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 RESUMEN

 

1. RESUMEN 

 El estradiol (E2) es una hormona esteroide que se produce 

principalmente en el ovario y participa en el control de las funciones 

reproductivas, además regula el crecimiento, diferenciación y función de tejidos 

blanco como el útero, la glándula mamaria, el sistema nervioso, el hueso y el 

sistema inmunológico. Muchas de las funciones del E2 están mediadas a través 

de su interacción con su receptor intracelular (RE). Se han identificado dos 

isoformas del RE: RE-α y RE-β que son producto de diferentes genes y tiene 

diferentes funciones y regulación. En líneas derivadas de astrocitomas 

humanos se desconoce la presencia del RE. 

 En este trabajo se estudiaron los efectos del E2 sobre el contenido de las 

isoformas del RE: RE-α y RE-β  en  dos líneas celulares de astrocitomas 

humanos: D54 y U373 (grados III y IV de evolución respectivamente) las cuales 

fueron tratadas con Vehículo (ciclodextrina, 30 nM, en agua estéril); E2 (10 nM) 

acoplado a ciclodextrina; ICI 182,780 (antagonista del RE) (2 μM); E2 + ICI 

182,780 por 24 horas. Se extrajeron las proteínas y mediante la técnica de 

Western Blot se detectaron las isoformas del RE (RE-α y RE-β) y de α-tubulina 

que fue utilizada como control de carga. 

 Se encontró que el contenido de RE-α en la línea U373 presenta una 

disminución con los tratamiento de E2, ICI e ICI+E2, mientras que en la línea 

D54 el tratamiento de E2 no tiene un efecto significativo pero el ICI e ICI+E2 

disminuyeron el contenido del RE-α. En el caso de RE-β  hay un aumento en el 

contenido del receptor con los tratamientos de E2 e ICI en ambas líneas 

celulares. En la línea D54 también hubo un aumento significativo con el 

tratamiento de ICI+E2. 

 



 INTRODUCCIÓN

2. INTRODUCCIÓN 

 Muchos de los efectos de los estrógenos están mediados por sus 

receptores intracelulares específicos (RE) que funcionan como factores de 

transcripción dependientes de ligando (Camacho-Arroyo, 2003). La regulación 

inadecuada de los RE está relacionada con varios trastornos como el cáncer. 

Hasta el momento se sabe que mucho tumores del sistema nervioso central 

son negativos para el RE-α y solo pocos estudios han reportado la expresión 

del RE-β (Batistatou et al., 2005). Los astrocitomas son los tumores cerebrales 

más comunes y agresivos en el ser humano y se desconoce en ellos la 

regulación de las isoformas del RE. 

En este trabajo se estudiaron los efectos del estradiol (E2) sobre el 

contenido de las isoformas del RE en dos líneas celulares de astrocitomas 

humanos (U373 y D54) de grados III y IV de evolución respectivamente.  
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3. ANTECEDENTES 

3.1 Estructura y función de las hormonas sexuales 

Las hormonas sexuales son lípidos no saponificables hidrofóbicos, 

solubles en disolventes orgánicos y cuya estructura consiste en un núcleo 

tetracíclico al cual se le denomina  ciclo pentanoperhidrofenantreno debido a 

que presenta tres anillos de seis átomos de carbono  (perhidrofenantreno) y un 

anillo de cinco átomos de carbono (ciclo pentano) (Knobil et al., 1988).  

Las hormonas sexuales son moléculas que están involucradas en la regulación 

de diversas funciones biológicas en los mamíferos, como la proliferación, la 

diferenciación, la homeostasis celular, el equilibrio hidroeléctrico, la función 

reproductiva, el dimorfismo sexual y la respuesta al estrés (Gram et al, 1997). 

Todas las hormonas sexuales, se derivan del colesterol, a partir del cual se 

forma la  pregnenolona, que funciona como el  principal intermediario para la 

síntesis de la mayoría de las hormonas sexuales. (Fig. 1). 

 Las hormonas sexuales tienen una velocidad de recambio elevada y no 

se almacenan sino una vez que son secretadas pasan al torrente sanguíneo 

donde  pueden circular libres o unidas a proteínas plasmáticas, tales como 

albúmina (cuando el enlace es inespecífico y poco afín) o las globulinas 

(cuando el enlace es de gran especificidad y de gran afinidad) (Wilson et al, 

1992). 

El hígado es el órgano principal para el metabolismo de las hormonas 

sexuales (Greenspan et al., 1998). Los efectos de las hormonas sexuales 

ocurren a corto, mediano y largo plazo debido a que éstas tienen diversos 

mecanismos de acción (Camacho-Arroyo et al., 1995). 



