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Resumen 

 

La capacidad que tienen los estrógenos y otras moléculas análogas de activar a GPR30 

y desencadenar diversas vías de señalización en células de cáncer de mama carentes de 

receptores de estrógenos clásicos (REα y REβ) ha generado un gran interés en su 

investigación. Sin embargo, la evidencia derivada de los reportes en relación al perfil de 

expresión de GPR30 y el papel que juega en el proceso del cáncer de la glándula mamaria no 

han sido concluyentes. En el presente estudio se determinó, por medio de Western blot, que 

GPR30 se expresa tanto en células de glándula mamaria normales como en las provenientes 

de cáncer de mama. Sin embargo, dicha expresión disminuye considerablemente durante el 

desarrollo del cáncer de mama. A pesar de estos bajos niveles de expresión de GPR30 en 

células de cáncer de mama MCF-7, este receptor de estrógenos es capaz de aumentar el 

crecimiento celular y en células que han adquirido capacidad metastásica (MDA-MB-231) 

suprimir la migración. Por otro lado, mediante ensayos de expresión transitoria de las versiones 

truncadas de la región promotora de GPR30 se encontró un patrón de regulación 

transcripcional similar entre las células de tejido mamario sano y neoplásicas. Sin embargo, 

esta regulación transcripcional se vio disminuida en células de cáncer de mama en 

comparación con las células de glándula mamaria normales, debido a la perdida de la identidad 

celular. Por otra parte, se encontró un elemento regulador funcional en cis para los factores de 

transcripción de ETS ubicado entre -625 y -635 pb del codón de inicio de la traducción en todas 

las células del tejido mamario. A través de ensayos de expresión transitoria en células MDA-

MB-231 se encontró un mecanismo transcripcional dependiente de PKA, el cual condujo a 

inferir la interacción de la subfamilia PEA3 con el elemento ETS de la región promotora de 

GPR30. En células MCF-7 estimuladas con ácido retinoico se observó que la expresión de 

GPR30 está regulada a través del elemento regulador ETS. Por tanto, es posible inferir que 

independientemente del silenciamiento epigenético que pueda existir sobre la expresión de 

GPR30 durante el desarrollo del cáncer de mama, su actividad puede ser regulada 

transcripcionalmente incluso a pesar de su baja expresión en células desdiferenciadas, 

conllevando así a que éste receptor, sea capaz de llevar a cabo sus funciones biológicas. 

 

Palabras clave: Promotor del receptor 30 acoplado a proteína G, GPR30, crecimiento celular, 

metástasis, transcripción, cáncer de mama. 
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Abstract 

 

The ability of estrogens and other analogous molecules to activate GPR30 and trigger 

various signaling pathways in breast cancer cells lacking classical estrogen receptors (REα 

and REβ) has generated great interest in his research. However, evidence from the reports 

related to the profile expression of GPR30 and its role in process of cancer mammary gland 

has not been conclusive. In the present study by Western blot, it was determined that GPR30 

was expressed in both, normal mammary gland cells and those from breast cancer. Although 

its expression decreases considerably during the development of breast cancer. Despite these 

low levels of GPR30 expression in MCF-7 breast cancer cells, this estrogen receptor is able to 

increase cell growth and in cells that have acquired metastatic capacity (MDA-MB-231) 

suppress migration. On the other hand, by means of transient expression assays of the 

truncated versions of the GPR30 promoter region, a similar pattern of transcriptional regulation 

was found among healthy and neoplastic breast tissue cells. However, this transcriptional 

regulation was decreased in breast cancer cells compared to normal mammary gland cells, 

due to the loss of cell identity. On the other hand, a functional in cis regulatory element for ETS 

transcription factors was found located between -625 to -635 bp of the translation start codon 

in all cells of breast tissue. Through transient expression assays in MDA-MB-231 cells, its was 

found a PKA-dependent transcriptional mechanism, that led to infer the interaction of the PEA3 

subfamily with the ETS element of the GPR30 promoter region. In MCF-7 cells stimulated with 

retinoic acid its was observed that expression of GPR30 is regulated through ETS regulatory 

element. Therefore, it is possible to infer that regardless of the epigenetic silencing that may 

exist on the expression of GPR30 during the development of breast cancer, its activity can be 

transcriptionally regulated even in spite of its low expression in dedifferentiated cells, thus 

leading to this receptor being able to carry out its biological functions. 

 

Keywords: G-protein coupled receptor 30 promoter, GPR30, cell growth, metastasis, 

transcription, breast cancer. 
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Abreviaturas 

 

ADN  Ácido desoxirribonucleico 

ADNc  Ácido desoxirribonucleico complementario 

AFP  Alfafetoproteína 

AKT  Proteína cinasa de serina/treonina 

AMPc  Adenosín monofosfato cíclico 

AP-1  Proteína activadora 1 

AR  Ácido retinoico 

ARN  Ácido ribonucleico 

ARNm  Ácido ribonucleico mensajero 

Bcl-2  Proteína 2 de linfoma de células B 

BPA  Bisfenol A 

BSA  Albumina sérica bovina 

BSX  Proteína homeobox específica del cerebro 

Ca2+  Calcio 

c-fos  Proteína de proto-oncogén c-fos 

CIT  Codón de inicio de la traducción 

CO2  dióxido de carbono 

CoCL2  Cloruro de cobalto 

c-Src  Proteína tirosina cinasa Src 
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DDE  Diclorodifenildicloroetileno 

DDT  Diclorodifeniltricloroetano 

DMEM  Medio de Eagle modificado por Dulbecco 

DMSO  Dimetilsufóxido 

E2  Estradiol 

EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 

EGF  Factor de crecimiento epidérmico 

EGFR  Receptor del factor de crecimiento epidérmico 

ER81  Proteína 81 relacionada con ets 

ERK  Proteína cinasa regulada por señales extracelulares 

ERM  Factor de transcripción relacionada con molécula-ets 

ERR1  Receptor 1 relacionado con estrógenos 

ETS  E26 de transformación especifico 

FOXP1 Proteína P1 de la caja de Forkhead 

GPR30 Receptor acoplado a proteína G 30 

HB-EGF Factor de crecimiento epidérmico unido a heparina 

HE4  Proteína 4 del epidídimo humano 

HER1  Receptor 1 del factor de crecimiento epidérmico humano 

HER2  Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 

HIF-1α  Factor inducible por hipoxia 1-alfa 

HREs  Elementos reguladores de respuesta a hipoxia 
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kDa  Kilodalton 

Kpb  Kilo pares de bases 

MAPK  Proteína cinasa activada por mitógeno 

MEGM  Medio de crecimiento de células epiteliales mamarias 

MMP  Metaloproteinasas de matriz 

NGRE  Elemento de respuesta a los glucocorticoide negativo 

ON  Óxido nítrico 

p53  Proteína supresora de tumor 53 

pb  Pares de bases 

PBS  Solución salina de fosfatos 

PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 

PEA3  Proteína activadora potenciadora de poliomavirus tipo 3 

PI3K  Fosfatidilinositol-3-cinasa 

PKA  Proteína cinasa A 

PVDF  Fluoruro de polivinilideno 

RE  Receptor de estrógenos 

REα  Receptor de estrógenos alfa 

REβ  Receptor de estrógenos beta 

RIPA  Amortiguador de ensayo de radioinmunoprecipitación 

RP  Receptor de progesterona 

RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa 
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SFB  Suero fetal bovino 

SOX  Factor de transcripción SRY-box 

Tamx  Tamoxifeno 

TBS  Solución salina tamponada con tris 

TGF-α  Factor de crecimiento transformante alfa 
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1. Introducción 

 

La investigación de los mecanismos subyacentes al cáncer de mama ha logrado establecer 

que la exposición prolongada a estrógenos (Zolfaroli et al., 2018), ciertos hábitos nocivos 

asociados al estilo de vida (Perez-Solis et al., 2016), así como los patrones reproductivos están 

entre los principales factores de alto riesgo para contraer esta enfermedad (Hsieh, 1990; 

Lappano et al., 2010). Aunque estos estudios a su vez han conducido a la generación de 

opciones terapéuticas y de detección, se ha estimado que la duplicación de una célula de 

cáncer de mama in situ puede tomar entre 60-300 días dependiendo del subtipo de tumor y 

que cerca de 30 eventos de duplicación deben ocurrir antes de que una neoplasia de mama 

pueda alcanzar el tamaño (1 cm) a partir del cual se considera un pronóstico desfavorable 

(Brandan, 2006). Por lo tanto, para que un tumor de cáncer de mama de crecimiento rápido, 

alcance esas dimensiones, deben transcurrir como mínimo 5 años. Varios autores advierten 

la necesidad de establecer métodos de detección alternativos que permitan el tratamiento 

oportuno de las pacientes, a través de estrategias de mayor sensibilidad y con la capacidad 

de determinar la presencia de células malignas a partir de tumores menores a los 5 mm, 

tamaño donde es detectable a través de mamografía (Boyd, 2007; Brandan, 2006; Knaul, 

2009; Knaul and Frenk, 2005; McPherson, 2000). 

Desde hace más de tres décadas, se han realizado esfuerzos por encontrar las 

diferencias morfológicas, metabólicas o de expresión génica existentes entre las células que 

conforma un epitelio sano y aquellas de fenotipo maligno, con las que se formen criterios de 

valoración que permitan definir entre una neoplasia maligna establecida o una en proceso 

(Malich, 2005; Mangasarian, 1995; Ramaswamy, 2001). Estos cambios que actualmente son 

referidos como biomarcadores subrogados, han sido determinados gracias a la investigación 

de los mecanismos moleculares subyacentes a las alteraciones que ocurren durante la 

carcinogénesis en los diversos procesos celulares, tales como: apoptosis, proliferación y 

señalización celular. En el caso particular del cáncer de mama, los biomarcadores que han 

ayudado como factores pronóstico y algunos incluso como blancos terapéuticos son los 

receptores de estrógenos (RE), el receptor de progesterona (RP), el receptor del factor de 

crecimiento epidérmico humano 2 (HER2), el receptor del factor de crecimiento epidérmico 

humano 1 (HER1) (Weigel, 2010), el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-α), la 
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proteína 53 supresora de tumor (p53) y la proteína de linfoma de células B-2 (Bcl-2) (Beenken 

and Bland, 2002; Weigel, 2010), entre otros. 

En este contexto, Carmeci et al. en 1997 reportaron la diferencia en la expresión de 

una proteína de alta homología con la familia de receptores acoplados a proteínas G en un 

sondeo genético diferencial realizado entre la línea celular REα (+), establecida a partir de la 

efusión pleural de adenocarcinoma ductal invasivo, MCF-7 y la línea celular REα (-), aislada 

de la efusión pleural de adenocarcinoma metastásico de glándula mamaria, MDA-MB-231. En 

este análisis preliminar se concluyó que la sobreexpresión de esta proteína, conocida como 

GPR30, parecía estar correlacionada con la presencia del REα (Carmeci et al., 1997). Sin 

embargo, más tarde otros estudios (Feng and Gregor, 1997; Kvingedal and Smeland, 1997; 

Langer et al., 2010) encontraron la presencia de este receptor tanto en líneas celulares sanas 

como en tumorales. Así también se determinó que, aunque este receptor es expresado por el 

tejido mamario sano, su expresión tiende a disminuir en función del grado de malignidad de 

las células de cáncer de mama (Ariazi et al., 2010; Kuo et al., 2007; Poola et al., 2008; Wang 

et al., 2010).  

 

2. Marco teórico 

 

Diversos procesos biológicos en los diferentes sistemas dentro del organismo son 

regulados por los estrógenos (Prossnitz et al., 2008). Dichos procesos biológicos, son 

ejercidos principalmente por el receptor de estrógenos alfa (REα) y el receptor de estrógenos 

beta (ERβ), los cuales se localizan principalmente en el núcleo y el citoplasma celular. La unión 

del estrógeno a su receptor desencadena un cambio conformacional en el receptor, que le 

permite liberarse de su complejo de inactivación, para translocarse al núcleo e interaccionan 

con sitios específicos del ADN llamados elementos de respuesta a estrógenos (ERE), desde 

donde regulan la actividad transcripcional de sus genes blanco. Además pueden encender 

vías de señalización “no genómicas” que involucran el incremento de calcio intracelular y de 

AMP cíclico (Barros and Gustafsson, 2011; Hua et al., 2018; Saha et al., 2019). 

Los estrógenos también juegan un papel crucial en la formación de tumores malignos 

de glándula mamaria (Lappano et al., 2010; Prossnitz and Barton, 2011). Estos efectos 
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biológicos ejercidos durante el desarrollo del cáncer de mama, aunque son mediados 

principalmente por los RE clásicos, también han sido asociados a GPR30, que es otro tipo 

receptor de estrógeno acoplado a proteína G de siete dominios transmembranales, con un 

mecanismo de acción distinto a de los receptores nucleares típicos, como REα y β. Sin 

embargo, GPR30 juega un papel de receptor de estrógeno durante el desarrollo del cáncer y 

en una gran variedad de sistemas dentro del organismo, desencadenando respuestas rápidas 

no genómicas como el aumento de Ca2+ y AMPc (Jung, 2019; Maggiolini and Picard, 2010). 

Recientemente se ha visto que cerca del 20% de pacientes con cáncer de mama que 

aún expresa al REα y que son tratados con tamoxifeno o fulvestrant (fármacos antagonistas 

del REα) para inhibir los efectos mitogénicos de los estrógenos, no responden al tratamiento 

y en la mayoría de los casos producen un efecto agonista después de algunos años de 

tratamiento (Herynk and Fuqua, 2007; Luo and Liu, 2020). Lo anterior se ha atribuido al 

receptor de estrógeno acoplado a proteína G de siete dominios transmembranales, GPR30, 

ya que se ha descrito que puede ser activado por el tamoxifeno como por el estrógeno e 

impulsar vías de señalización que promueven el crecimiento de las células del cáncer de mama 

causando la resistencia al tratamiento hormonal en el cáncer de mama REα (+) (Ignatov et al., 

2010; Ignatov et al., 2020; Mo et al., 2013; Vivacqua et al., 2006; Yu et al., 2020).  

GPR30 es un receptor de estrógeno alternativo que se expresa entre el 50% al 60% de 

los tejidos del cáncer de mama. Este también prevalece y está involucrado en el cáncer de 

mama triple negativo, mostrando con frecuencia un comportamiento más agresivo y puede ser 

un objetivo terapéutico. Sin embargo, existen resultados contradictorios con respecto a la 

función de GPR30 en el cáncer de mama (Ariazi et al., 2010; Liu et al., 2017; Martin et al., 

2018; Sathya et al., 2015; Wei et al., 2014b).  

Por sus características funcionales y su papel inductor en la proliferación celular, 

GPR30, es considerado por varios grupos de investigación como una explicación a la 

respuesta estrogénica que presentan las células malignas REα negativas (Hsu et al., 2019; 

Lappano et al., 2010; Luo and Liu, 2020; Molina et al., 2020; Molina et al., 2017), así como 

también un potencial biomarcador para el diagnóstico y tratamiento de varios tipos de cáncer, 

incluyendo al carcinoma mamario (Lappano et al., 2010; Liu et al., 2009; Prossnitz and Barton, 

2011). 
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2.1. Relevancia Fisiológica de GPR30 

 

GPR30 se expresa en el sistema nervioso, reproductor, cardiovascular y óseo. Dentro 

del sistema reproductor, GPR30 regula la proliferación del epitelio dentro del útero (Olde and 

Leeb-Lundberg, 2009). Además, la expresión de GPR30 en humanos se correlaciona con una 

mejora en las respuestas contráctiles inducidas por la oxitocina en el miometrio, lo que sugiere 

un papel en la contractilidad uterina durante la labor de parto (Prossnitz and Barton, 2011). 

