya se ha reportado somáticamente en la 

literatura), sino que tampoco existe en bases de datos de línea germinal como gnomAD56, lo cual 

indica que es extremadamente rara en la población.  

En amarillo se encuentra la única variante de la cual cuatro de las cinco 

publicaciones arrojadas sí correspondieron con el aminoácido en cuestión. 

Tabla 1.4 | Lista final de variantes obtenidas.  
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Además, el gen ESR1 es un foco mutacional en CM y se cree que mutaciones en el residuo 537 

proveen resistencia endócrina a tratamiento en pacientes con metástasis, así como también pueden 

fungir como posibles objetivos terapéuticos52,53,57–59. Aunado a ello, también se ha mutado a Y537 

y se ha encontrado que la presencia de ciertos aminoácidos en esta posición puede mantener activo 

al REα aunque no haya presencia de ligando54,55,60. 

Debido a lo anterior, y a que nunca se ha descrito ni en melanoma ni en línea germinal, ESR1  Y537C 

representa un buen candidato en la búsqueda de variantes genéticas que pueden conferir un mayor 

riesgo a padecer melanoma. 

 

 

1.8. Conclusión  
 

El análisis bioinformático de genomas y exomas completos de individuos puede ser aplicado para 

identificar variantes candidatas a aumentar el riesgo a padecer enfermedades. De acuerdo con los 

datos mostrados y al análisis empleado, se propone que la variante ESR1 Y537C es una buena 

candidata para fungir como factor de riesgo en el desarrollo de melanoma cutáneo. Asimismo, 

estos hallazgos abren investigaciones y proponen una caracterización experimental en líneas 

celulares para complementar la información obtenida. Parte de esta investigación se describe en el 

siguiente capítulo. 
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Evaluación funcional de la 
mutación ESR1  Y537C en la 
línea celular NIH 3T3 

 
 

 

 

 

2.1. Introducción 
 

2.1.1. Estrógenos y receptores de estrógenos 
 

Las hormonas esteroideas sexuales se sintetizan a partir del colesterol y se clasifican en 

andrógenos, progestágenos y estrógenos61. Hay tres tipos de estrógenos: estriol, estrona y 

estradiol, siendo este último responsable del desarrollo y funcionamiento del sistema reproductor 

femenino62. Sin embargo, los estrógenos no son exclusivamente de mujeres, ya que también 

existen tejidos diana en los hombres, como la próstata63. 

Los efectos de los estrógenos están mediados por proteínas receptoras intracelulares llamadas 

receptores de estrógenos (RE), que actúan como factores transcripcionales64. Hay dos tipos de RE, 

el receptor de estrógeno alfa (REα) compuesto por 595 aminoácidos y el receptor de estrógeno beta 

(REβ) compuesto por 530 aminoácidos, ambos codificados por diferentes genes, ESR1 y ESR2, 

respectivamente62,65. Los RE están compuestos por cinco dominios funcionales: A/B, C, D y E [Fig. 

2.1]. A/B es el dominio de amino terminal y, contiene, a su vez, el dominio de transactivación AF-

1, el cual recluta coactivadores y correpresores; C es el dominio de unión al ADN y contiene 

aminoácidos específicos capaces de unirse a elementos estrógeno-responsivos (EER) en 

2 
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potenciadores o promotores; el dominio de unión al ligando (E) es reconocido por la hormona 17β-

estradiol (E2), la cual una vez unida al receptor, cambia su conformación y activa su transcripción; 

el dominio de bisagra flexible (D) une a D y E, además de ser importante para los cambios 

conformacionales en el receptor; y finalmente, no se conoce en su totalidad la función del dominio 

F59,62,65.  

 

 

La unión del ligando E2 al dominio E puede ocurrir en el citoplasma o en el núcleo [Fig. 2.2], ya que 

los estrógenos son lipófilos y pueden dispersarse fácilmente a través de la membrana y, en 

consecuencia, el RE forma homo (REαα, REββ) o heterodímeros (REαβ) que se unen directamente 

a EER, los cuales a su vez activan una cascada de señalización que culmina con la transcripción de 

genes como EFP (cuya expresión está en el útero y promueve la proliferación celular), EBAG9 

(presente en CM e inhibidor de la proliferación celular), NR2D  (receptor de glutamato, expresado 

en distintas partes del encéfalo), entre otros59,64,66,67. El homodímero REαα tiene un efecto 

proliferativo en el crecimiento de las células mamarias, mientras que el homodímero REββ tiene 

un efecto antiproliferativo; las funciones de los heterodímeros aún no han sido demostradas en su 

mayoría, pero se sabe que se unen a EER con una afinidad relacionada a la de los homodímeros, así 

como también se sabe que los heterodímeros son más estables68,69. 

En cuanto a la distribución, REα se expresa en órganos como ovario, útero, vagina, glándula 

mamaria e hipotálamo; de igual manera, se ha detectado REβ en ovario, próstata, testículo, 

cerebro, colon y piel67,70. 

Figura 2.1 | Representación esquemática de los dominios funcionales de los REα y REβ.  