  

 

Fig. 1. Síntesis de los principales esteroides. 1)20,22 desmolasa; 2) 3β-OH-
esteroide deshidrogenasa, 3)17α-hidroxilasa; 4)17, 20-esteroide liasa; 5) aromatasa; 6) 17β-
OH-esteroide deshidrogenasa. En el recuadro se encuentra la estructura del pregnano al igual 
que las letras con las que se denominan a cada uno de los anillos de la estructura principal de 
las hormonas esteroides (Gore-Langton et al., 1988). 

 
 

 



3.1.1 Estructura y función del estradiol (E2) 

 El estrógeno natural en seres humanos es el 17 β-estradiol, seguido por 

la estrona y el estriol (Björntröm et al, 2005) (Fig. 2). Cada una de esas 

moléculas es un esteroide de 18 carbonos, que contiene un anillo fenólico A 

(un anillo aromático con un grupo hidroxilo en el carbono 3), y un grupo b-

hidroxilo o cetona en la posición 17 del anillo D. El anillo fenólico A es la 

principal característica estructural, de la cual depende la unión selectiva y de 

alta afinidad a receptores a estrógenos.  

El E2 es producido principalmente en el ovario y participa en la 

regulación de las funciones reproductivas de los mamíferos, además regula el 

crecimiento, diferenciación y función de tejidos blanco como el útero, la 

glándula mamaria, el sistema nervioso, el esqueleto y el sistema inmunológico 

(González-Arenas et al., 2001, Björntröm et al, 2005, Batistatou et al., 2004.). 

La estrona se metaboliza de forma irreversible en el hígado y, en menor 

proporción, en el riñón. La hidroxilación del anillo A origina los 

catecolandrógenos (2,3-dihidroxiestrona y 3,4-dihidroxiestrona) que son 

posteriormente metilados. La hidroxilación del anillo D origina el estriol y otros 

dos isómeros tri-hidroxilados, el 16-epiestriol y el 17-epiestriol. 

 

 

14, estriol 13, estrona Estradiol (E2) 

Fig 2. Estrógenos humanos más importantes 



 

El E2 es sintetizado por las células de la granulosa ovárica a partir de la 

androtenediona y la testosterona, que son precursores ováricos de esta 

hormona. La reacción es catalizada por un complejo de monooxigenasas 

(aromatasa) que emplea NADPH y O2 como co-sustratos. También es esencial 

una flavoproteína y la NADPH citocromo P450 reductasa. La actividad de la 

aromatasa es inducida por las gonadotropinas que también inducen la síntesis 

de otras enzimas que intervienen en el proceso biosintético. En el hígado se 

realiza la interconversión estradiol-estrona-estriol y estos son secretados por la 

orina. 

En el caso del Sistema Nervioso Central (SNC), la síntesis de esteroides 

por el cerebro ha llevado a utilizar el término neuroesteroide (es aquel esteroide 

que se sintetiza en el SN a partir de colesterol). En varios estudios han 

demostrado la presencia de enzimas estereidogénicas funcionales en el SN y 

éstas son capaces de sintetizar esteroides a partir de colesterol y metabolizar 

los esteroides periféricos que llegan al SN por circulación sanguínea, como es 

el caso de la testosterona en estradiol (Miñano, 2006).  Entre las principales 

células estereidogénicas del SN se encuentran las células gliales (Zwain y Yen, 

1999; Tsutsui et al., 2000) 

3.2 Receptor a estrógenos 

 Los efectos biológicos de los estrógenos están mediados por dos  

receptores a estrógenos identificados, α y β (RE-α y RE-β), los cuales son 

miembros de la superfamilia de receptores nucleares de tipo I, también 

conocidos como clásicos o esteroides, entre los que se encuentran los 

receptores a: progestinas (RP), estrógenos (RE), andrógenos (RA),  

glucocorticoides (RG) y  mineralocorticoides (RM), los cuales se encuentran 

unidos a proteínas de choque térmico en ausencia de ligando manteniéndose 

inactivos. Una vez activados por el ligando ejercen su acción mediante la 

interacción con elementos de respuesta a hormonas (HRE), que son 

secuencias palindrómicas ubicadas en la región promotora de los genes blanco 

específicos. 