También se ha documentado que GPR30 regula las vías de proliferación y apoptosis 

implicados en la espermatogénesis durante el desarrollo reproductivo masculino (Maggiolini 

and Picard, 2010). 

En el sistema nervioso central y periférico se encuentra ampliamente distribuido, donde 

lleva a cabo efectos sobre las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal, desempeñándose 

como un importante regulador de la función cognitiva (Hammond and Gibbs, 2011; Hammond 

et al., 2011). Se ha observado que en el cerebro podría tener un papel en los desórdenes del 

estado de ánimo, ya que G1, un agonista sintético y específico para GPR30, presenta 

propiedades de antidepresivo; otra de sus funciones es la protección y regeneración neuronal 

en eventos de daño cerebral, isquemia o intoxicación (Luo and Liu, 2020; Prossnitz and Barton, 

2011; Zhang et al., 2019). Aunque se conoce que el REα puede llevar a cabo varios de estos 

mismos procesos en el sistema nervioso, se ha observado que la ausencia de GPR30, en 

ratones con el gen GPR30 bloqueado, puede generar una disminución o anulación de los 

efectos generados por este receptor en respuesta al 17β-estradiol (Gingerich et al., 2010; Luo 

and Liu, 2020). 

En el sistema inmune, estudios en ratones con el gen bloqueado para REα y GPR30 

han demostrado que la anulación en la expresión de GPR30 disminuye la función 

inmunoprotectora del 17β-estradiol (Maggiolini and Picard, 2010). En otro estudio, se reportó 

que el tratamiento con G1 tiene efectos inmunomoduladores indicando que GPR30 podría 

tener aplicaciones clínicas en las enfermedades inflamatorias crónicas (Brunsing and 

Prossnitz, 2011; Hernández-Silva et al., 2020). Así mismo, se ha visto que GPR30 puede 

participar en el sistema inmune adaptativo, particularmente en la maduración de células B y 

células T (Prossnitz and Barton, 2009). 
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En el sistema cardiovascular desempeña funciones de regulación en la contracción y 

vasodilatación como una respuesta cardioprotectiva en patologías que comprometen la 

integridad de los tejidos del sistema como la ateroesclerosis, hipertensión, isquemia, 

inflamación e infarto al miocardio. Estos eventos estimulan la expresión de GPR30 en los 

cardiomiocitos; a través de dos de las principales vías de señalización de GPR30: la 

fosforilación de ERK1/2 y la producción de óxido nítrico (ON) (Luo and Liu, 2020; Meyer et al., 

2016). Otros estudios han demostrado beneficios en el tratamiento con G1 después de un 

infarto de miocardio y lesiones cerebrovasculares reduciendo las lesiones en modelos 

animales y en humanos. En células de músculo liso vascular de humanos y ratas, la activación 

de GPR30 por G1 o raloxifeno resulta en la estimulación de la vía ERK1/2 inhibiendo el 

crecimiento (Feldman and Limbird, 2017; Prossnitz and Barton, 2011). En células endoteliales 

humanas, la activación de GPR30 inhibe la proliferación celular, indicando un papel 

antiangiogénico (Recchia et al., 2011). Por lo anterior, se considera que GPR30 posee un 

papel potencial en el tratamiento de patologías cardiovasculares (Feldman and Limbird, 2017; 

Luo and Liu, 2020; Olde and Leeb-Lundberg, 2009). 

Varias investigaciones sugieren que GPR30 tiene un papel importante en el 

metabolismo óseo y del cartílago, expresándose en osteocitos, osteoclastos, osteoblastos y 

condrocitos, además de regular el crecimiento y desarrollo óseo inducido por estrógenos 

(Chuang et al., 2020; Olde and Leeb-Lundberg, 2009; Prossnitz and Barton, 2011). Dentro del 

sistema metabólico se ha reportado que en ratones hembras deficientes de GPR30 se 

presentan niveles elevados de glucosa en sangre, además de una reducción en el crecimiento, 

mientras que en los ratones machos deficientes de GPR30 no se observaron los mismos 

efectos (Luo and Liu, 2020; Prossnitz and Barton, 2011). 

En el tejido adiposo de ratones se observó que al no expresarse GPR30 hay un 

incremento en obesidad entre los 10 a 11 meses de edad (Haas et al., 2009). Sin embargo, 

este resultado es contradictorio con otros estudios, en donde reportan poca o ninguna 

expresión de GPR30 en tejido adiposo de ratones de tipo silvestre, además de mostrar que la 

cantidad de grasa corporal es similar en líneas de ratón deficientes de GPR30 comparados 

con ratones de tipo silvestre (Ford et al., 2011; Luo and Liu, 2020). Por otra parte, se ha 

detectado la expresión de GPR30 en tejido adiposo en humanos, además de evidencia 

indirecta de que con el uso de raloxifeno, GPR30 podría estar implicado en la diferenciación 

de los adipocitos (Prossnitz and Barton, 2009; Prossnitz and Barton, 2011). Es por esta 

controversia entre los diferentes estudios, que se requieren estudios adicionales para 
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determinar si, además de las funciones ya documentadas de GPR30, verdaderamente 

contribuye dentro de la función metabólica (Luo and Liu, 2020; Olde and Leeb-Lundberg, 

2009). Los reportes de la expresión de GPR30 en tejidos de sistemas como el inmune, 

digestivo y renal son temas de investigación que se encuentran aún en estudio y por tal motivo, 

no se cuenta con la suficiente información para definir los mecanismos responsables de los 

efectos que genera la activación de GPR30 en estos sistemas (Hernández-Silva et al., 2020; 

Isensee et al., 2009; Prossnitz and Barton, 2011). 

GPR30 también se expresa en algunos tejidos de manera normal sin presentar algún 

papel relevante en dichos tejidos. Sin embargo, al investigar su papel en un contexto patológico 

se puede observar su importancia. Tal es el caso de la glándula mamaria, la cual expresa 

GPR30 en condiciones normales, en donde contribuye en la homeostasis y la proliferación 

inducida por estrógenos (Molina et al., 2018; Molina et al., 2017; Scaling et al., 2014). En 

cambio, cuando este tejido sufre un evento de malignización, GPR30 participa activamente en 

la proliferación y la metástasis. También se ha observado que durante el proceso de la 

oncogénesis, el nivel de expresión de GPR30 tiende a disminuir en el tejido que forma parte 

del tumor en comparación con el tejido normal o sano (Ariazi et al., 2010; Kuo et al., 2007; 

Poola et al., 2008; Wang et al., 2010). 

 

2.2. Caracterización Molecular de GPR30 

 

El receptor transmembranal GPR30 es una proteína con una extensión de 375 

aminoácidos y un peso molecular de 44 kDa, codificada por el gen GPR30, mapeado en la 

banda 22.3 del brazo corto del cromosoma 7 humano. Este gen está conformado por 2 exones 

y 1 intrón de aproximadamente 3.0 kpb los cuales, generan cuatro diferentes transcritos por 

procesamiento alternativo que son traducidos en el mismo polipéptido. Su transcrito tiene una 

longitud de 2604 pb, con un marco de lectura de 1128 pb. Este receptor presenta una alta 

homología con el receptor de la angiotensina II tipo 1 y el receptor de la interleucina 8, por lo 

que ha sido clasificado como un miembro más de la superfamilia de receptores acoplados a 

proteínas G (Albanito et al., 2008; Carmeci et al., 1997; Feng and Gregor, 1997; Molina et al., 

2020; Rae and Johnson, 2005). 
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2.3. Ligandos de GPR30 

 

Si bien se desconoce el ligando natural específico para este receptor, actualmente se 

sabe que los estrógenos inducen fuertemente su actividad biológica y estimulan varias de las 

mismas vías de señalización rápidas y génicas que emplean los receptores de estrógenos 

nucleares clásicos para favorecer la proliferación celular (Hernández-Silva et al., 2020; 

Maggiolini and Picard, 2010; Prossnitz et al., 2007; Prossnitz and Barton, 2009).  

Además de los estrógenos, GPR30 puede ser estimulado por fitoestrógenos (Molina et 

al., 2018; Ososki and Kennelly, 2003), xenoestrógenos, pesticidas (DDE, dicloro difenil 

dicloroetileno; DDT, dicloro difenil tricloroetano), herbicidas (atrazina) (Girgert et al., 2018; 

Hernández-Silva et al., 2020; Prossnitz and Barton, 2009; Prossnitz and Barton, 2011) y por 

fármacos que se utilizan en los tratamientos para el cáncer de mama como antagonistas del 

RE, como el tamoxifeno y el raloxifeno (Chan et al., 2020; Dennis et al., 2011; Prossnitz et al., 

2007).  

De modo que para poder estudiar la actividad de GPR30 de manera específica se han 

sintetizado tanto un agonista selectivo, G1 (1-[4-(6bromobenzo-[1,3]-dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-

tetrahydro3H-cyclopenta-[c]-quinolin-8-yl]-ethanone), como antagonistas selectivos, G15 (4-

(6-bromo-benzo-[1,3]-dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta-[c]-quinoline) y G36 [4-

(6-bromo-benzo-[1,3]-dioxol-5-yl)-8isopropyl-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta-(c)-

quinoline] (Dennis et al., 2009; Dennis et al., 2011; Méndez-Luna et al., 2016; Méndez-Luna et 

al., 2015).  

 

2.4. Señalización GPR30 

 

Se ha reportado que dentro de las vías de transducción que dispara la estimulación de 

GPR30 por sus ligandos, están la producción de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y la 
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movilización de calcio (Ca2+) intracelular (Olde and Leeb-Lundberg, 2009). También activa a 

la proteína tirosina cinasa Src (c-Src), que es responsable de la fosforilación de las 

metaloproteinasas 2/9 que liberan el factor de crecimiento epidérmico unido a heparina (HB-

EGF), para inducir la cascada de fosforilación del receptor del factor de crecimiento epidérmico 

(EGFR)/ fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K)/proteína cinasa de serina/treonina (AKT), 

conduciendo a la activación subsiguiente de las vías de transducción de señales que participan 

en la regulación de la proliferación, diferenciación y supervivencia celular (Harari et al., 2007; 

Herbst, 2004).  

Además de los rápidos eventos de señalización antes mencionados, GPR30 también 

puede regular la actividad transcripcional mediante la activación de los mecanismos de 

señalización que implican a proteínas cinasas activadas por mitógeno (MAPK), (Dennis et al., 

2011) y proteína cinasa regulada por señales extracelulares 1/2 (ERK1/2) (Fig. 1), lo cual 

promueve diferentes respuestas biológicas, tales como la proliferación, diferenciación, 

migración y supervivencia celular (Filardo, 2000; Filardo, 2020; Filardo and Thomas, 2012; 

Hernández-Silva et al., 2020; Maggiolini and Picard, 2010). 

 

 

Figura 1. Mecanismos de transducción de señales de GPR30. La estimulación de GPR30 

desencadena múltiples efectores que dan como resultado la producción de adenosín 
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monofosfato cíclico (AMPc), así como la activación de proteína tirosina cinasa Src (c-Src), que 

activa la metaloproteinasa de la matriz (MMP) conduciendo a la liberación del factor de 

crecimiento epidérmico unido a heparina (HB-EGF), para transactivar a los receptores del 

factor de crecimiento epidérmico (EGFR). La activación de EGFR conduce a múltiples eventos 

posteriores, incluida la activación de proteína cinasa activada por mitógeno (MAPK) y 

fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K). Como resultado, la estimulación de GPR30 puede conducir a 

la progresión del ciclo celular y a la proliferación celular. 

 

 

2.5. Regulación transcripcional de la expresión de GPR30 

 

Como se ha visto, GPR30 es un receptor que se expresa tanto en células sanas como 

en células malignas, participando activamente en diversas vías de señalización, las cuales 

desencadenan el crecimiento y la proliferación de células cancerosas (Chan et al., 2020; Ge 

et al., 2012; Lappano et al., 2014). Sin embargo, hasta ahora es muy poco lo que se conoce 

en relación a su regulación a nivel transcripcional, mecanismos que a su vez regulan su 

expresión en células cancerosas y/o sanas. 

Recchia et al., evaluaron el aumento en la expresión de GPR30 en respuesta a la 

hipoxia, una condición característica del cáncer cuando las células más internas de un tumor 

dejan de contar con un suministro de sangre oxigenada. Observaron que el CoCl2, un inductor 

de hipoxia, podía estimular la transcripción de GPR30, a través de la interacción funcional del 

factor inducible por hipoxia 1-alfa (HIF-1α) con tres elementos de respuesta a hipoxia (HREs) 

que localizaron dentro de la región promotora de GPR30, en células de cáncer de mama 

SKBR3. También realizaron ensayos de silenciamiento del HIF-1α, bloqueando de esta 

manera la expresión de GPR30 (Recchia et al., 2011). 

Otro estudio realizado por Vivacqua et al., demostró que a través de la activación de la 

vía que transduce el EGFR, por EGF y TGFα, se induce a la expresión de c-fos, el cual se une 

al elemento AP-1 localizado en la región promotora del gen GPR30, aumentando la expresión 

de GPR30 en las células MCF-7 (Vivacqua et al., 2009). 
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Por otra parte, Sheng et al., en su estudio con bisfenol A (BPA), un componente de los 

plásticos de policarbonato y con una estructura semejante a la del 17β-estradiol, encontró que 

a bajas concentraciones de BPA se daba un incremento en la expresión de GPR30. 

Incremento que era promovido por la unión del factor de transcripción c-fos al elemento AP-1 

localizado en la región promotora del gen GPR30, causando una retroalimentación positiva 

entre GPR30 y c-fos (Dong et al., 2011; Sheng et al., 2013). 

Sin embargo, estudios de la función que ejerce la expresión de GPR30 en el cáncer de 

mama resultan contradictorios, ya que se ha reportado que la expresión de este receptor de 

estrógenos (GPR30) puede regular negativamente la proliferación o migración, a pesar de que 

su expresión disminuye considerablemente en cada grado de diferenciación del cáncer de 

mama (Ariazi et al., 2010; Filigheddu et al., 2011; Poola et al., 2008; Wei et al., 2014a). Esta 

reducción en su expresión se ha atribuido al silenciamiento dado por la hipermetilación de las 

regiones flanqueantes río arriba de las islas CpG del gen GPR30 (Weissenborn et al., 2017; 

Weißenborn et al., 2014a; Weißenborn et al., 2014b), probablemente promovido por los 

cambios que ejerce el microambiente celular generado por la progresión del cáncer de mama. 