Se muestra el número de aminoácidos de cada receptor. (Adaptada de Yaşar et al. 201662). 
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2.1.1.1. REs en cáncer de mama 
 

La actividad de los RE está regulada por diferentes factores involucrados en su estabilización o 

degradación, como lo son la unión de ligandos, la fosforilación o la ubiquitinación; sin embargo, 

una señalización anormal en las vías involucradas en estos procesos puede conducir al desarrollo 

de padecimientos como el cáncer, enfermedades metabólicas o cardiovasculares, entre otras59,65,71. 

Además, los estrógenos pueden estimular una proliferación celular irregular (debida a un 

desequilibrio entre la expresión del REα y el REβ) en órganos como las glándulas mamarias, el 

útero y los ovarios, lo que eventualmente puede promover la formación de tumores72.  

El REα controla la proliferación y diferenciación celular en el tejido mamario y se expresa en 

aproximadamente el 10% de su epitelio. Además, es el principal impulsor en el desarrollo y 

progresión del CM, donde su expresión aumenta en alrededor de un 70%.  Pacientes con CM que 

presentan una sobreexpresión de este receptor, son denominados REα positivos (o REα+), por lo 

cual se someten a terapias anti-hormonales con la finalidad de inhibirlo; ejemplos de ellas son el 

tamoxifeno (compite con el E2 para unirse al receptor) y fulvestrán (se une al receptor haciendo que 

Figura 2.2 | Esquema de la unión de estrógenos (E2) al receptor de estrógenos (RE) y su translocación al núcleo, 

en donde se una a promotores específicos conocidos como elementos estrógenos responsivos (EER).  

(Adaptada de Tecalco & Ramírez, 201759). 
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se degrade). Sin embargo, aproximadamente 30% de pacientes con tratamiento de tamoxifeno 

adquieren resistencia a la terapia59,65.  

Por otro lado, el REβ se expresa en aproximadamente el 80% del tejido mamario, siendo su 

expresión disminuida (o perdida) conforme el CM progresa. Se sabe que la re-expresión de este 

receptor en CM inhibe la proliferación celular, promueve la apoptosis y propicia una eficacia en 

quimioterapia. Además, la pérdida de este receptor está asociada con resistencia a tratamiento65. 

Mutaciones en el gen ESR1 (que codifica para el REα) han sido identificadas en CM como un 

mecanismo de resistencia endocrina a tratamiento, además de que pueden fungir como un posible 

objetivo terapéutico52,57. La mayoría de mutaciones identificadas en CM avanzado se producen en 

el dominio de unión al ligando del REα, con una mayor frecuencia en los aminoácidos L536, D538 

e Y53753.  

 

2.1.1.1.1 Mutaciones en el aminoácido Y537  
 

La tirosina 537 (Y537) se encuentra en el dominio de unión al ligando del REα, siendo una región 

importante en la regulación de su actividad transcripcional. Sin embargo, la presencia de tirosina 

en este sitio no es necesaria para la unión del E2, ya que se ha demostrado que la sustitución de 

aminoácidos como alanina (A), ácido glutámico (E), lisina (K) o serina (S), en este residuo pueden 

inducir un estado activo del REα, aunque no haya presencia de ligando60. 

E2 induce fosforilación en los residuos S118, S294, S341 e Y537, la cual es necesaria para la 

degradación del receptor; sin embargo, su degradación es evitada por mutaciones en Y537, como 

Y537C, Y537N, e Y537S, las cuales han sido identificadas en muestras de CM metastásico y han sido 

relacionadas con resistencia a tratamiento59. Asimismo, se ha demostrado que las mutaciones 

Y537C, Y537N y D538G inducen una actividad independiente del E2, siendo relativamente 

resistente al tamoxifeno y fulvestrán55. 

 

2.1.1.2. Melanoma y estrógenos 
 

La relación entre diferencias de sexo y la incidencia y mortalidad del melanoma ha sido poco 

estudiada, pero algunas investigaciones han generado gran interés en este tema. La incidencia de 

melanoma en hombres generalmente se presenta en el tronco, la cabeza y el cuello, mientras que 

en las mujeres este cáncer aparece principalmente en las extremidades inferiores31,73. Los hombres 
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tienen una mayor incidencia y niveles de mortalidad que las mujeres: a nivel mundial, en 2018, la 

incidencia de melanoma en las mujeres fue de 137,025 casos con 25,881 muertes, mientras que en 

los hombres se reportaron 150,698 casos y 34,831 muertes74. Se ha informado que el hecho de que 

las mujeres tengan niveles más altos de supervivencia y menor riesgo de metástasis que los 

hombres, puede estar relacionado con la distribución del melanoma, la influencia de los estrógenos 

en las mujeres y la esperanza de vida75. 
 

La piel es el órgano principal no reproductivo sobre el cual actúan los estrógenos; de hecho, se ha 

sugerido que la presencia de melanoma progresivo podría estar influenciada por los estrógenos76,77. 