3.2.1 Estructura y función del receptor a estrógenos 

 El RE contiene como todos los receptores esteroides seis dominios 

característicos (Fig. 3): en el extremo N-terminal se encuentra el dominio A/B, 

la región de mayor variabilidad entre los diferentes receptores, tanto en 

secuencia como en longitud. El dominio A/B permite diferenciar entre isoformas 

del mismo receptor y tiene también la función de activación 1 (AF-1), que es 

una de las regiones con actividad transcripcional del receptor. En la región C se 

encuentra el dominio de unión al DNA (DBD), el cual es altamente conservado 

y está constituido por dos dedos de zinc. El dominio D presenta una secuencia 

variable conocida como bisagra y contiene una señal de localización nuclear. El 

dominio E está localizado hacia el extremo carboxilo terminal de la región D; es 

relativamente largo y funcionalmente diverso ya que participa en: la unión con 

el ligando, con proteínas de choque térmico, la dimerización y la interacción 

con los cofactores. Esta región contiene también una señal de localización 

nuclear y la función de activación 2 (AF-2) que juega un papel importante en la 

regulación de la transcripción (Tata, 2002; Prieto et  al., 2003). En cuanto al 

dominio F, existen estudios que muestran que participa en la función 

transcripcional del receptor y en su unión con agonistas y antagonistas 

(Schwartz et al., 2002) (Fig. 3)  

NLDBD TAF 2 LBD TAF 

6 7 8 4 3 5 1 2 mARN 

 

           180         263      302                     595 aa 

A/B D C E/F 

30 609730

      149         214      248                      530 aa 

E/F D C A/B 

RE-α 

RE-β 

 Fig. 3. Estructura del RE. Se observa el número de exones y regiones funcionales del RE. En la 
proteína se indican las diferentes regiones, el número de aminoácidos para cada isoforma y el porcentaje 
de homología entre ambas. 
 
 



3.2.2 Isoformas del receptor a estrógenos 

 Se han identificado dos isoformas del RE denominadas RE-α y RE-β. El 

RE-α de 66 KDa formada por 595 aminoácidos, se localiza principalmente en 

mama, útero, hipotálamo, hipófisis y ovario; y se identificó en 1950 y muchos 

años después se purificó, en 1986, se caracterizó y clonó (Jensen et al, 2003; 

Batistatou.et al, 2005); el RE-β de 55 KDa de 530 aminoácidos se expresa 

principalmente en riñón, timo, pulmón, bazo, hipotálamo, hipófisis, próstata, 

testículo, ovario, sistema digestivo, vejiga y glándula mamaria; se secuenció en 

1996 inicialmente en roedores y después en testículo de humano (Kiuper et al, 

1996; Mosselman et al, 1996). 

 Este nuevo descubrimiento hizo que se reevaluara  el papel de los RE 

durante el desarrollo y la tumorigénesis (Batistatou.et al, 2004). El RE-α y RE-β 

son altamente homólogos, aunque son producto de diferentes genes; el RE-α 

se localiza en el cromosoma 6q 25.1 y el RE-β en el cromosoma 14q 22-24 

(Hall et al, 2001). 

 Ambos receptores exhiben seis dominios (A-F), los dominios C y E 

corresponden a las regiones correspondientes de unión al ADN y al ligando 

respectivamente, el dominio D posee la señalización para la localización 

nuclear. La identidad ente las dos secuencia es de 97% para el dominio de 

unión al ADN y de 60% para el dominio de unión al ligando (Fig. 4) (Bodo et al, 

2006). 

 Se ha reportado que el RE-β está presente en neuronas del hipocampo 

y en astrocitos, además de tumores pituitarios en humanos. En algunos de 

estos tumores se expresa RE-α (Batistatou et al, 2004). 

 



97% de 
afinidad 

60% de 
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A/B DBD HINGE LBD F 

A/B C D E F 

RE-α 

RE-β 
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Dimerización 
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 Fig. 4. Comparación de las isoformas del receptor a estrógenos.  Presentan el 45% 
de homología, pero en el dominio de unión al ADN presentan 97% y en el dominio de unión al 
ligando el 60%. La isoforma α cuenta con 595 aminoácidos y la β con 530. TAF: función de 
activación; NIF: tipo de proteínas transportadoras; Hinge: bisagra; A-F: dominios del RE; DBD: 
dominio de unión al ADN; LBD: dominio de unión al ligando. 
 
 
 

 La estabilidad del RE, depende de la unión con su ligando, E2; en su 

ausencia la vida media del receptor es de 5 días mientras que con E2 es de 3-4 

horas, esto es porque el receptor es degradado vía ubiquitina-proteosoma 

(Nawaz et al., 1999). En el caso del RE-β se ha demostrado que el E2 

incrementa la expresión del mARN  de manera dosis-dependiente en células de 

la capa decidual de útero de ratas (Tessier et al., 2000). 