El estudio realizado por nuestro grupo de investigación, en torno a la actividad 

transcripcional de la región promotora del receptor de estrógenos transmembranal GPR30, 

encontró evidencias que sugieren la interacción funcional del sitio de regulación transcripcional 

de alta homología con el elemento consenso para factores de la familia ETS localizado entre 

-625 a -631 del promotor de GPR30 y uno o más de los factores de transcripción de la 

subfamilia Polyomavirus enhancer activator 3 protein (PEA3).  

Debido al papel que desempeñan, tanto GPR30 como los factores de la subfamilia 

PEA3 en la carcinogénesis, el estudio de la posible transactivación de GPR30 por la familia de 

factores de transcripción PEA3, aporta conocimientos en cuanto a los mecanismos de 

regulación transcripcional que gobiernan el patrón de expresión diferencial de GPR30 entre 

los subtipos de cáncer de mama metastásicos y no metastásicos. Esta información podría ser 

de utilidad para el diseño de nuevas estrategias que permitan el diagnóstico y tratamiento 

oportuno de pacientes con cáncer de mama, ya que las estrategias y métodos de detección 

de cáncer de mama actuales no han logrado evitar el incremento en el porcentaje de 

fallecimientos por cáncer de mama en gran parte debido a la carencia de tratamientos dirigidos 

a blancos terapéuticos específicos que son expresados por células en distintos grados de 

diferenciación del cáncer de mama. Lo anterior deja en evidencia la necesidad de contar con 
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mayor información sobre los mecanismos moleculares que regulan de manera específica la 

expresión génica de las células de cáncer de mama con fenotipo metastásico y no metastásico.  

En este sentido, GPR30 podría funcionar como un biomarcador de cáncer de mama 

(Lappano et al., 2014; Olde and Leeb-Lundberg, 2009), así como de los factores de 

transcripción que impulsan su expresión en células de cáncer de mama, ya que se ha visto 

que los reguladores que participan en los mecanismos transcripcionales han demostrado ser 

buenos marcadores y blancos terapéuticos para diferentes patologías como HE4 en el cáncer 

de ovario (Dochez et al., 2019), AFP en cáncer de hígado (Gómez-Rodríguez et al., 2012), RE 

y RP en cáncer de mama (Beenken and Bland, 2002; Colomer et al., 2018; Vivanco, 2010), 

entre otros; ofreciendo información sobre el cáncer, el grado de malignidad, si es posible usar 

terapia dirigida y si el cáncer responderá al tratamiento. 
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3. Preguntas de investigación 

 

 ¿Cuál es el papel de GPR30 en el crecimiento y migración de células de cáncer de 

mama con fenotipo metastásico y no metastásico? 

 

¿Existen elementos de regulación transcripcional en la región promotora de GPR30 

que expliquen su patrón de expresión en el cáncer de mama? 

 

4. Hipótesis 

 

La interacción funcional de algunos de los elementos reguladores en cis localizados en 

la región promotora de GPR30 con algún factor de transcripción, tendrá implicaciones en la 

regulación transcripcional de GPR30 y por lo tanto en su expresión y en los procesos celulares 

que este receptor regula en las células de cáncer de mama. 

 

5. Objetivo general 

 

 Determinar nuevos elementos en cis de la región promotora de GPR30 que ayuden a 

explicar su patrón de expresión y su función en células de cáncer de mama. 

 

5.1. Objetivos específicos 
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A. Contextualizar la importancia de la expresión de GPR30 en células de cáncer 

de mama. 

B. Establecer los posibles elementos reguladores de la región promotora de 

GPR30. 

C. Comprobar funcionalmente la interacción del posible elemento regulador en cis 

hallado en la región promotora de GPR30 con el factor de transcripción 

involucrado en la transactivación del gen GPR30. 

D. Evaluar la expresión de los factores de transcripción involucrados en la 

regulación transcripcional de GPR30 en un contexto celular maligno en 

comparación con uno sano. 

E. Determinar la importancia de la regulación transcripcional de GPR30, causada 

por los factores de transcripción involucrados, en la sobrevivencia de células de 

cáncer de mama. 

 

6. Material y Métodos 

 

6.1. Líneas celulares 

 

Se emplearon como modelos de estudio a las líneas celulares provenientes de tejido 

mamario: MCF-10A, células que expresan un fenotipo de célula epitelial sana; MCF-7, células 

con fenotipo tumoral no invasivo de carcinoma ductal de mama ERα (+); y MDA-MB-231, 

células de fenotipo metastásico triple negativo, derivadas de carcinoma mesénquimal invasivo 

de mama. Las células fueron cultivadas en los medios: Mammary Epithelial Cells Growth 

Medium (MEGM) (Lonza, Walkersville, MD, USA) suplementado con toxina de Vibrio cholerae 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MD, USA) para el caso de las células MCF10A; en Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, Carlsbad, CA, USA) para las células MCF-7 y en 

medio Leibovitz’s L-15 (Gibco) para las células MDA-MB-231. Todos los medios de crecimiento 

fueron suplementados al 10% de suero fetal bovino (SFB) y todos los cultivos fueron incubados 

a 37ºC, en una atmósfera húmeda y con 5% de CO2. Las líneas celulares se examinaron para 

detección de micoplasma mediante el sistema comercial PCR Mycoplasma detection set 
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(Takara Bio, inc.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. También se autentificaron 

por secuenciación mediante electroforesis capilar en 3500 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.). 

 

6.2. Extracción de proteínas totales y nucleares 

 

Se extrajeron proteínas totales y nucleares de las líneas celulares MCF-10A, MCF-7 y 

MDA-MB-231. Para el caso de la extracción de proteínas totales, se sembraron 1.5 x 106 

células en placas de 60 mm y se incubaron a 37°C, en una atmosfera de CO2 al 5% por 48 

horas. Posteriormente, las células se lavaron dos veces con 1 ml de solución salina de fosfatos 

(PBS 0.01M; NaH2PO4 0.016M, Na2HPO4 0.01M, NaCl 137 mM) antes de ser lisadas con 

amortiguador de ensayo de radioinmunoprecipitación (RIPA) (Tris/HCl 1M pH 7.4, EDTA 6.5M 

pH 8.0, NaCl 5M, Deoxyocolato 0.4%, IGEPAL-CA-630 0.8%), PMSF (Phenylmethyl sulfonyl 

fluoride), Complete Mini (Roche, Indianápolis, IN, USA). Las células se rasparon y se 

depositaron en un tubo de microcentrífuga para ser homogeneizadas mediante agitación 

vigorosa cada 2 minutos por un periodo de 10 minutos a 4°C. Finalmente se centrifugaron a 

14600 g durante 10 minutos a 4ºC y se recuperó el sobrenadante para ser cuantificado. 

Por otra parte, para la extracción de proteínas nucleares se sembraron 3 x 106 células 

en placas de 100 mm y se incubaron bajo las mismas condiciones anteriormente mencionadas. 

Posteriormente, las células se lavaron dos veces con solución salina de fosfatos PBS 0.01M y 

se despegaron de la placa con Tripsina/ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.25%. Las 

células colectadas fueron centrifugadas a 300 g por 3 minutos y la pastilla celular fue lavada 

dos veces con PBS 0.01M, se decantó y la pastilla de células fue resuspendida en 

amortiguador A (10mM HEPES pH 7.9, 10mM KCl, 1.5mM MgCl, 1mM NaF, 0.5mM DTT, 1mM 

ortovanadato de Na, NP-40 0.5%, Complete Mini (Roche)) y se obtuvo un homogeneizado 

celular mediante agitación vigorosa cada 2 minutos, durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente, 

se centrifugó durante 1 minuto a 4200 g a temperatura ambiente y se desechó el sobrenadante. 

La pastilla fue nuevamente resuspendida en amortiguador B (RIPA, Complete Mini (Roche), 

1mM NaF, 1mM ortovanadato de Na) y mezclada vigorosamente a intervalos de 5 minutos 

durante 30 minutos a 4°C. Finalmente, el extracto se centrifugó a 12400 g durante 10 minutos 
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a 4°C y el sobrenadante, que contiene las proteínas nucleares, se recuperó para ser 

cuantificado. 

La cuantificación de las proteínas totales y nucleares se realizó por duplicado mediante 

el método de Bradford (Bradford, 1976; Kruger, 1994) en un equipo NanoDrop 2000/2000c 

(Thermo Fisher Scientific, Delawer, USA), midiendo la absorbancia a 595nm. 

 

6.3. Detección de proteínas por Western blot 

 

Las detección de proteínas especificas se realizó por inmunoblot, las proteínas se 

separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE 10%). En el 

caso de GPR30, se emplearon 80 µg de proteína total de cada una de las líneas celulares 

antes mencionadas y se usó extracto de proteína total de la línea celular OVCAR3 (donado 

por la MC Isis Santos Paniagua) como control positivo. Previamente a la carga del gel, las 

muestras se sometieron a una incubación a 98°C durante 5 minutos, para asegurar la 

desnaturalización total de las proteínas. Para la separación de las proteínas se usó una cámara 

de electroforesis Mini-Trans-Blot (BioRad, Hércules, CA, USA) a 100 volts durante 2.5 horas. 

La transferencia se realizó en membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (EMD 

Millipore, Billerica, MA, USA) equilibradas en amortiguador de transferencia (Tris Glicina 10x, 

metanol 20%), mediante una cámara de transferencia semiseca Trans-Blot SD Semi-Dry 

Transfer Cell (BioRad) a 20 volts durante 1.2 horas. La membrana se bloqueó con solución de 

bloqueo: solución salina tamponada con tris (TBS) 1x (Tris 50mM, NaCl 140mM), Tween-20 

0.1% (TBS-Tween 0.1%) y albumina sérica bovina (BSA) 4% por 1 hora. 

Posteriormente, la membrana se incubó toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario 

específico para GPR30, Anti-GPR30 (Abcam, Cambridge, MA, USA) a una dilución de 1:625 

en TBS-Tween 0.1% con BSA 4%; y como control de carga se detectó la expresión de la 

proteína constitutiva GAPDH, para lo cual se incubó con el anticuerpo primario Anti-GAPDH 

(Merck KGaA,) a una dilución de 1:10,000. La membrana se lavó tres veces durante 15 minutos 

cada lavado, con amortiguador TBS-Tween 0.1%. Después, las membranas se incubaron por 

1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios específicos para cada 

anticuerpo primario: IgG anti-conejo acoplado a peroxidasa de rábano (Jackson 
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ImmunoResearch, Baltimore, USA) empleado para GPR30 y IgG anti-ratón acoplado a 

peroxidasa de rábano (Jackson ImmunoResearch) para GAPDH. A continuación, la membrana 

se lavó tres veces durante 10 minutos cada lavado, con amortiguador TBS-Tween 0.1%. 

Para la detección de las proteínas se utilizó el sistema comercial de 

quimioluminiscencia SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, Meridian 

Rd, Rockford, IL USA). La señal quimioluminiscente de las bandas se observó usando el 

escáner de membranas LI-COR C-DiGit Chemiluminescence Western Blot Scanner (LI-COR 

Biosciences, Lincoln, NE, USA) con una exposición de 12 minutos y posteriormente se analizó 

por el software Image Studio v2.1 (LI-COR Biosciences). 

Para el caso de las proteínas específicas de los factores de transcripción del grupo 

PEA3, las proteínas nucleares fueron separadas mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 10%. Se cargaron 80 µg de proteínas nucleares y se usó como control positivo 

extracto de proteínas totales de tejido de cerebro de ratón para ER81, extracto nuclear 

comercial de células K562 (Santa Cruz Biotechnology, Delaware, CA, USA) y para PEA3 

extracto nuclear comercial de MCF-7 (Santa Cruz Biotechnology), ya que se ha  reportado que 

la línea celular MCF-7 expresa abundantemente a ERM (Baert et al., 1997). Previo a la carga 

del gel, las muestras se sometieron a una incubación de 98°C durante 5 minutos, para 

asegurar la desnaturalización total de las proteínas. La electroforesis se realizó en una cámara 

Mini-Trans-Blot (BioRad) a 75 volts durante 2.5 horas. 

La transferencia se llevó a cabo en membranas PVDF (Millipore) equilibradas en 

amortiguador de transferencia, con una cámara de transferencia semiseca Trans-Blot SD 

Semi-Dry Transfer Cell (BioRad) a 70 mA durante 6 horas. Las membranas fueron bloqueadas 

con solución de bloqueo (TBS 1x, Tween-20 0.1% con leche sin grasa en polvo al 5%) durante 

1 hora.  

Las membranas se incubaron a 4°C por 16 horas en agitación con el anticuerpo 

primario específico Anti-ERM (Santa Cruz Biotechnology) a una dilución de 1:250; Anti-ER81 

(Abcam) a una dilución 1:250; y Anti-PEA3 (Santa Cruz Biotechnology) a una dilución 1:100 

en TBS-Tween 0.1% con BSA 4% para ERM, ER81 y PEA3 respectivamente. Las membranas 

fueron lavadas durante 15 minutos con amortiguador TBS-tween 0.1% tres veces. 

Posteriormente se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos 

secundarios específicos a cada anticuerpo primario: IgG anti-conejo acoplado a la peroxidasa 

de rábano (Jackson InmunoResearch) para ERM y ER81; IgG anti-ratón acoplado a 



 

23 
 

peroxidasa de rábano (Jackson InmunoResearch) para PEA3. Finalmente, las membranas 

fueron lavadas tres veces durante 10 minutos cada lavado con amortiguador TBS-Tween 

0.1%. 

Para la detección especifica de proteínas se utilizó el sistema comercial de 

quimioluminiscencia SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce). La señal 

quimioluminiscente de las bandas se observó usando el escáner de membranas LI-COR C-

DiGit Chemiluminescence Western Blot Scanner (LI-COR Biosciences) a una exposición de 

12 minutos y posteriormente analizada por el software Image Studio v2.1 (LI-COR 

Biosciences). 

 

6.4. Ensayos de crecimiento celular 

 

 Las células MDA-MB-231 y MCF-7 se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos a 

una densidad de 7.5 x 103 células y se incubaron durante 24 horas a 37°C, con CO2 al 5%. 

Posteriormente, las células se sincronizaron mediante un ayuno de 16 horas con medio sin 

SFB. Pasado el ayuno, las células se estimularon con G1 y G15 (Azano Biotech, Albuquerque, 

NM) a concentraciones de 0, 1 y 10 µM para G1 y 0, 10 y 20 µM para G15, en sus 

correspondientes medios de crecimientos. El efecto de las diversas concentraciones de G1 y 

G15 sobre el crecimiento celular, se analizaron a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la 

estimulación. 

Para su análisis las células se fijaron con 100 µl de formaldehído al 1.1% durante 15 

minutos, se retiró el formaldehido y se lavaron 3 veces con 100 µl de agua bidestilada, se retiró 

el agua y se dejaron secar a temperatura ambiente. Después de que las células se secaron a 

temperatura ambiente, se tiñeron con 30 µl de cristal violeta al 0.1% en ácido fórmico durante 

20 minutos. El exceso de cristal violeta se retiró y las células se lavaron tres veces con 100 µl 

de agua bidestilada, se quitó el agua y se dejaron secar a temperatura ambiente y se 

adicionaron 100µl de ácido acético a cada pozo, manteniéndolos en agitación durante 20 

minutos a temperatura ambiente. Finalmente, la absorbancia de cada pozo se determinó a 590 

nm utilizando el lector de microplacas Synergy HT (BioTek, Winooski, VT, EE. UU.). 
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6.5. Ensayo de migración celular 

 

Se sembraron 7.5 x 105 células MDA-MB-231 y MCF-7 en placas de 12 pozos con 

medio Leibovitz’s para MDA-MB-231 y DMEM para MCF-7, ambos medios suplementados con 

10% de SFB. Las células se incubaron a 37°C, en una atmósfera húmeda con CO2 al 5% hasta 

alcanzar la confluencia celular. Para la sincronización de las células, primero fue retirado el 

medio de crecimiento y las células se lavaron tres veces con 1 ml de PBS 0.01M. 