La expresión del REβ (receptor que tiene un efecto antiproliferativo en células de tejido mamario) 

en la piel está relacionada con el sexo y la edad; se ha observado que los hombres muestran niveles 

más bajos de REβ que las mujeres, en quienes la expresión de este receptor disminuye con la edad 

y más rápidamente después de la menopausia (donde ocurre una disminución en los niveles de 

estrógeno)70,76,78. Además, en un estudio que examinó las asociaciones entre los factores 

reproductivos, el uso exógeno de estrógenos y la incidencia de melanoma en mujeres 

posmenopáusicas no hispanas, se demostró que existe un mayor riesgo de padecer melanoma en 

mujeres que presentaron una menarquía temprana y una menopausia tardía (ya que implicaría una 

exposición prolongada a estrógeno endógeno)79. Asimismo, análisis inmunohistoquímicos del nivel 

de REβ en tejidos de melanoma han demostrado que la expresión de este receptor disminuye en 

melanomas más gruesos y más invasivos80,81. 
 

 

 

2.2. Justificación 
 

El análisis bioinformático de los genomas y exomas de 135 familias con melanoma presentados en 

el capítulo anterior, sugieren que la mutación Y537C del gen ESR1, correspondiente al REα, es un 

factor de predisposición para el desarrollo de melanoma. Esta mutación es notable porque está 

ausente de todos los catálogos de variación genética humana publicados hasta el momento y 

porque es un foco mutacional en cáncer de mama. Dada la presencia de la mutación Y537C en 

familias con melanoma y el hecho de que el potencial oncogénico de esta mutación no ha sido 

comprobado en este tipo de cáncer, se propone investigar su papel en células melanocíticas y de 

melanoma. Sin embargo, es necesario establecer la técnica y los controles necesarios en el 
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laboratorio, por lo que primero se evaluará en la línea celular NIH 3T3 (correspondiente a 

fibroblastos de ratón). 

 

2.3. Objetivo 
 

Evaluar el potencial oncogénico de la mutación ESR1  Y537C en la línea celular NIH 3T3 mediante 

el ensayo de formación de focos (Focus Formation Assay). 

 

2.4. Hipótesis 
 

La mutación ESR1  Y537C inducirá un efecto oncogénico en la línea celular NIH 3T3. 

 

2.5. Metodología 
 

 

 

2.5.1 Reactivos 
 

Plásmido BABE-puro 

El plásmido BABE-puro (Addgene®, plasmid #1768) o pBABE-puro, es un vector retroviral para clonar 

y expresar genes de interés y es utilizado en células de mamíferos; tiene un tamaño de 5062 pb, 

resistencia bacteriana a Ampicilina y selección de células de mamífero con resistencia a la 

Puromicina83.  

 

Plásmido MA-RQ 

El plásmido MA-RQ (pMA-RQ) tiene un tamaño de 4141 pb. Cuenta con gen de resistencia 

bacteriana a Ampicilina, pero no posee gen de selección de células de mamífero. 

(Mapa de los plásmidos en Anexo II). 
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Bacterias XL1-Blue 

La cepa XL-Blue es una cepa hospedadora eficaz para clonación con plásmidos, con resistencia 

intrínseca a la Tetraciclina, velocidad de duplicación alta y gran eficiencia en la transformación. 

 

Línea celular NIH 3T3  

La línea celular NIH 3T3 (ATCC®, CRL-1658) corresponde a fibroblastos de ratón y es muy útil en 

estudios de transfección de ADN84. La morfología de las células es adherente y además presentan 

una fuerte inhibición por contacto, así como también se considera una línea fácil de cultivar. La 

introducción de un gen sobreexpresado en las células NIH 3T3 puede promover la transformación 

morfológica y la pérdida de la inhibición por contacto, lo que puede ayudar a determinar el 

potencial oncogénico de ese gen de interés85. 

 

Gen K-RAS  G12V 

Gen que codifica para la proteína KRAS, la cual participa en las vías de señalización celular que 

controlan el crecimiento, la maduración y la muerte de las células. La mutación G12V tiene un gran 

potencial oncogénico. Es utilizado como control positivo en ensayos de proliferación celular. Tiene 

un peso de 750 pb. 

 

Gen ESR1 

Gen que codifica para el REα. Tiene un peso de 1800 pb. 

 

Gen ESR1  Y537C 

Mutación del gen ESR1 con una sustitución de G→A en la posición 1610. Induce un cambio de 

aminoácido Y537C (tirosina por cisteína) en el REα. Tiene un peso de 1800 pb. 
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2.5.2 Digestiones y ligaciones 
 

 

2.5.2.1 Digestión del plásmido MA-RQ 
 

Se mandó sintetizar el gen ESR1  y ESR1  Y537C con el cambio idéntico al portado por la familia con 

la mutación a la compañía Invitrogen® (No. Ref. 2273748 y 2273749, respectivamente) la cual retornó 

las secuencias en el plásmido denominado MA-RQ. El plásmido MA-RQ no posee gen con 

resistencia para selección de células de mamíferos. Este plásmido contenía los genes ESR1  y ESR1 

Y537C  (cada uno por separado) por lo cual se realizó su digestión mediante enzimas de restricción 

BamHI y EcoRI [Fig. 2.3a]. La reacción consistió de 6 μl de agua libre de nucleasas, 4 μl de buffer 

