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RESUMEN 
 

Alrededor del 80% de los tumores mamarios expresan el receptor de 

estrógenos alfa (ERα), el cual juega un rol relevante relacionado al 

tratamiento del cáncer de mama de respuesta hormonal. Los tumores ERα 

positivos en general responden bien a las terapias hormonales y tienen un 

mejor pronóstico. Sin embargo, durante la progresión tumoral, con 

frecuencia, los tumores ERα positivos dejan de responder al tratamiento y 

su fenotipo epitelial bien diferenciado se vuelve de tipo mesenquimal. Estos 

cambios celulares ocurren a través un proceso conocido como transición 

epitelio-mesenquimal (TEM), mediante el cual las células epiteliales 

adquieren características de células mesenquimales. Durante la progresión 

del cáncer mamario, la TEM puede estar involucrada en la pérdida de 

respuesta a la terapia hormonal, así como a la diseminación de células 

cancerosas y formación de metástasis. En este trabajo nos centramos en 

un aspecto poco explorado, buscando comprender los cambios que se 

producen en el aparato traduccional durante esta transición y sus 

implicancias en la cinética de traducción y biosíntesis de proteínas. Tanto 

la maquinaria de traducción como los mecanismos de síntesis de proteínas, 

han sido considerados como parte de un aparato muy conservado e 

invariable. Sin embargo, recientemente se ha reportado que sus 

componentes pueden variar de acuerdo a los distintos contextos celulares. 

 

En este trabajo, nos propusimos estudiar el cambio en la conformación del 

ERα vinculado al cambio en el contexto celular. Para ello, utilizamos un 

modelo celular de TEM en el cual estudiamos los cambios 

conformacionales del ERα mediante ensayos de proteólisis limitada.  

Caracterizamos el estado de la población de ARNt por ensayos de 

microarreglos de forma comparativa entre las líneas celulares del modelo. 

Por último, complementamos un detallado estudio del estado metabólico 

de estas células realizado por RNA-Seq y Ribosome Profiling con ensayos 

de metabolómica.   
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1. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 
 

El presente trabajo de tesis de maestría formó parte de una línea de 

investigación centrada en el estudio de la cinética de traducción y el 

plegamiento de proteínas, la cual, sobre los últimos años, incluyó un 

enfoque biomédico, orientado a responder alguna de las incertidumbres 

relacionadas a la resistencia de la terapia hormonal en el cáncer de mama. 

De esta forma, en la introducción trataremos algunos conceptos acerca del 

cáncer de mama y su tratamiento; mencionaremos al receptor de 

estrógenos α (ERα) como blanco principal de las terapias, describiendo sus 

propiedades fisicoquímicas y estructurales; en tercer lugar revisaremos las 

características principales del proceso de transición epitelio-mesenquimal; 

y, por último, hablaremos acerca de la cinética de traducción de proteínas, 

dónde abordaremos el rol de la maquinaria de traducción y el estado 

metabólico de las células.  

 

1.1. Generalidades del cáncer de mama 

 

A nivel mundial, el cáncer mamario es una causa de enorme sufrimiento 

humano, siendo el cáncer más frecuente en las mujeres y junto con el 

cáncer de pulmón, son los que presentan mayor mortalidad también en las 

mujeres (Siegel et al., 2020). Si bien los números han mejorado en los 

últimos tiempos en cuanto a la mortalidad, gracias a los avances en las 

estrategias de detección, diagnóstico y tratamiento, el mal pronóstico de 

pacientes con cáncer en estados avanzados y la resistencia a los 

tratamientos desarrollada por algunos tumores, se presentan como los 

grandes desafíos para contener la enfermedad en la actualidad.  
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1.1.1. Clasificación de los tumores de mama 

Para proporcionar un diagnóstico preciso y facilitar las decisiones a la hora 

de optar por diferentes opciones terapéuticas, se han desarrollado sistemas 

de clasificación basados en distintos aspectos de los tumores (Figura 1). 

 

 

a. Clasificación por histopatología  

Bajo este sistema los tumores mamarios se pueden clasificar, a grandes 

rasgos, en carcinomas in situ (no invasivos o preinvasivos) y carcinomas 

invasivos. El carcinoma in situ se subclasifica además en ductal (DCIS) o 

lobular (LCIS), siendo el DCIS considerablemente más común que su 

contraparte y abarca un grupo heterogéneo de tumores que se 

subclasifican en varios subtipos. Los carcinomas invasivos también son un 

Figura 1. Clasificación de los tumores mamarios 

Se describen los principales subtipos dentro de cada uno de los dos grandes sistemas 

de clasificación de tumores mamarios (A: clasificación histopatológica, B: Clasificación 

molecular), con sus porcentajes de incidencia respectivos. También se describen algunas 

características de cada subtipo. Modificado de Eric Wong and Jenna Rebelo. 

A) 

B) 
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grupo heterogéneo de tumores clasificados en subtipos histológicos. De 

ellos, el carcinoma ductal infiltrante (IDC) es el más común y representa el 

70-80% de todas las lesiones invasivas (Malhotra et al., 2010).  

 

b. Inmunofenotipificación 

Los tumores son rutinariamente evaluados mediante inmunohistoquímica 

para determinar la presencia de distintos marcadores. Los tumores pueden 

ser clasificados según la presencia de los receptores de estrógenos (como 

ERα+ o ERα-) y de progesterona (como PR+ o PR-). Los tumores que 

presentan estos receptores tienen mejor pronóstico ya que tienen la 

capacidad de responder a terapias hormonales. Aproximadamente un 70% 

de los tumores de mama son positivos para los dos o al menos uno de los 

receptores (Tsang and Tse, 2020). Los tumores de mama también son 

clasificados según la presencia o ausencia del factor de crecimiento 

epidérmico humano 2 (HER2). Los tumores HER2+ sintetizan un exceso de 

este receptor debido a una amplificación del gen. Como consecuencia, las 

células tumorales crecen y se dividen de manera exacerbada por lo que los 

tumores son considerados más agresivos que los PR+ y/o ERα+. 

Aproximadamente el 15% de los tumores de mama son HER2+ (Tsang and 

Tse, 2020). El restante 15% de los tumores de mama no expresa ninguno 

de estos receptores. Este tipo de tumores se denominan triple negativo 

(TNBC, por sus siglas en inglés) y son los que presentan el peor pronóstico.  

 

c. Clasificación en base al perfil molecular 

A comienzos del siglo XXI, haciendo uso de novedosas técnicas genómicas 

se confirmó que existía una asociación entre la evolución del cáncer de 

mama y el perfil de expresión genética del tumor (Perou et al., 2000; van ’t 

Veer et al., 2002). A raíz de ello, se estableció una nueva clasificación 

molecular. Para llevar a cabo este procedimiento existen distintas pruebas 

genómicas, como Oncotype DX, Recurrence Score, Mammaprint, 

Endopredict y Prosigna, que analizan la expresión de distintos grupos de 
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genes (Gao and Swain, 2018). En base a la expresión génica evaluada a 

través de estas plataformas, los tumores se pueden clasificar en los 

siguientes subtipos moleculares:  

 

Luminal A: Suelen ser de grado histológico bajo y su pronóstico es el más 

favorable de todos, con una supervivencia a los 5 años mayor del 

80%. Incluye tumores que son ER positivos y PR positivos, pero 

negativos para HER2. Presentan muy baja expresión del marcador 

de proliferación Ki67. En general responden a la terapia hormonal y 

a la quimioterapia (Tsang and Tse, 2020). Representan entre el 40 y 

50% de los cánceres de mama (Trop et al., 2014). 

 

Luminal B: Su incidencia media es del 15 a 20% (Trop et al., 2014). 

Presentan tasas de supervivencia a los 5 años del 40%. Muestran 

una menor expresión de ER, pero mayor expresión de genes 

relacionados con la proliferación y una expresión variable de HER2 

en comparación al subtipo luminal A. Pueden responder a la 

quimioterapia, a la terapia hormonal y al tratamiento dirigido a HER2. 

Sin embargo, tienen mayores porcentajes de recurrencia que el 

luminal A (Tsang and Tse, 2020). 

 

HER2 positivos: Suponen entre el 15 y el 30% del total y corresponde a 

tumores de grado histológico intermedio o alto, con tendencia a la 

multifocalidad. Su supervivencia a los 5 años era del 30% antes de 

la introducción del trastuzumab (Elias et al., 2014). Incluye tumores 

que son ER negativos y PR negativos, pero HER2 positivos. 

Probablemente responden a la quimioterapia y al tratamiento dirigido 

contra HER2. 

 

Basales (BLBC por sus siglas en inglés): Representan del 10% al 20% de 

todos los tumores, dependiendo de la población. Están asociados 

con la expresión de genes en células mamarias normales del tipo 
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basal/mioepitelial. También muestran sobreexpresión de genes 

relacionados con la proliferación, pero carecen de los receptores ER, 

PR y HER2, por eso se los define comúnmente como triple 

negativos. Histológicamente, los BLBC suelen ser de alto grado, con 

alto índice de proliferación siendo los de peor pronóstico. Estos 

tumores no responden bien a las terapias convencionales (Perou et 

al., 2000).  

1.1.2. Resistencia a la terapia hormonal 

Como se menciona anteriormente, hace ya algunos años que la mortalidad 

por cáncer de mama se ha mantenido proporcionalmente a la baja respecto 

a su incidencia, gracias al diagnóstico temprano y a los avances en las 

terapias. Cabe mencionar nuevamente que casi el 80% de los tumores 

mamarios son clasificados como ER+ (DeSantis et al., 2019). Debido a la 

fuerte dependencia de las células mamarias en los efectos de los 

estrógenos, la supresión de estas hormonas y el uso de antagonistas del 

ERα, han sido y siguen siendo, uno de los principales tratamientos para los 

tumores mamarios ER+ (Hanker et al., 2020) (Figura 2). De esta forma, las 

terapias endocrinas como los moduladores selectivos de los ER (SERM), 

los desreguladores selectivos de los ER (SERD) y los inhibidores de la 

aromatasa (AIs), fueron aprobados como tratamientos adyuvantes para 

pacientes con cáncer de mama ER+ (Aggelis and Johnston, 2019). En 

ensayos clínicos mostraron que las terapias endocrinas reducen 

considerablemente la recurrencia y la mortalidad del cáncer de mama (Lin 

and Winer, 2008), resaltando eficacia de estos agentes en estadios 

tempranos de esta enfermedad. Sin embargo, el 20% de los pacientes 

diagnosticados con tumores ER+ operables recurren con una metástasis 

(Pan et al., 2017). La pérdida de la expresión de ERα ocurre en una minoría 

(10%) de los cánceres de mama resistentes (Shiino et al., 2016). En 

cambio, la resistencia endocrina suele estar impulsada por la activación del 

ERα independiente del ligando (Miller et al., 2011) causada por mutaciones 

en el gen que codifica para el ERα, relacionadas a posibles variantes 
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conformacionales que llevan a interacciones alteradas del ERα con 

coactivadores/correpresores o a su degradación (Lin et al., 2020; Ma et al., 

2015). En un estudio realizado recientemente se clasificó los tumores 

resistentes a la terapia hormonal en cuatro grupos de acuerdo a las 

alteraciones en el genoma. El 18% de los tumores presentaba alteraciones 

en el gen del ERα (ESR1), un 13% albergan lesiones en el gen que codifica 

para la quinasa MAPK, otro 9% de los tumores presenta mutaciones en 

distintos factores de transcripción, y el 60% restante de los casos aún no 

presenta mecanismos claros (Zhang et al., 2020). Esto deja la puerta 

abierta para estudiar otros mecanismos de resistencia a la terapia 

hormonal, relacionados con posibles cambios en la conformación del ERα. 

 

Figura 2. Mecanismos de acción de las terapias endócrinas contra el cáncer de mama 

Se esquematizan los principales mecanismos de acción de las terapias endócrinas contra 

el cáncer de mama. ERα: Receptor de estrógenos α; CoA: Coactivador; ERE: Elemento de 

respuesta a estrógenos; SERM: moduladores selectivos del ERα; SERD: desreguladores 

selectivos del ERα. Adaptado de Hanker et al., 2020. 
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1.2. Receptores de estrógenos  

 

Los receptores de estrógenos (ER) son factores de transcripción que 

median los efectos de estas hormonas, regulando la expresión de un gran 

número de genes en distintos tejidos. Aunque los estrógenos son 

históricamente vistos como hormonas exclusivamente reproductivas en los 

mamíferos, estas hormonas también inducen cambios celulares 

importantes en casi todos los tejidos (Liang and Shang, 2013). La 

comunicación mediada por la interacción entre los estrógenos y sus 

receptores, en particular por el estradiol (E2), resulta esencial para diversas 

funciones fisiológicas, jugando un rol principal en el desarrollo y función de 

la glándula mamaria (Koos, 2011). A su vez, debido al papel central de los 

estrógenos en la fisiología, no es sorprendente que estas hormonas estén 

implicadas en el desarrollo o progresión de enfermedades como el cáncer 

(de mama, endometrio y ovarios), la endometriosis, la osteoporosis, la 

obesidad, así como enfermedades cardiovasculares, autoinmunes y 

neurodegenerativas (Deroo and Korach, 2006). 

 

No fue hasta 1958 gracias al trabajo de Elwood Jensen que se encontró la 

existencia de proteínas capaces de unir estrógenos. El mismo E. Jensen, 

demostró posteriormente que estas proteínas podían migrar al núcleo y 

estimular la transcripción génica (Jensen et al., 1968, 1967). Más de 20 

años después, en 1986, se logró clonar el ERα a partir de células MCF-7 

(Greene et al., 1986). En la actualidad, el ERα es de especial interés como 

marcador pronóstico del cáncer de mama debido a que se encuentran en 

altos niveles en la gran mayoría de estos tumores, siendo el blanco principal 

de varios tratamientos. Casi 30 años después, el grupo liderado por Jan-

Ake Gustafsson descubrió un segundo subtipo de receptor de estrógenos 

que presentaba una alta homología con el primero por lo que lo 

denominaron como ERβ. Este receptor posee una estructura similar pero 

no idéntica al ERα, y su papel en el cáncer de mama, es aún poco 

comprendido (Jia et al., 2015). Más recientemente, se descubrió un tercer 



12 
 

subtipo de receptores que se unen a los estrógenos, las “proteínas G 

acopladas a receptores de estrógenos” o GPER por sus siglas en inglés 

(también llamado GPER1). Estos receptores se encuentran unidos a la 

membrana plasmática y median una respuesta rápida a los estrógenos a 

través de cascadas de fosforilación. En términos de estructura, este subtipo 

de receptores no comparte similitudes con los dos anteriores, y presenta 

baja afinidad por el estradiol, lo cual se ve compensado por la amplificación 

de señal generada por los segundos mensajeros. 

1.2.1. Estructura e isoformas del ERα 

El ERα humano está codificado por el gen ESR1 (Gene ID: 2099) ubicado 

en el brazo largo del cromosoma 6 (Gosden et al., 1986). El ARNm presenta 

8 exones codificantes, y es traducido en una proteína de 595 aminoácidos 

(66 kDa), pudiendo presentar a su vez varias isoformas. 

 

En 1986, Krust y colaboradores propusieron, mediante alineamientos de 

secuencias aminoacídicas de los receptores nucleares (NR, por sus siglas 

en inglés), que los miembros de esta familia de factores de transcripción 

compartían una organización modular conformada por varios dominios 

conservados (Krust et al., 1986; Weikum et al., 2018).  

Figura 3. Dominios funcionales del ERα y ERβ 

Esquema de los dominios estructurales de los receptores de estrógeno. Ambos receptores 

tienen seis dominios. Un dominio N-terminal (NTD, A/B) no estructurado que contiene la 

región con actividad de transactivación (AF-1), un dominio de unión al ADN (DBD), una región 

bisagra flexible y un dominio de unión a ligandos (LBD) que interactúa con correguladores a 

través de la región de transactivación AF-2. Tomado de Fuentes and Silveyra, 2019. 
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El dominio N-terminal, denominado también como A/B, es altamente 

variable tanto en la secuencia primaria como en su longitud entre los 

distintos NR. En el ERα, el dominio B presenta una región con función de 

transactivación denominada AF-1. Esta función se caracteriza por ser 

independiente del ligando (Lees et al., 1989). Mediante esta región de 

transactivación, estos receptores interactúan con una variedad de 

proteínas correguladoras, las cuales pueden ser específicas de cada tejido 

y para cada promotor (Kumar and Thompson, 2003). Además, estos 

dominios también presentan un papel importante en la estabilización del 

receptor cuando se une al ADN y en la eficiencia de dimerización; y cuenta 

con numerosos sitios blanco de modificaciones postraduccionales 

(Anbalagan et al., 2012). 

 

En la región central de la estructura primaria se encuentran los dominios C 

y D. El dominio C es el más conservado entre los NR y constituye el dominio 

de unión al ADN (DBD, por sus siglas en inglés) (Ruff et al., 2000). La 

estructura cristalográfica de este dominio demostró que presenta una 

estructura globular compacta formada por dos dedos de zinc, cada uno 

formado por cuatro residuos de cisteína que se encuentran coordinando un 

ion de zinc. En el caso del ERα, estos dominios se unen principalmente a 

secuencias en el ADN denominadas “elementos de respuesta a 

estrógenos” (ERE) que consisten en secuencias consenso de 13 pb de la 

siguiente forma: 5´-GGTCAnnnTGACC-3´. Este motivo palindrómico 

permite la unión del receptor en forma dimérica al ADN (Klinge, 2001). El 

dominio D por su parte, consiste en una región “bisagra” entre los dominios 

C y E y se trata de un dominio poco conservado en cuanto a tamaño y 

secuencia entre los NR. Está involucrado en los cambios conformacionales 

del ERα cuando éste se une al ADN o a su ligando y en las interacciones 

proteína-proteína cuando forma homo o heterodímeros. A su vez, contiene 

señales de localización nuclear (NLS), importantes para la translocación del 

receptor del citoplasma al núcleo (Zwart et al., 2010). El dominio D también 

es importante en la interacción del receptor con otros factores de 
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transcripción y está sujeto a diversas modificaciones postraduccionales que 

modulan la actividad del receptor, incluyendo fosforilación, acetilación y 

metilación (Anbalagan et al., 2012). 

 

La región correspondiente al extremo C-terminal (dominio E/F) es una 

región relativamente extensa de los NR, donde se ubica el dominio de unión 

al ligando (LBD, por sus siglas en inglés). Esta región está muy conservada 

entre los receptores de un mismo ligando, pero varía notoriamente entre 

los distintos tipos NR. A su vez, dentro de este dominio se presenta una 

región que permite la dimerización del receptor y otro sitio de 

transactivación denominado AF-2, que, a diferencia del primero, es 

dependiente de la unión del ligando. Estudios cristalográficos mostraron 

que el dominio E del ERα presenta 12 α-hélices (H1 a H12) y dos láminas 

β formando un bolsillo hidrofóbico donde se acomoda el ligando (Nettles et 

al., 2007) (Figura 4).  

 

 

A) B) 

Figura 4. Dominio de unión al ligando y estructura química del E2 y del Tamoxifeno  

A) Esquema y representación tridimensional del dominio de unión al ligando donde se 

numeran las 12 hélices alfa y el bolsillo hidrofóbico donde se acomoda el ligando en azul. 