Posteriormente, las células se dejaron en ayuno durante 24 horas en su respectivo 

medio sin SFB. Para realizar la herida la monocapa fue cuidadosamente segmentada por la 

mitad con una punta de pipeta de 100 µl estéril. Las células se lavaron tres veces con 1 ml de 

PBS 0.01 M para eliminar las células desprendidas por la acción de la herida. Después, las 

células adheridas restantes se incubaron con los diversos tratamientos contenidos en medio 

Leibovitz’s o DMEM sin SFB. Los tratamientos consistieron en dimetilsufóxido (DMSO) 

(vehículo / control), 5 µM de G1 (Azano Biotech), 10 µM G15 (Azano Biotech) y la combinación 

de G1 (5 µM) + G15 (10 µM). 

Las células se incubaron a 37°C, en una atmósfera húmeda con CO2 al 5% durante 

diferentes tiempos (0, 24 y 48 horas) y se tomaron imágenes en diversas zonas a lo largo de 

la herida utilizando un microscopio Axiovert 25 (Carl Zeiss AG) con un objetivo CP-Achromat 

10x / 0.25 Ph1 (Carl Zeiss AG) y una cámara fotográfica digital PowerShot A580 (Canon, Inc.) 

equipada con un adaptador de cámara DC150 (Leica Microsystems GmbH). El procesamiento 

y análisis de las imágenes fue realizado con el programa de cómputo, Icy Bioimage Analysis 

v2.0.3.0 (http://icy.bioimageanalysis.org), midiendo la distancia existente entre los bordes de 

la herida en cada intervalo de tiempo establecido. 

 

6.6. Clonación del promotor génico de GPR30 

 

Para la extracción del ácido desoxirribonucleico (ADN) genómico, se cultivaron las 

líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 en placas de 100 mm hasta llegar a una densidad del 

75% en medios de cultivo DMEM y Leibovitz’s respectivamente, ambos medios suplementados 
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al 10% con SFB. Las células se cosecharon con Tripsina/EDTA 0.25% y se lavaron con PBS, 

antes de ser lisadas con buffer de extracción pH 8.0 (Tris/HCl 1M, EDTA 0.5M, RNAsa 

100µg/ml, SDS 10%). 

La suspensión de ambas células se mantuvo a 37ºC durante una hora y posteriormente 

se incubó durante 3 horas a 55°C. Pasado el tiempo de incubación, se llevaron a cabo las 

extracciones con fenol equilibrado en Tris/HCl 0.1M pH 8.0 y las fases se separaron 

centrifugando el lisado a 2000 g durante 15 minutos. La fase acuosa se recuperó en un tubo 

de centrífuga para llevar a cabo la precipitación del ADN genómico de cada línea celular con 

acetato de amonio 7.5 M y etanol absoluto en una proporción de 1:16. La solución se dejó 

precipitando toda la noche a -20°C. El ADN genómico obtenido de cada línea, se lavó con 

etanol al 70% y se centrifugó a 4600 g por 5 minutos. El precipitado se secó y eluyó en buffer 

Tris/EDTA. La cuantificación de cada muestra de ADN genómico se realizó por duplicado en 

un equipo NanoDrop 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific), midiendo la absorbancia a A260 

y A280. 

Posteriormente, usando como molde el ADN genómico extraído anteriormente de cada 

línea celular, se amplificó por PCR un fragmento de ~2kpb el cual contiene la región promotora 

del gen GPR30 humano. La reacción se preparó con los cebadores de polimerización 

específicos (Tabla 1) y con Taq DNA polimerasa Expand Long Template PCR System, 

(Roche). El programa de temperaturas empleado consistió en 30 ciclos de desnaturalización 

a 94°C por 20 segundos, con un alineamiento a 50.4°C por 1 minuto y una polimerización a 

68°C por 4 minutos, seguido de una extensión final a 68°C por 7 minutos. 

El producto de amplificación de ambas líneas celulares se ligó al vector pGEM-T 

(Promega, Madison, WI, USA) y el plásmido resultante pGEM-GPR30 se propagó en células 

competentes E. coli JM109 (Promega). Cuatro clonas positivas de cada línea celular se 

seleccionaron para la preparación de ADN plasmídico mediante el sistema comercial Wizard 

Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). Cada clona se secuenció por el 

método de incorporación de dideoxinucleótidos fluorescentes usando el sistema comercial Big 

Dye Terminator (Applied Biosystem). 
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Tabla 1. Oligonucleótidos usados en las aplicaciones de los ensayos. 

 

Gen Secuencia de oligonucleótidos (5'→3') Longitud (nt)

5FGPR30-s2 5’-AAGCAATAGGTCAACAAATCTCTAG-3’ 25

5FGPR30-as 5’-GTCTCTGCACCGTGCAGCTTTCAAGA-3’ 26

GPR30-s2000 5’-ACGCAGATCTTGTCAACAAATCTCTAG-3’ 27

GPR30-s1500 5’-ACGCAGATCTTCTTGGGCACCTGTCCTAG-3’ 29

GPR30-s1000 5’-ACGCAGATCTTGACTCTCTCCCTGGAG-3’ 27

GPR30-s500 5’-ACGCAGATCTTTTCCCACAGGCGACTC-3’ 27

GPR30-s200 5’-ACGCAGATCTTAGCATCTGTTCTTCCC-3’ 27

GPR30-as 5’-ACGAAGCTTGTCTCTGCACCGTGCAGC-3’ 27

S: 5’-TTCAGCAGTGCCGTGTAGA-3’ 19

As: 5’-GTGTGCAGCTCCCGAGTC-3’ 18

S: 5’-GTTGTGCCTGAGAGACTGGAAG-3’ 22

As: 5’-CATTGGCTGGGTCATCAAGAAG-3’ 22

S: 5’-CCCAACAAATGCCCATTTCATTGC-3’ 24

As: 5’-AACGCTCACCAGCCACCTTC-3’ 20

S: 5’-GTACCACGACCCAGTGTATGAAC-3’ 23

As: 5’-GGATGAGCCAGGAAGCCTTC-3’ 20

S: 5’-GCTCTCTGCTCCTCCTGTTTC-3’ 21

As: 5’- ACGACCAAATCGTTGACTC-3’ 19

ETS1µ -s 5’-TACCTTCATTGCCCCCTGGGCCTGCTC-3’ 27

ETS1µ -as 5’-GAGCAGGCCCAGGGGGCAATGAAGGTA-3’ 27

SOX5µ -s 5’-ATTTCCCAAAACCATGACCCCTTTC-3’ 25

SOX5µ -as 5’-GAAAGGGGTCATGGAAAAGGGAAAT-3’ 25

ERR1µ -s 5’-TCCCAAAACAATTTCCCCTTTCACTC-3’ 26

ERR1µ -as 5’-GAGTGAAAGGGGAAATTGTTTTGGGA-3’ 26

NGREµ -s 5’-ACTCTCTCCCTGTTGTTTCTTCCTAG-3’ 26

NGREµ -as 5’-CTAGGAAGAAACAACAGGGAGAGAGT-3’ 26

ETS1c-s 5’-TACCTTCATTACTTCCGGTGCCTGCTC-3’ 27

ETS1c-as 5’-GAGCAGGCACCGGAAGTAATGAAGGTA-3’ 27

ADN Genómico

Construcciones reporteras

Transcripción inversa-PCR

Mutagénesis

GPR30

ERM

PEA3

ER81

GAPDH
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6.7. Diseño y elaboración de construcciones génicas reporteras 

 

Una vez que se obtuvo el plásmido pGEM-GPR30, que contiene la secuencia de 1987 

pb de la región promotora de GPR30, obtenido a partir del ADN genómico de la línea celular 

MCF-7, fue usado como molde para la amplificación por PCR de cinco segmentos de 

diferentes longitudes (~2.0 kpb, ~1.5 kpb, ~1.0kpb, ~0.5 kpb y ~0.2 kpb) de la región promotora 

del gen GPR30 humano (Fig. 2). Para la preparación de las reacciones, se usaron cebadores 

de polimerización específicos para cada segmento seleccionado (Tabla 1). Cada uno de los 

oligonucleótidos en sentido, contiene un sitio de restricción para la endonucleasa Bgl II en el 

extremo 5’, mientras que el oligonucleótido en antisentido contiene un sitio de restricción para 

la endonucleasa Hind III. Las reacciones se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones de 

PCR mencionadas previamente. Los productos de PCR se purificaron mediante el sistema 

comercial GeneClean III Kit (MP Biomedical, Solon, Ohio, USA) y posteriormente fueron 

digeridos con las enzimas de restricción Bgl II y Hind III (Roche). Cada segmento digerido fue 

nuevamente purificado y clonado en el vector reportero pGL3-Enhancer (Promega) 

previamente digerido con las enzimas de restricción Bgl II y Hind III (Roche). Las 

construcciones resultantes (pGPR2.0, pGPR1.5, pGPR1.0, pGPR0.5, y pGPR0.2) fueron 

propagadas en células competentes E. coli JM109 (Promega). Tres clonas de cada 

construcción se seleccionaron para verificar la fidelidad de los segmentos clonados mediante 

el sistema de secuenciación anteriormente mencionado.  
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Figura 2. Representación esquemática de las construcciones génicas reporteras de la 

región promotora de GPR30. En la parte superior se muestran las supresiones sucesivas de 

5’ a 3’ de la región promotora de GPR30 ligadas al vector reportero pGL3-Enhancer; indicado 

con corchete se muestra la secuencia nucleotídica de ~500 pb que va de la construcción de -

511 pb (pGPR0.5) a la construcción de -1010 pb (pGPR1.0), en sombreado y con letra 

minúscula se indican los elementos seleccionados para las mutagénesis sitio dirigidas; SOX, 

SRY-box transcription factor (SOX); ERR1 estrogen-related receptor1; NGRE, negative 

glucocorticoid response element; ETS, E26 transformation-specific; CIT, codón de inicio de la 

traducción. 

 



 

29 
 

6.8. Mutagénesis sitio-dirigida 

 

Mediante el uso del programa de cómputo, JASPAR (http://jaspar.genereg.net), se 

realizó un análisis predictivo de los elementos en cis putativos, determinándose los posibles 

elementos involucrados en la regulación transcripcional del promotor de GPR30. Una vez 

realizado el análisis se tomó como molde la construcción pGPR1.0 y se llevó a cabo reacciones 

de mutagénesis sitio dirigida en el “core” de los elementos E26 transformation-specific (ETS), 

estrogen-related receptor1 (ERR1), negative glucocorticoid response element (NGRE) y SRY-

box transcription factor (SOX) (Fig. 2). En el caso específico del elemento ETS, se realizó una 

modificación en su secuencia nucleotídica para la pérdida de función (mutante) y otra para 

mejora de la función (consenso) de dicho elemento. Los elementos fueron modificados a través 

de PCR usando cebadores de polimerización específicos para cada una de las diferentes 

construcciones mutantes (Tabla 1). Las reacciones de PCR se catalizaron por Pfu Ultra II 

Fusion HS DNA Polymerase (Agilent, Stevens Creek Boulevard, Santa Clara, CA, USA) 

durante 30 ciclos con una desnaturalización a 94ºC, 20 segundos, un alineamiento a 56ºC 

durante 30 segundos y una polimerización a 72ºC, por 12 minutos; seguido de una extensión 

final de 10 minutos a 72ºC. Los productos de amplificación fueron digeridos con la 

endonucleasa Dpn I (Roche) y se transformaron en células competentes E. coli JM109 

(Promega). Tres clonas fueron seleccionadas para la preparación de ADN plasmídico 

mediante el sistema comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). 

Cada clona fue secuenciada para confirmar los cambios en la secuencia nucleotídica causada 

por la mutagénesis sitio dirigida, así como para verificar la fidelidad del resto de la secuencia 

nucleotídica. Las construcciones reporteras mutantes con pérdida (µ) y ganancia (c) de función 

fueron identificadas como ETSc, ETSµ, ERRµ, NGREµ y SOXµ. 

 

6.9. Ensayos de transfección transitoria de la región promotora de GPR30 

 

Las células MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231 se sembraron por separado en placas 

de cultivo de 96 pozos a una densidad por pozo de 1.5 x 104. Las células se transfectaron 

transitoriamente con las construcciones génicas reporteras pGPR2.0, pGPR1.5, pGPR1.0, 
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pGPR0.5, y pGPR0.2. El medio de transfección se realizó mezclando 100 ng de ADN 

plasmídico (construcción génica reportera), 25 ng del plásmido pRL-tk y 0.4 µl de lípido 

catiónico FuGENE HD transfection Reagent (Roche) en 50 µl de medio Opti-MEM (Gibco) para 

cada uno de los pozos con las células a transfectar. El medio de transfección se incubó por 45 

minutos a temperatura ambiente, posteriormente se agregó a sus respectivos pozos y se dejó 

incubar por 15 minutos antes de ser sembradas las células en 50 µl de medio de crecimiento 

para cada línea celular. Las células se dejaron transfectar y expresar por 48 horas sin retirar 

el medio de transfección. Cabe mencionar que se usó el vector reportero pGL3-Enhancer vacío 

para determinar el ruido de fondo y al plásmido pRL-tk como control de normalización de la 

transfección para cada pozo. Para el análisis las células fueron lisadas con 25 μl de Cell 

Culture Lysis Reagent 1x (Promega) y la actividad de la regulación transcripcional de las 

construcciones fue medida utilizando el sistema comercial Dual-Luciferase Reporter Assay 

(Promega) en un luminómetro Sirius L Single Tube Luminometer (Huntsville, AL, USA). 

 

6.10. Ensayos de Inhibición de fosforilación in vitro 

 

Las células MDA-MB-231 se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos a una 

densidad por pozo de 1.5 x 104. Las células se transfectaron con 100 ng de ADN plásmidico 

(construcciones génicas reporteras pGPR1.0 y pGPR0.5), 25 ng del plásmido pRL-tk y 0.4 µl 

de lípido catiónico FuGENE HD transfection Reagent (Roche) en 50 µl de medio Opti-MEM 

(Gibco). Este medio de transfección se dejó incubar por 45 minutos a temperatura ambiente, 

pasada la incubación, el medio de transfección fue depositado en los respectivos pozos 

dejándose incubar por 15 minutos antes de ser sembradas las células en 50 µl de medio de 

crecimiento. Posteriormente se dejaron transfectar y expresar por 24 horas sin retirar el medio 

de transfección. Las células transfectadas fueron tratadas con los inhibidores de las proteínas 

cinasas p38 / SB203580 (Millipore); PKA / H89 (Millipore); y ERK / PD98059 (Millipore) a una 

concentración final de 10 µM en medio de crecimiento durante 48 horas. Como tratamiento 

control se utilizó DMSO (vehículo) y como control de normalización de la transfección se usó 

el plásmido pRL-tk. Para la cuantificación de la luminiscencia, las células se lisaron con 25 μl 

de Cell Culture Lysis Reagent 1x (Promega) por pozo y la actividad de la regulación 

transcripcional de las construcciones fue medida utilizando el sistema comercial Dual-
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Luciferase Reporter Assay (Promega) en un luminómetro Sirius L Single Tube Luminometer 

(Huntsville). 