Tango, 8 μl de pMA-RQ, 6 μl de enzima Bam HI y 6 μl de enzima EcoRI; seguidamente, fue puesta 

en incubación con agitación durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se corrió un gel de 

integridad el cual fue preparado con 0.4 g de agarosa, 40 μl de buffer TAE y 4 μl de SYBR Safe DN, 

durante 90 minutos a 90 V y 50 mA. De este gel se extrajo el ADN correspondiente a los genes ESR1  

y ESR1  Y537C, respectivamente, siguiendo el protocolo establecido por el Kit QIAquick Gel 

Extraction de QIAGEN® (No. Ref. 28704) [Fig. 2.3b]. Finalmente, se midió la concentración del ADN 

purificado utilizando un equipo Qubit® 4 (Thermo Fisher Scientific®). 

 

2.5.2.2 Digestión del plásmido BABE-puro 
 

El plásmido BABE-puro (obsequio del Laboratorio del Dr. Adams, Wellcome Sanger Institue, Inglaterra), 

el cual cuenta con gen para selección de células de mamífero con resistencia a Puromicina, también 

fue digerido para posteriormente insertarle los genes de interés [Fig. 2.3c]; asimismo, este plásmido 

contenía el gen K-RAS  con la mutación G12V, el cual tiene un gran potencial oncogénico y actúa a 

su vez como nuestro control positivo. El procedimiento fue el mismo que el realizado con el 

plásmido MA-RQ. De igual manera, se corrió un gel de integridad, pero en esta ocasión se extrajo el 

ADN correspondiente al pBABE-puro.  

 

2.5.2.3 Ligación del plásmido BABE-puro 
 

Para el caso de la ligación con ESR1  y ESR1  Y537C, el proceso consistió en una reacción con 9 μl 

de pBABE-puro vacío [Fig. 2.3d], 20 μl de gen, 2 μl de 10x T4 DNA Ligase Buffer y 1 μl de T4 DNA 

Ligase. Por otro lado, (y como parte de un control negativo) se ligaron los extremos del pBABE-puro 

y se le denominó CASSETTE; la reacción consistió de 20 μl de pBABE-puro vacío, 2 μl de 10x T4 

DNA Ligase Buffer y 1 μl de T4 DNA Ligase. Las reacciones de ligación se colocaron en incubación 
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con agitación durante 10 minutos a 22°C. Posteriormente, se corrió un gel de integridad y se extrajó 

y purificó el ADN correspondiente a la ligación pBABE+ESR1,  pBABE+ESR1  Y537C y CASSETTE [Fig. 

2.3e]. Finalmente, se midió la concentración del ADN purificado utilizando un equipo Qubit® 4. 

 

 

2.5.3 Transformación de bacterias XL-Blue 
 

Para la amplificación de las ligaciones obtenidas se realizó la transformación de bacterias XL-Blue 

mediante choque térmico (42°C) con 30 ng de cada tipo plásmido ligado [Fig. 2.4a]; se incubaron 

con 400 ml de medio LB a 37°C durante 30 minutos (en agitación), se centrifugó a 13,000 rpm por 

e 

Figura 2.3 | Esquema de la digestión y ligación de plásmidos. El plásmido con el inserto de interés es digerido con enzimas de restricción EcoRI y BamHI (a); 

posteriormente, se corre un gel de integridad y se extrae el ADN correspondiente al inserto (b). Por otro lado, y siguiendo el mismo proceso, el plásmido 

BABE-puro también es digerido (c). Finalmente, el inserto y el plásmido BABE digerido se ligan con ADN ligasa T4 (d) y se corre nuevamente un gel de 

integridad para purificar los plásmidos ligados (e). 

 

a 
b 

d 

c 

 

 

 

Purificación con 
QIAGEN QIAEX II Gel 

Extraction Kit 

EcoRI 
+ 

BamHI 

Purificación con 
QIAGEN QIAEX II Gel 

Extraction Kit 
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dos minutos y se desechó el sobrenadante. Con un asa de siembra se retiró el pellet y se esparció 

en una caja de Petri que contenía Ampicilina (se utilizó una caja de Petri para cada una de las 

ligaciones) y se incubó a 37°C durante 24 horas [Fig. 2.4b]. Pasado el tiempo de incubación, se 

resembraron 5 colonias de bacterias de la caja de Petri en medio LB con Ampicilina a una 

concentración de 100 μg/ml y se dejó a 37°C en agitación durante 12 horas [Fig. 2.4c]. 

 

2.5.3.1 Purificación y cuantificación del plásmido 
 

Para la purificación de cada uno de los plásmidos obtenidos, se siguió el protocolo establecido por 

el Kit de purificación de ADN plasmídico de QIAGEN® (No. Ref. 12143) [Fig. 2.4d]. Finalmente, se midió 

la concentración de los plásmidos purificados en un equipo Qubit® 4.  

 

  
a 

b 

c d 

Figura 2.4 | Esquema de la amplificación de plásmidos. Las bacterias XL-Blue fueron transformadas con cada uno de los plásmidos ligados por choque 

térmico (a), posteriormente fueron sembradas en medio con ampicilina para su selección (b), para luego ser resembradas en medio LB con ampicilina para 

su amplificación (c) y, finalmente, los plásmidos fueron purificados (d). 