 El antagonista para RE-α, ICI 182, 780, permite la interacción de 

proteínas de filamentos intermedios (citoqueratinas 8 y 18) con el receptor para 

inmovilizarlo y degradarlo, mientras que el RE-β mantiene resistencia a la 

degradación por ICI (Long y Nephew, 2006); por lo que el 17β-estradiol (en 

citoplasma) e ICI (en núcleo) presentan la habilidad para inducir la degradación 

del RE- α (Preisler et al., 2001; Calligé et al., 2006). 

 

3.2.3 Antagonistas del receptor a estrógenos 

Existen dos tipos de antagonistas del RE: los de tipo I o Moduladores 

Selectivos del RE y los de tipo II o puros. Los del tipo I son compuestos de 



naturaleza no-esteroidal, en su mayoría análogos del tamoxifén o de sus 

metabolitos, siendo la forma 4-hidroxi-tamoxifén, el antiestrógeno más potente. 

Presentan propiedades agonistas y antagonistas y se denominan Moduladores 

Selectivos del RE, debido a que pueden actuar de manera diferente 

dependiendo del órgano blanco.  

Dentro de los antagonistas tipo I están: a) tamoxifén que se usa como 

adyuvante de la quimioterapia, su uso se extendió para el tratamiento de 

pacientes pre y pos-menopaúsicas con cáncer de mama avanzado que 

expresan el RE; b) toremifén o clorotamoxifen que es un fármaco con actividad 

antiestrogénica y antitumoral utilizado en pacientes con cáncer de mama 

avanzado o RE positivos; c) idoxifén compuesto derivado del tamoxifén es 

metabolitamente estable, no presenta efectos tóxicos en hígado y tiene 

actividad antiestrogénica y antitumoral; d) droloxifén funciona como un 

antitumoral en animales de laboratorio y en la clínica en mujeres 

posmenopáusicas con cáncer de mama avanzado (Barrón-González et al, 

2001). 

Los del tipo II son compuestos de naturaleza esteroidea, inhiben la 

acción de los estrógenos en todas las condiciones en las que han sido 

probados; estos compuestos tienen una alta afinidad por el RE e inhiben la 

acción de los estrógenos por competencia por este receptor. Su acción 

antiestrogénica se efectúa al impedir la dimerización de este receptor, lo cual 

no le permite su unión al ERE, y por lo tanto no induce la transcripción de los 

genes. Así mismo se ha demostrado que estos compuestos pueden bloquear la 

translocación del RE al núcleo, lo cual incrementa su degradación citoplásmica.  

En este grupo se encuentra al Faslodex (ICI 182,780)  es el único de los 

antiestrogénicos puros que ha sido probado en la clínica. Varios estudios 

clínicos han comprobado que este compuesto no tiene efecto estrogénico, 

reduce los niveles de expresión del receptor a progesterona (RP) y del RE en 

tumores de mama (Barrón-González et al, 2001), además se encuentran otros 

antagonistas del RE como el ICI 164,384, RU58,668 y el ZK-703.  

 



3.3 Tumores del Sistema Nervioso Central 

Los tumores cerebrales son patologías numerosas y con múltiples 

características que producen síntomas neurológicos como consecuencia de su 

tamaño, localización y cualidades invasivas que destruyen los tejidos donde se 

localizan. Durante mucho tiempo se han propuesto numerosos factores y teorías 

para explicar el origen de estas neoplasias (factores causales, traumatismos, 

infecciones, enfermedades metabólicas, exposición a toxinas, etc.). Sin embargo, 

aún en la actualidad no se conoce de manera clara su origen.  

 Los tumores del Sistema Nervioso Central (SNC) constituyen del 10 al 

15% del total de las neoplasias que más frecuentemente se presentan en el ser 

humano (Felix, 1995). De acuerdo con sus características histológicas se dividen 

en primarios o secundarios. Los tumores primarios corresponden a las neoplasias 

más comunes, constituyendo del 50% al 60% de las neoplasias intracraneales 

(Valenzuela et al., 1990).  

En general, los tumores cerebrales se presentan con mayor frecuencia en 

adultos entre los 30 y 50 años, y la mayoría se presentan indistintamente en 

hombres y en mujeres, sin embargo, se ha observado que los astrocitomas son 

más frecuentes en hombres y los meningiomas en mujeres. 

Los tumores invaden y destruyen el tejido normal, afectando las funciones 

sensoriales, motoras y cognoscitivas, incrementan la presión intracraneal, forman 

edemas cerebrales y comprensión de tejidos del cerebro, nervios craneales y 

vasos cerebrales. Entre todos los tumores que se pueden presentar en el SNC 

los más importantes desde el punto de vista clínico y los más frecuentes son 

los tumores de la neuroglía o gliomas (Tabla 1). 