 

6.11. Ensayos de estimulación con ácido retinoico 

 

Las células MCF-7 se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos a una densidad por 

pozo de 1.5 x 104. Las células se transfectaron con 100 ng de ADN plásmidico (construcciones 

pGPR1.0 y pGPR0.5), 25 ng del plásmido pRL-tk y 0.4 µl de lípido catiónico FuGENE HD 

transfection Reagent (Roche) en 50 µl de medio Opti-MEM (Gibco). El medio de transfección 

se incubó por 45 minutos a temperatura ambiente, pasada la incubación el medio de 

transfección fue depositado en los respectivos pozos dejándose incubar por 15 minutos antes 

de sembrarse las células en 50 µl de medio de crecimiento. Las células se dejaron transfectar 

y expresar por 24 horas sin retirar el medio de transfección, pasado este periodo se retiró el 

medio de transfección y cada pozo se lavó con 100 µl de PBS. Finalmente, las células se 

estimularon con una de las concentraciones crecientes (0 (Vehículo), 10-12, 10-11, 10-10, 10-9, 

10-8, 10-7 y 10-6 M) de ácido retinoico (AR) en medio DMEM sin rojo de fenol (Sigma-Aldrich) y 

suplementado al 10% con SFB tratado (para eliminar las hormonas) con carbón activado (GE 

Healthcare-HyClone, South Logan, UT, USA) durante 48 horas. Por otra parte, también se 

realizaron ensayos de transfección transitoria con las construcciones génicas pGPR1.0 

(silvestre), ETSc (consenso) y ETSµ (mutante), aunque en este caso se estimuló únicamente 

con la dosis de 10-6 M de AR. En ambos casos, se usó DMSO como vehículo y como control 

de normalización de la transfección se usó el plásmido pRL-tk. Para su lectura las células se 

lisaron con 25 μl de Cell Culture Lysis Reagent 1x (Promega) por pozo y la actividad de la 

regulación transcripcional de las construcciones fue medida utilizando el sistema comercial 

Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega) en un luminómetro Sirius L Single Tube 

Luminometer (Huntsville). 
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6.12. Ensayos de reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa 

(RT)-PCR 

 

En placas de 60 mm se sembraron 7.5 x 105 células de la línea celular MCF-7 con 

medio DMEM suplementado al 10% con SFB y se incubaron a 37ºC en atmósfera húmeda con 

CO2 al 5% por 24 horas. Posteriormente, las células se lavaron con PBS 0.01 M y se agregó 

medio DMEM sin SFB y sin rojo de fenol (Sigma-Aldrich) para un ayuno y sincronización de 

24 horas. Pasado el periodo de ayuno las células se estimularon con 10-6 M de AR en medio 

DMEM sin rojo de fenol (Sigma-Aldrich) suplementado al 10% con SFB tratado con carbón 

activado (GE Healthcare-HyClone) o con DMSO como control durante 48 horas. 

Para extraer el ácido ribonucleico (ARN) total las células se lavaron con PBS 0.01 M 

frio y se lisaron con 1 ml de Trizol (Invitrogen Carlsbad, CA, USA). El lisado celular se mezcló 

vigorosamente con 300 µl de cloroformo (MP Biomedicals) por 30 segundos y se centrifugó 

durante 40 minutos a 16900 g a 4°C. La fase acuosa se recuperó y el ARN total se precipitó 

con 1 ml de isopropanol (Amresco, Cochran Road Solon, OH, USA). a -20°C. A continuación, 

el ARN total se centrifugó 1 hora a 16900 g a 4°C y se retiró el isopropanol. El ARN total se 

lavó con 1 ml de etanol al 75% y se centrifugó por 12 minutos a 16900 g a 4°C, se decantó el 

etanol y se dejó secar a temperatura ambiente. Finalmente, la pastilla obtenida del ARN total 

se resuspendió en 40 µl de agua tratada con policarbonato de dietilo (DEPC treated water) 

(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). 

A partir del ARN total obtenido de las células MCF-7 con y sin tratamiento de AR se 

generó el ADN complementario (ADNc) mediante el sistema comercial Phusion RT-PCR Kit 

(Finnzymes, Woburn, MA, USA). Los ensayos de PCR se realizaron a partir del ADN 

complementario (ADNc) de la línea celular MCF-7 con y sin tratamiento de AR y el uso de 

oligonucleótidos de polimerización específicos (Tabla 1) para los transcrito de los genes 

GPR30, ERM, ER81, PEA3 y GAPDH (usado como control constitutivo). La reacción de PCR 

se catalizó por el sistema comercial Clone Amp HiFi PCR Mix, (Clontech, Mountain View, CA, 

USA) durante 30 ciclos con una desnaturalización a 94ºC, 30 segundos, un alineamiento a 

56.5ºC (para ER81), 58°C (para ERM), 60°C (para PEA3 y GPR30) durante 45 segundos y 

una polimerización a 73ºC, por 1 minuto, seguido de una extensión final de 5 minutos a 74ºC. 

Los productos de amplificación se resolvieron en gel de poliacrilamida al 10%, teñidos con 
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bromuro de etidio (0.5 µg / ml) y visualizados en un transiluminador de luz ultravioleta UVP 

MultiDoc-It Imaging System (Analytik Jena AG, Upland, CA, USA). 

 

6.13. Ensayos de crecimiento celular en células MCF-7 estimuladas con AR 

 

Las células MCF-7 se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos a una densidad por 

pozo de 7.5 x 103 y se incubaron a 37°C en atmosfera humedad al 5% de CO2 por 24 horas. 

Para ayunar y sincronizar las células se lavaron con PBS 0.01 M y se les agregó 100 µl de 

medio DMEN sin SFB y sin rojo de fenol (Sigma-Aldrich) a cada pozo durante 24 horas. Pasado 

el periodo de ayuno las células se estimularon con AR (10-6 M) o con DMSO (control) en medio 

DMEM sin rojo de fenol (Sigma-Aldrich) suplementado al 10% con SFB tratado con carbón 

activado (GE Healthcare-HyClone) durante 48 horas. Posteriormente, el crecimiento celular se 

midió a las 0, 24, 48 y 72 horas. 

Para su análisis las células se fijaron con 100 µl de formaldehído al 1.1% durante 15 

minutos, se retiró el formaldehido y se lavaron 3 veces con 100 µl de agua bidestilada, se retiró 

el agua y se dejaron secar a temperatura ambiente. Después de que las células se secaron a 

temperatura ambiente, cada pozo fue teñido con 30 µl de cristal violeta al 0.1% en ácido 

fórmico durante 20 minutos. El exceso de cristal violeta fue retirado y las células se lavaron 3 

veces con 100 µl de agua bidestilada, se retiró el agua y se dejó secar a temperatura ambiente. 

Para su lectura cada pozo fue desteñido con 100 µl de ácido acético al 10% durante 20 minutos 

en agitación a temperatura ambiente. La absorbancia de cada pozo se determinó a 590 nm 

con el lector de microplacas Synergy HT (BioTek). 

 

6.14. Análisis estadístico 

 

Los resultados obtenidos están expresados como la media ± desviación estándar. Las 

comparaciones entre 2 grupos fueron analizadas por ANOVA de una vía, seguido de la prueba 

post hoc de Tukey. Por otro lado, los efectos generados por las mutagénesis sitio dirigidas, así 
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como de los diferentes tratamientos de G1, G15, AR e inhibidores de fosforilación fueron 

comparados con respecto a la construcción silvestre o al control (vehículo), estos se analizaron 

mediante la prueba de Dunnett's. Estos análisis se realizaron con el programa de cómputo 

SigmaPlot 12.0 (Systat Sotware, inc) para el sistema operativo Windows. Cada ensayo se 

realizó por triplicado. Se consideró a la P<0.05 como diferencia estadísticamente significativa. 
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7. Resultados 

 

7.1. La expresión de GPR30 disminuye en células de cáncer de mama 

 

Para evaluar la expresión de GPR30 en cáncer de mama con diferentes grados de 

diferenciación celular, se comparó directamente el patrón de expresión del receptor 

transmembranal GPR30 a través de inmunotransferencia en las líneas celulares provenientes 

de tejido mamario, representado por las células MCF-10A (fenotipo de célula epitelial sana), 

MCF-7 (fenotipo tumoral no invasivo) y MDA-MB-231 (fenotipo metastásico). Este análisis 

mostró que todas las líneas celulares empleadas como modelos de estudio fueron positivos 

para la expresión de una proteína de 44 kDa correspondiente al receptor transmembranal 

GPR30. Sin embargo, esta expresión presentó una clara variación entre los diferentes grados 

de malignidad del cáncer de mama probados. Mediante el análisis con densitometría óptica se 

determinó que la expresión relativa de GPR30 en la línea celular MCF-10A fue de 0.69 veces, 

de 0.31 veces para el caso de las células MCF-7 y 0.21 veces en la línea celular MDA-MB-

231, respecto a la expresión de la proteína en las células OVCAR3, usadas como control 

positivo (Fig. 3). 
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Figura 3. Expresión del receptor GPR30 en células mamarias. Inmunotransferencia 

representativa del nivel de expresión de la proteína de 44 kDa correspondiente a la detección 

del receptor GPR30 en la línea celular MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231. La línea celular de 

cáncer de ovario OVCAR3 se usó como control positivo y GAPDH se usó como control de 

carga y de normalización. Los datos están presentados como la media ± desviación estándar 

(DE) de tres experimentos independientes. *P<0.05 vs. OVCAR3. 
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7.2. GPR30 regula el crecimiento celular en células metastásicas y no 

metastásicas in vitro 

 

El establecimiento del papel que juega el receptor GPR30 en el crecimiento de células 

malignas: MDA-MB-231 (metastásicas) y MCF-7 (no metastásica), se realizó a través del 

tratamiento de GPR30 con su antagonista y agonista selectivo, G15 y G1 respectivamente. 

Los resultados en torno a la inhibición de la actividad de GPR30 por G15 mostraron que en los 

casos en donde sólo se aplicó DMSO (vehículo), los valores obtenidos marcaron un destacado 

crecimiento celular en ambas líneas celulares. 

En las células MCF-7 se observó que la cantidad de células aumentó significativamente 

4.8 veces a las 72 horas con respecto al número inicial de células. Sin embargo, a partir de las 

48 horas de exposición al antagonista G15 se obtuvo una disminución significativa del 19.6% 

en el crecimiento celular con la dosis de 10 µM y del 27.8% con la dosis de 20 µM, ambas con 

respecto al vehículo. Esta restricción en el crecimiento celular fue significativamente mayor a 

las 72 horas de estimulación, ya que se disminuyó un 40.2% con la dosis de 10 µM y 49.3% 

con la dosis de 20 µM, ambas con respecto al vehículo (Fig. 4-A). 

Por otra parte, en las células MDA-MB-231 se observó un aumento significativo en el 

número de células de 2.6 veces en comparación con la cantidad inicial de células. En cambio, 

a partir de las primeras 24 horas y hasta las 72 horas de exposición con la dosis más alta de 

G15 (20 µM) existe una restricción significativa en el crecimiento de aproximadamente 30% 

respecto al vehículo. Sin embargo, a pesar de existir una disminución en el crecimiento celular 

con la dosis de 10 µM a las 72 horas ésta no fue significativa ya que únicamente llega a 

disminuir un 8.1% en comparación con el vehículo (Fig. 4-B). 
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Figura 4. G15 restringe el crecimiento de células de cáncer de mama a través de GPR30. 

Se aplicaron dosis de G15, antagonista selectivo del receptor GPR30, a concentraciones de 

10 y 20 µM. La exposición a los tratamientos con G15 fue de 0, 24, 48 y 72 horas en las líneas 

celulares A) MCF-7 y B) MDA-MB-231. En estos ensayos se usó DMSO como vehículo. Los 

datos se presentan como la media ± DE de tres experimentos independientes realizados al 

menos por triplicado. ***P<0.001 vs. vehículo. 
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Los resultados con respecto a la activación de GPR30 por G1 mostraron que en ambas 

líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 se dio una reducción significativa en el crecimiento 

celular. En las células MCF-7, a partir de las 48 horas de exposición al agonista G1, se 

presentó una disminución significativa en el crecimiento celular del 23.3% con la dosis de 1 

µM y del 39% con la dosis de 10 µM, ambas con respecto al vehículo. Mientras que a las 72 

horas de estimulación disminuye un 38.8% con la dosis de 1 µM y 66.9% con la dosis de 10 

µM, ambas con respecto al vehículo (Fig. 5-A). 

En las células MDA-MB-231 también se observó una disminución significativa en el 

crecimiento celular a las 48 horas de estimulación del 30.6% con la dosis de 1 µM y del 26.6% 

con la dosis de 10 µM, ambas con respecto al vehículo. A las 72 horas de exposición a G1 con 

la dosis de 1 µM se da una disminución significativa del 21.9% y con la dosis de 10 µM del 

33.3%, en ambos casos con respecto al vehículo (Fig. 5-B). 
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Figura 5. G1 restringe el crecimiento de células de cáncer de mama a través de GPR30. 

Se aplicaron dosis de G1, agonista selectivo del receptor GPR30, a concentraciones de 1 y 10 

µM. La exposición a los tratamientos con G1 fue de 0, 24, 48 y 72 horas en las líneas celulares 

A) MCF-7 y B) MDA-MB-231. En estos ensayos se usó DMSO como vehículo. Los datos se 

presentan como la media ± DE de tres experimentos independientes realizados al menos por 

triplicado. ***P<0.001. 
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7.3. GPR30 regula la migración de células de cáncer de mama metastásico in 

vitro. 

 

A través de ensayos de cicatrización de herida en la monocapa celular, se evaluaron 

los cambios en la migración de células MDA-MB-231 (metastásicas y triple negativo) a las 

cuales se les estimuló o bloqueó al receptor GPR30 con G1 y G15, agonista y antagonista 

respectivamente (Fig. 6-A). Se observó que el área de la herida de la monocapa celular con el 

vehículo se cierra significativamente un 41% dentro de las primeras 24 horas y un 56% a las 

48 horas, ambas con respecto al área del herida inicial (0 horas). Por otra parte, cuando se 

aplicó el tratamiento con G1, la migración de las células MDA-MB-231 se redujo 

significativamente, ya que las células con 24 horas de exposición a G1 cerraron un 14% y a 

las 48 horas un 22%. Esto indicó que, cuando a las células MDA-MB-231 son tratadas con el 

agonista selectivo de GPR30, G1, existe una restricción significativa en la migración de un 

27% a las 24 horas y de un 34% a las 48 horas, ambas en comparación a cuando GPR30 no 

fue activado (vehículo). Cabe señalar que con la administración de G15, la migración de las 

células MDA-MB-231 no se ve afectada a lo largo de todo el ensayo ya que no hubo cambio 

que resultara ser estadísticamente significativo con respecto al control. Es importante 

mencionar que al administrar ambos tratamientos simultáneamente (G1 + G15) hubo una 

recuperación en la migración, ya que el área de la herida logró cerrar 24% a las 24 horas y un 

34% a las 48 horas. Esto significó una recuperación significativa del 10% y 12% a las 24 y 48 

horas, respectivamente, ambas en comparación a cuando solamente se aplicó G1 (Fig. 6-B). 