 

XL-Blue 
Choque térmico 

Purificación con QIAGEN 
Plasmid Midi Kit Medio LB  

+ Ampicilina 
12 hrs 

Ampicilina 
24 hrs 
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2.5.4 Cultivo y transfección de células NIH 3T3 
 

Las células NIH 3T3 se descongelaron a baño María, se transfirieron a un tubo Falcon de 15 ml y se 

les agregaron 10 ml de medio DMEM + suero BCS al 10% (al que se le llamará a partir de ahora 

medio DB). Posteriormente, se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos y se desechó el 

sobrenadante. Las células se resuspendieron en 10 ml de medio DB y se transfirieron a una caja de 

Petri. Se incubaron a 37°C y 5% de CO2 hasta alcanzar el 60% de confluencia para realizar pases a 

cajas nuevas y mantener la línea, además de criopreservar alícuotas con las células del pase 1. 

 

2.5.4.1 Transfección de células 
 

Pasado el tiempo de incubación, se sembraron un millón de células en una placa de seis pozos [Fig. 

2.5] (se realizó por duplicado, para un total de 12 pozos) y se les agregaron 2 ml de medio DB. Las 

condiciones fueron las siguientes: a) pozo 1A sólo contiene células y medio, funge como control 

negativo ya que las células no fueron transfectadas; b) al pozo 1B se le añadió 1.5 μl de 

Lipofectamina 3000 (No. de catálogo L3000008, Invitrogen®) y c) a partir del pozo 2A se añadió una 

concentración de 800 ng de cada plásmido (dos pozos por tipo de plásmido), así como 1.5 μl de 

Lipofectamina 3000. Posteriormente, se seleccionaron con Puromicina a 2 μg/ml por 2 días de 

tratamiento. Así, los grupos experimentales son cinco: NIH 3T3 WILD TYPE (WT), NIH 3T3 + 

CASSETTE, NIH 3T3 + K-RAS  G12V, NIH 3T3 + ESR1  y  NIH 3T3 + ESR1  Y537C. 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

 

 

 

 

 

2.5.5 Ensayo de formación de focos 
 

El ensayo de formación de focos (Focus Formation Assay) es una de las técnicas más utilizadas para 

evaluar el potencial oncogénico de un gen de manera in vitro. Consiste en la transfección de la línea 

celular NIH 3T3 con el gen de interés, de tal manera que si este es un oncogén, dará como resultado 

que las células pierdan la inhibición por contacto y crezcan en múltiples capas formando "foci" 

(focos)85. 

Para realizar este ensayo se sembraron 2 millones de células, por duplicado, de cada grupo 

experimental en cajas de Petri con 7 ml de medio DB durante 21 días, reemplazándose el medio 

según fuera necesario, de acuerdo al protocolo de Álvarez et al. (2014)85. Durante este tiempo se 

esperó la formación de foci. 

 

Figura 2.5 | Esquema de la transfección de células. En una placa de 6 pozos se sembraron células con diferentes condiciones. En el pozo 1A sólo se 

sembraron células; en el pozo 1B se sembraron células con lipofectamina; a partir del pozo 2A se sembraron células con 800 ng de los distintos 

plásmidos. Posteriormente, se seleccionaron con puromicina a 2μg/ml durante 48 horas, de tal manera que sólo aquellas células que fueron 

transfectadas exitosamente, sobrevivieron. 
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2.5.5.1 Tinción de células  
 

Pasados los 21 días, se aspiró el medio DB de las cajas de Petri y se realizaron dos lavados con PBS 

frío. Las células se fijaron con 3 ml de metanol frío manteniendo la caja de Petri en hielo durante 

10 minutos. Pasado ese tiempo, se retiró el cultivo del hielo, se aspiró el metanol y se agregaron 3 

ml de cristal violeta al 0.5% en 25% de metanol. Se incubó a temperatura ambiente durante 5 

minutos. Posteriormente, se aspiró la solución de cristal violeta y se enjuagó con PBS hasta que no 

desprendiera color. Se dejó secar toda la noche sin cubrirla. 

 

 

2.6. Resultados y discusión 
 

2.6.1 Trabajo de laboratorio 
 

Al momento de comenzar con este proyecto, el Laboratorio Internacional de Investigación sobre el 

Genoma Humano acababa de ser establecido, por lo que aproximadamente el 80% de lo 

presentado en este capítulo corresponde a la estandarización de técnicas y protocolos. Las técnicas 

estandarizadas se listan a continuación: 

1. Geles de agarosa 

2. Digestión y ligación del plásmido BABE-puro y MA-RQ 

3. Transformación bacteriana con la cepa XL-Blue 

4. Cultivo de células NIH 3T3 

5. Transfección de células NIH 3T3 con plásmido BABE-puro 

6. Ensayo de formación de focos 

Debido a lo anterior, los resultados presentados a continuación son preliminares, ya que se 

requieren de más réplicas para poder ser validados. Por la misma razón, los resultados obtenidos 

no presentan análisis estadísticos. 
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2.6.2 Ensayo de formación de focos 
 

En la Tabla 2.2 se presentan los resultados de la tinción de las células NIH 3T3 del ensayo de 

formación de focos (al que se le llamará a partir de ahora ensayo oncogénico). Las cajas teñidas 

muestran a simple vista que el único grupo que formó foci  es el K-RAS  G12V. Por otro lado, las 

cajas de WILD TYPE y CASSETTE presentan el comportamiento más cercano entre ellas, mientras 

que pareciera ser que ESR1  y ESR1  Y537C  se comportan de manera similar entre sí; en estas últimas 

se observan más espacios entre conglomeraciones que en las dos primeras. 