Modificado de Pike, 2006. B) Estructura química del ligando natural del receptor, el 17-β-

estradiol (E2) y la estructura del Tamoxifeno, uno de los moduladores selectivos de los 

receptores de estrógenos (SERMs) más conocidos. Modificado de Arnal et al., 2017. 
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La organización tridimensional de este dominio sufre un fuerte 

reordenamiento luego de la unión del ligando, que modula la actividad del 

ERα a través de la formación de una superficie de unión a distintos 

cofactores. Recientemente se demostró que este reordenamiento también 

lleva a una interacción entre el DBD y el LBD (Huang et al., 2018). La 

estructura tridimensional resultante del reordenamiento se vincula con los 

efectos agonistas o antagonistas de cada ligando, los cuales generan una 

exposición diferente de la superficie de unión a coactivadores y 

correpresores (Ruff et al., 2000).   

 

Además de la isoforma más predominante del ERα de 66 kDa, existen 

algunas variantes del receptor que se expresan en forma tipo celular 

específica como producto del splicing alternativo o del uso de sitios de inicio 

de la traducción alternativos (Figura 5). Algunas de las isoformas cortas del 

receptor carecen del dominio de activación AF-1, las cuales se pueden unir 

al receptor completo formando heterodímeros, inhabilitándolo para actuar 

como factor de transcripción.  

 

 

Figura 5. Isoformas del ERα 

Se ilustran las isoformas más conocidas del ERα (66 kDa, 62 kDa, 53 kDa, 46 kDa, 45 

kDa y 36 kDa) que resultan de un splicing alternativo y/o sitios de inicio de traducción 

alternativos. Tomado de Fuentes and Silveyra, 2019 
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1.2.2. Mecanismos de acción del ERα  

La regulación mediada por el ERα abarca desde la inducción o represión 

de la transcripción de un gran número de genes hasta cambios en la 

señalización de cascadas de quinasas. Esta es establecida a través de dos 

grandes mecanismos, conocidos como mecanismos genómicos y no 

genómicos (Figura 6).  

Figura 6. Mecanismos y vías de acción del ERα 

El ERα puede actuar a través de varios mecanismos. En las vías genómicas, una vez 

que el ERα se une a su ligando (ej. Estradiol, E) es capaz de translocarse al núcleo e 

inducir la expresión de genes blanco uniéndose directamente al ADN en los motivos ERE 

(vía clásica) o indirectamente al unirse a otros factores de transcripción (vía no clásica o 

indirecta). El ERα también es capaz de inducir la expresión de genes blanco en forma 

independiente de ligando. Por otra parte, los ER pueden participar en la activación de 

cascadas de quinasas, en lo que se llama vía no genómica o vía rápida de acción del 

ER. Adaptado de Fuentes and Silveyra, 2019. 
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Por un lado, los mecanismos genómicos son aquellos que involucran la 

migración del complejo formado por el ligando y el receptor al núcleo 

celular, y su interacción de forma directa o indirecta con el ADN regulando 

la expresión génica (Arnal et al., 2017; Fernández-Calero et al., 2016). 

Existe una extensa bibliografía acerca de las distintas vías reguladas por el 

ERα a través de este mecanismo, algunas de las cuales mencionaremos 

más adelante. Por otro lado, más recientemente, ha surgido un interés 

creciente por los mecanismos no genómicos. Estos mecanismos son 

mediados principalmente por GPER, por el cual se regula la actividad de 

ciertas quinasas, aunque recientemente se ha demostrado que algunas 

formas del ERα también podrían estar implicadas en estos mecanismos, 

siendo tema de extenso debate en la actualidad (Fuentes and Silveyra, 

2019). La existencia de respuestas celulares rápidas inducidas por 

estrógenos llevó a algunos investigadores a plantearse la hipótesis de que 

los estrógenos podrían estar actuando por mecanismos que no implicaran 

la transcripción de un gen y su posterior traducción, derivando en el 

descubrimiento del GPER (Prossnitz and Barton, 2011). Las vías que se 

engloban bajo esta forma de acción de los ER implican generalmente la 

producción de segundos mensajeros intracelulares, como cAMP o la 

fosforilación de algunas proteínas desencadenando cascadas de 

señalización que resultan en cambios en la expresión genética (Lösel and 

Wehling, 2003). 

 

En cuanto a los mecanismos genómicos, se han descrito dos grandes vías 

por las cuales los ER ejercen su acción, la vía “clásica”, mediante la cual el 

receptor se une directamente al ADN en los EREs y la vía “no clásica o 

indirecta”, mediante la cual el receptor se une indirectamente al ADN a 

través de otros factores de transcripción ejerciendo la regulación de forma 

independiente de los EREs (Marino et al., 2006). En ausencia del ligando, 

el ERα habitualmente se encuentra soluble en el citoplasma unido a la 

chaperona Hsp90. La unión del ligando induce un cambio conformacional 

en el ERα que lleva a la disociación de Hsp90, exponiendo los principales 
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sitios de dimerización y transactivación presentes en el dominio E del ERα. 

Habitualmente es importante también la fosforilación del dominio D y/o E 

del receptor para la activación del mismo. A través de la vía clásica, el ERα 

activado forma homo o heterodímeros (con el ERβ u otras isoformas del 

ERα) y regula la transcripción mediante su unión cooperativa a los EREs 

en el ADN (Arnal et al., 2017) y el reclutamiento de otros factores de 

transcripción (Figura 6). Hasta hace no mucho tiempo se creía que estos 

elementos de respuesta a estrógenos se encontraban principalmente en 

los promotores proximales de los genes diana o en sus cercanías. Estudios 

recientes demostraron que más del 90% de los sitios de unión del ERα son 

secuencias potenciadoras que se encuentran en regiones distales de los 

genes regulados por este (Carroll et al., 2006; Farcas et al., 2021). De esta 

forma el ERα regula la transcripción de sus genes diana a distancia 

mediante el reclutamiento de otros factores de transcripción a través de sus 

dominios de transactivación AF-1 y AF-2. Entre estos otros reguladores se 

encuentran coactivadores y correpresores que están implicados en la 

remodelación de la cromatina, la modificación de otras proteínas, la 

iniciación de la transcripción, la elongación y splicing del ARNm o en la 

terminación de la transcripción. 

 

Hasta hace algunas décadas, el modelo de regulación de la transcripción 

mediado por el ERα era relativamente simple, como se describe en el 

párrafo anterior, la unión de un ligando agonista como el E2 lleva a que el 

ERα experimente cambios conformacionales que permiten su dimerización 

y unión al ADN en los EREs de los genes diana. Sin embargo, se han 

identificado un número cada vez mayor de factores correguladores que se 

unen al ERα estimulando o inhibiendo la expresión de genes diana, 

demostrando su importancia para la actividad del ERα (Arnal et al., 2017). 

Los efectos mediados por el receptor a través de su unión indirecta al ADN 

se engloban dentro de lo que se denomina la vía “no clásica o indirecta” de 

acción, en la cual la unión del ligando al ERα promueve la formación de 

complejos con otros factores de transcripción que se unen al ADN 
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independientemente de los EREs (Figura 7). Uno de estos factores es la 

proteína estimulante 1 (Sp1) a través del cual el ERα media la expresión 

de genes con promotores ricos en GC (O’Lone et al., 2004). Algunos 

estudios también han demostrado la unión del ERα con el factor NF-κB 

(Kalaitzidis and Gilmore, 2005) y con los factores de la familia c-Fos y c-

Jun que forman el complejo AP-1 a través del cual regula la expresión de 

genes involucrados en procesos de diferenciación, proliferación y apoptosis 

(Piu et al., 2001). 

 

1.2.3. Bases moleculares y celulares de la respuesta tejido-específica de 

los ER 

Los ER se encuentran expresados en un amplio espectro de tejidos, por lo 

que potencialmente podrían responder a la presencia de estas hormonas, 

cumpliendo distintas funciones en cada contexto celular. Esto ha sido 

demostrado con el uso de agentes farmacéuticos dirigidos contra el ERα, 

Figura 7. Factores de transcripción reclutados en la vía no clásica 

Se presentan algunos de los factores a los que se asocia el ERα para mediar su acción, 

uniéndose a regiones del ADN de forma independiente de los EREs. Tomado de Arnal 

et al., 2017.  
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revelando la naturaleza tejido-específica de las respuestas 

desencadenadas. Originalmente, las terapias hormonales contra los 

tumores mamarios, que tenían como blanco el ERα, desarrollaban un gran 

número de efectos secundarios en los pacientes tratados, ya que afectaban 

de forma indeseada el funcionamiento del receptor en otros los tejidos 

secundarios. Por este motivo ha tomado gran relevancia en la medicina el 

desarrollo de los fármacos conocidos como moduladores selectivos de los 

ER (SERMs). Los SERMs regulan las funciones del ERα de forma tejido-

específicas, actuando como agonistas en ciertos tejidos y como 

antagonistas en otros (Martinkovich et al., 2014). Entre ellos se encuentra 

el Tamoxifeno que actúa como antagonista en el tejido mamario y como 

agonista en el útero y tejido óseo, pudiendo desencadenar el cáncer de 

útero como efecto secundario (Farooq, 2015). La respuesta específica de 

cada tejido a los distintos compuestos estrogénicos se ha asociado en parte 

a los patrones de expresión de los distintos subtipos de ER y de sus 

correguladores, específicos de cada tipo celular. Los dos subtipos, el ERα 

y el ERβ, pueden mediar funciones distintas dependiendo de la naturaleza 

de los ligandos unidos, las modificaciones postraduccionales que 

presenten y su interacción con distintos cofactores y elementos de 

respuesta en los promotores (Moggs and Orphanides, 2001; Sommer and 

Fuqua, 2001) (Figura 8). 

 

A su vez, también se ha demostrado que el estado de diferenciación celular 

influye sobre la actividad del ERα. Esto se encuentra relacionado a la 

contribución relativa ejercida por las funciones de transactivación AF1 y 

AF2 en la actividad transcripcional de ERα, la cual se ha visto que depende 

del estado de diferenciación de la célula. Se ha observado que cuanto más 

diferenciada es una célula, la señalización ERα se encuentra mediada 

fundamentalmente a través de la función AF-1. En contraste, AF-2 es la 

función dominante involucrada en la actividad transcripcional en células 

desdiferenciadas (Mérot et al., 2004).  
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Desafortunadamente para lo que respecta al tratamiento del cáncer de 

mama, algunos tumores mamarios generan resistencia a la terapia 

hormonal. En la actualidad, un área importante de investigación se centra 

en dilucidar los procesos que provocan la resistencia a los fármacos 

antiestrogénicos (Du and Shim, 2016; Moggs and Orphanides, 2001). La 

pérdida de la expresión o de actividad del ERα podría ser una forma de 

adquirir resistencia al tratamiento (Moggs and Orphanides, 2001). Se ha 

observado que algunos tumores mamarios sensibles al tratamiento 

hormonal, adquieren la resistencia al mismo cuando sufren un proceso de 

Figura 8. Cambios conformacionales del ERα frente a distintos ligandos 

Representación esquemática del dominio de unión a ligando en la forma apo (sin 

ligando), unido a un agonista (E2), unido a un SERM (4-hidroytamoxifeno: OHT) y unido 

a un antagonista puro (ICI o Fulvestrant). Estos esquemas se basan en estudios de 

cristalografía e interacciones. Se muestran las posiciones de las hélices principales del 

dominio E y las hélices de los dominios A y B del ER. Los cilindros rojos, rosado y marrón 

indican la posición de la hélice H12, el dominio AF-1-box1 y el dominio A 

respectivamente. CoA: Coactivador, CoR: Correpresor. Tomado de Arnal et al., 2017  
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transición epitelio-mesenquimal (TEM), cambiando su fenotipo de uno 

epitelial diferenciado a uno mesenquimal más desdiferenciado. Las células 

que sufren dicho proceso presentan una reducción de la actividad y/o de 

expresión del ERα y un aumento en la actividad de receptores de factores 

de crecimiento (Al Saleh et al., 2011).  

 

1.3. Transición Epitelio-Mesenquimal (TEM) 

 

Entre los pacientes con cáncer de mama, más del 90% de las muertes no 

son causadas por el tumor primario, sino por el producto de su metástasis 

en sitios distantes (DeSantis et al., 2019). Por lo tanto, comprender el 

mecanismo que dirige el proceso de metástasis en el cáncer de mama es 

muy importante para su detección temprana y tratamiento eficaz. La 

acumulación de evidencia sugiere que un proceso de transición epitelio-

mesenquimal (TEM) es uno de los principales mecanismos implicados en 

la metástasis de este tipo de cáncer (Creighton et al., 2010). 

 

De acuerdo a los lineamientos propuestos recientemente por la Asociación 

Internacional de TEM (tEMTIA), este proceso consiste en un conjunto de 

eventos celulares y moleculares conservados evolutivamente que llevan a 

la transformación de células epiteliales diferenciadas en células con un 

fenotipo mesenquimal inmaduro (Yang et al., 2020). La TEM fue observada 

en las etapas iniciales del desarrollo embrionario, en donde las células del 

epitelio embrionario temprano se internalizan para dar lugar al tejido 

mesodérmico. En esta etapa, las células deben desprenderse de las 

uniones que las mantienen adheridas con otras células, cambiar su forma 

y polaridad, y migrar hacia otras regiones del embrión en desarrollo (Nieto 

et al., 2016; Voulgari and Pintzas, 2009). Por otro lado, en organismos 

adultos la TEM se encuentra asociada a eventos de cicatrización de heridas 

o con diversas patologías, como la fibrosis y el cáncer (Kourtidis, 2017). En 

medicina, un tumor es clasificado como maligno fundamentalmente por su 
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capacidad de diseminación hacia otras regiones del organismo. En el curso 

de la enfermedad, la masa del tumor se vuelve heterogénea ya que las 

células tumorales primarias acumulan alteraciones genéticas de forma 

independiente e interactúan de forma particular con su microambiente local 

(Scheel et al., 2007). Como resultado de esta heterogeneidad, en ciertas 

áreas del tumor, un pequeño número de células pueden escapar a los 

mecanismos de control y regulación, perdiendo su adhesión con las células 

vecinas, migrando e invadiendo localmente el tejido circundante (Figura 9).  

 

 

Recientemente, la concepción de la TEM como un “switch” entre estos dos 

estados alternativos ha sido sustituida por una concepción más amplia y 

compleja, que contempla un gradiente de estados intermedios o parciales, 

Figura 9. Secuencia de eventos que ocurren durante la TEM 

El escape inicial del sitio primario (invasión) requiere que las células tumorales epiteliales 

disminuyan sus uniones célula-célula, adquiriendo movilidad (paso 1) y que degraden la 

membrana basal y la matriz extracelular (ECM), permitiendo que las células migren e 

invadan los tejidos normales cercanos (paso 2). El siguiente paso se denomina 

"intravasación", durante el cual las células tumorales invaden la lámina endotelial, penetran 

en los vasos vasculares o linfáticos y entran en la circulación sanguínea (paso 3). 

Eventualmente, algunas de las células que sobreviven a todos los pasos logran extravasar 

el endotelio capilar de órganos distantes hacia el parénquima de estos órganos (paso 4) y 

logran establecerse (paso 5) y proliferar desde crecimientos pequeños (micrometástasis) a 

tumores secundarios completamente malignos que son clínicamente detectables y 

potencialmente mortales (crecimiento secundario) (paso 6). Tomado de Yang et al., 2020. 
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apoyada por una serie de estudios que demuestran la complejidad y 

heterogeneidad intrínseca de los distintos tumores y de sus contextos 

(Yang et al., 2020). De esta forma, tanto células epiteliales normales como 

neoplásicas suelen adquirir en un primer lugar estados parcialmente 

epiteliales / parcialmente mesenquimales, donde sólo parte de los 

marcadores se expresan en pequeños conjuntos de células a lo largo del 

espectro epitelio-mesenquimal de fenotipos (Figura 10) (Dongre and 

Weinberg, 2019; Voutsadakis, 2016; Wahl and Spike, 2017). Por otro lado, 

las células desdiferenciadas durante la TEM pueden revertir esta condición 

y reconvertirse nuevamente en un tipo epitelial a través de un proceso 

inverso conocido como transición mesenquimo-epitelial (TME). 

1.3.1. Marcadores característicos de la TEM en cáncer de mama 

Se han descrito una serie de marcadores presentes en la mayoría de los 

tumores de mama que sufren una TEM. Entre los más conocidos 

encontramos en primer lugar, la E-cadherina, una proteína de superficie 

que permite la adhesión entre células epiteliales (Mittal, 2018). La 

disminución en la expresión de E-cadherina es el marcador típico de células 

Figura 10. Gradiente de estados (fenotipos) durante el proceso de TEM 

A medida que las células sufren la transición de izquierda (epitelial) a derecha 

(mesenquimal), estas pierden secuencialmente la polaridad apico-basal, la adherencia 

célula-célula, y comienzan a ganar polaridad frontal y aumentan las interacciones con la 

matriz. En la parte inferior de la figura se describen los reguladores principales 

implicados en el mantenimiento de cada estado. TJ, unión estrecha; AJ, unión 

adherente; DS, desmosoma. Modificado de Nieto et al. 2016. 

  

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=cOZSBx
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que se encuentran cursando un proceso de TEM. La supresión de la 

función o expresión de esta proteína conduce a las células hacia un 

fenotipo mesenquimal y produce una mayor migración e invasión celular. 

Por lo general tiene lugar un cambio en el tipo de cadherina expresado en 

la célula, pasando de E-cadherina a N-cadherina (Mittal, 2018). En segundo 

lugar, la proteína CD44, presente en la superficie celular modulando la 

señalización celular al formar complejos con diversos receptores tirosín-

quinasa, también desempeña un papel importante en la metástasis del 

cáncer de mama (Brown et al., 2011). En tercer lugar, la β-catenina es una 

proteína que se localiza en la membrana celular de células epiteliales 

normales y células tumorales no invasivas. En las células que sufren una 

TEM, la β-catenina se encuentra principalmente en el citoplasma o en el 

núcleo. La localización de β-catenina en el citoplasma es resultado de su 

disociación de la E-cadherina. Posteriormente, la β-catenina transloca al 

núcleo e induce la transcripción de genes que promueven la TEM (Zeisberg 

and Neilson, 2009). Por último, otro marcador de la TEM es un aumento en 

la expresión de la vimentina, una proteína que forma parte de los filamentos 

intermedios. La vimentina se expresa en sitios de elongación celular y se 

asocia con un fenotipo migratorio (Raymond and Leong, 1989).  

1.3.2. Regulación de la TEM 

Numerosas investigaciones han mostrado la gran complejidad que 

presenta la regulación de la TEM, proponiendo una regulación a distintos 

niveles, desde mecanismos regulatorios mediados por modificaciones 

epigenéticas, hasta la regulación transcripcional, el splicing alternativo y la 

estabilidad y localización subcelular de algunas proteínas (Nieto et al., 

2016) (Figura 11). La regulación de la TEM clásica se centra en la supresión 

transcripcional de la molécula de adhesión E-cadherina (Lamouille et al., 

2014). Los factores de transcripción que modulan la TEM pueden ser 

clasificados en función de su capacidad para reprimir la expresión de E-

cadherina de forma directa o indirecta (Liu et al., 2016). Algunos de estos 

factores de transcripción son específicos de la TEM como Snail1, Snail2 (o 
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Slug), ZEB1 (o TCF8/𝛿EF1), ZEB2 (o SIP1) y Twist, sumado a otros que 

participan de la regulación de vías más generales en procesos tumorales, 

como vías activadas por receptores de HER2/Neu en cáncer de mama. 