Por otra parte, la migración de las células MCF-7 no tuvo cambios significativos en ninguno de 

los tratamientos ni en el grupo control (Fig. 7). 
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Figura 6. La estimulación de GPR30 limita la migración de células metastásicas de 

cáncer de mama. (A) Imágenes representativas de las heridas realizadas en la monocapa 

celular y (B) representación gráfica del porcentaje de migración celular en las heridas con los 

diferentes tratamientos (DMSO como vehículo, G1 5µM y/o G15 10µM), a diferentes intervalos 

de tiempo (0, 24 y 48 horas). Los datos de migración se midieron en términos del ancho de la 

herida, obtenidas de siete cuadrantes por pozo, considerando el ancho inicial de la herida 

como el 100%. Los datos se presentan como la media ± DE de tres experimentos 

independientes realizados al menos por triplicado. ***P<0.001 vs. vehículo. 
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Figura 7. La migración de células MCF-7 no se ve afectada por la estimulación de GPR30. 

(A) Imágenes representativas de las heridas realizadas en la monocapa celular y (B) 

representación gráfica del porcentaje de migración celular en las heridas con los diferentes 

tratamientos (DMSO como vehículo, G1 5 µM y/o G15 10 µM), a diferentes intervalos de tiempo 

(0, 24 y 48 horas). Los datos de migración se midieron en términos del ancho de la herida, 

obtenidas de siete cuadrantes por pozo, considerando el ancho inicial de la herida como el 

100%. Los datos se presentan como la media ± DE de tres experimentos independientes 

realizados al menos por triplicado. 
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7.4. Patrón de regulación transcripcional del promotor de GPR30 en líneas 

celulares derivadas de glándula mamaria 

 

Después de observar que la actividad de GPR30 tiene repercusiones en el crecimiento 

y la migración de células de cáncer de mama, aún a pesar de presentar un nivel de expresión 

bajo, se realizaron ensayos de expresión transitoria con la región promotora del gen GPR30, 

representada por 5 segmentos de diferentes longitudes, en las líneas celulares de glándula 

mamaria: MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231. En general, las construcciones reporteras 

mostraron un patrón de regulación transcripcional similar en los tres modelos celulares en 

estudio. Sin embargo, la magnitud en la actividad transcripcional entre los diferentes contextos 

celulares resultó ser muy diferente. Los resultados observados de la actividad transcripcional 

basal (definida como la actividad transcripcional obtenida con la construcción más pequeña de 

200 pb y denominada, pGPR0.2) de cada línea celular mostraron que el promotor de GPR30 

posee una actividad transcripcional que resultó seis veces menor en las células MDA-MB-231 

en comparación con la actividad basal de las células MCF-7 y once veces menor cuando se 

comparó con la actividad basal de las células MCF-10A. Por otra parte, con la construcción de 

1987 pb (pGPR2.0) se obtuvo una actividad transcripcional significativamente menor a la 

actividad basal sólo en las células MCF-10A y MCF-7 del 60% y 49%, respectivamente. 

Posteriormente, con la construcción de 1513 pb (pGPR1.5), se observó un aumento 

significativo en las células MDA-MB-231 del 71% y en las células MCF-7 del 29%, ambas con 

respecto a la actividad transcripcional basal del promotor. Con la construcción de 1010 pb 

(pGPR1.0) únicamente las células MCF-7 mostraron una disminución significativa del 44% por 

debajo de la actividad basal del promotor; mientras que las células MDA-MB-231 y MCF-10A 

no presentaron cambios que resultaran significativos con respecto a la actividad transcripcional 

de la construcción pGPR0.2. Finalmente, al disminuir la longitud de la construcción a 511 pb 

(pGPR0.5), se obtuvo un incremento significativo en la actividad transcripcional del 92% en las 

células MCF-10A, del 80% en las células MCF-7 y de un 98% en las células MDA-MB-231, 

todas con respecto a la actividad transcripcional basal (pGPR0.2). Es importante mencionar 

que este aumento en la actividad transcripcional fue el más alto registrado dentro de todas las 

versiones truncadas del promotor de GPR30 en las tres líneas celulares en estudio, siendo 

MCF-10A 1.6 veces mayor que la actividad obtenida por MCF-7 y 8.8 veces mayor que la 

actividad observada por MDA-MB-231 (Fig. 8). 
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Figura 8. Actividad transcripcional del promotor GPR30 en células de glándula mamaria 

con diferente grado de diferenciación. A) Se muestra una representación esquemática del 

plásmido reportero pGL3-Enhancer, gobernado por diferentes segmentos truncados de la 

región 5' del promotor GPR30: a) pGPR2.0, b) pGPR1.5, c) pGPR1.0, d) pGPR0.5 y e) 

pGPR0.2. B) Representación gráfica de la actividad transcripcional de las construcciones 

reporteras transfectadas en células MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231. Se muestra la actividad 

del plásmido pGL3-Enhancer vacío (barra blanca) como ruido de fondo y la actividad de la 

construcción pGPR0.2 como actividad transcripcional basal de cada línea celular. URL, 

unidades relativas de luminiscencia; CIT, codón de inicio de la traducción. Los datos se 

presentan como la media ± DE de tres experimentos independientes realizados por triplicado, 

***P<0.001 vs. la actividad de pGPR0.2 (basal). 
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7.5. Elementos reguladores en cis de la región promotora del gen GPR30 

 

Aun cuando el alineamiento de las secuencias del promotor de GPR30 clonado de las 

células MCF-7 y MDA-MB-231 con la secuencias reportada en el Gene Bank (AC091729.4) 

no reveló ningún cambio nucleotídico que pudiera ser evaluado funcionalmente, el análisis de 

la regulación transcripcional del promotor de GRP30 reveló una región (-512 a -1010 pb) de 

regulación diferencial entre las células de cáncer de mama malignas y normales. Para obtener 

indicios de los elementos posiblemente involucrados en la regulación transcripcional de ésta y 

otras regiones del promotor de GPR30, se realizó un análisis predictivo de los elementos en 

cis putativos mediante el uso del programa de cómputo JASPAR (http://jaspar.genereg.net). 

El análisis estructural y predictivo de la secuencia nucleotídica que va de -1 a -1987 pb del 

promotor de GPR30 permitió caracterizarlo en tres regiones; una proximal (de -1 a -1009 pb a 

partir del CIT) que contiene una secuencia nucleotídica heterogénea; y dos regiones distales 

(de -1010 a -1512 pb y -1513 a -1987 pb del CIT), las cuales poseen un alto contenido de GC 

(70%) y de AT (72%), respectivamente. A pesar de que el programa de cómputo JASPAR 

encontró 14 posibles elementos reguladores en cis con una homología superior al 98% en 

relación con las secuencias consenso a lo largo de la región promotora (de -1 a -1987 pb) de 

GPR30 en estudio (Fig. 9), únicamente se seleccionaron para su análisis funcional aquellos 

elementos que se encontraron dentro de la región promotora que va de -512 a -1010 pb, región 

en donde se observó el mayor cambio en la regulación transcripcional entre las células en 

estudio. Así mismo, esta zona cumple con los criterios de poseer una alta homología del 

elemento putativo y una posible interacción con factores de transcripción asociados con el 

desarrollo del cáncer de mama. En base a lo antes mencionado, los elementos putativos 

seleccionados para su estudio y análisis fueron: ERR1, NGRE, ETS y SOX. 

 

 

 

 

 



 

47 
 

 

Figura 9. Secuencia nucleotídica de la región flanqueante 5’ del gen GPR30. Secuencia 

nucleotídica de -1987 pb a partir del CIT, en letras minúsculas se muestran los probables 
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elementos reguladores en cis encontrados a través de la herramienta bioinformática JASPAR. 

Indicado con letras sombreadas se encuentran las secuencias de los oligonucleótidos que se 

emplearon para realizar las construcciones reporteras de las diferentes versiones truncadas 

del promotor de GPR30. BSX, brain‑specific homeobox; RD1, región distal 1; RD2, región distal 

2; ERR1, receptor 1 relacionado a estrógenos; ETS, E26 de transformación específico; 

FOXP1, forkhead box P1; HIF, factor inducible por hipoxia; NGRE, elemento negativo de 

respuesta a glucocorticoides; RP, región proximal; SOX, SRY box transcription factor. 
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7.6. Funcionalidad de los elementos reguladores en cis para ETS, ERR1, NGRE 

y SOX 

 

A través de los estudios de expresión transitoria con las construcciones reporteras 

mutantes con pérdida de función, ETSµ, ERRµ, NGREµ y SOXµ, en las células MCF-10A, 

MCF-7 y MDA.MB-231, se probó la funcionalidad de los elementos reguladores en cis putativos 

en cuestión. De manera general, los resultados de los estudios de expresión transitoria de las 

construcciones mutantes para pérdida de función, ERRµ, NGREµ y SOXµ, no presentaron 

cambios significativos en la regulación transcripcional con respecto a la construcción silvestre 

pGPR1.0 para todas las líneas celulares de estudio. Sin embargo, inesperadamente la 

construcción mutante ETSµ mostró una disminución significativa en la actividad transcripcional 

relativa del 24% en MCF-10A, del 65.8% en MCF-7 y del 46% en MDA-MB-231, en 

comparación con la actividad de la construcción silvestre pGPR1.0 (Fig. 10). 
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Figura 10. Actividad transcripcional de los elementos reguladores en cis del promotor 

de GPR30 en células de cáncer de mama con diferente grado de diferenciación. Se 

muestra la actividad de la construcción silvestre (pGPR1.0) y de sus versiones mutantes para 

pérdida de función (ETSµ, NGREµ, ERRµ y SOXµ) en células MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-

231. Los datos se presentan como la media ± DE de tres experimentos independientes por 

triplicado. **P<0.01 y ***P<0.001 vs. pGPR0.1 
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Posteriormente, para confirmar la funcionalidad del elemento ETS seleccionado, se 

compararon la actividad de las construcciones mutantes reporteras con pérdida (ETSµ) y 

ganancia (ETSc) de función con la construcción silvestre mediante ensayos de expresión 

transitoria en la línea celular triple negativa y metastásica MDA-MB-231, ya que a pesar de 

presentar la expresión más baja de GPR30, este receptor continúa participando tanto en la 

proliferación como en la migración de esta línea celular. Los resultados mostraron la 

funcionalidad del elemento regulador en cis para ETS (-625 a -631 pb del CIT) de la región 

promotora de GPR30, ya que la construcción consenso (ETSc) causó un aumento significativo 

en la actividad transcripcional de 1.27 veces más, mientras que la construcción para pérdida 

de función (ETSµ) causó una disminución significativa en la actividad transcripcional de 0.8 

veces menor, ambas en comparación con la construcción pGPR1.0, la cual contiene el 

elemento regulador ETS en su estado silvestre (Fig. 11). 
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Figura 11. Funcionalidad del elemento ETS del promotor GPR30 en células de cáncer de 

mama metastásicas. Se muestra la actividad de la construcción silvestre (pGPR1.0) y sus 

versiones mutantes para ganancia (ETSc) y perdida (ETSµ) de función en células MDA-MB-

231. Los datos se presentan como la media ± DE de tres experimentos independientes por 

triplicado. ***P<0.001 vs. pGPR0.1 
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7.7. La actividad de PKA y ERK promueven la regulación transcripcional de 

GPR30 

 

En los ensayos previos se observó que el elemento ETS localizado entre -625 a -631 

pb a partir del CIT es funcional, y ya que este elemento regulador puede ser reconocido por 

los 27 miembros que conforman a la familia de factores de transcripción ETS, se realizó una 

discriminación de los posibles factores de transcripción que podrían estar involucrados en la 

actividad transcripcional observada anteriormente con las construcciones mutantes. 

Primeramente, se excluyeron aquellos factores de transcripción que han sido reportados con 

una actividad transcripcional supresora, tales como: Ets-2 repressor factor (ERF), ETS-like gen 

3 (ELF3) y ETV6. Por otro lado, también se investigó que transactivadores se han reportado 

con un incremento en su expresión asociada al desarrollo del cáncer de mama, tales como: 

Ets-1, Ets-2, PEA3, ERM y ER81 (Galang et al., 2004). 

Dado que la fosforilación de los factores miembros de las subfamilias ETS y PEA3 es 

efectuada principalmente a través de las proteínas cinasas activadas por mitógeno ERK 1/2 y 

p38, así como por la proteína cinasa A (PKA), se ensayó la expresión transitoria de las 

construcciones génicas reporteras pGPR1.0 (con elemento ETS) y pGPR0.5 (sin elemento 

ETS) en la línea celular MDA-MB-231 en presencia de los inhibidores SB203580, H89 y 

PD98059 las cuales inhiben a las cinasas p38, PKA y ERK1/2, respectivamente. 

Al comparar la actividad de la construcción reportera pGPR1.0 sin tratamiento 

(vehículo) con la actividad obtenida con los inhibidores H89 (PKA) y PD98059 (ERK1/2), se 

obtuvo una disminución significativa de 40% y 21%, respectivamente. Mientras que el 

tratamiento con el inhibidor SB203580, para la cinasa p38, no presentó cambios que resultaran 

significativos. Por otro lado, en la transfección de la construcción reportera pGPR0.5 en 

presencia de los mismos inhibidores no causo cambios que resultaran significativos con 

respecto al vehículo (Fig. 12).  
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Figura 12. Los inhibidores H89 y PDE98069 suprimen la actividad transcripcional del 

promotor de GPR30. Se observa el efecto de los inhibidores de p38 (SB203580), PKA (H89) 

y ERK1/2 (PD98059) sobre la actividad transcripcional de las construcciones reporteras 

pGPR0.5 (blanco), la cual no posee el sitio funcional ETS y pGPR1.0 (negro) que contiene el 

sitio ETS, en células MDA-MB-231. Los datos se presentan como la media ± DE de tres 

experimentos independientes por triplicado. **P<0.01 vs. vehículo.  
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7.8. ER81 se expresa específicamente en células MCF-7  

 

Dado que la actividad transcripcional de la construcción pGPR1.0 disminuyó con los 

inhibidores de las proteínas cinasas PKA (H89) y ERK (PD98059), y ya que ambas pueden 

fosforilar a los factores de transcripción de la subfamilia PEA3 (ERM, ER81 y PEA3), se realizó 

la detección de estos factores de transcripción en las células MCF-10A, MCF-7 y MDA.MB-

231 por inmunotransferencia con el fin de conocer su patrón de expresión. Los resultados 

mostraron la expresión de una proteína de 72 kDa, correspondiente al factor de transcripción 

ERM, tanto en las tres líneas celulares en estudio, como en el extracto nuclear comercial de 

células MCF-7. Por otro lado, la expresión de una proteína de 62 kDa, correspondiente al factor 

de transcripción ER81, fue detectada únicamente en la línea celular MCF-7 y en el extracto de 

cerebro de ratón usado como control. Sin embargo, no fue posible detectar la expresión de la 

proteína de 66 kDa correspondiente al factor de transcripción PEA3 en ninguna de las líneas 

celulares en estudio, únicamente se observó ésta en el extracto nuclear de células K562 

empleadas como control (Fig. 13). 
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Figura 13. Detección de los factores de la subfamilia PEA3 en células de tejido mamario 

con diferentes grados de diferenciación. La expresión de ERM se detectó en todas las 

células en estudio, mientras que la expresión de ER81 únicamente se observó en las células 

MCF-7. PEA3 solo se localizó en el extracto nuclear de células K562, usadas como control. 