 

 

En la Tabla 2.3 se presentan los resultados obtenidos del ensayo oncogénico a escala microscópica. 

Durante la primera semana de experimento no se observan cambios evidentes en la confluencia 

entre grupos. En la segunda semana las cajas se encuentran al 100% de su capacidad y se puede 

observar que las células comienzan a agruparse; específicamente, el grupo K-RAS  G12V y el grupo 

ESR1  Y537C  presentan una mayor confluencia celular con respecto al resto de grupos, lo cual indica 

que se comportan de una manera similar. Para la tercera semana, en estos dos últimos grupos se 

observa la presencia de foci  (correspondientes a los círculos más obscuros en las imágenes). De 

WILD TYPE CASSETTE K-RAS  G12V ESR1 ESR1  Y537C 

     

     

En cada columna se observan los grupos experimentales (por duplicado). Las áreas con mayor coloración corresponden a conglomeraciones de células, 
mientras que la presencia de foci solo es notable a simple vista en el grupo K-RAS  G12V (correspondiente a los círculos más obscuros). 

Tabla 2.2 | Resultados de la tinción de células NIH 3T3.  
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Semana 

manera general y de acuerdo con lo esperado, el grupo WILD TYPE y CASSETTE presentan 

similitudes en su comportamiento; además, pareciera ser que el grupo ESR1  se comporta similar a 

estos controles negativos. 

La formación de foci en el grupo K-RAS  G12V demuestra el funcionamiento del control positivo. 

Asimismo, el hecho de que microscópicamente se haya observado formación de foci en el grupo 

ESR1  Y537C, sugiere que esta mutación puede tener un posible efecto oncogénico en las células 

NIH 3T3, ya que la pérdida de inhibición por contacto y el crecimiento en multicapas, son efecto de 

un oncogén.  Además, en los resultados de la tinción el único grupo al que se le puede observar la 

formación de foci  a simple vista es el K-RAS  G12V, lo que indica que, en este resultado, sólo de 

manera microscópica se puede observar la diferencia entre este grupo y ESR1  Y537C.   

 

 
CASSETTE ESR1 
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Semana  WILD TYPE CASSETTE K-RAS G12V ESR1 ESR1 Y537C 

1 

4x 

     

20x 

     

2 

4x 

     

20x 

     

3 

4x 

     

20x 

   

 

 
 

 

Tabla 2.3 | Resultados del ensayo oncogénico en células NIH 3T3.  

En cada columna se presentan los grupos experimentales y en cada fila los resultados de cada semana a un aumento 4x y 20x, respectivamente. 
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2.7. Conclusiones 
 

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que K-RAS  G12V es un oncogén funcional en 

células NIH 3T3. Además, debido a que los grupos experimentales K-RAS  G12V y ESR1  Y537C son 

los únicos que presentan formación de foci  en el ensayo oncogénico, se hipotetiza que la mutación 

Y537C tiene un efecto oncogénico en células NIH 3T3. Sin embargo, es necesaria la realización de 

réplicas que permitan validar lo presentado en este trabajo.  

De manera general, los resultados presentados en este estudio son preliminares, debido a que 

aproximadamente el 80% del trabajo realizado fue hecho en la estandarización de técnicas y 

protocolos. No obstante, durante este proceso fue posible la comprensión de los protocolos, 

además del aprendizaje de los distintos factores a considerar tanto en el cultivo y transfección 

celular, como en el ensayo oncogénico. 

 

2.8. Perspectivas 
 

Se propone que, una vez validados los resultados, estas técnicas sean implementadas en células 

melanocíticas y de melanoma, para de esa manera poder conocer el papel que desempeña la 

mutación ESR1  Y537C en el desarrollo y progresión de melanoma. 

Asimismo, se propone la implementación de experimentos complementarios, como lo serían 

ensayos de proliferación y ensayos de raspado celular (los cuales se describen en el Anexo I), así 

como la introducción del factor E2, esto para identificar si la sobreestimulación de esta hormona 

puede influir en un aumento en la actividad del REα, lo que eventualmente podría ser de gran 

ayuda como posible objetivo terapéutico. 