 

 

 



 Tumores de células neurogliales: Astrocitomas, Olgodendrogliomas y Ependimoma 

 Tumores formados por neuronas: Neurocitomas 

 

 
Tumores meningoteliales Meningiomas 

 
Tumores intracranianos de origen 

mesodérmico: 

Fibrosarcomas, Condromas, Linfomas, 

Hemangioblastomas 

 
Tumores de restos embrionarios y por 

defectos en el desarrollo: 
Craneofaringiomas, Cordomas, Meduloblastomas 

 Tumores de la hipófisis: Adenomas 

 Tumores de Plexos Coroideos: Papilomas de plexos coroides 

 Tumores de las raíces nerviosas: Neurofibromas, Schwannomas 

Tabla 1.  Clasificación de los tumores cerebrales 

3.3.1 Astrocitomas 

Los gliomas son tumores de origen neuroectodérmico, el sub-grupo más 

frecuente y más importante es el de los astrocitomas que se originan en los 

astrocitos (células gliales de forma estrellada y con grandes prolongaciones 

citoplasmáticas, se encuentran junto a vasos sanguíneos, oligodendrocitos, 

neuronas y sus prolongaciones); son tumores compuestos de astrocitos 

neoplásicos, se localizan en cualquier parte del encéfalo especialmente en la 

corteza cerebral; microscópicamente tiene una apariencia uniforme con alta 

actividad proliferativa (Nguyen et al, 1984). 

Se han utilizado varios sistemas para clasificarlos según su grado de 

malignidad, siguiendo el sistema de Kernohan y cols., la OMS los ha clasificado 

en cuatro grados siguiendo los criterios morfológicos, histológicos, capacidad 

de invasión y progresión de la siguiente forma: 



• Grado I o astrocitoma de bajo grado: Astrocitoma pilocítico 

• Grado II o astrocitoma difuso: Astrocitoma fibrilar, protoplasmático y 

gemistocítico. 

• Grado III o astrocitoma anaplásico. 

• Grado IV o astrocitoma de alto grado: Glioblastoma multiforme, 

gliosarcoma y glioblastoma de células gigantes 

Los astrocitomas grado I y II son benignos o de bajo grado de malignidad. Los 

de grado I son de crecimiento lento, con bordes relativamente bien definidos, 

crecen principalmente en cerebelo, rutas de nervio óptico, son tumores no 

infiltrantes que se presentan en los niños y adultos jóvenes,  este tipo de tumores 

son usualmente curables por cirugía. Los astrocitomas de grado II son malignos 

de bajo-grado de infiltración difusa en el cerebro, bordes no definidos y no son 

curables por cirugía, muchos de estos tumores pasan a un grado mayor de 

evolución (Hullerman et al., 2005).  

Los astrocitomas de grado III son multicelulares, células no uniformes, 

invaden los tejidos vecinos, presentan un notable pleomorfismo y anaplasia, con 

células multinucleadas y mitosis atípicas abundantes sin presentar extensas 

zonas de necrosis como en el grado IV. Son positivos a la prueba de la proteína 

fibrilar ácida glial. Los pacientes tienen una probabilidad de sobrevivencia del 

50% aún con tratamiento de radioterapia.  

 Los astrocitomas de grado IV comúnmente llamados glioblastomas, 

pueden estar compuestos por diferentes tipos celulares como astrocitos, 

oligodendrocitos, presentan una rápida evolución, son malignos y están 

localizados preferentemente en los hemisferios cerebrales, ganglios básales y 

tálamo. Estos últimos llegan a medir hasta 5 cm, presentan áreas hemorrágicas 

con células redondas pequeñas, ovoides hasta agregados celulares grandes. 

Existe secreción de factores estimulantes de proliferación de vasos sanguíneos 

(factores angiogénicos) y presentan además células con grandes cantidades de 

filamentos, desprovistas de desmosomas y nucleolos prominentes. Las personas 

que desarrollan este grado de tumor tienen pocas esperanzas de vida con una 

tasa de sobrevivencia menor a 1 año (Hullerman et al., 2005). 



3.3.2 Expresión del receptor a estrógenos en astrocitomas 

 El RE-β se expresa en algunas neuronas en el hipocampo y en 

astrocitos, además de algunos tumores pituitarios que también expresan RE-α 

(Chaidarun et al. 1998; Savaskan et al. 2001; Kruijver et al., 2002). 