Los controles empleados para ERM y ER81 fueron: extracto nuclear de células MCF-7 y 

cerebro de ratón, respectivamente. 
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7.9. El AR suprime la actividad transcripcional del promotor de GPR30 

 

Estudios previos en torno al estímulo con AR en células de cáncer de mama han 

determinado que la expresión de algunos de los factores de transcripción pertenecientes a la 

subfamilia PEA3 se ve alterada por la acción biológica de este metabolito del retinol (Afonja et 

al., 2002; Endo et al., 2008; Xin et al., 1992). Y dado que en la región promotora de GPR30 

que va de -511 a -1010 pb a partir del CIT contiene al menos un elemento regulador funcional 

para factores de transcripción de la subfamilia PEA3, se llevaron a cabo ensayos de expresión 

transitoria de las construcciones pGPR0.5 (sin elemento ETS) y pGPR1.0 (con elemento ETS) 

en células MCF-7 estimuladas durante 48 horas con concentraciones crecientes de AR. Fue 

posible determinar que ambas construcciones del promotor de GPR30 probadas con la 

concentración más alta (10-6 M) de AR respondieron negativamente al AR. Sin embargo, si se 

compara con el control (vehículo), únicamente en la construcción pGPR1.0 que posee el 

elemento regulador funcional ETS en estudio, presentó una tendencia negativa en la actividad 

transcripcional a partir de la dosis 10-11 M de AR, llegando a suprimirla significativamente en 

un 60% con la dosis más alta (10-6 M AR). En contraste, la construcción pGPR0.5 únicamente 

con la dosis más alta de AR (10-6 M) logró suprimir significativamente la actividad 

transcripcional del promotor en un 28% con respecto al control (vehículo) (Fig. 14). 
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Figura 14. Supresión de la actividad transcripcional del promotor de GPR30 por AR en 

células de cáncer de mama MCF-7. La gráfica muestra la actividad de las construcciones 

génicas reporteras pGPR0.5 (circulo gris), sin elemento ETS, y pGPR1.0 (cuadro negro), con 

el elemento ETS, en células MCF-7 expuestas a una curva de dosis respuesta de AR. Los 

datos se presentan como la media ± DE de tres experimentos independientes por triplicado. 

***P<0.001 vs. vehículo. 
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Por otra parte, al probar el efecto de AR sobre la actividad de las construcciones 

reporteras que contienen las mutaciones para pérdida (ETSµ) y ganancia (ETSc) de función 

del elemento regulador para ETS de la región promotora de GPR30 en la línea celular MCF-

7, se observó que tanto la construcción silvestre pGPR1.0 como la construcción consenso 

ETSc disminuyen significativamente su actividad transcripcional en presencia de 10-6 M AR en 

un 50.2% y 50.3% respectivamente, con respecto al ensayo control (vehículo). Por otro lado, 

la construcción ETSµ no mostró alteraciones en su actividad transcripcional con la 

concentración de 10-6 M AR (Fig. 15). 
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Figura 15. Efecto del AR en la actividad del elemento ETS localizado de -625 a -631 del 

promotor de GPR30 en células de cáncer de mama diferenciadas. Mediante ensayos de 

expresión transitoria de las construcciones pGPR1.0, ETSc y ETSµ se evaluaron los cambios 

en la expresión reportera causados por el tratamiento de AR (10-6 M) en células MCF-7. Los 

datos se presentan como la media ± DE de tres experimentos independientes por triplicado. 

**P<0.01, ***P<0.001 vs. vehículo. 
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7.10. El AR suprime la expresión de GPR30 y de los factores de la subfamilia 

PEA3 

 

Los resultados de los cambios en la expresión de los transcritos tanto para el receptor 

GPR30 como para los factores de transcripción de la subfamilia PEA3 se determinó a través 

de ensayos de RT-PCR en la línea celular MCF-7 tratada con 10-6 M de AR. En los resultados 

se observó la amplificación especifica de los fragmentos de 69 pb, 132 pb, 168 pb y 188 pb, 

correspondientes para GPR30, ERM, ER81 y PEA3 respectivamente. Sin embargo, en todos 

los casos se presentó una marcada disminución en la producción de amplicones específicos 

de los diferentes transcritos cuando las células fueron tratadas con 10-6 M de AR. Cabe señalar 

que únicamente la amplificación del fragmento específico para GAPDH, de 115 pb y usado 

como control constitutivo, no presentó cambio en la expresión de su transcrito (Fig. 16). 
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Figura 16. El AR reduce la expresión del ARNm de GPR30 ERM, ER81 y PEA3 en células 

de cáncer de mama diferenciadas. Se observan las bandas pertenecientes a los amplicones 

de los transcritos de GPR30 (69 pb), ERM (132 pb), ER81 (168 pb), PEA3 (188 pb) y GAPDH 

(115pb) en las células MCF-7 con y sin tratamiento de AR. 
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7.11. El AR reduce el crecimiento de células MCF-7 

 

Dado que los resultados previos en cuanto al papel que juega el receptor GPR30 en el 

crecimiento celular en los cultivos de MCF-7 y que la expresión del ARN mensajero (ARNm) 

del receptor GPR30 fue disminuida por la acción del AR en estas células, se realizaron 

ensayos de crecimiento celular con la administración de la dosis única de 10-6 M de AR durante 

24, 48 y 72 horas. Los resultados mostraron que cuando no se aplicó AR (vehículo), los valores 

obtenidos marcaron un aumento significativo en el crecimiento celular a partir de las 48 horas 

del 21% y del 67% a las 72 horas, ambas en comparación con el número inicial de células (0 

horas). Por otra parte, en los casos en donde se trató con 10-6 M de AR, el crecimiento celular 

se redujo significativamente hasta 21.5% a las 48 horas y 50% a las 72 horas, con respecto al 

tratamiento control (vehículo) (Fig. 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

64 
 

 

 

 

Figura 17. Supresión en el crecimiento celular causado por el AR en células de cáncer 

de mama. Se observan los cambios en el crecimiento de células MCF-7 al ser tratadas con 

AR, en comparación a cuando no hay tratamiento (vehículo). Los datos se presentan como la 

media ± DE de tres experimentos independientes por triplicado. ***P<0.001 vs. vehículo. 
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8. Discusión 

 

 La respuesta a la terapia endocrina en el cáncer de mama depende principalmente de 

la presencia de los receptores hormonales (RE y RP), y la ausencia de éstos dificulta la 

elección del tratamiento que resulte más adecuado para cada paciente (Chacon and Costanzo, 

2010; Montemurro et al., 2012; Osborne, 1998). Estas dificultades han llevado a la búsqueda 

de nuevos blancos terapéuticos durante el desarrollo del cáncer de mama, como es el caso 

del receptor huérfano GPR30. A partir de su identificación (Carmeci et al., 1997; Owman et al., 

1996), se ha estudiado la expresión y función de GPR30 dentro del proceso canceroso en el 

tejido mamario (Albanito et al., 2007; Feng and Gregor, 1997; Filardo, 2000; Filardo et al., 

2002; Hsu et al., 2019; Ignatov et al., 2010; Ignatov et al., 2013; Kuo et al., 2007; Lappano et 

al., 2014; Long et al., 2017; Olde and Leeb-Lundberg, 2009; Prossnitz and Barton, 2009; 

Prossnitz and Barton, 2011; Wang et al., 2010). 

Pese a los estudios sobre este receptor, existe una gran controversia en torno a si su 

expresión y/o función resulta perjudicial o benéfica para los pacientes con cáncer de mama 

(Hsu et al., 2019) ya que se ha reportado que GPR30 incrementa la proliferación de células 

con fenotipo canceroso (Albanito et al., 2007; Filardo, 2000; Filardo et al., 2002; Filardo and 

Thomas, 2012; Kuo et al., 2007; Kvingedal and Smeland, 1997; Liu et al., 2009; Pandey et al., 

2009; Scaling et al., 2014; Yu et al., 2014) y por otro lado existen reportes que resaltan la 

participación de GPR30 en la restricción de la proliferación de células de tejidos cancerosos 

(Ariazi et al., 2010; Broselid et al., 2013; Chan et al., 2020; Chen et al., 2016; Weißenborn et 

al., 2014b). 

Sin embargo, a pesar de lo anterior es poco lo que se ha reportado acerca de cómo se 

regula la expresión de GPR30 en los diversos contextos celulares del tejido de mama sano y 

neoplásico (Manjegowda et al., 2017; Recchia et al., 2011; Vivacqua et al., 2009) así como 

también de las diferencias en los niveles de expresión de GPR30 en células de tejido mamario 

con diferentes grados de diferenciación, lo cual dificulta la interpretación del papel que juega 

este receptor en el proceso del cáncer de mama. 

En este sentido, nuestro estudio evidenció que existe una diferencia en la expresión 

del receptor GPR30 con respecto a la progresión del cáncer de mama, observada a través de 

la detección del receptor GPR30 por Western blot en donde las células diferenciadas MCF-
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10A (células epiteliales de tejido mamario sano) mostraron una mayor expresión de GPR30 

en comparación con los niveles de expresión observados en los contextos celulares de cáncer 

de mama que poseen un grado de desdiferenciación parcial (MCF-7) y aún más con las 

completamente desdiferenciadas (MDA-MB-231). 

Por otra parte, a pesar de haberse observado la participación de GPR30 en la inducción 

de la proliferación, como fue reportado por Pandey et al., en 2009 y Vivacqua et al., en 2006, 

es importante hacer énfasis en que GPR30 no induce el crecimiento celular con la misma 

intensidad en ambos modelos celulares. Esto se podría explicar con base en el nivel de 

expresión de GPR30 observado en la detección por inmunotransferencia, ya que el grado de 

inducción del crecimiento celular dependiente de GPR30, resultó marcadamente más 

significativo en las células MCF-7 en comparación con las células MDA-MB-231 cuando fueron 

tratadas con G15. 

Cabe señalar que, a pesar de obtenerse una disminución significativa en los ensayos 

de crecimiento celular dependiente de GPR30 por el estímulo de G1 en las células MCF-7 y 

MDA-MB-231, los resultados no fueron considerados para su evaluación e interpretación ya 

que existe evidencia de que G1 puede suprimir la proliferación de células de cáncer de mama 

e inducir la apoptosis celular de manera independiente a GPR30 (Holm et al., 2012; Lv et al., 

2017; Wang et al., 2013; Wang et al., 2012). 

Por otra parte, en los ensayos de migración se pudo observar cómo G1 restringe la 

capacidad migratoria de las células desdiferenciadas MDA-MB-231 a través de la activación 

de GPR30. Sin embargo, esta restricción se ve afectada por el efecto inhibitorio de G15 sobre 

GPR30, llegando a observar una recuperación parcial en la migración, indicando con esto la 

participación activa de GPR30 en el proceso migratorio de células malignas con alto grado de 

desdiferenciación, como lo son las células MDA-MB-231. De igual manera, se evaluó el efecto 

de G1 y de G15 en la migración de células MCF-7; sin embargo, no fue posible observar dichos 

efectos debido a que esta línea celular, al no poseer características metastásica (Kia et al., 

2019; Mon et al., 2017), no mostró cambio alguno en su migración, aún sin ningún tipo de 

tratamiento (control). 

Es preciso señalar que, de manera contraria a los ensayos de crecimiento celular, 

GPR30 tiene un efecto supresor de la migración en células MDA-MB-231, hecho que se ve 

soportado por lo reportado por Liang et al., en donde demostró que la activación de GPR30 

por G1 suprime la migración de células triple negativas de cáncer de mama (Liang et al., 2017). 
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Esto supone que GPR30 podría participar a través de vías diferentes en los procesos de 

crecimiento celular y migración (Fig. 18). Dicho de otra manera, probablemente GPR30 puede 

participar de manera particular en cada uno de los procesos de proliferación y migración celular 

debido a los cambios en el fenotipo que requirieron las células de cáncer de mama 

metastásicas para lograr atravesar de un estado proliferativo a uno invasivo (Sciacovelli and 

Frezza, 2017). Esto se ve apoyado por algunos autores en donde evaluaron la conservación 

de la interrupción del ciclo celular en la fase G1/G0, deteniendo parcialmente la proliferación 

celular de células con fenotipo epitelial, para dar lugar a la adquisición de un fenotipo con 

características de invasividad (Kohrman and Matus, 2017). Además, que se ha reportado que 

GPR30 es capaz de inducir la reorganización del citoesqueleto de actina (Haumann et al., 

2020; Lachowski et al., 2020; Wang et al., 2019; Zhang et al., 2019). 

Al igual que en los resultados de Western blot y de crecimiento celular, el grado de 

actividad transcripcional de la región promotora de GPR30 que presentaron los modelos 

celulares de estudio, dejó de manifiesto una evidente pérdida gradual en la actividad 

transcripcional relacionada con la progresión del cáncer de mama. En donde, a partir de las 

células completamente diferenciadas (MCF-10A) existe una actividad transcripcional superior, 

perdiéndose conforme va en aumento el grado de desdiferenciación celular representado por 

las células MCF-7 y MDA-MB-231; lo que supone un cambio en la expresión génica que sufren 

las células de cáncer de mama durante el proceso de desdiferenciación causando el 

silenciamiento gradual de GPR30. Lo cual está en línea con algunos grupos de investigación 

que han reportado que el gen que codifica el receptor GPR30, a lo largo del desarrollo del 

cáncer de mama sufre de procesos epigenéticos que llevan al silenciamiento de su expresión 

a través de la metilación en la región promotora (Liu et al., 2017; Manjegowda et al., 2017; 

Manjegowda and Limaye, 2018; Weissenborn et al., 2017; Weißenborn et al., 2014a; 

Weißenborn et al., 2014b). 

Además, de los resultados observados en la actividad transcripcional basal de cada 

línea celular, donde MDA-MB-231 resultó seis veces menor que MCF-7 y once veces menor 

que MCF-10A, es importante resaltar que mientras mayor es el grado de desdiferenciación, 

mayor es la pérdida en la actividad transcripcional, esto apoya la idea de la reprogramación 

en la expresión génica para llevar a cabo la transición epitelial-mesenquimal (TEM) que 

pueden sufrir las células malignas y en donde la expresión de GPR30 ésta regulada 

negativamente (Chan et al., 2020; Chen et al., 2016; De Francesco et al., 2018; Liu et al., 2017; 
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Manjegowda et al., 2017; Manjegowda and Limaye, 2018; Weißenborn et al., 2014a; 

Weißenborn et al., 2014b). 