Algunos de ellos presentan funciones solapantes y pueden ser expresados 

en distintos estados de la TEM, mientras otros son esenciales en 

determinadas etapas. En particular para el cáncer mamario, la participación 

de Snail1 parece necesaria en el inicio del proceso de TEM, mientras que 

Twist se vuelve esencial durante el establecimiento de este proceso (Liu et 

al., 2016).  

 

A su vez, como mencionamos anteriormente, otro importante regulador de 

la TEM es el ERα. En condiciones normales, la actividad del ERα promueve 

la diferenciación y el fenotipo epitelial. Esto se debe, en parte, a que inhibe 

la expresión de los factores de transcripción antes mencionados (como los 

Snail y los ZEB). Existen investigaciones que demuestran que el knock-

down del ERα mediante siRNA en células de cáncer de mama ERα+ 

Figura 11. Maquinaria central de regulación de la TEM 

La regulación de este proceso presenta una gran complejidad y abarca diversos 

mecanismos como modificaciones epigenéticas, controles a nivel transcripcional 

mediado por una serie de factores, splicing alternativo y regulación de la estabilidad y 

localización subcelular de ciertas proteínas. Extraído de Nieto et al. 2016. 
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conducen a una TEM y a un incremento de la migración celular (Al Saleh 

et al., 2011; Voutsadakis, 2016). En último lugar, un mecanismo que ha 

sido muy estudiado en los últimos años en estrecha relación con el cáncer 

de mama, es el relacionado a la activación de la vía de señalización 

MKL1/actina. Diversos estudios han mostrado que un aumento en la 

actividad de esta vía se asocia con una disminución en la expresión del 

ERα y un aumento en la expresión de factores de crecimiento, mostrando 

un fenotipo semejante al de células que atraviesan una TEM. 

1.3.3. Vía de señalización MKL1/actina 

Entre los mecanismos moleculares involucrados en la pérdida de la 

respuesta hormonal, estudios recientes sugieren que el factor de 

transcripción relacionado a la miocardina o MKL1 (“megakaryoblastic 

leukemia 1”, también denominado MRTF-A) juega un rol importante en la 

progresión del cáncer actuando como promotor o supresor tumoral 

dependiendo del contexto celular (Scharenberg et al., 2010). El factor MKL1 

es un miembro de la familia de correguladores relacionados a la miocardina 

(MRTF, “myocardin-related transcription factor”), los cuales se caracterizan 

por regular la expresión génica sin unirse directamente al ADN (Wang et 

al., 2002). Todos los factores de esta familia se unen como coactivadores 

al factor de respuesta al suero (SRF), el cual controla la expresión génica 

en diversos tejidos, regulando procesos esenciales relacionados a la 

supervivencia celular y la apoptosis (Miano, 2003). La unión del SRF al 

ADN se da en secuencias ricas en A/T conocidas como “CArG boxes”, 

presentes en los promotores o en regiones intrónicas de los genes blanco 

(Sun et al., 2006). El factor MKL1 humano es expresado en un amplio rango 

de tejidos y codifica para una proteína de 931 aminoácidos que presenta 

una estructura modular conformada por varios dominios funcionales (Wang 

et al., 2002) (Figura 12).  
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En su extremo N-terminal presenta varias repeticiones del motivo RPEL 

(llamado así por los aminoácidos que lo conforman), esenciales para la 

unión a la actina monomérica/globular (G-actina) y por tanto su retención 

en el citoplasma (Miralles et al., 2003). Adyacente a esta región se 

encuentra un dominio rico en glutamina (rico en cargas positivas), 

necesario para su interacción con el SRF (Cen et al., 2003). La región C-

terminal, presenta un dominio de transactivación (TAD) importante para la 

regulación de la actividad del SRF (Scharenberg et al., 2010). 

 

La localización subcelular y la actividad transcripcional de MKL1 es 

regulada directamente a través de la interacción con la actina monomérica 

por medio de los motivos RPEL. Este mecanismo regulador involucra la 

señalización mediada por la GTPasa RhoA que regula la dinámica de la 

actina en la célula en respuestas a estímulos extracelulares (Vartiainen et 

al., 2007). En células no estimuladas, MKL1 se localiza predominantemente 

en el citoplasma asociado G-actina. Tras la activación de RhoA, aumenta 

la formación de filamentos de actina (F-actina), consumiendo el pool de G-

actina presente en el citoplasma y en el núcleo. Esto genera la liberación 

Figura 12. Dominios funcionales de MKL1 y sus correguladores 

En la parte superior se esquematizan los dominios funcionales en la estructura de MKL1. 

En la parte inferior se ejemplifican algunas de las vías de acción de estos factores, siendo 

principalmente asociado a SRF o de forma independiente de SRF mediante el dominio 

SAP (todavía poco conocido). Modificado de Swärd et al. 2016.  
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de MKL1 de la G-actina, lo que permite su importación al núcleo y 

permitiendo la interacción con el SRF modulando su actividad (Vartiainen 

et al., 2007). Por otro lado, se ha demostrado que la G-actina nuclear facilita 

la exportación MKL1 fuera del núcleo y evita que MKL1 active los genes 

blanco de SRF (Vartiainen et al., 2007).  

 

En relación con el cáncer de mama, se ha descrito que las células 

tumorales de epitelio mamario diferenciadas y sensibles al tratamiento 

hormonal, exhiben poca o nula actividad de MKL1 (Scharenberg et al., 

2010). Por otra parte, el proceso de TEM en estas células produce la un 

aumento en la relación F-actina/G-actina y en consecuencia, la activación 

de MKL1 (Kerdivel et al., 2014; Morita et al., 2007). Estudios recientes 

demuestran la existencia de una estrecha relación entre la actividad de 

MKL1 y el ERα (Huet et al., 2009). La inhibición de la actividad de MKL1 

favorece la transactivación del ERα a través de su dominio AF-1 mientras 

que la activación de MKL1 inhibe la actividad del ERα a través de su 

dominio AF-1, dependiendo exclusivamente de su dominio AF-2, lo que 

reduce drásticamente su eficiencia de transactivación. Esta reducción de la 

actividad del ERα mediada por MKL1 conduce al escape hormonal y al 

aumento de la actividad de varios factores de crecimiento, apoyando el rol 

de MKL1 como un factor tumorogénico (Flouriot et al., 2014; Kerdivel et al., 

2014). 

 

Esto fue demostrado en gran parte por el grupo del Prof. Gilles Flouriot, 

quienes desarrollaron un modelo basado en tres líneas celulares derivadas 

de una línea de cáncer mamario (MCF7) las cuales fueron transfectadas de 

forma estable para expresar distintas variantes de MKL1 (Figura 13) por 

medio de un promotor inducible por tetraciclina (Huet et al., 2009; Kerdivel 

et al., 2014). Una de las variantes transfectadas presenta una deleción de 

los primeros 200 aminoácidos del dominio N-terminal (MKL1 ∆N200) donde 

se encuentran los motivos RPEL involucrados en la interacción con la 

actina monomérica. De esta forma, al ser incapaz de unirse a la actina, esta 
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variante de MKL1 se encuentra constitutivamente activa en el núcleo. 

Luego del tratamiento con tetraciclina, estas células presentan un aumento 

de la transcripción de genes blanco de SRF como c-Fos, α-actina y el propio 

SRF, así como de su cantidad de proteína. Además, presentan un perfil 

típico de tumores de tipo basal con una disminución de la expresión de los 

receptores hormonales ER, PR y HER2 y de marcadores de escape 

hormonal como GATA3 (Kerdivel et al., 2014). Concomitantemente con un 

corrimiento hacia el lado mesenquimal de espectro asociado a una 

adquisición de características basales de estas células, también se observa 

una presencia de marcadores mesenquimales como la disminución de la 

E-cadherina y el aumento de la expresión de vimentina y de actina (Kerdivel 

et al., 2014).  

 

Por otro lado, en la otra variante transfectada fueron deletados los primeros 

301 aminoácidos del extremo C-terminal, donde se encuentra el dominio 

de transactivación (TAD). Esta variante se localiza principalmente en el 

citoplasma y se comporta como una variante dominante negativa con 

pérdida de función (Huet et al., 2009). En estos clones, MKL1 no puede 

ejercer su función de coactivador de SRF y pueden ser utilizados como 

control de la actividad transcripcional de MKL1. Estas células presentan un 

fenotipo diferenciado epitelial (Kerdivel et al., 2014). Para completar el 

modelo, se utiliza como control una línea que fue transfectada con un 

plásmido vacío (sin ninguna variante de MKL1) que le confiere la resistencia 

a los antibióticos utilizados para la selección de estas líneas, Zeocina y 

Blasticidina. Esta línea sólo expresa la MKL1 endógena. Estas líneas 

celulares constituyen un modelo interesante para el estudio de distintos 

contextos celulares donde el receptor presenta una actividad diferencial. 

Las células MCF7 MKL1 ΔN200 tienen características de células 

mesenquimales desdiferenciadas, y el receptor está en un contexto 

permisivo a AF-2. Mientras tanto en las células MCF7 MKL1 ΔC301 con 

características de células epiteliales diferenciadas, el receptor se encuentra 

en un contexto permisivo a AF-1. 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=6JIhUk
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1.4. Efectos la cinética de traducción y el contexto celular 

sobre la biosíntesis de proteínas 

 

Para asegurar la viabilidad celular es requisito indispensable que la célula 

logre producir y mantener un proteoma funcional, encargado de llevar a 

cabo la gran mayoría de las diversas funciones celulares. Para ello, cada 

proteína debe alcanzar una estructura tridimensional definida. Esto 

requiere una precisa traducción del código presente en el ARNm, lo implica 

no sólo la síntesis de un polímero de aminoácidos, sino también el correcto 

plegamiento de este polímero para que la proteína pueda desarrollar su 

función. Sólo aquellas proteínas que se encuentren correctamente 

plegadas serán capaces de interactuar en forma específica con las 

moléculas adecuadas y desarrollar su actividad. 

 

La biosíntesis de proteínas requiere una compleja coordinación de distintos 

factores en una coreografía de varios pasos, en la que un paso en falso 

puede alterar la homeostasis proteica (proteostasis). La aparición de dichas 

alteraciones en la síntesis de proteínas y, por ende, en la proteostasis, es 

la causa de diversas patologías, originadas tanto por un desequilibrio en la 

abundancia de una proteína nativa o por la acumulación de una proteína 

Figura 13. Representación esquemática de las variantes de MKL1. 

La región N-terminal de MKL1 contiene motivos RPEL que median la unión a actina. La 

variante ∆N200 carece de estos motivos por lo que no puede unirse actina, 

encontrándose constitutivamente activa en el núcleo. Por otro lado, la variante ∆C301 

carece del dominio de transactivación por lo que presenta una pérdida de función. 

Modificado de Huet et al., 2009.    
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mal plegada (Chiti and Dobson, 2017). Enfermedades como la fibrosis 

quística, la fenilcetonuria y la hipercolesterolemia familiar están asociadas 

con problemas en el plegamiento de proteínas específicas (Fraser-Pitt and 

O’Neil, 2015; Mukherjee et al., 2015; Sweeney et al., 2017). Por otro lado, 

algunas enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, la 

enfermedad del Parkinson, la esclerosis lateral amiotrófica, la enfermedad 

de Creutzfeld-Jacob y la enfermedad de Huntington están asociadas a la 

acumulación de agregados de proteínas mal plegadas (Chiti and Dobson, 

2017; Sweeney et al., 2017). 

1.4.1. Cinética de traducción y el plegamiento de proteínas 

Trabajos pioneros realizados por Christian Anfinsen y Cyrus Levinthal 

llevaron a proponer la hipótesis de que la secuencia de aminoácidos 

contiene toda la información necesaria para que una proteína alcance su 

conformación nativa (Anfinsen, 1973; Englander and Mayne, 2014) . En el 

medio siglo transcurrido desde estas observaciones, se han logrado 

grandes avances en la comprensión de los principios básicos que subyacen 

a este proceso, permitiendo reafirmar lo propuesto por Anfinsen y Levinthal. 

Actualmente está ampliamente aceptado que son las características de las 

cadenas laterales de los aminoácidos quienes definen las interacciones 

necesarias para generar las distintas estructuras (Englander and Mayne, 

2014). Sin embargo, también se reconoce actualmente que no todas las 

proteínas pueden adoptar su conformación nativa a través de su 

plegamiento sin la participación de otros factores (Kim et al., 2013; Kramer 

et al., 2009; Pechmann et al., 2013). Esto es especialmente importante para 

las proteínas eucariotas que tienden a ser más grandes en comparación 

con las proteínas bacterianas y presentan múltiples dominios (Kim et al., 

2013; Netzer and Hartl, 1997). Por lo tanto, el plegado de estas proteínas 

requiere una estricta regulación para garantizar que se alcancen las vías 

de plegado productivas y evitar así las muchas vías improductivas o de 

plegado incorrecto (Kim et al., 2013; Pechmann et al., 2013). Para superar 

este desafío, la célula ha desarrollado una estrategia que consiste en plegar 
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las proteínas de manera coordinada con su traducción, es decir de manera 

cotraduccional (Frydman et al., 1994). Para entender un poco mejor este 

concepto, debemos ver a la traducción como un proceso vectorial en el que 

el polipéptido naciente se produce en forma secuencial desde su extremo 

N-terminal a su extremo C-terminal. La naturaleza vectorial de la traducción 

permite dividir secuencialmente el plegamiento en los distintos dominios de 

las proteínas multidominio, limitando así el espectro de conformaciones 

posibles de la cadena naciente (Frydman et al., 1999). Sin embargo, el 

efecto colateral de lo anterior, es que los polipéptidos nacientes siguen 

siendo vulnerables al plegamiento incorrecto y a la agregación hasta que 

puedan adoptar su conformación nativa final una vez completada la 

traducción. 

 

De lo anterior, se desprende que para mantener la proteostasis, es esencial 

lograr un ajuste preciso de la velocidad de síntesis de proteínas, así como 

el correcto accionar de un conjunto de proteínas accesorias que favorecen 

el correcto plegamiento de las mismas. Entre estas últimas se encuentran 

las chaperonas, que interactúan con el péptido naciente o con las proteínas 

mal plegadas para habilitar la exploración de otras alternativas de 

plegamiento, enzimas de modificación, que generan grupos funcionales 

necesarios para formar distintas interacciones y las proteínas de 

reconocimiento de señales, las cuales se unen directamente a los 

ribosomas y los redireccionan a sitios específicos en la célula (Kim et al., 

2013; Pechmann et al., 2013; Preissler and Deuerling, 2012). Aunque aún 

quedan muchos detalles por dilucidar, está firmemente establecido que la 

cinética de traducción es un factor crítico para generar un proteoma 

saludable (Stein and Frydman, 2019). 
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1.4.2. Factores que pueden determinar la cinética de traducción 

Hace más de 30 años, se postuló que la velocidad de traducción de las 

distintas regiones de las cadenas polipeptídicas está estrechamente 

relacionada con el plegamiento de las mismas (Purvis et al., 1987). Por un 

lado, se ha demostrado que si la traducción ocurre de forma rápida, si bien 

es deseable para aumentar la eficiencia y fidelidad de la traducción, existe 

un alto riesgo de formación de intermediarios mal plegados (Borgia et al., 

2015). Por otro lado, si el plegamiento es más rápido en relación a la 

traducción, la probabilidad de obtener intermediarios mal plegados 

disminuye, lo que resulta deseable para obtener una proteína funcional 

(O’Brien et al., 2014; Zhou et al., 2009). Sin embargo, una traducción 

demasiado lenta, llegando incluso a una detención de los ribosomas, podría 

desencadenar tanto la degradación del péptido naciente como la 

degradación del ARNm (Borgia et al., 2015) (Figura 14).  

 

Figura 14. La cinética de traducción es un compromiso entre la producción de 

proteínas, su plegamiento y el control de calidad 

Tasas de elongación variadas a lo largo de un transcripto dictan una serie de 

compensaciones que promueven (azul) o disminuyen (naranja) la expresión génica. Las 

tasas de elongación más lentas promueven la expresión génica al facilitar el correcto 

plegamiento de las proteínas, pero una traducción muy lenta (como el estancamiento de 

los ribosomas) disminuye la expresión génica al causar la degradación del péptido 

nesciente y del ARNm. La traducción rápida también tiene sus ventajas y desventajas en 

la expresión génica, al mejorar la fidelidad y eficiencia de la síntesis, al tiempo que 

aumenta la probabilidad de plegamientos incorrectos y la agregación de las proteínas. 

Tomado de Stein and Frydman, 2019. 
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De esta forma, vemos que modular la cinética de traducción es un punto 

clave y energéticamente costoso para la célula, el cual es logrado a través 

de una compleja regulación de varios factores. Entre estos factores se 

encuentran el uso de codones, la abundancia y las propiedades de las 

poblaciones de ARNt, la estructura del ARNm (Hanson and Coller, 2018) y 

la composición de la maquinaria traduccional y sus interacciones con el 

péptido naciente (Wruck et al., 2017). Otros factores como las colisiones 

entre ribosomas, la cooperación entre la traducción y la maquinaria de 

transcripción en el caso de procariotas (Larson et al., 2014) y la 

concentración de Mg2+ (Borg and Ehrenberg, 2015), también pueden jugar 

un rol en la velocidad de traducción de cada codón (Figura 15).  

Figura 15. Varios factores regulan la cinética de traducción de manera 

interdependiente 

Entre los determinantes de la cinética de traducción se incluyen el uso de codones y la 

abundancia de los ARNt, que definen la optimización del codón, junto con la estructura 

secundaria del mRNA y las secuencias específicas de en las proteínas. Los cambios en la 

tasa de elongación modulan entonces las vías que determinan el destino de los 

polipéptidos nacientes. Esto incluye el direccionamiento de las proteínas secretoras a la 

membrana mediante el reclutamiento del SRP después de la exposición de señales de 

direccionamiento como el dominio transmembrana (TMD), así como el plegamiento de 

proteínas posiblemente mediante el reclutamiento de chaperonas moleculares. Cuando un 

ribosoma se detiene, se recluta maquinaria RQC para degradar el polipéptido naciente y la 

helicasa Dhh1 de DEAD-box inicia la descomposición del ARNm. Tomado de Stein and 

Frydman, 2019. 
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En relación al alcance del presente trabajo, describiremos algunos de estos 

factores con mayor detalle: 

 

a. Uso de codones 

El factor más comúnmente estudiado es la frecuencia de codones en el 

transcriptoma, lo que se conoce como uso o sesgo de codones. El código 

genético es degenerado, lo que significa que el mismo aminoácido puede 

ser codificado por diferentes codones. La frecuencia de los codones 

sinónimos en el transcriptoma puede variar en un orden de magnitud entre 

codones raros, es decir con baja frecuencia, y codones comunes, es decir 

aquellos que están mayormente presentes en el transcriptoma (Chaney 

and Clark, 2015). Durante mucho tiempo, los codones sinónimos se 

consideraron equivalentes, lo que llevó a acuñar el término de “mutaciones 

silenciosas" para describir mutaciones de un codón (sinónimo) por otro, sin 

un cambio de aminoácido. Sin embargo, ya hace varios años se ha 

demostrado que el término "silencioso" es inapropiado, debido a que las 

mutaciones sinónimas pueden efectivamente afectar el plegamiento y la 

actividad de algunas proteínas y están asociadas con la aparición de varias 

enfermedades (Fernández-Calero et al., 2016; Hunt et al., 2014; Marin, 

2008). El uso de codones dicta la cinética de traducción principalmente a 

través de la interdependencia entre la frecuencia con la que aparecen 

codones en las secuencias codificantes y la abundancia de los ARNt que 

los decodifican (Chaney and Clark, 2015; Ikemura, 1985). Existen 

variaciones significativas en el número de genes de ARNt que decodifican 

los distintos codones. Algunos codones son reconocidos por ARNt 

codificados por un único gen, mientras que otros codones son reconocidos 

por múltiples ARNt (isodecodificadores) codificados en diferentes genes 

(Gingold and Pilpel, 2011; Tuller et al., 2010). La diferencia es mayor aún 

en algunos casos ya que existen codones que no disponen de un ARNt que 

logre un apareamiento completo a través de interacciones de Watson-

Crick, y en su lugar requieren interacciones más inespecíficas en la tercera 
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posición del codón (primer nucleótido del anticodón) para su decodificación, 

conocidas como wobbling o de balanceo.  