 En cáncer de mama el RE-β protege de la actividad mitogénica de 

estrógenos modulando los efectos proliferativos del RE-α; aunque el RE-α ha 

sido estudiado en varias neoplasias, su papel ha sido poco caracterizado. 

Hasta ahora no se ha identificado la expresión del RE-α en astrocitomas grado 

IV(González-Agüero et al., 2001); por lo que al parecer este receptor no se 

expresa de manera significativa en astrocitomas (Batistatou.et al, 2004). 

 El RE-β es altamente expresado en astrocitos no neoplásicos y en 

astrocitomas de bajo grado (Batistatou et al., 2006); esta expresión disminuye 

conforme aumenta el grado del tumor, parece que el RE-β es el único RE 

expresado en astrocitos, y su desregulación podría ser de crucial importancia 

para la progresión de los tumores astrocíticos (Batistatou.et al, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS, OBJETIVO
 

4. Planteamiento del problema 

♦ No se ha determinado la expresión y regulación de las isoformas del RE 

en líneas celulares de astrocitomas humanos, a pesar de que se sabe 

que el contenido de la isoforma β disminuye dependiendo el grado de 

evolución de los astrocitomas, por lo que en este proyecto se 

determinará el contenido de las isoformas del RE y su regulación por E2 

y el antiestrógeno ICI 182,780 en líneas de astrocitomas humanos. 

 

5. Hipótesis 

♦ Si el E2 regula negativamente a su receptor entonces el contenido de las 

isoformas del RE disminuirá con la administración de esta hormona. 

♦ Si se administra E2 conjunto con un antagonista para este receptor, 

entonces se espera que haya una disminución mayor del RE. 

 

6. Objetivo 

Determinar el contenido de las isoformas del RE en líneas celulares de 

astrocitomas humanos grados III y IV, antes y después del tratamiento 

con E2 y/o  con un antagonista específico del RE 



 
MATERIALES Y METODOS

7. Materiales y Métodos 

 

7.1 Cultivo Celular 

Líneas celulares de astrocitomas humanos (D54 y U373) fueron 

cultivadas en medio DMEM-rojo fenol, adicionado con suero bovino fetal al 10% 

hasta obtener el 80% de confluencia (aproximadamente una semana). Una vez 

obtenida la confluencia se contaron las células en una cámara de Neubauer y 

se colocaron 500 000 células en medio DMEM-rojo fenol durante 24 horas. 

Después de ese tiempo se realizó un cambio por un medio DMEM sin rojo fenol 

suplementado con suero bovino fetal al 10% libre de hormonas durante 24 

horas. 

Para determinar los efectos del E2 sobre el contenido del RE en las 

líneas celulares se utilizaron los siguientes compuestos: Vehículo (V); 

ciclodextrina 30 nM en agua estéril; E2 (10 nM) acoplado a ciclodextrina; ICI 

182,780 (antagonista de RE) (2 μM) en DMSO 10X (dosis de 1-10 μM inhiben 

la expresión del RE (Martin, et al., 2005; Kimg-Mang, et al., 2000; García-López 

et al., 2000; González-Arenas et al., 2006;); E2 + ICI 182,780 por 24 horas. 

7.2 Extracción de Proteínas totales 

 Las células se lisaron con buffer de Laemmlie 2X (Tris-Base 12 mM, pH 

6.8, azul de bromofenol 0.1%, glicerol %, SDS 2.5%, β-mercaptoetanol 5%) y 

se hicieron cinco pases en una jeringa con aguja de 21 x 25 mm; para después 

ser almacenados a 4°C en tubos ependorff,  y posteriormente separar las 

proteínas por electroforesis. 

7.3 Inmunoprecipitación 

Para obtener el control de detección del RE-α se realizó una 

inmunoprecipitación, que es una técnica que consiste en concentrar al máximo 

la proteína de interés y después realizar el inmunoblot, para lo cual se lisó 1.0 g 



de útero de rata y de ahí se extrajeron 2 mg de proteína total, la cual se dejó 

inmunoprecipitando  en tubo ependorff toda la noche a 4°C con 10µl (2µg) de 

anticuerpo anti-REα (Santa Cruz) y 45 µl proteína A-sefarosa. 

Posteriormente se centrifugó por 5 min a 13000 rpm en la microfuga, se 

retiró el sobrenadante y el pellet se resuspendió con 60 μl de buffer de 

Laemmlie 2X (descrito anteriormente). 