Finalmente, se propone la implementación de una cámara digital en el microscopio empleado en 

la observación de las células, esto únicamente con el fin de mejorar la resolución de las fotografías 

tomadas. 
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  Anexo I 

  Experimentos adicionales 
 

 

Debido a que la gran parte del trabajo realizado en el área experimental corresponde a 

estandarización de técnicas y protocolos, en esta sección se describen otros experimentos 

realizados para la evaluación de la mutación ESR1  Y537C, entre los cuales se encuentra una réplica 

del ensayo de formación de focos, así como el inicio de la implementación de ensayos de raspado 

y proliferación celular. Sin embargo, estos experimentos no forman parte de los resultados debido 

a que los controles positivos y negativos no funcionaron correctamente, por lo cual todos estos 

procesos son parte de la estandarización. 

 

AI.1 Réplica de ensayo de formación de focos 
 

En la Tabla A1.1 se muestran los resultados de una réplica del ensayo oncogénico. Se presentan las 

imágenes correspondientes a la tercera semana. Es esta réplica las células no lograron adherirse 

por completo a la caja, razón por la cual se observan más espacios entre ellas en todos los grupos 

experimentales, así como un cambio en su morfología. Las células NIH 3T3 son adherentes, por lo 

que la falta de esta capacidad puede ser debida a distintos factores, como, por ejemplo, 

contaminación en el medio, una recombinación en el plásmido empleado para su transfección o 

que se estén diferenciando.  

En la Tabla A1.2 se pueden observar las cajas después de la tinción. El grupo CASSETTE debía 

comportarse similar al WT, pero presentó mayor desprendimiento de células. Una vez más, fue 

posible observar a simple vista la formación de foci en el grupo K-RAS G12V. En el caso tanto de 

ESR1 como de ESR1  Y537C, la confluencia celular fue tanta, que no se logró apreciar la formación 

de foci, debido al desprendimiento de las células. Asimismo, para este ensayo, se realizó una mejora 

en la técnica para tomar las imágenes de las cajas teñidas. 

Con la realización de este experimento, se puede afirmar nuevamente que K-RAS  G12V es un 

oncogen funcional en la línea celular NIH 3T3, mientras que no es posible determina esto para ESR1  

Y537C, debido al desprendimiento celular. 
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WILD TYPE CASSETTE K-RAS  G12V ESR1 ESRI  Y537C 

     

     

Semana  WILD TYPE CASSETTE K-RAS  G12V ESR1 ESRI  Y537C 

 
 
 
 

 
3 

 
 
4X 

     
 
 
20X 

     

Tabla A1.2 | Resultados de la tinción de células NIH 3T3.  

Tabla A1.1 | Resultados de una réplica del ensayo oncogénico en células NIH 3T3.  

 

En cada columna se presentan los grupos experimentales y se muestran los resultados de la tercera semana a 4x y 20x.  

 

En cada columna se observan los grupos experimentales (por duplicado). La presencia de foci solo es notable a simple vista en el grupo K-RAS  G12V 
(correspondiente a los círculos más obscuros) y se pueden observar zonas vacías, lo que corresponde al desprendimiento de células. 
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AI.2  Ensayo de raspado celular 
 

Los ensayos de raspado (Wound Scratch Assay) son utilizados para evaluar la migración y 

proliferación celular de células transfectadas, de tal manera que la velocidad de migración celular 

puede estar relacionada con la metástasis. El ensayo consiste en sembrar las células transfectadas 

y esperar a que formen una monocapa; posterior a ello, se raspa la caja con una punta de pipeta 

estéril y se analiza la distancia que recorren las células para cerrar la ‘herida’ realizada y el tiempo 

que les toma hacerlo86. 

Para realizar este ensayo se sembraron, por duplicado, 50 millones de células de cada tipo de cepa 

en una caja de Petri con 5 mL de medio DB. Las células se incubaron hasta que se adhirieron a la 

caja y formaron una monocapa. Previamente, se dibujó al reverso de las cajas de Petri una 

cuadrícula con nueve cuadrantes (tres filas). Posteriormente, se removió el medio y se realizó un 

raspado al centro de cada fila con una punta estéril de 200 μl; las cajas fueron lavadas con PBS y 

se les agregaron 5 mL de medio DB. La herida realizada fue monitoreada a las 0 h (el día que se 

realizó el raspado), 24 y 48 h a través de la toma de fotos de cada uno de los cuadrantes [Fig. A1.1]. 

 

 

Figura A1.1 | Representación esquemática del ensayo de scratch. A la izquierda se presenta la disposición de los grupos 
experimentales. A la derecha se muestra la disposición de los cuadrantes; la herida es realizada en el centro de cada fila 
con una punta estéril (en azul). 
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Cuantificación de la distancia recorrida por las células 

La longitud del raspado para los tres tiempos se analizó digitalmente con el software ImageJ [Fig. 

A1.2]. A la imagen de cada cuadrante se le agrega una cuadrícula; posteriormente se coloca una 

línea que va de extremo a extremo de la herida, de tal manera que el software indica en una tabla 

la longitud de dicha línea. Estas mediciones se promedian y se normalizan, ya que la longitud inicial 

de cada grupo experimental es distinta. 