 

b. Los ARNt 

Vemos que de forma interdependiente al uso de codones se presenta el 

estado de las poblaciones de ARNt celulares. Se ha estudiado que el 

número de copias de genes que codifican un ARNt dado se correlaciona 

positivamente con la abundancia de ese ARNt en el citoplasma, es decir 

que, los ARNt más abundantes tienen un mayor número de copias de 

genes (Gingold and Pilpel, 2011; Tuller et al., 2010). Esto genera una 

población de ARNt de composición diversa, con distintos ARNt con 

abundancias diferentes compitiendo por su incorporación en el centro de 

peptidil transferasa (PTC) del ribosoma. Dicha competencia influye en la 

tasa de elongación, particularmente determinada por la relación de 

concentración entre un ARNt con respecto sus isoaceptores (Fluitt et al., 

2007). Cuando en una secuencia determinada del ARNm se encuentran 

codones que requieren ARNt isoaceptores de baja abundancia, la tasa de 

traducción se ralentiza ya que esta competencia requiere más tiempo para 

incorporar con precisión el ARNt correcto (Hanson and Coller, 2018; 

Rodnina, 2016).  

 

La abundancia de ARNt y el uso de codones componen un equilibrio de 

oferta (ARNt) y demanda (codones en el ARNm), necesario para la correcta 

decodificación del mensaje contenido en el ARNm y define lo que se 

denomina como optimización de codones (Chaney and Clark, 2015; 

Pechmann et al., 2013). Bajo este concepto, se define como codones 

“óptimos” a los codones que son decodificados por ARNt abundantes. Por 

el contrario, los codones “no óptimos” generalmente consisten en codones 

raros decodificados por ARNt menos abundantes y, a menudo, 

subrepresentados en las secuencias codificantes (Chaney and Clark, 2015; 

Hanson and Coller, 2018; Ikemura, 1985). La consecuencia final es que los 
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codones “no óptimos” se decodifican con una velocidad menor que sus 

homólogos “óptimos”, lo que genera ciertas “pausas” o enlentecimientos en 

la traducción (Brule and Grayhack, 2017; Gardin et al., 2014; Letzring et al., 

2010). La alteración de cuán “óptimo” resulta un codón en determinado 

contexto celular proporciona una forma versátil para ajustar el correcto 

plegamiento de una proteína sin alterar su secuencia aminoacídica 

(Chaney and Clark, 2015; Sander et al., 2014).  

 

Hace no muchos años, se ha logrado demostrar que la composición de las 

poblaciones ARNt celulares no es algo estático, sino que puede variar de 

acuerdo a los diferentes contextos celulares o debido a ciertas 

enfermedades (Gingold et al., 2014; Goodarzi et al., 2016; Sagi et al., 

2016). Quizás el ejemplo mejor caracterizado de la influencia de las 

poblaciones de ARNt en la expresión génica es la respuesta celular frente 

a la escasez de aminoácidos. En E. coli, el aminoácido leucina es 

decodificado por seis ARNt isoaceptores diferentes, y los codones 

correspondientes muestran un marcado sesgo en su frecuencia, dando 

lugar a codones “óptimos” y codones “no óptimos” para este aminoácido. 

En condiciones de limitación de nutrientes, la proporción de ARNt que 

reconocen los codones “óptimos” que se encuentran cargados con el 

aminoácido correspondiente disminuye considerablemente, mientras que 

la proporción de ARNt cargados para los codones “no óptimos” permanece 

relativamente constante (Elf et al., 2003). Este cambio en los niveles ARNt 

cargados lleva a un cambio en la optimización de los codones y favorece la 

traducción de mensajeros con codones que eran considerados como “no 

óptimos” en las condiciones previas a la inanición. Entre los ARNm 

favorecidos en estas condiciones de depleción de aminoácidos se 

encuentran los que codifican para las proteínas responsables de la 

biosíntesis de aminoácidos y el reciclaje de proteínas. Por lo tanto, sumado 

a los cambios que se generan por otros mecanismos en la transcripción y 

traducción con el objetivo de mantener la homeostasis frente a la privación 

de aminoácidos, el conjunto de ARNt puede cambiar dinámicamente en 
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respuesta a los cambios ambientales para adaptarse a las necesidades 

para restaurar la homeostasis (Wohlgemuth et al., 2013). En las células 

renales embrionarias humanas, los grupos de ARNt cargados se alteran en 

respuesta a la falta de aminoácidos para favorecer la traducción de los 

ARNm implicados en el reciclaje de proteínas por la vía del proteosoma, lo 

que sugiere que la adaptación de los grupos de ARNt a las demandas 

traduccionales es un fenómeno conservado en los distintos reinos (Saikia 

et al., 2016).  

 

Un nivel aún más fino de regulación recae sobre las distintas 

modificaciones que sufren los ARNt en sus secuencias. Se ha demostrado 

que las modificaciones del ARNt influyen en la tasa de elongación, 

presumiblemente modulando las eficiencias de decodificación (Nedialkova 

and Leidel, 2015).  

 

c. Otros componentes de la maquinaria de traducción  

Otros factores que juegan un rol importante en la regulación de la velocidad 

de traducción son los propios factores de traducción. Los niveles de 

expresión y las modificaciones postraduccionales de distintos factores de 

iniciación, elongación y terminación regulan específicamente cada una de 

estas etapas de la traducción (Dever, 2002; Hershey et al., 2012; Mugnier 

and Tuite, 1999). Después de una decodificación precisa del ARNm, el 

siguiente paso en el ciclo de elongación implica la reacción de la peptidil 

transferasa que promueve la adición del aminoácido entrante a la cadena 

naciente en crecimiento. La eficacia de esta reacción influye en la velocidad 

de la elongación. Se ha estudiado que la prolina crea un posicionamiento 

desfavorable para esta reacción, tanto siendo donante como siendo 

aceptor, lo que genera que la reacción de la peptidil transferasa sea menos 

eficaz cuando la prolina está presente en el sitio A o P, ralentizando la 

traducción de los motivos ricos en prolina. Para resolver este inconveniente 

es necesario el reclutamiento del factor de elongación eIF5A (EF-P en 
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bacterias). Tanto eIF5A como EF-P dependen de modificaciones para su 

activación. En particular, eIF5A depende estrictamente de desoxi-

hipusinación (hipusinilación) de una lisina conservada (Lassak et al., 2016). 

 

Otro de los componentes fundamentales de la maquinaria de traducción 

interactuando con el ARNm que está siendo traducido es el propio 

ribosoma. Hace algunos años, la idea de que los ribosomas son entidades 

inmutables ha comenzado a cambiar con la aparición de nuevas técnicas 

para determinar la composición de los mismos en diferentes contextos 

(Genuth and Barna, 2018). Hoy en día existen numerosas evidencias de 

que algunos componentes de los ribosomas pueden variar de acuerdo a 

determinadas condiciones celulares, y ha empezado a tomar fuerza la idea 

de que existe una heterogeneidad de los ribosomas (Ni and Snyder, 2001; 

Segev and Gerst, 2017). La diversidad en la composición de los ribosomas 

como resultado de la expresión diferencial de las proteínas ribosomales y 

sus modificaciones postraduccionales, junto con la actividad de los factores 

asociados al ribosoma, pueden generar ribosomas “especializados" que 

pueden tener un fuerte impacto sobre la traducción de distintos transcriptos 

en determinados contextos celulares (Genuth and Barna, 2018).  

1.4.3. El contexto celular y la regulación de la síntesis de proteínas 

Ya vimos que la correcta coordinación entre la velocidad de traducción y el 

plegamiento parece garantizar una traducción de alta fidelidad que resulta 

en proteínas en su conformación nativa (Wruck et al., 2017). Dicha 

coordinación está supeditada a que la célula logre cumplir con la alta 

demanda de los distintos componentes de la maquinaria de traducción, 

dependiendo así de las condiciones en las que se encuentre la célula. En 

particular, el contexto celular en el que se da la traducción puede variar 

ampliamente al variar el tipo celular, las condiciones de crecimiento y las 

distintas condiciones de estrés. A su vez, la traducción es el proceso que 

más energía y nutrientes demanda en células en crecimiento activo por lo 

que existe un vínculo muy estrecho entre el estado energético de la célula 
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y la síntesis de proteínas. Los estudios realizados en la levadura S. 

cerevisiae han ofrecido algunas pistas sobre cómo las señales nutricionales 

pueden influir sobre qué ARNm se convierten en proteína. En una levadura 

se pueden generar cerca de 2000 ribosomas por minuto para sustentar el 

rápido crecimiento celular. Se ha estimado que dicha producción requiere 

la mayor parte de la capacidad de transcripción de la célula para la síntesis 

del ARNr, y la mayor parte de la transcripción mediada por la ARN 

polimerasa II para la síntesis de los ARNm de las proteínas ribosomales 

(Warner, 1999). Para una levadura que crece en glucosa, estas demandas 

pueden ser fácilmente satisfechas, sustentando la alta demanda de la 

biogénesis ribosomal y la tasa de crecimiento exacerbada. Sin embargo, al 

agotarse la glucosa, la traducción global se reduce rápidamente (Ashe et 

al., 2000) y la transcripción de los genes involucrados en la biogénesis de 

los ribosomas se reprime (Jorgensen et al., 2004; Marion et al., 2004), lo 

que a su vez limita la síntesis de nuevas proteínas y disminuye el consumo 

de energía. De forma análoga, las altas tasas de proliferación que 

atraviesan las células en los distintos procesos cancerígenos llevan a que 

las mismas se vean sometidas a tensiones fisiológicas, como la hipoxia y 

la escasez de aminoácidos, afectando también los niveles de traducción.  

 

Hace ya algunas décadas, se ha encontrado uno de los reguladores 

maestros que vincula el estado metabólico de la célula con la síntesis 

proteica. Este regulador maestro lleva el nombre de mTOR por 

“mechanistic (previamente la -m- era por mammalian) target of rapamycin”, 

originado por las condiciones que llevaron a su descubrimiento (Liu and 

Sabatini, 2020; Saxton and Sabatini, 2017). mTOR es una serin/treonin 

quinasa y en los mamíferos forma parte de dos complejos moleculares que 

son funcional y estructuralmente distintos, mTORC1 y mTORC2 (Liu and 

Sabatini, 2020; Saxton and Sabatini, 2017). mTORC1 es un importante 

activador de la síntesis de proteínas y otros procesos anabólicos que 

consumen gran parte de los recursos celulares (Figura 16) y es uno de los 

encargados de integrar las señales sobre el estado metabólico de la célula. 



42 
 

mTORC1 regula la traducción principalmente al fosforilar la proteína 4E-BP 

(4E-BP1-3 en mamíferos), un inhibidor de la traducción, el cuál actúa 

impidiendo la unión de los factores de elongación de la traducción eIF4G y 

eIF4E (Bhat et al., 2015). La fosforilación de 4E-BP lo disocia de eIF4E, lo 

que permite la interacción entre eIF4E y eIF4G, formando el complejo 

llamado eIF4F. Se ha observado que la actividad de mTORC1 se encuentra 

aumentada en las células cancerígenas, lo que sumado a la sobreexpresión 

de eIF4E da como resultado un aumento global de la síntesis de proteínas. 

El aumento de la actividad de mTORC1 y por ende de la síntesis proteica 

ha sido relacionado con la resistencia tanto a la quimioterapia como a las 

terapias dirigidas (Lindqvist et al., 2018). El aumento en el consumo de 

energía tras la activación de mTORC1 se compensa mediante un aumento 

en la traducción de los ARNm que codifican para las proteínas que regulan 

la cantidad, función y dinámica de las mitocondrias (Morita et al., 2017, 2015, 

2013). Estos hallazgos demuestran que el eje mTORC1/4E-BP juega un 

papel crucial en el mantenimiento del equilibrio energético al coordinar la 

producción de ATP mitocondrial y las tasas de síntesis de proteínas. 

Figura 16. Estructura y función de mTORC1 y mTORC2 

Los complejos mTORC1 y mTORC2 tienen distintas funciones de señalización en la 

célula. mTORC1 integra la información sobre estado nutricional para ajustar el equilibrio 

anabólico y catabólico de la célula, mientras que mTORC2 gobierna el comportamiento 

citoesquelético y activa varias vías de supervivencia. Tomado de Liu and Sabatini, 2020. 
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Otro mecanismo de regulación entre el contexto celular y la síntesis de 

proteínas recae sobre uno de los componentes más pequeños de la 

maquinaria de traducción, los ARNt, más precisamente sobre las 

modificaciones postranscripcionales que sufren los mismos. Desde hace ya 

mucho tiempo, se conoce que los ARNt poseen una gran variedad de 

modificaciones en sus nucleótidos, sin embargo, no fue hasta hace algunas 

décadas que se comenzó a reconocer su importancia (Björk et al., 1987). 

Se creía que estas modificaciones eran constitutivas e invariables, sin 

embargo, numerosos estudios han aportado evidencias que sugieren que 

algunas de estas modificaciones son de hecho dinámicas y están sujetas a 

una importante regulación por señales metabólicas (Laxman et al., 2013; 

Lee and Tu, 2017). Recientemente, mediante una caracterización 

exhaustiva de las modificaciones en la población de ARNt en Vibrio 

cholerae, se ha demostrado la presencia de una modificación en los ARNt 

específica de la fase de crecimiento exponencial (Kimura et al., 2020). 

 

1.5. Antecedentes de la investigación 

 

Hace algunos años, estudios de nuestro grupo demostraron, mediante 

ensayos de proteólisis limitada, que el ERα puede adoptar diferentes 

conformaciones y presentar diferencias en su afinidad por el estradiol, 

cuando este es sintetizado en diferentes sistemas de traducción in vitro, 

uno derivado de reticulocitos de conejo y otro de extractos de germen de 

trigo (Horjales et al., 2007). Estos resultados revelaron que ciertos 

componentes de los extractos celulares afectaban diferencialmente la 

traducción del ARNm, conduciendo a diferentes conformaciones del 

receptor y a diferencias en su afinidad por el ligando.  

 

Más recientemente, otros estudios de nuestro grupo mostraron que una 

variante del ERα conteniendo una mutación sinónima que sustituye una G 

por una C en la tercera posición del codón que codifica para una alanina en 
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la posición 87 (ERα-Ala87), producía una alteración significativa en la 

funcionalidad de dicha variante con respecto a la obtenida para el ERα-WT, 

principalmente en la actividad de transactivación y localización subcelular 

(Fernández-Calero et al., 2014). Esto llevó a proponer la hipótesis de que 

los cambios en la actividad de la variante sinónima ERα-Ala87 estuvieran 

relacionados a cambios conformacionales de esta variante como 

consecuencia de una modificación de la cinética de traducción, 

probablemente debida a diferencias en la disponibilidad de las especies de 

ARNt que reconocen los codones GCG o GCC (Fernández-Calero et al., 

2016).  

 

A su vez, debido a la reciente asociación de numerosas enfermedades con 

el mal plegamiento de proteínas, ha surgido un interés creciente por 

comprender en qué medida el uso de codones y los cambios en la 

maquinaria de traducción afinan la traducción del ARNm originando 

diferencias en la síntesis y plegamiento de proteínas. Un claro ejemplo de 

lo anterior ha sido demostrado para la actividad del CFTR (“cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator”). En un estudio en el que se integró 

el análisis de la concentración de los ARNt, en conjunto con estudios sobre 

la conformación del CFTR (por estabilidad térmica y ensayos de proteólisis 

limitada) y ensayos de actividad (medidas de la conductancia), se demostró 

que una variante sinónima del CFTR (T2562G-CFTR) podía modificar la 

velocidad local normal de traducción del ARNm debido a diferencias en la 

concentración de los ARNt correspondientes y, en consecuencia, alteraba 

tanto la conformación como la funcionalidad del CFTR (Kirchner et al., 

2017; Rauscher et al., 2021). A su vez, mostraron como al aumentar la 

concentración celular del ARNt-Thr (CGU) se rescataba tanto la expresión 

como la actividad de la variante sinónima T2562G-CFTR (Kirchner et al., 

2017). Por lo tanto, este trabajo dejó en evidencia el un vínculo directo entre 

la abundancia de un ARNt específico y la funcionalidad del CFTR. De esta 

forma se demostró como la población de ARNt podría modular la cinética 

de traducción y el plegamiento de proteínas.  
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

2.1. Hipótesis  

 

Tomando en conjunto todos los antecedentes planteados anteriormente, 

nos planteamos como hipótesis que el proceso de transición epitelio-

mesenquimal (TEM) involucra cambios adaptativos en el aparato 

traduccional y en el metabolismo energético y que dichos cambios pueden 

conducir a opciones alternativas del plegamiento de proteínas. 

Específicamente nos centramos en los efectos sobre el receptor de 

estrógenos α (ERα) buscando descifrar si dichas variantes 

conformacionales pueden estar asociadas a la resistencia al tratamiento 

hormonal del cáncer mamario. 

 

2.2. Objetivos 

 

En particular, en este trabajo buscamos estudiar las posibles variantes de 

estructura y conformación que puede presentar el ERα en los distintos 

contextos celulares de la TEM. En forma paralela, se busca establecer los 

posibles cambios en la maquinaria de traducción, en particular, el estado 

de la población de los ARNt. Adicionalmente, vinculado a los cambios en la 

maquinaria de traducción y en la proteostasis, nos propusimos completar 

el estudio de la “adaptación celular” analizando el estado metabólico de las 

distintas líneas celulares.  

 

Específicamente nos propusimos llevar a cabo los siguientes objetivos: 

 

I. Caracterizar los cambios conformacionales del ERα en las líneas 

celulares que conforman el modelo de transición epitelio-

mesenquimal (MCF7 Control, MCF7 MKl1 ΔN200 y MKL1 ΔC301), 
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comparando los perfiles de degradación obtenidos a través de 

ensayos de proteólisis limitada en las células permeabilizadas. 

II. Caracterizar las poblaciones de ARNt en las líneas del modelo ya 

mencionado, mediante la cuantificación de la abundancia relativa de 

los distintos isoaceptores y su nivel de aminoacilación a través de 

microarreglos de ARNt. 

III. Verificar por ensayos de metabolómica los cambios observados en 

la expresión de las enzimas de circuitos del metabolismo energético 

ocurridos en la transición epitelio-mesenquimal, obtenidos 

previamente por aproximaciones genómicas (RNA-seq y Ribosome 

Profiling) (Tamara Fernández-Calero, Tesis de Doctorado, 2020). 
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3. MATERIALES  

3.1. Líneas celulares 

 

Los ensayos realizados en el presente trabajo se llevaron a cabo 

empleando un modelo celular de transición epitelio-mesenquimal 

desarrollado por el Prof. G Flouriot y colaboradores de la Universidad de 

Rennes, Francia, con quién nuestro grupo presenta numerosas 

colaboraciones.  