7.4 Western Blot 

 Las proteínas obtenidas de las células (70 µg) se separaron por 

electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% 

a 30 mA durante 2 horas. Cada muestra se preparó con buffer de Laemmlie y 

40 µl de proteína y se hirvieron durante 5 min para cargarlas en los geles antes 

mencionados. Las proteínas fueron transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa (Amersham) a 60 mA, durante 1 hora y media en una cámara 

semihúmeda. Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas por 2 horas a 

temperatura ambiente con una solución de leche descremada en polvo al 5% 

en TBS 1X ( NaCl, Tris-Base, pH 7.5) + tween 0.1%. 

Las membranas fueron incubadas durante toda la noche a 4ºC con los 

siguientes anticuerpos: anticuerpo primario monoclonal anti RE-α (RE-α (F-10), 

Santa Cruz sc-8002)  y anticuerpo primario policlonal anti RE-β (RE-β (Y-19), 

Santa Cruz sc-6821) en una concentración de 0.8 μg/ml. Las membranas 

fueron lavadas con TBS-Tween (TBS (pH 7.5) + Tween al 0.1%) 3 veces por 

cinco minutos. Las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario anti- 

ratón acoplado a peroxidasa (IgG-HRP) para RE-α (Santa Cruz sc-2005) 

anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a peroxidasa (IgG-HRP)  para RE-

β (Santa Cruz sc-2030) en una concentración 1:3000. Se utilizó un método de 

detección quimioluminiscencia de alta sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia 

Biotech) para determinar la presencia de las proteínas estudiadas. Con este 

sistema, el peróxido de luminol y un activador son sustrato de la peróxidasa 

acoplada al anticuerpo secundario que cuando reacciona se genera una señal 

de quimioluminiscencia al exponer las membranas a placas radiográficas. 



Para corregir las posibles diferencias en la cantidad de proteína cargada, 

las membranas se incubaron con anticuerpo primario anti-α-tubulina en una 

concentración de 1:10,000 (Sigma) durante dos horas a temperatura ambiente, 

las membranas se lavaron 3 veces por 5 minutos con TBS-Tween, después se 

incubaron 45 minutos con anticuerpo secundario anti-ratón acoplado a 

peroxidasa en una concentración de 1:3000 y posteriormente se utilizó el 

método de alta sensibilidad (antes descrito). 

 

7.5 Análisis de Resultados 

Cada placa fue sometida a un análisis densitométrico para cuantificar las 

bandas de las proteínas estudiadas mediante el programa ChemImager 4400. 

A los datos obtenidos se les aplicó una prueba de ANOVA y posteriormente 

una prueba U de Mann-Whitney, se utilizó el programa Prism 2.01 (Graph Pad, 

CA) para calcular los valores de probabilidad. 

 

 



 
RESULTADOS

8. Resultados 

En este trabajo se estudió el efecto del E2 sobre el contenido de las 

isoformas del RE en líneas celulares de astrocitoma humano U373 y D54 

(grado III y IV respectivamente).  

En la figura 5 se muestran dos blots resultado de la inmunoprecipitación 

para demostrar la presencia de las isoformas del RE. En ellos se localizó una 

banda de 66 KDa que corresponde al peso de la isoforma RE-α y otra banda 

de 55 KDa correspondiente al RE-β, lo cual indica que las dos líneas celulares 

son positivas para la expresión de ambas isoformas. 

 

 
 

Fig. 5. Identificación de las isoformas receptor a estrógenos (RE-α y RE-β) por 
Western Blot en células de astrocitoma humano grados III U373 (A) y grado IV D54 (B). 
Lisado total celular de astrocitomas (LTC), Lisado total de útero (LTU), Lisado total de ovario 
(LTO), Inmunoprecipitado de útero (IPPU); T47D Línea celular de adenocarcinoma mamario 
humano. 
 

Una vez que se han identificado ambas isoformas del RE en las líneas 

celulares, mediante la técnica de Western Blot se determinó el contenido de las 

isoformas después de los tratamientos de Vehículo, E2, ICI e ICI+E2. 

 

 



En la figura 6 se observó que en la línea U373 hay una regulación a la 

baja con los distintos tratamientos respecto al vehículo, mientras que en la 

línea D54 sólo se observó esta regulación a la baja con los tratamientos de ICI 

e ICI+E2. 
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Fig. 6. Regulación del contenido del RE-α en las líneas celulares U373 y D54. Se 

realizaron  tres experimentos independientes de cada línea celular. La isoforma fue detectada 
por la técnica de Western Blot se cuantificó por medio de un análisis densitométrico y los 
valores se corrigieron con respecto a los obtenidos con el control de carga (tubulina). * p < 0.05 
vs V. 
  