 

 

Resultados 

En la Tabla A1.3 se presentan las imágenes de un solo cuadrante de cada grupo experimental; se 

puede observar que, a las 24 h de haber hecho el raspado, las células casi han cerrado por completo 

la herida, de tal manera que a las 48 h ya no es posible apreciarla. En la Figura A1.3 se muestran los 

valores normalizados de las distancias recorridas por las células, lo cuales fueron obtenidos a partir 

de análisis realizados a las imágenes tomadas en cada cuadrante utilizando ImageJ. Debido a que 

el tamaño de la herida a las 0h en cada grupo experimental es distinto, se normalizó a 100; así, 

todos los grupos comienzan con el mismo valor, de tal manera que en la gráfica se presenta el 

Figura A1.2 | Análisis de las distancias recorridas por las células utilizando ImageJ. La línea verde mide la distancia en pixeles (el 
resultado se puede observar en la tabla a la derecha). 
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porcentaje de la longitud del raspado a cada tiempo. Se puede observar que todos los grupos 

recorrieron distancias distintas, siendo CASSETTE el más rápido; sin embargo, esto indica que no se 

está comportando como el grupo WT, lo que representa que el control negativo no está 

funcionando correctamente. En este ensayo, el grupo ESR1 recorrió una mayor distancia que el gen 

portador de la mutación. No se presentan resultados para K-RAS G12V debido a contaminación en 

el cultivo celular. 

Como perspectiva está reducir los tiempos en la captura de fotos, ya que la velocidad con que las 

células cierran la herida es muy alta y, por lo tanto, no es posible apreciarla en los tiempos 

establecidos en este ensayo. 

 

 

 

 WILD TYPE CASSETTE ESR1 ESR1  Y537C 

 
 
 

0 h 

 
 

   

 
 
 

24 h 

    

 
 
 

48 h 

    

En cada columna se presentan los grupos experimentales y en cada fila los resultados al cabo de 0 h (es decir, al 
momento de realizar la herida) a las 24 y 48 h. 

Tabla A1.3 | Resultados del ensayo de raspado celular.  
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AI.3 Ensayo de proliferación celular 
 

Se comenzó también con la implementación de ensayos de proliferación celular en presencia y 

ausencia de E2. Para este ensayo se sembraron, por duplicado, 50 millones de células de cada tipo 

de cepa en una caja de Petri con 5 mL de medio DB. Por otro lado, se realizó el mismo 

procedimiento, pero además se les agregó a las cajas estrógeno (E2) a una concentración de 10 

nM/mL. En total se tuvieron 20 cajas, de las cuales 10 fueron cuantificadas 24 h después de 

haberlas sembrado y las 10 restantes fueron cuantificadas 48 h después de la siembra [Fig. A1.4]. 

La cuantificación celular se realizó utilizando cámara de Neubauer. 

 

Resultados 

En la Figura A1.5 se muestran los resultados del ensayo de proliferación. Se observa una 

disminución radical en el número de células. El grupo K-RAS  G12V muestra una disminución en su 

proliferación, mientras que WT y CASSETTE se comportan de manera contraria; incluso, 

CASSETTE+E2 24 h muestra un mayor número de células que cualquier otro grupo. ESR1 presenta 

mayor proliferación las 48 h en ausencia de E2, mientras que parece ser que ESR1  Y537C en 

presencia de E2 disminuye. El grupo ESR1  Y537C 48 h no formó parte del ensayo debido a 

contaminación encontrada en la caja. Todo lo anterior indica que ningún control funcionó 

Figura A1.3 | Resultados del ensayo de raspado celular. Se presenta el porcentaje de la 
longitud del raspado a las 0, 24 y 48. Las distancias fueron obtenidas de las fotos tomadas en 
cada cuadrante y fueron normalizadas para su posterior comparación. 
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correctamente, además de que las células murieron en gran cantidad, ya que en todos los grupos 

la cantidad de células disminuyó. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A1.4 | Representación esquemática del ensayo de proliferación celular. 

 

Figura A1.5 | Ensayo de proliferación. Cada barra representa el promedio de las cuantificaciones de cada caja. 
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    Anexo II 
     Material complementario 

 

 
  

Figura A2.1 | Código utilizado para extraer variantes ‘missense’. En este código también se seleccionaron los campos 
correspondientes al nombre del gen, la posición del aminoácido que sufrió el cambio, el cambio producido, ID de COSMIC 
y el ID de UniProtKB/Swiss-Prot. 
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Figura A2.2 | Código utilizado para extraer variantes que interrumpieran sitios de fosforilación. Se hizo una búsqueda en 
la base de fosforilación de dbPTM, de tal manera que al final se obtuvo una lista de las variantes que cumplieran con los 
filtros establecidos. 
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  Figura A2.3 | Código utilizado para obtener el número de publicaciones de cada una de las variantes de la lista final.  
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Figura A.4 | Mapa del plásmido BABE-puro con el inserto H-RAS  G12V. Se muestra las enzimas que flanquean al 
inserto: Bam HI y EcoRI.  
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Figura A2.5 | Mapa del plásmido MA-RQ con el inserto ESR1 y ESR1  Y537C, respectivamente. Se muestra especificaciones 
de cada plásmido y se puede observar que los insertos contienen las mismas enzimas de restricción.  
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