 

Dicho modelo está conformado por tres líneas celulares derivadas de la 

línea MCF7 (generada a partir de un carcinoma mamario y que expresa un 

ERα funcional, Nᵒ de catálogo ATCC: HTB-22) que fueron transfectadas de 

forma estable para expresar distintas variantes del gen de MKL1 (Figura 

17). Dos de estas tres líneas, además de expresar el MKL1 endógeno, 

sobreexpresan distintas variantes de MKL1 dirigidas por un promotor 

inducible con tetraciclina. La línea MCF7 Control o ZB (notación originada 

por los antibióticos utilizados para la selección, Zeocina y Blasticidina, ver 

sección 3.2) fue transfectada con el vector vacío el cual les confiere la 

resistencia a los antibióticos, pero no porta ninguna variante del gen de 

MKL1, por lo que esta línea sólo expresa MKL1 endógeno. Esta línea es la 

que se utiliza como control de la línea celular. La línea MCF7 “MKL1 

ΔN200” fue transfectada de forma estable para sobreexpresar una forma 

constitutivamente activa de MKL1. En dicha variante de MKL1 fueron 

eliminados los primeros 200 aminoácidos del dominio N-terminal (ΔN200), 

región donde se encuentra el dominio de unión a actina, la cual actúa como 

represora de la actividad transcripcional de MKL1. La línea MCF7 “MKL1 

ΔC301” por otro lado fue transfectada de forma estable para sobreexpresar 

una forma inactiva de la proteína MKL1 en la cual fueron eliminados los 

últimos 301 aminoácidos del dominio C-terminal (ΔC301), región que posee 

el dominio de transactivación. Esta última línea celular es utilizada también 

como control, en la que observamos el efecto de la sobreexpresión de una 

proteína exógena. Luego de inducida la expresión de las distintas formas 
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de MKL1 con tetraciclina, las células MCF7 MKL1 ΔN200 adquieren un 

fenotipo del tipo mesenquimal, mientras que las dos líneas control 

mantienen el fenotipo epitelial. Es importante mencionar que las distintas 

formas de MKL1 transfectadas en las células originando las líneas MKL1 

ΔC301 y MKL1 ΔN200 fueron diseñadas de forma de expresarse 

fusionadas a un FLAG-tag. Esta característica fue utilizada para corroborar 

la identidad de las líneas celulares previo a la realización de los distintos 

experimentos (previamente descrito en mi tesis de grado). Con el apoyo de 

la Unidad de Biología Celular (UBC) del Instituto Pasteur de Montevideo, 

contamos con un banco maestro y un banco de trabajo de dichas células, 

ambos realizados en el momento en que fueron recibidas las células.  

 

 

 

 

 

Figura 17. Modelo celular de transición epitelio-mesenquimal 

Modelo celular de transición epitelio-mesenquimal desarrollado por el Prof. Flouriot y 

colaboradores (Huet et al., 2009). Se muestran las distintas variantes de MKL1 

transfectadas de forma estable en células MCF7 utilizando un vector conteniendo un 

promotor inducible por tetraciclina. Luego de la inducción se muestran los distintos 

fenotipos adquiridos por las células.   
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3.2. Medios de cultivo para las líneas celulares 

 

3.2.1. Medio de mantenimiento  

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Gibco™ GlutaMAX™ con 

rojo fenol, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) sin 

tetraciclina y con los antibióticos de selección Zeocina (Invitrogen), 

concentración final 100 𝜇𝑔/𝑚𝐿 y Blasticidina (Invivogen), concentración 

final 5 𝜇𝑔/𝑚𝐿. 

3.2.2 Medio de inducción para la expresión de las variantes de MKL1 

DMEM sin rojo fenol, suplementado con 2,5% de SFB charcoal-stripped, 

1% de piruvato y 1% de L-glutamina. Se le agrega tetraciclina en una 

concentración final de 1 𝜇𝑔/𝑚𝐿 para inducir la diferenciación celular. El 

suero charcoal-stripped se encuentra libre de componentes lipídicos 

incluyendo hormonas, retinoides y ácidos grasos ligandos de receptores 

nucleares. Es necesario utilizar este suero en el medio de inducción para 

que estos compuestos no induzcan cambios en el ERα. 
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3.3. Anticuerpos 

 

Los anticuerpos utilizados en los distintos ensayos con sus características 

y las diluciones respectivas se describen en la siguiente tabla. 

 

 

3.4. Materiales para los microarreglos de ARNt 

 

3.4.1 Sondas complementarias a los ARNt 

En la tabla a continuación se muestran las sondas que fueron implantadas 

en los chips de microarreglos (vidrios que se colocan en los equipos para 

la hibridación de los ARNt), complementarias a las secuencias de los ARNt 

humanos. Dichas sondas fueron diseñadas por el grupo de la Prof. Zoya 

Ignatova en la Universidad de Hamburgo. Estas sondas fueron diseñadas 

de tal forma de lograr individualizar la mayor cantidad de ARNt posibles. 

Sin embargo, no fue posible individualizar aquellos isoaceptores (ARNt que 

cargan el mismo aminoácido) que difieren en menos de ocho nucleótidos 

en sus secuencias (se marcan con un asterisco en la Tabla 2).  

 

Anticuerpos Fabricante Código Origen Características Dilución 

P
ri

m
ar

io
s Anti-ERα (HC-20) Lab. Sta Cruz SC-543 Ratón Policlonal 1:500 

Anti-α-tubulina  AA4.3 Ratón Monoclonal 1:800 

      

Se
cu

n
d

ar
io

s 

Anti-IgG de ratón Promega W4021 Cabra Conjugado a HRP 1:2000 

Anti-IgG de conejo Promega W4011 Cabra Conjugado a HRP 1:2000 

 

Tabla 1. Anticuerpos 

Se detallan algunas características de los anticuerpos, así como las diluciones utilizadas. 



51 
 

 

ARNt Sonda Secuencia de la sonda complementaria a los ARNt humanos en sentido 5´-3´ 

Ala-hGC* Ala1h TGGAGAATGYGGGCGTCGATCCCRCTACCTCTYGCATGCTAAGCRAGCGCTCTACCRCCTGAGCTAATTCCCC 

Ala-IGC* Ala2h TGGAGRTGCCGGGGATYGAACCCGGGRCCTCRTRCATGCSAAGCAYGCGCTCTACCACTGAGCTACAYCCCC 

Arg-ICG Arg1h CGAGCCAGCCAGGAGTCGAACCTRGAATCTTCTGATCCGTAGTCAGACGCGTTATCCATTGCGCCACTGGCCC 

Arg-yCG* Arg2h CAACCACGRAGGGACTCGAACCCTCAATCTTCTGATCCGRARTCAGACGCCTTATCCATTAGGCCACGCGGCC 

Arg-CCT Arg3h TACCCCAGGTGGGACTCGAACCCACAATCCCTGGCTTAGGAGGCCAGTGCCTTATCCATTAGGCCACTGGGGC 

Arg-TCT Arg4h CGACTCTGCYGGGACTCGAACCCGWAACCTTTGAATTAGAAGTCCAATGCGCTATCCATTGCGCCACAGAGCC 

Asn-GTT Asn1h CGTCCCTGGGTGGGCTCGAACCACCAACCTTTCGGTTAACAGCCGAACGCGCTAACCGATTGCGCCACAGAGAC 

Asp-GTC Asp1h CTCCCCGTCGGGGAATCGAACCCCGGTCTCCCGCGTGACAGGCGGGGATACTCACCACTATACTAACGAGGA 

Cys-GCA Cys1h AGGGGGCACCYGGATTTGAACCRGGGACCTCTTGATCTGCAGTCAAATGCTCTACCMCTGAGCTATACCCCC 

Gln-yTG* Gln1h AGGTTCCACCGAGAYTTGAACTCGGATCGCTGGATTCARAGTCCAGAGTGCTHACCATTACACCATGGRACC 

Glu-yTC* Glu1h TTCCCTGACCGGGAATCGAACCCGGGCCWMGGCGGTGARAGCGCCGAATCCTARCCACTAGACCACCAGGGR 

Glu-TTC Glu2h TTCCCAYACCGGGAGTCGAACCCGGGCCRCCTGGGTGAAAACCAGGAATCCTAACCGCTAGACCATRTGGGA 

Gly-sCC* Gly1h TGCATTGGCCRGGAATYGAACCCGGGYCTCCCRCGTGGWAGGCGAGAATTCTACCACTGMACCACCMAYGC 

Gly-TCC Gly2h TGCGTTGGCCGGGAATCGAACCCGGGTCAACTGCTTGGAAGGCAGCTATGCTCACCACTATACCACCAACGC 

His-GTG His1h TGCCGTGACTCGGATTCGAACCGAGGTTGCTGCGGCCACAACGCAGAGTACTAACCACTATACGATCACGGC 

Ile-AAT Ile1h TGGCCMGTACGGGGATCGAACCCGCGACCTTGGCGTTATTAGCACCACGCTCTAACCAACTGAGCTAACCRGCC 

Ile-TAT Ile2h TGCTCCAGGTGAGGMTCGAACTCACAACCTCGGCATTATAAGTACCGCGCGCTAACCGATTGCGCCACTGGAGC 

Leu-wAG* Leu1h TGGCAGYGGTGGGATTCRAACCCACGCCYCCGAARAGACTGGAGCCTTAATCCAGCGCCTTAGACCRCTCGGCCACRCTA 

Leu-CAG Leu2h TGTCARAAGTGGGATTCGAACCCACGCCTCCAGWGGAGGWTGCGATTTGAACGCAGCGCCTTAAGACYGCTCGGCCATCC 

Leu-CAA Leu3h TGTCAGAAGTGGGATTCGAACCCACGCCTCCATTGGAGACCAGAACTTGAGTCTGGCGCCTTAGACCACTCGGCCATCC 

Leu-TAA1 Leu4h TACCRGGAGTGGGGYTCGAACCCACGCGGACAYCSGTCCATTGGATCTTAAGTCCAACGCCTTAACCACTCRGCCATCC 

Leu-TAA2 Leu6h TGTTAAKRAGAGGAGTTGAACCTCTGATTATAAARTTTTAAGTYTTATGCAATTRCCRGGCTCTGCCATCTTAAC 

Lys-CTT Lys1h CGCCCAACGTGGGGCTCGAACCCACGACCCTGAGATTAAGAGTCTCATGCTCTACCGACTGAGCTAGCCGGGC 

Lys-TTT1 Lys2h CGCCYGAACAGGGACTTGAACCCTGGACCCTCAGATTAAAAGTCTGATGCTCTACCRACTGAGCTATCCRGGC 

Lys-TTT2 Lys3h CACCCAAAAAGGGACATGAACCTTGGACCCTCAGATTAAAAGTCTGATGCTCTACTGACTGAGCTATCTGGGT 

Lys-TTT3 Lys4h CGCCTGGACAGGGACTTGAACCCTAGACCCTCAGATTAAAAGTCTGATGTTCTACCTACTGAGCTACCCAGGT 

Met-i Met1h TAGCAGAGGATGGTTTCGATCCATCGACCTCTGGGTTATGGGCCCAGCACGCTTCCGCTGCGCCACTCTGCT 

Met-e Met2h TGCCCYCTCTGAGGCTCGAACTCAGGACCTTCAGATTATGAGACTGACGCGCTGCCHRCTGCGCTAAGRRGGC 

Phe-GAA Phe1h TGCYGAAACCCGGGATYGAACCAGGGACCTTTAGATCTTCAGTCTAACGCTCTCCCAACTGAGCTATTTCGGC 

Pro-hGG* Pro1h GGGCTCGTCCGGGATTTGAACCCGGGACCTCTCGCACCCDAAGCGAGAATCATACCCCTAGACCAACGAGCC 

Ser-CGA Ser1h GCTGTGAGCAGGATTTGAACCTGCGCGGGGARACCCCATTGGATTTCGAGTCCAACGCCTTAACCACTCGGCCATCACAG 

Ser-wGA* Ser2h GTAGYCGGCAGGATTCGAACCTGCGCGGGGARACCCCAATGGATTTCSAGTCCATCGCCTTAACCACTCGGCCACGACTA 

Ser-GCT Ser3h GACGAGGRTGGGATTCGAACCCACGYGTGCAGAGCACAATGGATTAGCAGTCCATCGCCTTAACCACTCGGCCACCTCGT 

Thr-mGT* Thr1h AGGCCCCRCTGGGAKTCGAACCCAGGATCTCCTGTTTACKAGACAGGCGCTTTAACCARCTAAGCCAYRGNGCC 

Thr-TGT Thr2h AGGCCCCAGCGAGATTYGAACTCGCGACCCCTGGTTTACAAGACCAGTGCTCTAACCMCTGAGCTATGGAGCC 

Thr-CGT Thr5h AGGCACGGACGGGGTTCGAACCCGYGATCTTCGGTTTACGAGACCGACGCCTTACCACTTGGCCACCGCGCC 

Trp-CCA Trp1h TGACCCCGACGTGATTTGAACACGCAACCTTCTGATCTGGAGTCAGACGCGCTACCGTTGCGCCACGAGGTC 

Tyr-GTA Tyr2h TCCTTCGAGCCGGASTCGAACCAGCGACCTAAGGATCTACAGTCCTCCGCTCTACCARCTGAGCTATCGAAGG 

Val-mAC* Val1h TGTTTCYGCCYGGTTTCGAACCRGGGACCTTTCGCGTGTKAGGCGAACGTGATAACCACTACACTACRGAAAC 

Val-TAC Val4h TGGTTCCACTGGGGCTCGAACCCAGGACCTTCTGCGTGTAAAGCAGACGTGATAACCACTACACTATGGAACC 

 

Tabla 2. Sondas complementarias a los ARNt humanos.  

K = G/T; M = A/C; R = G/A; S = G/C; W = A/T; Y = T/C; B = G/T/C; D = G/A/T; H = A/T/C; V = G/A/C; N = G/A/T/C 
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3.4.2. Oligonucleótidos marcados con fluoróforos (Atto y Cy3): 

Los ARNt fueron marcados con oligonucleótidos híbridos de ADN-ARN los 

cuales fueron previamente marcados con los fluoróforos Cy3 (532 nm) y 

Atto (635 nm). Estos oligonucleótidos híbridos marcados con una molécula 

fluorescente se unen al extremo 3’ libre de cada ARNt gracias a la 

propiedad de la ADN ligasa T4 que une dos extremos ARN cuando estos 

se encuentran apareados a una cadena de ADN (ver Figura 19B) (Dittmar 

et al., 2006). La secuencia de estos híbridos de ARN:ADN se muestra a 

continuación: 

5’ pC G C A C U G C dT dT X dT dT dG dC dA dG dT dG dC dG dT dG dG dN 

       X = dT marcado con fluoróforo Cy3 o Atto 

Los oligonucleótidos fueron comprados liofilizados. Se resuspendieron en 

agua hasta una concentración de 90 μM y se conservaron alicuotados a -

80°C y en la oscuridad.  

3.4.3. Estándares de ARNt 

En la tabla a continuación se muestran las sondas que fueron implantadas 

en los chips de microarreglos, complementarias a las secuencias de los 

estándares de ARNt no humanos utilizados como control interno para 

normalizar las intensidades de fluorescencia 

 

En la tabla 4 se muestran las secuencias de los estándares de ARNt, así 

como los cebadores “forward” y “reverse” para sintetizarlos.   

 

Nombre Secuencia de la sonda complementaria a los estándares de ARNt en sentido 5´-3´ 

E. Coli Lys-2 TGGGTCGTGCAGGATTCGAACCTGCGACCAATTGATTAAAAGTCAACTGCTCTACCAACTGAGCTAACGACCC  

E. Coli Tyr-2 TGGGGGAAGGATTCGAACCTTCGAAGTCGATGACGGCAGATTTACAGTCTGCTCCCTTTGGCCGCTCGGGAACCCCACC  

Levadura Phe-3 TGCGAATTCTGTGGATCGAACACAGGACCTCCAGATCTTCAGTCTGGCGCTCTCCCAACTGAGCTAAATCCGC  

Levadura Ala-5 TGGACGAGTCCGGAATCGAACCGGAGACCTCTCCCATGCTAAGGGAGCGCGCTACCGACTACGCCACACGCCC 

 

Tabla 3. Sondas complementarias a los estándares de ARNt 
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Estándares de ARNt y sus cebadores (sentido 5´-3´) 

E. Coli Lys-2  

TAATACGACTCACTATAGGGTCGTTAGCTCAGTTGGTAGAGCAGTTGACTTTTAATCAATTGGTCGCAGGTTCGAATCCTGCACGACCCAcca 

Forward TAATACGACTCACTATAGGGTCGTTAGCTCAGTTGGTAGAGCAGTTGACTTTTAATCA 

Reverse GTAGAGCAGTTGACTTTTAATCAATTGGTCGCAGGTTCGAATCCTGCACGACCCAcca 

E. Coli Tyr-2 
 

TAATACGACTCACTATAGGTGGGGTTCCCGAGCGGCCAAAGGGAGCAGACTGTAAATCTGCCGTCATCGACTTCGAAGGTTCGAATCCTTCCCCCACCAcca 

Forward TAATACGACTCACTATAGGTGGGGTTCCCGAGCGGCCAAAGGGAGCAGACTGTAAATCTG 

Reverse GGAGCAGACTGTAAATCTGCCGTCATCGACTTCGAAGGTTCGAATCCTTCCCCCACCAcca 

Levadura Phe-3 
 

TAATACGACTCACTATAGCGGATTTAGCTCAGTTGGGAGAGCGCCAGACTGAAGATCTGGAGGTCCTGTGTTCGATCCACAGAATTCGCAcca 

Forward TAATACGACTCACTATAGCGGATTTAGCTCAGTTGGGAGAGCGCCAGACTGAAGATC 

Reverse GCGCCAGACTGAAGATCTGGAGGTCCTGTGTTCGATCCACAGAATTCGCAcca 

Levadura Ala-5 

 

TAATACGACTCACTATAGGGCGTGTGGCGTAGTCGGTAGCGCGCTCCCTTAGCATGGGAGAGGTCTCCGGTTCGATTCCGGACTCGTCCAcca 

Forward TAATACGACTCACTATAGGGCGTGTGGCGTAGTCGGTAGCGCGCTCCCTTAGCAT 

Reverse CGCGCTCCCTTAGCATGGGAGAGGTCTCCGGTTCGATTCCGGACTCGTCCAcca 

 

Tabla 4. Secuencia de los estándares de ARNt y sus cebadores. 

En azul se muestra la secuencia del cebador “forward” y subrayado se muestra la 

secuencia del cebador “reverse” 
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4. MÉTODOS  

4.1. Proteólisis limitada en células permeabilizadas 

 

La proteólisis limitada en células permeabilizadas permite analizar la 

accesibilidad diferencial de distintas proteasas a las proteínas en su 

conformación natural, mediante el seguimiento de los perfiles de 

degradación por western blot (WB). Una de las proteasas comúnmente 

usadas en estos ensayos es la α-Quimotripsina (E.C.3.4.21.1, de ahora en 

más “Qt”). Esta proteasa hidroliza los enlaces peptídicos contiguos a los 

aminoácidos aromáticos: tirosina, triptófano o fenilalanina, y con menor 

frecuencia luego de leucina o metionina. El perfil de péptidos generado es 

consecuencia de los diferentes sitios de corte a los que accede la proteasa, 

reflejando un estado de plegamiento determinado. Cuando una proteína 

cambia su conformación o su acervo de modificaciones postraduccionales, 

los sitios de corte a los que accede la proteasa podrían verse alterados, 

generando un perfil de degradación diferente. Para estudiar posibles 

diferencias conformacionales en el ERα llevamos a cabo ensayos de 

proteólisis limitada a partir de los cultivos de las tres líneas celulares. El 

protocolo fue adaptado a partir de lo descrito por Kirchner et al., 2017 y se 

esquematiza en la Figura 18. 