La importancia de lo hallado hasta el momento en cuanto a la expresión y función de 

GPR30 a lo largo del proceso de desdiferenciación celular que se da durante el transcurso del 

cáncer de mama, deja un panorama más claro acerca del porqué algunos estudios reportan la 

expresión de GPR30 como un factor desfavorable para los pacientes con tratamiento hormonal  

(Ignatov et al., 2010; Mo et al., 2013; Scaling et al., 2014; Yang et al., 2008), mientras que 

otros ven a GPR30 como un factor favorable para la supervivencia libre de enfermedad en 

pacientes con cáncer de mama RE (+) (Ariazi et al., 2010; Broselid et al., 2013; Ignatov et al., 

2013; Martin et al., 2018). 

El haber encontrado funcionalidad de GPR30 en el crecimiento y migración de células 

de cáncer de mama, el hallazgo de un patrón similar en la regulación transcripcional de GPR30 

en los modelos celulares de estudio y la poca información al respecto (Albanito et al., 2008; 

Recchia et al., 2011; Sheng et al., 2013; Vivacqua et al., 2009), nos llevó a investigar los 

mecanismos que regulan y mantienen la expresión de GPR30 a nivel transcripcional, aún a 

pesar del silenciamiento que sufre. Creemos que además de la regulación epigenética que 

sufre la expresión de GPR30 a lo largo del progreso del cáncer de mama (Liu et al., 2017; 

Manjegowda et al., 2017; Manjegowda and Limaye, 2018; Weissenborn et al., 2017), es de 

suma importancia tratar de determinar si dentro del progreso del cáncer de mama 

(representado por nuestros modelos de estudio), existe algún cambio en la expresión celular 

capaz de causar indirectamente el mantenimiento de la expresión de GPR30. 

Lo anterior se sostiene a través de los datos obtenidos del análisis predictivo de la 

región del promotor del gen GPR30 y de los ensayos de transfección transitoria de los posibles 

elementos reguladores en cis, en donde resultó funcional y específico un elemento regulador 

para los miembros de la familia ETS, localizado entre -625 y -631 pb del CIT de la región 

promotora de GPR30 para todos nuestros modelos celulares de estudio (Fig. 18). Sin embargo, 

dicho elemento presentó mayor actividad en los contextos celulares de cáncer de mama (MCF-

7 y MDA-MB-231) en comparación con células de mama en un contexto celular sano (MCF-

10A), sugiriendo un cambio en la expresión génica que causa la reaparición o el aumento de 

reguladores transcripcionales (factores de transcripción) silenciados antes de la 

reprogramación génica causada por el proceso del cáncer de mama (Sciacovelli and Frezza, 

2017; Suvà et al., 2013). 



 

69 
 

Por otra parte, es importante hacer notar que este elemento regulador en cis para 

miembros de la familia ETS presentó una función contraria a la esperada, ya que, al mutar el 

elemento regulador para pérdida de función, se esperaba un incremento en la regulación 

transcripcional. Sin embargo, se obtuvo una reducción en la regulación transcripcional, lo cual 

sugiere que el elemento regulador en cis para miembros de la familia ETS tiene la función de 

activador y promueve la transcripción. 

En este sentido y debido a que la familia de factores de transcripción ETS se caracteriza 

por conservar evolutivamente su dominio de unión al ADN y por lo tanto reconocen el mismo 

sitio de unión en el ADN (Oikawa and Yamada, 2003; Sharrocks, 2001), se infirieron los 

posibles factores de transcripción ETS involucrados en la regulación transcripcional de GPR30 

a través del elemento ubicado entre -625 a -631 pb del CIT. Debido a que el factor de 

transcripción involucrado posee características de ser un activador, se excluyeron a todos 

aquellos factores de transcripción miembros de la familia ETS con actividad represora, como 

es el caso de YAN, ERF, new Ets factor (NET), ELF3, E74-like factor 1 (ELF1) y ETV6 (Enfield 

et al., 2019; Lelièvre et al., 2001; Lopez et al., 1999; Mavrothalassitis and Ghysdael, 2000; 

Sgouras et al., 1995), seleccionando únicamente a los factores de transcripción Ets-1, Ets-2 y 

los miembros de la subfamilia PEA3 (ERM, PEA3 y ER81). 

En el caso de estos factores, además de ser capaces de activar la transcripción, su 

expresión se ve favorecida durante el progreso del cáncer de mama (Baert et al., 1997; Baert 

et al., 2002; Barrett J. M., 2002; Bièche et al., 2004; de Launoit, 1996; de Launoit, 1997; Galang 

et al., 2004; Maroulakou and & Bowe, 2000; Switzer et al., 2012; Wallace et al., 2013; Watson 

et al., 2010). También se ha reportado que los factores Ets-1, Ets-2 y miembros de la subfamilia 

PEA3 son blanco de las vías de fosforilación de ERK y de p38 (Goetze et al., 2001; Janknecht, 

1996; Janknecht, 2003; Liu et al., 2005; Svensson et al., 2005), y que ERM y ER81 también 

pueden ser fosforilados a través de la vía de PKA (Baert et al., 2002; Janknecht et al., 1996; 

Oh, 2012; Watson et al., 2010), además que las vías de fosforilación de estas proteínas 

cinasas se llegan a encontrar desreguladas durante el desarrollo del cáncer de mama, 

impulsando la expresión y activación de varios oncogenes (Baert et al., 2002; Bièche et al., 

2004; de Launoit, 1996; de Launoit, 1997; de Launoit, 2006; De Luca et al., 2012; Oh, 2012). 

Considerando lo anterior y con los datos de los ensayos de expresión transitoria de las 

construcciones reporteras pGPR1.0 y pGPR0.5 en las células MDA-MB-231, a las que se les 

bloquearon las principales vías de fosforilación (ERK, p38 y PKA), se logró determinar que, 
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con forme a lo esperado, la actividad transcripcional observada no está siendo causada por 

algún otro elemento regulador en cis ubicado fuera del intervalo entre -511 y -1010 pb a partir 

del CIT, ya que con la construcción reportera pGPR0.5 no se presentó ningún cambio en la 

actividad transcripcional, en cambio con la construcción pGPR1.0 se presentó una disminución 

considerable en la actividad transcripcional. Por otra parte, las vías de fosforilación de PKA y 

ERK son las causantes de la inducción de la actividad transcripcional de GPR30 (Fig. 18). Esto 

resulta importante considerando que los factores de transcripción Ets-1 y Ets-2 sólo necesitan 

de la vía de ERK y no de PKA para ser fosforilados y activados (Cho et al., 2008; De Luca et 

al., 2012; Liu et al., 2012; Svensson et al., 2005), mientras que los miembros de la subfamilia 

PEA3 pueden ser fosforilados tanto por la vía de ERK como de PKA (de Launoit, 1996; de 

Launoit, 2006; Janknecht, 1996; Janknecht et al., 1996; Keld et al., 2011; Oh, 2012), sugiriendo 

así la participación de algunos de los miembros de la subfamilia PEA3 en la transactivación 

del gen de GPR30. 

Una vez determinada la funcionalidad del elemento regulador ETS, ubicado entre -625 

a -631 pb del CIT de la región promotora de GPR30, el cual resultó específico para miembros 

de la subfamilia PEA3, esto llevó a encontrar las diferencias existentes en la expresión de los 

miembros de dicha subfamilia en todos nuestros modelos celulares de estudio. En este 

sentido, los datos de los Western blot mostraron la presencia de ERM en todas las líneas de 

células de mama en estudio, sugiriendo que este factor de transcripción tiene la mayor 

probabilidad de interactuar con el sitio de unión localizado entre -625 y -631 de la región 

promotora de GPR30. Sin embargo, esto no excluye que en la línea celular MCF-7 el factor de 

transcripción ER81 también pueda estar interactuando con el elemento regulador en cuestión, 

ya que por estudios previos se sabe que los factores de transcripción de la subfamilia PEA3 

comparten entre si una identidad en sus aminoácidos del dominio de unión al DNA del 95% 

(Baert et al., 1997), por lo que todos los miembros de esta subfamilia tendrían la misma 

oportunidad de interaccionar con el mismo sitio regulador dentro de la región promotora de 

GPR30. 

Se ha visto que de manera normal esta subfamilia de factores se expresa en varios 

tejidos; por ejemplo: ERM se expresan en cerebro, testículo, colon y pulmón; ER81 es 

expresado en cerebro, pulmón y corazón; PEA3 presenta una expresión más restringida a 

cerebro y epidídimo (Chotteau-Lelievre, 1997; Chotteau-Lelievre, 2001). No obstante, el patrón 

de expresión del ARN mensajero (ARNm) de dichos factores de transcripción puede ser 

drásticamente diferente en diversos tejidos neoplásicos (Bièche et al., 2004; Chotteau-Lelièvre 
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et al., 2004; Oh, 2012), lo que podría sugerir que no están regulados de la misma manera y 

por ende podrían tener roles celulares distintos. Por otra parte, su expresión ha mostrado 

amplias variaciones en tejidos de cáncer de mama en comparación con su expresión en tejido 

de mama sano (Bièche et al., 2004). Se ha visto que, una sobrexpresión de estos factores 

confiere un fenotipo más agresivo en células de cáncer de mama que aún mantienen la 

expresión del receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2) y del RE. En contraste, 

la inhibición del grupo PEA3 retrasa el inicio de la tumorigénesis y reduce la progresión del 

tumor (Bosc, 2001; de Launoit, 2006; Netzer, 2002; Oh, 2012). 

Por otro lado, se sabe que el ácido retinoico (AR) se ha empleado en el tratamiento del 

cáncer de mama no invasivo como un agente quimioterapéutico o quimiopreventivo debido a 

sus efectos antiproliferativos, proapoptóticos y antioxidantes (di Masi et al., 2015). Además, es 

capaz de regular la expresión de algunos miembros de los factores de transcripción de la 

subfamilia PEA3 (Benbow et al., 1999; Endo et al., 2008; Park et al., 2014). 

Considerando que la región promotora de GPR30 posee un elemento regulador 

ubicado entre -625 a -631 pb del CIT en donde se ha sugerido la participación de al menos 

uno de los factores de transcripción de la subfamilia PEA3 y dado que también GPR30 

participa activamente en el proceso del crecimiento celular en células que todavía mantienen 

características epiteliales, se determinó si el AR tiene un efecto sobre la regulación 

transcripcional de GPR30 y por ende, en el crecimiento celular dependiente de GPR30. 

En este sentido, los ensayos de expresión transitoria de la región promotora de GPR30 

en células MCF-7 que fueron sometidas a una curva creciente de AR, mostraron una 

disminución significativa en la actividad transcripcional de la región promotora de GPR30 y del 

elemento regulador en cis localizado entre -625 a -631 pb del CIT. De igual forma, también se 

logró determinar que el AR causa una reducción en la expresión tanto de GPR30 como de los 

posibles factores de transcripción (ERM, PEA3 y ER81) involucrados en la regulación 

transcripcional de GPR30, ya que al ser tratadas con AR se observó una marcada reducción 

en los transcritos de GPR30, ERM, PEA3 y ER81. 

Es importante resaltar que dentro de la región del promotor de GPR30 que fue 

analizada no se encontraron elementos de respuesta al AR que pudieran estar siendo 

activados y causantes de dicha disminución en la actividad transcripcional de GPR30, dejando 

de manifiesto que el tratamiento con AR causa la disminución en la regulación transcripcional 
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de manera indirecta, debido a los cambios que causa en la expresión de los factores de la 

subfamilia PEA3 (Fig. 18). 

Por otra parte, los datos de la expresión de los transcritos de la subfamilia PEA3 

concuerdan con los obtenidos en la inmunotransferencia para los factores de transcripción 

ERM y ER81 en las células MCF-7, sin embargo, a pesar de haberse observado la producción 

de amplicones específicos para el factor de transcripción PEA3, no se observó banda que 

indicara la expresión de dicho factor de transcripción en los ensayos de inmunotransferencia 

en células MCF-7. Sin embargo, dado que el anticuerpo comercial anti-PEA3 (Santa Cruz) 

reconoce a la proteína PEA3 de los extractos nucleares del control positivo (K562), es posible 

que la eficacia de la traducción de PEA3 sea muy baja y por lo tanto que la cantidad de proteína 

PEA3 sea demasiado baja para ser detectable por Western blot (Baert et al., 1997; de Launoit, 

1997). 

Los datos anteriores en torno a los efectos del AR en la regulación transcripcional y 

expresión de GPR30, así como de la disminución en la expresión de la subfamilia PEA3, 

sugieren que la disminución en torno a la reducción significativa el crecimiento celular 

dependiente de GPR30 en células MCF-7 es debida a una regulación indirecta por parte del 

AR. No obstante, dado que el crecimiento celular descontrolado es una característica que 

forma parte del comportamiento de las células de cáncer de mama con fenotipo epitelial, se 

debe considerar que dentro del efecto supresor del AR sobre el proceso proliferativo subyace 

una reprogramación de la expresión génica dirigida a la transición epitelial-mesenquimal que 

a su vez promueve un fenotipo de cáncer de mama invasivo (De Francesco et al., 2018; 

Kohrman and Matus, 2017; Weißenborn et al., 2014a; Weißenborn et al., 2014b; Yuan et al., 

2015).  

Es importante considerar que la activación especifica de GPR30 puede contribuir al 

tratamiento de cáncer de mama no invasivo o podría detener y revertir la invasividad de 

tumores muy agresivos para emplear tratamientos estándar.  
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Figura 18. Esquema del mecanismo propuesto de la actividad de GPR30 en la 

proliferación y migración en células de cáncer de mama. Las flechas indican activación, 

mientras que las líneas indican inhibición. PKA, proteína cinasa A; ERK, proteína cinasa 

regulada por señales extracelulares; FC, factor de transcripción; GPR30; receptor 30 acoplado 

a proteína G. 
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9. Conclusión 

 

Las evidencias aquí señaladas indican que GPR30 participa activamente en regular 

positivamente el crecimiento de células de cáncer de mama MCF-7; sin embargo, en células 

de cáncer de mama invasivas y triple negativo MDA-MB-231 detiene el proceso de migración. 

Por otra parte, dentro de la región promotora de GPR30 se logró identificar un elemento 

regulador en cis ubicado entre -625 a -631 pb del CIT, el cual reguló la transcripción y por ende 

la expresión de GPR30 a través de la interacción con alguno de los factores de transcripción 

ERM y ER81, pertenecientes la subfamilia PEA3. Dada la función que desempeñan los 

factores de la subfamilia PEA3 en la regulación transcripcional de GPR30 y dado el papel que 

este receptor juega durante la evolución del cáncer de mama, el desarrollo de estratégicas 

terapéuticas y diagnosticas basados en este mecanismo podrían contribuir en el tratamiento 

de esta neoplasia.  

 

10. Perspectivas 

 

I. Identificar de manera específica cuál de los miembros de los factores de transcripción 

de la subfamilia PEA3 se unen al elemento en cis ETS de la región promotora de 

GPR30 a través de ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) in vivo. 

 

II. Una vez identificado el factor de transcripción implicado en la regulación transcripcional 

de GPR30 por la unión al elemento ETS se realizarán ensayos de silenciamiento y 

sobre expresión de este factor de transcripción para observar los cambios que se 

causan en la regulación transcripcional y de expresión de GPR30. 
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