En el caso del RE-β se observó una regulación similar después del 

tratamiento con E2 e ICI en ambas líneas celulares. El agonista y el antagonista 

incrementaron el contenido del RE-β. De manera interesante el tratamiento 

conjunto del E2 e ICI disminuyó el contenido del RE-β (Fig. 7). 
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Fig. 7. Contenido del RE-β en las líneas celulares de astrocitomas humanos U373 

y D54. Análisis del contenido de la isoforma del RE-β. * p < 0.05 vs V. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DISCUSIÓN
 

 

9. Discusión 

 En este trabajo se determinó el efecto del E2 y del agente 

antiestrogénico ICI 182, 780, sobre el contenido de las isoformas del RE en 

líneas celulares de astrocitomas humanos de grados III (U373) y IV (D54) de 

evolución.  

Se observó que el E2 regula a la baja el contenido de la isoforma RE-α 

en la línea U373, esto sugiere que el E2 se encuentra activando la vía 

ubiquitina-proteosoma provocando la degradación del receptor; mientras que 

en la línea D54 no se observan efectos significativos; en tanto la administración 

de ICI e ICI+E2 regularon a la baja esta isoforma en ambas líneas celulares, lo 

cual indica que el ICI impide la movilización del receptor hacia el citoplasma, y 

pareciera que el tratamiento conjunto ejerce un efecto sinérgico en la 

inmovilización y degradación del receptor  (Calligé et al., 2006).   

Para la isoforma RE-β se observa que el E2 y el ICI regulan a la alta la 

expresión de esta isoforma en ambas líneas y en la línea D54 con el 

tratamiento conjunto se observa una regulación a la alta. Lo cual indica que la 

regulación es a la alta por su ligando así como de la acción del antagonista. 

En estudios previos en células MCF-7 de cáncer de mama, el 

tratamiento con ICI después de 18 horas regula a la baja la expresión del RE-α 

(Sukosheva et al., 2006), comportamiento que también observamos en las 

líneas celulares de astrocitomas U373 y D54; mientras que para la isoforma 

RE-β, Martin et al., 2005, en la misma línea celular, MCF-7, tratada con el ICI 

muestran no haber cambios significativos en la expresión de esta isoforma lo 

mismo que observamos en la línea U373.  

Como se mencionó anteriormente el E2 tiene diversos efectos 

fisiológicos como regular al proliferación. En cuanto a las isoformas del RE el 

E2 puede modular la expresión de ambas isoformas intensificando o 

disminuyendo sus acciones en tejidos blanco; se sabe que en células MFC-7 



regula a la baja los niveles de RE-α mientras que en la regulación incrementa 

en los niveles del mARN del RE-β y esto ha sido observado en las líneas de 

cáncer de mama T47D, de cáncer de próstata DU145 y de cáncer de colon 

DLD-1 (Caiazza et al., 2007). 

En 2001, González-Agüero et al., reportaron la ausencia de la expresión 

de la isoforma RE-α en astrocitomas de grado IV, con los datos obtenidos en 

este trabajo se demuestra la presencia de esta isoforma en la línea D54 que, 

como se mencionó anteriormente, corresponde al grado de evolución IV. En 

cuanto a la expresión de ambas isoformas en las dos líneas celulares se 

observó que en la línea de menor grado de evolución, U373, es predominante 

la isoforma RE-α y una menor expresión de la isoforma RE-β  como lo 

reportado por González-Arenas et al., 2006.  

 

 

 

 

 

 

 

 



CONCLUSIONES  

10. Conclusiones 

 La regulación de las isoformas del RE es de manera ligando-

dependiente, donde el E2 y el ICI regulan a la baja la expresión del RE-α 

y el RE-β es regulado a la alta. 

  El efecto diferencial de la expresión de la isoformas con E2 y el ICI está 

dado por sus diferentes mecanismos de acción (Fig. 8). 

 La regulación de las isoformas del RE en las líneas celulares U373 y 

D54 con los diferentes tratamientos es similar. 

 

 
              Fig. 8.    A. Mecanismo de acción del E2. La E2 se une con alta afinidad al RE y 
disocia la HSP90, el complejo E2-RE se homodimeriza; este homo dímero se une al ERE en la 
región promotora; la activación de la trascripción implica la interacción de  AF-1 y 2 con sus 
SRC-1 y 2 para estimular la actividad de la ARN polimerasa II. B. Mecanismo de acción del 
Faslodex (F). El F se une con similar afinidad que el E2 y disocia la HSP90; hay una 
degradación del RE por F  y se reduce la taza de dimerización; y finalmente se reduce la unión 
del complejo F-RE al ERE. (Modificado de Howell et al., 2000). 
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