Figura 18. Esquema del protocolo de proteólisis limitada en células permeabilizadas 

Se esquematiza de forma general los distintos pasos del protocolo.  
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Se comienza sembrando una botella de cultivo T75 con 2 x 106 células de 

cada línea celular (de tal forma que al Día 4 se alcance una confluencia 

levemente por encima del 80%). Al día siguiente (Día 2), se retira el medio 

de mantenimiento de todas las botellas y se agregan 3 mL de PBS 1X (ver 

sección 9.5). Se agita suavemente para lavar los restos de medio de 

mantenimiento y a continuación se agregan 13 mL de medio de inducción 

en cada botella. Luego de 48 horas de incubación en el medio de inducción 

(con o sin tetraciclina), se retira el medio de todas las botellas, se hace un 

lavado rápido con 3 mL de PBS 1X, se levantan las células con 1,5 mL de 

tripsina 1X. Luego se neutraliza la tripsina con 3 mL de medio de 

mantenimiento y se transfiere la suspensión celular a un tubo cónico de 15 

mL. Posteriormente se centrifuga a 200 g por 5 minutos a 4°C y se descarta 

el sobrenadante. A continuación, se realiza la permeabilización de las 

membranas celulares de la siguiente forma. Se resuspenden las células en 

5 mL de buffer KHM (ver sección 9.5) previamente enfriado en hielo. Se 

repite el paso de centrifugación y se descarta el sobrenadante. Luego se 

resuspenden las células en 6 mL de buffer KHM conteniendo Digitonina en 

una concentración de 4 μg/mL (ver sección 9.5), también previamente 

enfriado en hielo, y se incuba por exactamente 5 minutos en hielo. Luego 

de este tiempo, se frena la permeabilización añadiendo 8 mL de buffer KHM 

sin Digitonina y se repite el paso de centrifugación. Antes de finalizar, se 

realiza un lavado resuspendiendo las células en 5 mL de buffer KHM y se 

repite la centrifugación por última vez. Finalmente, se resuspenden las 

células permeabilizadas (CP) en 410 μL de buffer KHM, se transfieren 200 

μL a dos tubos de microcentrífuga y 10 μL a un tercer tubo y se guardan 

los 3 tubos de cada línea a -80°C por al menos 24 horas. 

 

Previo a la preparación de las muestras para la proteólisis, se descongelan 

las alícuotas que contienen los 10 μL de suspensión de CP de cada línea, 

a las que inmediatamente se le agregan inhibidores de proteasas y se 

determina la concentración de proteínas mediante el método del ácido 

bicinconínico (BCA, ver sección 4.2).  
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Una vez determinada la concentración de proteínas, se descongela una de 

las alícuotas que contiene 200 μL de suspensión de CP de la línea de 

interés (MCF7 MKL1 ΔN200 o MCF7 MKL1 ΔC301) y una alícuota de la 

línea MCF7 control, además de una alícuota de Quimotripsina stock (Qt, 

ver sección 9.5). Teniendo en cuenta la concentración de proteínas 

determinada anteriormente, se coloca un volumen de CP correspondiente 

a 5-10 μg de proteínas en una serie de tubos de microcentrífuga (el número 

de tubos dependerá del rango de concentraciones de Qt que se utilizará en 

cada caso). Se realizan los cálculos necesarios para determinar cuánto 

agregar de Qt a cada tubo para lograr un rango de concentraciones entre 

0 y 2 μg/mL y cuánto se debe añadir de buffer KHM para obtener dichas 

concentraciones para un volumen final de 40 μL. De esta forma, primero se 

agrega el volumen de buffer KHM correspondiente en cada tubo, los cuales 

ya contienen las CP. Una vez agregado las CP y el volumen de buffer KHM 

correspondiente, se agrega en paralelo, es decir, al mismo tiempo, el 

volumen de Qt correspondiente a cada tubo en la muestra de la línea de 

interés y en la muestra de la línea control. Se incuba por 15 minutos en 

hielo y se detiene la proteólisis agregando el volumen correspondiente de 

buffer de muestra 6X (ver sección 9.5), suplementado previamente con 

inhibidores de proteasas 25X. Se calientan las muestras a 37°C por 10 

minutos y se centrifuga a 16000 g por 5 minutos a 4°C para precipitar los 

restos celulares. Se le agrega un volumen DNAsaI (Thermo) 

correspondiente a 5 unidades y se incuba por 15 minutos a 37°C. 

 

Los péptidos resultantes son analizados por SDS-PAGE y WB. Se realiza 

una SDS-PAGE en gel discontinuo de 8 a 12% de poliacrilamida (ver en 

cada caso) cargando también un marcador de peso molecular preteñido 

(ver sección 9.6). Se ensambla el dispositivo para electroforesis de BioRad 

y se completa la cuba de electroforesis con buffer de corrida (ver sección 

9.5), se cierra el dispositivo para la electroforesis y se corre a 90 V hasta 

que el frente de corrida llega a la interfaz entre el gel concentrador y el gel 
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separador, en este punto se aumenta el voltaje a 160 V y se deja migrar 

hasta que la banda de 36 kDa del marcador eluye del gel. Se desarma el 

dispositivo de electroforesis y se monta el gel junto con una membrana de 

nitrocelulosa en el cassette que se utiliza para realizar la transferencia de 

las proteínas a la membrana, de acuerdo a las indicaciones del fabricante 

(BioRad). La transferencia se realiza en el buffer de transferencia (ver 

sección 9.5) refrigerado (para evitar el calentamiento del buffer) a 400 mA 

por una hora. Se retira la membrana del dispositivo con la ayuda de unas 

pinzas y se la incuba en solución de bloqueo (ver Anexo) toda la noche a 

4°C. Se retira la solución de bloqueo, se hace un lavado rápido con TBST 

(ver sección 9.5) y se incuba con el la dilución del anticuerpo primario 

correspondiente en solución de bloqueo al 1% (ver sección 3.3) a 

temperatura ambiente, con agitación a 200 rpm por una hora. Se retira el 

anticuerpo primario y se realizan varios lavados con TBST (un total de 30 

minutos de lavados). Luego, se incuba la membrana con el anticuerpo 

secundario (anti-IgG de ratón o anti-IgG de conejo dependiendo del 

anticuerpo primario que fue utilizado, ver sección 3.3) por una hora a 

temperatura ambiente y con agitación a 200 rpm. Se retira el anticuerpo 

secundario y se repiten los lavados con TBST.  

 

Finalmente se visualiza por quimioluminiscencia incubando la membrana 

con el reactivo ECL (Thermo) durante un minuto y colocándola en el G-Box 

(Syngene) para su detección. 

 

4.2. Dosificación de proteínas 

 

Las proteínas fueron cuantificadas por el método del ácido bicinconínico 

(BCA, Pierce). Se utiliza como estándar una serie de 8 diluciones de 

seroalbúmina bovina (BSA) de concentración conocida (1.0, 0.75, 0.50, 

0.37, 0.25, 0.12 0.06, 0.012 mg/mL). La determinación de cada medida se 

realizó en placa de ELISA utilizando 10 µL de muestra y agregando en cada 

pocillo 200 µL de una solución de reacción que contiene 49 partes de ácido 
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bicinconínico y una parte de sulfato de sodio. Cada medida se realiza por 

triplicado siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Se incuba 

la placa con las muestras durante 30 minutos a 37°C hasta desarrollar color 

y se mide la absorbancia a 550 nm en un lector de placas (Labsystems 

Multiscan). Se realiza la curva de calibración y en base a la ecuación de la 

recta y a la absorbancia de las muestras se determina la concentración 

proteica.  

 

4.3. Análisis semicuantitativo por densitometría 

 

Las imágenes obtenidas de la degradación del ERα a través de los ensayos 

de WB fueron procesadas utilizando el software Image J para calcular la 

intensidad de las bandas obtenidas en las membranas. Para ello, se genera 

una selección rectangular de un tamaño tal que abarque la región central 

de una de las bandas al azar. A partir de esta selección rectangular, la cual 

debe mantenerse siempre del mismo tamaño dentro de un mismo análisis, 

se utiliza la variable densidad integrada como aproximación para cuantificar 

la intensidad de cada banda. También se mide una sección de la membrana 

dónde no haya bandas para utilizar como “blanco”.  

 

4.4. Microarreglos de ARNt 

 

Esta estrategia se basa en la hibridación de los ARNt con sondas 

complementarias a sus secuencias y el uso de oligonucleótidos marcados 

que se unen a los extremos 3´ de los mismos. Pan y colaboradores fueron 

los primeros en aplicar esta tecnología para la cuantificación del ARNt. 

Estos investigadores diseñaron chips de microarreglos para cuantificar 

ARNt de diferentes especies, como B. subtilis, E. coli y H. sapiens (Dittmar 

et al., 2006, 2005, 2004). En primer lugar, se marcan todos los ARNt 

aprovechando la secuencia CCA común en el extremo 3´ de todos los ARNt 

mediante la unión de un oligonucleótido previamente marcado con un 



59 
 

fluoróforo de forma complementaria a este extremo CCA-3'. En una 

segunda instancia se lleva a cabo la hibridación de los ARNt con las sondas 

diseñadas de forma complementaria a las secuencias de los ARNt, las 

cuales fueron sintetizadas y adheridas sobre una superficie (de vidrio 

generalmente, de ahora en adelante la llamaremos como “slide”) sobre la 

cual luego se agrega la muestra para determinar los niveles de ARNt. 

Dichas sondas se distribuyen a lo largo del slide de tal manera que se 

pueden cuantificar simultáneamente varios ARNt. Una de las grandes 

limitaciones de esta técnica es que sólo permite distinguir ARNt que difieren 

en al menos ocho nucleótidos, lo que imposibilita el reconocimiento de 

muchos isodecodificadores, incluso presentando problemas para resolver 

algunos isoaceptores. Más recientemente, un método mejorado también 

desarrollado por Pan y colaboradores, permitió la detección de 

isoaceptores de ARNt con una resolución de un solo nucleótido (Pavon-

Eternod et al., 2009). Sin embargo, solo detecta diferencias de un 

nucleótido cuando las mismas se dan en el bucle del anticodón, lo que no 

permite la discriminación de isodecodificadores que difieren en un 

nucleótido en otra parte del ARNt. 

 

Los procedimientos para determinar la abundancia y el porcentaje de 

aminoacilación de las poblaciones de ARNt en las tres líneas celulares 

fueron adaptados a partir de lo descrito en Polte et al., 2019 y se 

esquematizan en la Figura 19A. El protocolo detallado es de acceso público 

[dx.doi.org/10.17504/protocols.io.hfcb3iw].  
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Se siembra una placa de cultivo de 10 cm de diámetro con 2,5 x 106 células 

de cada línea celular. A las 24 horas se realiza el cambio de medio para 

Figura 19. Esquema del protocolo de microarreglos de ARNt 

A) Se esquematiza de forma general los distintos pasos del protocolo para determinar la 

abundancia de los ARNt y por otro lado el porcentaje de aminoacilación de los mismos. El 

protocolo de para determinar el porcentaje de aminoacilación es exactamente igual para 

las tres líneas celulares. El protocolo para determinar la abundancia varía en el paso de 

ligación. B) Se detalla el proceso de ligación. Se ligan las horquillas híbridas de ARN:ADN 

marcadas con el fluoróforo a los ARNt desaminoacilados usando la ADN ligasa T4 (NEB) 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Este proceso de ligación del extremo 3´ del ARNt 

con el extremo 5´ ARN de la horquilla se lleva a cabo aprovechando la propiedad de la 

ADN ligasa T4 que une dos extremos ARN cuando estos se encuentran apareados a una 

cadena de ADN. 

A) 

B) 
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inducir la expresión de las variantes de MKL1 con tetraciclina. Luego de 48 

horas de incubación con el medio de inducción, se retira el medio de las 

placas, se hace un lavado con 3 mL de PBS 1X, se levantan las células con 

1,5 mL de tripsina 1X, luego se neutraliza la tripsina con 3 mL de medio de 

mantenimiento y se transfiere la suspensión celular a un tubo cónico de 15 

mL. Se centrifuga a 200 g por 5 minutos y se resuspende el precipitado de 

células en 2,5 mL de medio de mantenimiento. La suspensión celular 

resultante se divide en dos partes. 

 

Por un lado, para determinar la abundancia relativa de las distintas 

poblaciones de ARNt, a partir de una de las suspensiones celulares, se 

realiza una extracción de ARN con TRIzol de acuerdo a las indicaciones 

del fabricante (Ambion). Se evalúa la integridad del ARN mediante 

electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 10%, 8 M Urea y 

a su vez se cuantifica la concentración de ARN en las muestras utilizando 

el NanoDrop (Thermo). Para asegurarse que los ARNt se encuentran 

completamente desaminoacilados, se incuban 10 μg de ARN total de cada 

línea en buffer Tris-HCl 100 mM, pH 9,0 durante 45 minutos a 37°C (Walker 

and Fredrick*, 2008). Durante este paso de desaminoacilación se agregan 

a cada muestra 2 μM de cada uno de los cuatro estándares de ARNt (ver 

sección 3.4.3), los cuales son previamente sintetizados por transcripción in 

vitro y purificados a partir de un gel de poliacrilamida. Estos estándares de 

ARNt no hibridan con las secuencias de ARNt humanas y funcionan como 

un control interno del proceso para la posterior normalización de los 

resultados. Una vez realizado este paso, se vuelve a purificar el ARN 

mediante precipitación un volumen de una solución de NaOAc 100 mM, pH 

4,8; NaCl 100 mM, glucógeno 20 mg/mL, y 2,7 volúmenes de etanol. A 

continuación, se lleva a cabo la ligación de las sondas fluorescentes (ver 

sección 3.4.2) a los ARNt. Se ligan las horquillas híbridas de ARN:ADN 

marcadas con el fluoróforo a los ARNt desaminoacilados usando la ADN 

ligasa T4 (NEB) durante 1 hora a temperatura ambiente. Este proceso de 

ligación del extremo 3´ del ARNt con el extremo 5´ ARN de la horquilla se 
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lleva a cabo aprovechando la propiedad de la ADN ligasa T4 que une dos 

extremos ARN cuando estos se encuentran apareados a una cadena de 

ADN (Figura 19B) (Dittmar et al., 2006). Es importante destacar que, para 

el caso de la determinación de las abundancias, los ARNt de las células de 

MCF7 Control se ligan a las sondas marcadas con Atto647, mientras que 

los ARNt de las otras dos líneas celulares se ligan a las sondas marcadas 

con Cy3. Una vez realizada la ligación de las sondas a los ARNt se realiza 

nuevamente un paso de purificación usando fenol/cloroformo/alcohol 

isoamílico (Roth) y se precipitan con etanol. Se analiza la eficacia de la 

ligación mediante una electroforesis desnaturalizante en gel de 

poliacrilamida al 10%, y se analizan las señales fluorescentes utilizando el 

ChemiDoc XRS+ de BioRad y se compara con el ARNt sin ligar luego de 

teñir el mismo gel con SYBR gold (Invitrogen). Finalmente, se colocan a 

hibridar en dos chips de microarreglos independientes, por un lado 2 μg de 

ARNt de la línea MCF7 MKL1 ΔN200 junto con 2 μg de ARNt de la línea 

MCF7 control y por otro lado 2 μg de ARNt de la línea MCF7 MKL1 ΔC301 

junto con 2 μg de ARNt de la línea MCF7 control durante 16 horas a 60°C 

en el buffer de solución salina-citrato de sodio 6X (SSC; ver sección 9.5). 

Después de lavar los chips de microarreglos en buffer SSC 2X a 35°C y 

luego en buffer SSC 0,2X a 30°C, se registra la intensidad de fluorescencia 

con un escáner GenPIX 4200A (Molecular Devices). Cada chip de 

microarreglo contiene 12 bloques idénticos, con dos réplicas de cada tDNA 

por bloque (24 réplicas en total), incluidos los 4 estándares por bloque. Se 

evaluaron dos réplicas biológicas para cada matriz de modo que se 

analizaron 48 puntos para cada especie de ARNt. 

 

Los resultados de la medición de fluorescencia se analizaron utilizando 

algoritmos desarrollados por Polte et al., 2019. Para ello, la mediana de la 

proporción de señales Cy3/Atto647 se normaliza respecto a los estándares, 

que estaban presentes en proporciones equimolares en las muestras 

marcadas con Atto653 y Cy3 en cada matriz y su proporción de intensidad 

de fluorescencia se estableció en 1. 
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Para determinar el porcentaje de aminoacilación, se extrae el ARN de las 

células con fenol ácido pH 4,5 (el pH bajo conserva el grupo aminoacilo en 

los ARNt). Cada muestra se divide en dos alícuotas. Una alícuota se 

somete a un tratamiento con periodato, el cual oxida los extremos 3' de los 

ARNt libres de aminoácidos, lo cual impide la ligación posterior a la sonda 

fluorescente. En estos casos, luego de la desaminoacilación a pH alcalino, 

sólo los ARNt que estaban cargados con aminoácidos fueron protegidos de 

la reacción de oxidación con el periodato y lograrán unirse a las sondas 

fluorescentes. Estos ARNt son ligados con la sonda marcada con Atto653 

y dicha fracción se designa como fracción de ARNt cargados. La segunda 

alícuota se desaminoacila completamente como se describe anteriormente, 

(sin el tratamiento previo con periodato) y se liga a la sonda marcada con 

Cy3, denominando a esta fracción como ARNt total. En cada matriz, se 

cargan los ARNt marcados con Atto647 y los ARNt total marcados con Cy3 

y se lleva a cabo la hibridación como se mencionó anteriormente.  

 

4.5. Metabolómica 

 

Nos propusimos estudiar el estado metabólico de las células mediante dos 

aproximaciones. Por un lado, se analizaron los niveles de expresión de las 

enzimas de las principales rutas metabólicas mediante transcriptómica y 

traductómica, llevado a cabo por la T. Fernández-Calero. Por otro lado, 

desarrollamos un análisis metabolómico para determinar si la 

concentración de los sustratos y los productos de estas vías seguía el 

mismo comportamiento que lo observado en los estudios de expresión.  

Para este último estudio, se realizó la preparación de las muestras a partir 

de los cultivos celulares, a partir de las cuales se determinó la 

concentración de los metabolitos que se detalla más adelante, utilizando la 

plataforma de espectrometría de masa del departamento de Biología 
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Molecular de Sistemas del Centro Helmholtz de Investigación Ambiental 

(UFZ, Leipzig, Alemania), a través de un servicio.  

 

Para la preparación de las muestras, se siguió el protocolo descrito 

previamente por el Dr. Martin von Bergen y colaboradores (Baumann et al., 

2013), del Centro Helmholtz de Investigación Ambiental (UFZ, Leipzig, 

Alemania), esquematizado en la Figura 20. 

 

 

Se siembra una placa de cultivo de 10 cm de diámetro con 2,5 x 106 células 

de cada línea celular. A las 24 horas se realiza el cambio de medio para 

inducir la expresión de las variantes de MKL1 con tetraciclina. Luego de 48 

horas de incubación con el medio de inducción, se retira el medio de las 

placas, se hace un lavado con 3 mL de PBS 1X, se levantan las células con 

3 mL de tripsina y se agrega 7 mL de medio de mantenimiento para inactivar 

la tripsina. Se toma una alícuota para hacer el recuento de células y de 

forma inmediata se transfieren los 10 mL de suspensión celular a un tubo 

cónico de 50 mL conteniendo 40 mL de una solución al 0,9% de NaCl 

Figura 20. Esquema del protocolo para la preparación de muestras para la 

metabolómica 

Se esquematiza de forma general los distintos pasos del protocolo.  
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previamente enfriada casi al punto de congelación. El paso anterior se 

denomina “Quenching” y permite frenar el metabolismo celular de manera 

eficiente, minimizando así la pérdida de metabolitos intracelulares (Dietmair 

et al., 2010). A su vez, este paso también permite eliminar los metabolitos 

extracelulares presentes en el medio de cultivo. Luego de agregar la 

suspensión celular a la solución de NaCl, se realiza un paso de 

centrifugación a 1500 rpm por 5 minutos para bajar las células. Se descarta 

el sobrenadante y se resuspende el precipitado de células en 500 μL de 

una solución al 50% de Acetonitrilo (ACN) previamente enfriado. Se 

transfiere la suspensión a un tubo de microcentrífuga y se agita por 1 

minuto a máxima velocidad y posteriormente se centrifuga nuevamente a 

14000 rpm por 10 minutos a 4°C. Esta vez, el sobrenadante se transfiere a 

otro tubo de microcentrífuga y se mantiene en hielo. Se repite el 

procedimiento anterior, agregando nuevamente 500 μL de la solución de 

ACN al precipitado celular, se agita, se centrifuga y se recupera el 

sobrenadante el cual se añade al tubo con el sobrenadante obtenido 

anteriormente. Finalmente se lleva a cabo la evaporación de la solución de 

ACN mediante una centrifugación en vacío utilizando el SpeedVac a 

máxima velocidad por 3 horas.  

 

Los tubos de microcentrífuga secos conteniendo los metabolitos se 

guardan a -80°C hasta ser enviados a la plataforma para su análisis. Para 

el análisis de los metabolitos por espectrometría de masa (HPLC-Qtrap), 

se resuspenden las muestras en 100 μL de agua ultrapura y se introducen 

en el equipo para realizar una cromatografía líquida y una fragmentación 

iónica y posterior medición de las relaciones de masa/carga de las 

partículas para su identificación. Para la cuantificación se utilizó una serie 

de estándares. Las condiciones utilizadas en la cromatografía fueron:  

Solvente A: Tributilamina (TBA) 10 mM, ácido acético 10 mM, 5% 

metanol, 2% isopropanol. 

Solvente B: Isopropanol 
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Utilizando el software Analyst se realizó la cuantificación relativa de los 

siguientes metabolitos intracelulares: 

Glucólisis 

Glucosa 

Fructosa-6-Fosfato 

Fructosa-1,6-Bifosfato 

Dihidroxiacetona Fosfato 

Glucosa-1-Fosfato 

Fosfoenolpiruvato 

Piruvato 

Lactato 

Vía del Ácido Tricarboxílico (TCA) 

Citrato 

Cis-Aconitato 

α-Cetoglutarato 

Succinato 

Fumarato 

Malato 

Aminoácidos 

Glutamina 

Glicina 

Asparagina 

Glutamato 

Aspartato 

Alanina 
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5. RESULTADOS  
 

Tomando en cuenta los antecedentes presentados en la introducción sobre 

los cambios conformacionales del ERα vinculados a variaciones en la 

maquinaria de traducción, junto a la evidencia aportada por otros grupos en 

esta materia, nos llevó a preguntarnos si la resistencia a la terapia hormonal 

del cáncer de mama, atribuida a los cambios de actividad del ERα, podría 

estar relacionada a cambios en su conformación, como consecuencia de 

variaciones en el aparato traduccional. Específicamente, queremos 

entender si un proceso de transición epitelio-mesenquimal, frecuentemente 

asociado a tumores avanzados y que deriva en una serie de cambios 

celulares, podría llevar a la alteración en el plegamiento del ERα y explicar, 

por lo menos en parte, la resistencia a la terapia hormonal en estos 

tumores.  

 

Esto nos impulsó a caracterizar los cambios conformacionales que podría 

adquirir el ERα utilizando un modelo celular de transición epitelio-

mesenquimal. Siguiendo esta misma línea, nos propusimos investigar el 

contexto celular en que se da la síntesis y el plegamiento del receptor, 

caracterizando la maquinaria de traducción y el estado metabólico de estas 

células.  

 

5.1. Análisis de la conformación del ERα sintetizado en 

distintos contextos celulares mediante proteólisis limitada 

 

Estudios previos de genes reporteros en el modelo celular realizados 

durante mi tesis de grado demostraron que la actividad directa del ERα 

endógeno se veía muy disminuida en la línea celular MCF7 MKL1 ΔN200, 

en comparación con la actividad del ERα sintetizado en las otras dos líneas 

control. Al analizar la cantidad de receptor presente en cada una de las 

líneas mediante western blot (WB), observamos que existía una clara 
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reducción en la cantidad del receptor en la línea MCF7 MKL1 ΔN200, lo 

que podía estar explicando el descenso en la actividad. Esto también fue 

observado por estudios transcriptómicos, evidenciando un descenso en la 

expresión del receptor en esta línea (Kerdivel et al., 2014). Sin embargo, 

tomando en cuenta los valores relativos, es decir, la actividad del receptor 

en la línea MCF7 MKL1 ΔN200 respecto a las líneas control y en paralelo, 

la cantidad relativa de ERα entre dichas líneas, se observó que el descenso 

en la actividad era varias veces mayor de lo esperado para la cantidad de 

receptor observada. Esta discordancia, sumado a los antecedentes acerca 

del cambio conformacional del ERα en distintos contextos celulares, nos 

condujo a pensar que parte de este descenso en la actividad podría ser 

debido a un cambio conformacional del receptor.  

 

El estudio del plegamiento de una proteína in vivo es una tarea compleja 

debido a la dificultad para individualizar la proteína de interés del resto de 

proteínas presentes en el extracto sin generar un sesgo metodológico 

significativo. Para llevar a cabo este objetivo, las diferencias de 

conformación fueron estudiadas por ensayos de proteólisis limitada. Esta 

metodología ya ha sido utilizada por nuestro grupo para detectar cambios 

conformacionales del ERα sintetizado in vitro en distintas condiciones 

(Horjales et al., 2007). Sin embargo, en dicha instancia, se contaba con 

altos niveles de expresión de ERα, a diferencia de lo que sucede en el 

modelo celular en estudio, donde obtenemos bajas cantidades del ERα. Por 

este motivo, gran parte de la maestría fue destinada a poner a punto un 

ensayo que permitiera estudiar los cambios conformacionales del ERα 

endógeno sintetizado en las tres líneas celulares del modelo de TEM.  

 

Inicialmente, intentamos adaptar el protocolo utilizado previamente, 

mediante el cual las células todavía adheridas a la botella de cultivo, eran 

lisadas por la adición de un extenso volumen de buffer de lisis, necesario 

para cubrir toda la superficie celular. Esto planteaba una gran desventaja, 
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derivada de las bajas concentraciones proteicas obtenidas como 

consecuencia de los volúmenes de buffer de lisis requeridos. A pesar de 

todos los esfuerzos por optimizar los distintos pasos del protocolo para 

obtener intensidades de banda (correspondientes al ERα) cuantificables en 

las detecciones por WB, los resultados obtenidos no fueron los deseados. 

Por este motivo, decidimos cambiar de protocolo, recurriendo al protocolo 

de proteólisis limitada en células permeabilizadas, como se describe en la 

sección 4.1. Este protocolo presenta la gran ventaja de disminuir en gran 

medida el volumen de buffer utilizado para extraer las proteínas, por lo que 

permitía mejorar las concentraciones proteicas de las muestras de partida. 

Luego de sucesivos intentos, esta vez sí logramos poner a punto el ensayo, 

optimizando las concentraciones de Qt y de muestra de partida, obteniendo 

bandas cuantificables en los ensayos de WB. Se determinó que el rango 

óptimo de concentraciones de Qt para ver una respuesta de degradación 

del ERα expresado en células MCF7 es de 0 a 2 μg/mL. El protocolo 

completo se detalla en la sección 4.1. 

 

A continuación, se muestra el resultado de la proteólisis limitada del ERα 

endógeno sintetizado por la línea MCF7 Control, la cual presenta un 

fenotipo del tipo epitelial, y el ERα endógeno sintetizado por la línea MCF7 

MKL1 ΔN200, la cual presenta un fenotipo con características 

mesenquimales. Se utilizó el rango de concentraciones de Qt mencionado 

previamente y el anticuerpo policlonal HC-20, específico para la región N-

terminal del ERα humano.  
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En primer lugar, notamos que el ERα de 66 kDa parece degradarse por 

completo a concentraciones menores de Qt en las células MCF7 MKL1 

ΔN200 en comparación a la degradación obtenida en las MCF7 Control. 

Debido a la degradación del receptor de 66 kDa se originan fragmentos de 

peso molecular de aproximadamente 54 y 47 kDa (Deg 1 y 2 

respectivamente). La intensidad de las bandas correspondientes a dichos 

fragmentos se ve incrementada a medida que se degrada el receptor de 

mayor tamaño. Los fragmentos de menor peso molecular (Deg 2), 

permanecen incluso a altas concentraciones de Qt, sugiriendo una 

estructura más compacta y resistente a la Qt. Estos resultados sugieren 

que el ERα sintetizado en las células MCF7 Control es más resistente a la 

degradación. Sin embargo, esto podría deberse a una diferencia en la 

cantidad de ERα presente en cada línea. Sabiendo que el ERα es menos 

- Qt - Qt 

+ Qt + Qt 

70 

55 

35 

kDa 

MCF7 Control MCF7 MKL1 ∆N200  

ERα 

Deg 1 

Deg 2 

Figura 21. Proteólisis limitada del ERα en MCF7 MKL1 ΔN200 y MCF7 Control 

Se permeabilizaron las células para extraer las proteínas citoplasmáticas. Se usó un rango 

de concentraciones de Qt para degradar las proteínas durante 15 minutos en hielo. Se 

frenó la reacción luego de este tiempo y se realizó una SDS-PAGE al 12%. Finalmente se 

detectó el ERα y sus bandas de degradación utilizando una dilución del anticuerpo HC-20. 

Qt: Quimotripsina. Deg 1: Banda de degradación 1. Deg 2: Banda de degradación 2 
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expresado en la línea MCF7 MKL1 ΔN200, al sembrar la misma cantidad 

de proteína total de ambas líneas celulares, se observaría una menor 

proporción de ERα en los carriles correspondientes a la línea MCF7 MKL1 

ΔN200. Por este motivo, la intensidad de la banda correspondiente al ERα 

en los carriles donde fueron sembradas las muestras sin Qt, resulta 

bastante dispar entre MCF7 Control y MCF7 MKL1 ΔN200. Para poder 

comparar los perfiles de degradación debimos ajustar el volumen de 

reacción que se carga en los geles de electroforesis, sin modificar la 

cantidad de proteína que se coloca inicialmente en la reacción de 

degradación.  

 

 

Por otro lado, lo que resulta muy interesante en la Figura 21 es la diferencia 

en el perfil de bandas de degradación generado (Deg 1 y Deg 2). De forma 

Figura 22. Explicación del ajuste realizado en el ensayo de proteólisis 
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muy tenue, en la línea MCF7 MKL1 ΔN200 se aprecian unas bandas de 

degradación de aproximadamente 54 kDa, que no son apreciables en la 

línea MCF7 Control, incluso teniendo en cuenta la mayor cantidad de 

receptor presente en esta línea. Esto sugiere que los sitios de corte a los 

que accede la Qt se verían alterados, ya sea favorecidos o reprimidos, en 

el ERα presente en la línea MCF7 MKL1 ΔN200. Para confirmar este 

resultado, se repitió el ensayo con una tanda nueva de células, aplicando 

el ajuste mencionado anteriormente y observamos lo siguiente. 

 

En primer lugar, a diferencia de lo observado en la Figura 21, gracias al 

ajuste mencionado se logró una intensidad similar de la banda 

correspondiente al ERα sin Qt en ambas líneas. En segundo lugar, en 

contraposición a lo indicado anteriormente, este resultado sugiere que el 

- Qt - Qt 

+ Qt + Qt 

130 

100 

70 

55 

35 

kDa 

MCF7 Control MCF7 MKL1 ∆N200  

ERα 

Deg 1 

Deg 2 

Figura 23. Proteólisis limitada del ERα en MCF7 MKL1 ΔN200 y MCF7 Control 

Se permeabilizaron las células para extraer las proteínas citoplasmáticas. Se usó un 

rango de concentraciones de Qt para degradar las proteínas durante 15 minutos en hielo. 

Se frenó la reacción luego de este tiempo y se realizó una SDS-PAGE al 12%. Finalmente 

se detectó el ERα y sus bandas de degradación utilizando una dilución del anticuerpo HC-

20. Qt: Quimotripsina. Deg 1: Banda de degradación 1. Deg 2: Banda de degradación 2 
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ERα sería más estable en la línea MCF7 MKL1 ∆N200 en comparación con 

el ERα de la línea control. Para llevar a cabo un análisis semicuantitativo, 

se determinó la intensidad de las bandas utilizando el software Image J 

como se describe en la sección 4.3. A continuación se muestran los 

resultados de la cuantificación de las bandas del receptor de 66 kDa. 

 

 

A partir de la ecuación de la recta obtenida de la gráfica en la Figura 25 B, 

pudimos determinar la concentración necesaria para degradar el 50% del 

ERα en cada línea, siendo de 0,2 μg/mL para el caso de la línea MCF7 

Control y de 0,9 para el caso de la línea MCF7 MKL1 ∆N200, demostrando 

la mayor resistencia a la degradación del ERα sintetizado en la línea MCF7 

MKL1 ∆N200. Este resultado es coherente con los resultados obtenidos 

durante el trabajo de grado de Gabriela Cuestas (Gabriela Cuestas, Tesis 

de Grado, 2020). En dicho trabajo, se realizaron ensayos de proteólisis 

limitada del receptor utilizando otros anticuerpos para la detección del ERα 

y variando los tiempos de incubación con Qt, observando que el receptor 

A) B) 

Figura 25. Fracción de ERα remanente 

A) Se cuantificó la intensidad de las bandas correspondientes al ERα de 66 kDa utilizando 

el software ImageJ y se graficó como la relación de la intensidad de cada banda respecto 

a la intensidad de la banda sin Qt en función de la concentración de Qt. B) Linealización 

de los valores anteriores aplicando el logaritmo neperiano. 

y = -2,99x + 13,4   R2=0,92 

y = -0,81x + 12,9   R2=0,76 
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presente en la línea MCF7 MKL1 ∆N200 se degradaba más lentamente que 

en la línea MCF7 Control. 

 

Más allá de las diferencias observadas en la estabilidad del ERα de 66 kDa, 

lo más llamativo del resultado presentado en la Figura 23, es que se 

observa nuevamente una clara diferencia en el perfil de degradación entre 

las dos líneas celulares. Esto reafirma nuestra hipótesis acerca de cambios 

en la accesibilidad de la Qt a los sitios de corte presentes en el ERα 

sintetizado en los dos contextos celulares. 

 

Para determinar si este fenómeno se debía exclusivamente a los cambios 

ocurridos durante la transición y no a diferencias previas del receptor 

endógeno expresado en cada línea, realizamos el mismo experimento, pero 

esta vez no agregamos tetraciclina en el medio de inducción, por lo que las 

células MCF7 MKL1 ∆N200 no deberían de ver alterado su fenotipo. En 

dichos ensayos se observó que los perfiles de las bandas de degradación 

del ERα en estas condiciones eran muy similares entre ambas líneas. De 

esta forma, estos resultados sugieren que la diferencia en la conformación 

del ERα sería dependiente del cambio en el contexto celular, originado por 

el proceso de transición epitelio-mesenquimal que sufren las células MCF7 

MKL1 ∆N200 (ver Anexo, sección 9.1). 

 

A pesar de no contar con un número exhaustivo de réplicas debido a los 

tiempos que insumió la optimización del ensayo, podemos decir que fuimos 

muy minuciosos al extremar los cuidados necesarios para una técnica que 

resulta muy sensible a pequeños cambios en los distintos pasos. De esta 

forma, podemos afirmar que las observaciones acerca de la diferencia en 

la degradación del ERα sintetizado en dos contextos celulares diferentes 

resultan muy alentadoras y son un excelente punto de partida para futuras 

investigaciones a través aproximaciones complementarias.  



75 
 

5.2. Caracterización de las poblaciones de ARNt por 

microarreglos 

 

Hace algunos años, el aparato traduccional era concebido como una 

entidad poco alterable por los cambios celulares. Este fue particularmente 

el caso de la estructura del ribosoma y la población de los ARNt. Sin 

embargo, la evidencia se ha acumulado progresivamente en contra de esta 

idea, mostrando una amplia variación de la composición de los ribosomas 

(Guimaraes and Zavolan, 2016; Sloan et al., 2016) y de las poblaciones de 

ARNt en respuesta a los cambios celulares, durante la diferenciación o 

debido a diversas enfermedades.  

 

Si bien se ha avanzado mucho en los métodos de análisis de los ARNt, aún 

hoy la caracterización precisa de las poblaciones de estas moléculas sigue 

constituyendo un desafío técnico importante. Varios grupos han 

desarrollado novedosas técnicas para la cuantificación de las distintas 

especies de ARNt celulares, sin embargo, el gold standard para la 

cuantificación de ARNt todavía continúan siendo los microarreglos. Los 

detalles de esta técnica se describen en la sección 4.4. 

 

Para cumplir con el segundo objetivo propuesto para este trabajo, se 

cuantificó mediante microarreglos, la población de ARNt presentes en la 

línea MKL1 ΔN200 y MKL1 ΔC301 respecto a la línea MCF7 Control y se 

determinó el porcentaje de aminoacilación de los ARNt en cada línea 

celular. Esto fue realizado durante una pasantía en el laboratorio de 

Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de Hamburgo, que 

surgió de la colaboración con el grupo liderado por la Prof. Zoya Ignatova, 

 

En primer lugar, se ajustaron las condiciones de cultivo de nuestro modelo 

celular en el laboratorio de la Prof. Ignatova, así como el número de células 

de acuerdo a lo sugerido en el protocolo (Polte et al., 2019). Luego, se llevó 
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Muestra [  ] (ng/μL) μg ARN * A260/A280 A260/A230 

ARN Total MCF7 Control 586,8 29,34 2,1 2,0 

ARN Total MKL1 ΔN200 - - - - 

ARN Total MKL1 ΔC301 622,0 31,10 2,1 1,7 

ARN Aminoacilado MCF7 Control 243,4 12,17 2,0 1,6 

ARN Aminoacilado MKL1 ΔN200 335,3 16,77 2,0 1,9 

ARN Aminoacilado MKL1 ΔC301 269,7 13,49 2,0 1,7 

*μg de ARN en el volumen total de muestra 

Tabla 5. Resultados de la cuantificación del ARN por espectrofotometría a 260 nm  

a cabo la extracción del ARN “total” y “aminoacilado” (esta denominación 

se origina de las condiciones de extracción del ARN que permiten que se 

conserve el estado de aminoacilación de los ARNt). Posteriormente se 

cuantificó por espectrofotometría a 260nm (NanoDrop) y controló la 

integridad por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%. Este proceso, 

así como los pasos que se describen más adelante fueron realizados para 

dos réplicas biológicas independientes de cada una de las tres líneas 

celulares. A continuación, se muestra a modo ilustrativo, una tabla con los 

valores obtenidos de la cuantificación realizada para una de las réplicas 

biológicas (Tabla 5) y una imagen de uno de los geles de poliacrilamida 

(Figura 26).  
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En primer lugar cabe aclarar que la ausencia de los valores en la fila 

correspondiente a la muestra “ARN Total MKL1 ΔN200” se debe a 

inconvenientes surgidos durante la extracción de ARN en estas muestras. 

De todas formas, esto no generó mayores inconvenientes gracias a que se 

obtuvo suficiente ARN de las muestras “ARN Aminoacilado MKL1 ΔN200” 

para ambas determinaciones.  

 

En segundo lugar, vale mencionar que los procesos de extracción fueron 

exitosos, obteniéndose valores de ARN acordes al número de células 

utilizado, con coeficientes de absorbancia 260nm/280nn y 260nm/230nm, 

dentro de los valores adecuados que aseguran una buena calidad de 

extracción respecto a contaminaciones por proteínas y compuestos 

orgánicos respectivamente. Asimismo, se verificó la integridad del ARN al 

Figura 26. Evaluación de la integridad del ARN  

Se preparó un gel de poliacrilamida al 10% y 8 M urea, se sembraron las muestras, en 

este caso particular, las muestras de la extracción realizada con fenol, se corrió el gel a 

20W por 50 minutos aproximadamente y se tiñó con una dilución 1:1000 de SYBR gold. 
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no observar indicios de degradación en la electroforesis en gel de 

poliacrilamida.  

  

Posteriormente, se realizaron los pasos correspondientes de oxidación, 

desaminoacilación y ligación de las sondas fluorescentes como se describe 

en la sección 4.4 y se corroboró la correcta ligación de las sondas, llevando 

a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones de 

oscuridad para proteger de la luz a los fluoróforos. Se observó la presencia 

de las sondas ligadas a los ARNt mediante fluorescencia utilizando el 

ChemiDoc XRS+ de BioRad. Dicho gel también fue teñido con SYBR Gold 

para observar la presencia de la banda de ARNt sin ligar. A continuación, 

se muestra a modo ilustrativo, una imagen de uno de los geles de 

poliacrilamida revelado con fluorescencia de un lado y con SYBR gold del 

otro (Figura 27).  

 

 

Figura 27.  Evaluación del proceso de ligación de las sondas fluorescentes 

Se preparó un gel de poliacrilamida al 10% y 8M urea, se sembraron las muestras, 

obtenidas luego del paso de ligación, se corrió el gel a 20W por 50 minutos 

aproximadamente y observó la intensidad de fluorescencia utilizando el ChemiDoc XRS+ 

de BioRad en dos canales diferentes, uno para Atto657 y otro para Cy3 y finalmente se 

tiñó con una dilución 1:1000 de SYBR gold. 

 

Sondas sin ligar 
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Como se puede observar a la izquierda en la Figura 27, el proceso de 

ligación fue exitoso, detectando la presencia de ARNt marcados con los 

dos fluoróforos, Atto647 en azul y Cy3 en rojo. Esto a su vez, concuerda 

con el corrimiento de las bandas marcadas con respecto a la posición de la 

banda de los ARNt sin ligar observada por tinción con SYBR gold a la 

derecha de la misma figura.  

 

Finalmente, una vez realizada la ligación de las muestras con las sondas 

fluorescentes correspondientes, se colocan a hibridar por un lado las 

muestras preparadas de acuerdo al protocolo de abundancia y por otro lado 

las muestras preparadas de acuerdo al protocolo de porcentaje de 

aminoacilación. Luego de la hibridación, se captura la intensidad de 

fluorescencia utilizando el escáner GenPIX 4200A (Molecular Devices) y 

posteriormente se analizan los resultados utilizando herramientas 

bioinformáticas desarrolladas en el laboratorio de la Prof. Ignatova (Polte et 

al., 2019). En la Figura 28 se muestra la abundancia relativa de cada 

especie de ARNt en la línea MKL1 ΔN200 o MKL1 ΔC301 respecto a la 

línea MCF7 control en forma de gráfico de barras. En la Figura 29, también 

en forma de gráfico de barras, se grafica la proporción de ARNt 

aminoacilados de cada especie para las tres líneas celulares. 

 

Observando los resultados de las Figuras 28 y 29, destacamos la buena 

correlación que existe entre las dos réplicas biológicas, demostrado por los 

valores que obtuvimos para los coeficientes de variación, los cuales toman 

en cuenta los desvíos estándares para cada caso. La mayoría de estos 

coeficientes se encuentran por debajo del 20% de variación, estando dentro 

de los límites aceptados para la técnica (ver Anexo, sección 9.2). Esto nos 

permitió promediar los valores de las dos réplicas y graficar estos 

resultados en forma de heatmaps. En la Figura 30 se muestra un heatmap 

con los valores de “fold change” de abundancia de cada especie de ARNt 
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entre las líneas, en la Figura 31 se muestra un heatmap con los porcentajes 

de aminoacilación de cada ARNt y por último, la Figura 32 muestra un 

heatmap con los valores de “fold change” para comparar los porcentajes de 

aminoacilación entre las líneas celulares (Figura 32). 

 

 

 

Figura 28. Abundancia relativa de cada especie de ARNt  

Valores de “fold change” para A) MCF7 MKL1 ΔN200 vs MCF7 Control y B) MCF7 MKL1 

ΔN200 vs MCF7 Control. En el eje de las abscisas se muestra el nombre de cada especie 

de ARNt. El color de las barras depende de las características de los aminoácidos que 

carga cada ARNt. En azul marino ARN que cargan aminoácidos con carga positiva, en 

celeste clarito aminoácidos con carga negativa, en azul oscuro aminoácidos hidrofóbicos y 

en celeste verdoso aminoácidos hidrofílicos. En bordó se muestran los valores de los ARNt 

estándares los cuales deberían presentar valores cercanos a 1. 

Réplica 1 Réplica 2 

Réplica 1 Réplica 2 

A) MCF7 MKL1 ΔN200 vs MCF7 Control 

B) MCF7 MKL1 ΔC301 vs MCF7 Control 

≥ 
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Figura 29. Proporción de aminoacilación cada especie de ARNt  

Proporción de aminoacilación para cada especie de ARNt para A) MCF7 Control, B) 

MCF7 MKL1 ΔN200 y C) MCF7 MKL1 ΔC301. En el eje de las abscisas se muestra el 

nombre de cada especie de ARNt. El color de las barras depende de las características 

de los aminoácidos que carga cada ARNt. En azul marino ARN que cargan aminoácidos 

con carga positiva, en celeste clarito aminoácidos con carga negativa, en azul oscuro 

aminoácidos hidrofóbicos y en celeste verdoso aminoácidos hidrofílicos. En bordó se 

muestran los valores de los ARNt estándares los cuales deberían presentar valores 

cercanos a 1. 

Réplica 1 Réplica 2 

A) MCF7 Control 

B) MCF7 MKL1 ΔN200 

C) MCF7 MKL1 ΔC301 

Réplica 1 Réplica 2 

Réplica 1 Réplica 2 
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Figura 30. Abundancia relativa de cada especie de ARNt 

Luego de evaluar el coeficiente de variación, se promediaron los valores de “fold 

change” obtenidos para cada una de las réplicas. A la izquierda de cada fila se indica 

la especie de ARNt. Se utiliza un código de letras para designar las bases degeneradas 

de acuerdo a las sondas presentes en los microarreglos (w=A o U, y=C o U, m=C o A, 

s= C o G, k = G o U, r=A o G, h=A o C o U). A la derecha se muestra la referencia de 

colores. 

Fold change 
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% de 

aminoacilación 
Figura 31. Porcentaje de aminoacilación de cada especie de ARNt 

Luego de evaluar el coeficiente de variación, se promediaron los valores de porcentajes 

de aminoacilación obtenidos para cada una de las réplicas. A la izquierda de cada fila 

se indica la especie de ARNt. Se utiliza un código de letras para designar las bases 

degeneradas de acuerdo a las sondas presentes en los microarreglos (w=A o U, y=C o 

U, m=C o A, s= C o G, k = G o U, r=A o G, h=A o C o U). A la derecha se muestra la 

referencia de colores. 
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Figura 32. Cambios en el porcentaje de aminoacilación 

Luego de evaluar el coeficiente de variación, se promediaron los valores de porcentaje 

de aminoacilación obtenidos para cada una de las réplicas y se calculó el “fold change” 

entre las líneas indicadas en el eje de las abscisas. A la izquierda de cada fila se indica 

la especie de ARNt. Se utiliza un código de letras para designar las bases degeneradas 

de acuerdo a las sondas presentes en los microarreglos (w=A o U, y=C o U, m=C o A, 

s= C o G, k = G o U, r=A o G, h=A o C o U). A la derecha se muestra la referencia de 

colores. 

Fold change 
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La cuantificación de la abundancia de los ARNt mostrada en la Figura 30, 

revela de forma contundente que las células MCF7 MKL1 ∆N200 presentan 

un aumento en los niveles de todos los ARNt en comparación con las dos 

líneas control (MCF7 MKL1 ∆C301 y MCF7 Control). Este fenómeno 

parecería ser consecuencia de una regulación a gran escala y no a nivel 

específica de ciertos ARNt. Lo que sí dejan en claro estos resultados es 

que las células MCF7 MKL1 ∆N200 cuentan con una mayor disponibilidad 

de ARNt en comparación con las células control. A su vez, los resultados 

de la aminoacilación nos permitieron determinar como se muestra en la 

Figura 32 que casi todos los ARNt presentan mayores niveles globales de 

aminoacilación en las células MCF7 MKL1 ∆N200 en comparación a las 

dos líneas control. Por lo que efectivamente la población de ARNt en las 

células MCF7 MKL1 ∆N200 se ve afectada, presentando tanto un aumento 

en la cantidad de cada ARNt como en la proporción de ARNt 

aminoacilados.  

 

En ambos resultados, resulta particularmente llamativo el caso del ARNt-

Arg-ICG, el cual presenta muy altos niveles de abundancia en las líneas 

MCF7 MKL1 ∆N200 y MKL1 ∆C301 en comparación con la línea MCF7 

Control y es la única especie que presentan valores de “fold change” 

menores a uno en la comparación de los porcentajes de aminoacilación 

entre las líneas MCF7 MKL1 ∆N200 y MCF7 Control. Al observar la Figura 

29 A, notamos que el valor para dichas especies de ARNt se encuentra por 

encima de 1, esto se debe a fenómenos de hiperfluorescencia (Ferro et al., 

2017) de alguno de los puntos de estos ARNt en algunos slides, lo que se 

refleja en el gran desvío estándar que presentan los valores de 

aminoacilación para este ARNt. De todas formas, sería necesario realizar 

otros estudios para confirmar este resultado.  

 

 

Por otro lado, para ser completamente funcionales, los ARNt deben ser 
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modificados luego de la transcripción. Entendiendo la importancia de las 

modificaciones en los ARNt para la síntesis de proteínas, analizamos los 

cambios en la expresión de las enzimas involucradas en las modificaciones 

de los ARNt, como una primera aproximación al estudio del estado de los 

ARNt en nuestro modelo celular. Estos resultados surgen del análisis de 

los datos de Ribosome Profiling obtenidos por T. Fernández-Calero y deben 

ser confirmados por técnicas complementarias como WB de las enzimas 

de modificación y espectrometría de masa para cuantificar alguna de las 

modificaciones. Los cambios en la expresión de las enzimas de 

modificación de los ARNt indican profundas alteraciones en algunas de 

ellas. Estas variaciones son ilustradas en la Figura 33 (a partir de los datos 

de la Tabla 7 presentada en el Anexo, sección 9.3), donde se presenta un 

esquema de un ARNt universal indicando las modificaciones que se verían 

alteradas en las células MCF7 MKL1 ∆N200 respecto a las MCF7 Control. 
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Estos cambios en las enzimas de modificación sugieren la existencia de 

poblaciones heterogéneas de ARNt específicos que presentarían 

alteraciones en algunas modificaciones esenciales en la decodificación de 

los codones. En resumen, observamos que la línea MCF7 MKL1 ∆N200 

presenta un aumento considerable en la abundancia de todas las especies 

de ARNt (que pudieron ser medidas por microarreglos) en comparación con 

ambas líneas control. A su vez, observamos también en esta línea, un 

aumento en la relación de ARNt cargados respecto a los no cargados para 

cada especie de ARNt en comparación a la relación obtenida para las 

líneas control, sugiriendo una gran disponibilidad de ARNt cargados, 

posiblemente necesarios para un fenómeno de síntesis proteica 

exacerbada. Y por último observamos cambios significativos en la 

expresión de las enzimas de modificación de los ARNt, sugiriendo 

alteraciones importantes en la presencia de determinadas modificaciones 

que son esenciales para modular la actividad del ARNt y asegurar la 

fidelidad de la traducción. 

 

5.3. Estudio del metabolismo celular por metabolómica de 

forma comparativa entre las líneas celulares 

 

Como fue mencionado en la introducción, existe un vínculo muy estrecho 

entre el estado metabólico de la célula con la maquinaria de traducción y la 

Figura 33. Cambios las modificaciones de los ARNt 

Representación esquemática de un ARNt humano con las modificaciones alteradas de 

acuerdo a los niveles de expresión de las enzimas correspondientes entre las células MCF7 

MKL1 ∆N200 y MCF7 Control. Se muestran aquellos con valores de log2(FC) mayores a 

0,5 en celeste y menores a -0,5 en rojo. En violeta se muestran aquellos sitios donde los 

cambios en las enzimas de modificación resultan variables entre las diferentes enzimas del 

complejo. Modificaciones: m1A (1-metiladenosina), m1G (1-metilguanosina), m2G (N2-

metilguanosina), m5C (5-metilcitidina), m3C (3-metilcitidina), m7G (7-metilguanosina), I 

(Inosina), t6A (N6-treonilcarbamoiladenosina), yW (wybutosina), m5U (5-metiluridina), Ѱ 

(pseudouridina), (ver https://iimcb.genesilico.pl/modomics/) (Boccaletto et al., 2018). 
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biosíntesis de proteínas, siendo este último uno de los procesos más 

costosos para la célula. Aunque la mayor parte del gasto energético recae 

sobre la biogénesis de los ribosomas, la mayoría de las modificaciones 

presentes en los ARNt también dependen de la disponibilidad de algunos 

metabolitos y coenzimas (Helm and Alfonzo, 2014). La concentración 

celular de estos compuestos puede variar dramáticamente dependiendo 

del estado metabólico (Fernández Arroyo et al., 2011). Por tanto, en cierta 

medida el estado metabólico de la célula podría definir las variantes de 

ARNt presentes en un determinado contexto celular.  

 

Para cumplir con el tercer objetivo propuesto para este trabajo, llevamos a 

cabo un estudio del estado metabólico de las tres líneas celulares mediante 

dos aproximaciones. Por un lado, se analizaron los cambios de expresión 

de las enzimas de las correspondientes rutas metabólicas mediante 

transcriptómica (RNA-Seq) y traductómica (Ribosome Profiling), llevado a 

cabo por T. Fernández-Calero en el marco de su trabajo de tesis de 

doctorado (Tamara Fernández-Calero, Tesis de Doctorado, 2020). Por otro 

lado, implementamos un análisis metabolómico complementario para 

determinar si la concentración de los sustratos y los productos de estas vías 

concordaba con lo observado en los estudios de expresión. Se analizaron 

los analitos principales de la vía glucolítica y del ciclo del ácido tricarboxílico 

(TCA), así como algunos aminoácidos puntuales. Cabe mencionar la 

robustez estadística de los resultados, ya que se realizaron tres réplicas 

biológicas, partiendo de tres tandas de cultivos diferentes y a su vez se 

realizaron tres réplicas técnicas de la primer réplica biológica y dos réplicas 

técnicas de la segunda y la tercera réplica biológica. Es decir que cada 

analito fue medido siete veces. A continuación, se muestran las gráficas de 

concentración (en unidades arbitrarias) de los distintos analitos en cada 

línea celular, agrupados según la vía metabólica, glucólisis (Figura 34), vía 

del TCA (Figura 35) y aminoácidos (Figura 36).  
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Figura 34. Metabolitos principales de la glucólisis 

Se grafica la concentración (en unidades arbitrarias) para cada analito en las tres líneas 

celulares. Los datos son el promedio de siete réplicas técnicas a partir de tres réplicas 

biológicas ± SD (* p < 0,05, test de Student). Para la Glucosa-6-fosfato sólo tres réplicas 

técnicas fueron medidas, para la Dihidroxiacetonafosfato y la Glucosa-1-fosfato sólo 

cuatro réplicas técnicas fueron medidas. 

* * 

* 

* 

* 
* 

* 

* 

* 
* 
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Figura 35. Metabolitos principales en la vía del TCA 

Se grafica la concentración de concentración (en unidades arbitrarias) para cada analito 

en las tres líneas celulares. Los datos son el promedio de siete réplicas técnicas a partir 

de tres réplicas biológicas ± SD (* p < 0,05, test de Student). Para el α-Cetoglutarato y 

el Oxalacetato sólo tres réplicas técnicas fueron medidas. 

* 

* 
* 

* 
* * 

* 

* 
* 

* 
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Estos resultados muestran que existen diferencias significativas en la 

concentración intracelular de varios metabolitos entre la línea MCF7 MKL1 

∆N200 y las dos líneas control. A pesar de que las dos líneas control 

presentaron concentraciones de metabolitos similares entre ellas, también 

presentaron diferencias significativas en algunos de ellos 

(Dihidroxiacetonafosfato, Cis-Aconitato, α-Cetoglutarato, Oxalacetato y 

Alanina). Para facilitar la interpretación de estos resultados diseñamos una 

tabla donde se presentan los valores de “fold change” cuando los cambios 

son significativos (Tabla 6).   

* 
* 

Figura 36. Aminoácidos 

Se grafica la concentración (en unidades arbitrarias) para cada analito en las tres líneas 

celulares. Los datos son el promedio de siete réplicas técnicas a partir de tres réplicas 

biológicas ± SD (* p < 0,05, test de Student).  
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Estos resultados muestran la existencia de un cambio en el estado 

metabólico de las células que presentan un fenotipo con características 

mesenquimales (MCF7 MKL1 ∆N200). Resulta particularmente interesante 

    Vía  / 

             Metabolito 
MCF7 MKL1 ∆N200 / 
MCF7 MKL1 ∆C301 

MCF7 MKL1 ∆N200 
/ MCF7 Control 

MCF7 MKL1 ∆C301 
/ MCF7 Control 

Glucólisis    

Glucosa 1,5 1,5 NS 

Glucosa 6-Fosfato* NS NS NS 

Fructosa 6-Fosfato NS NS NS 

Fructosa 1,6-Bifosfato 2 1,7 NS 

Dihidroxiacetonafosfato** 7,7 1,2 0,2 

Fosfoenolpiruvato NS NS NS 

Piruvato NS NS NS 

Lactato 1,4 1,5 NS 

Ciclo del TCA    

Citrato NS NS NS 

Cis-Aconitato NS 2,1 1,7 

αCetoglutarato** 2,9 11 3,8 

Succinato NS NS NS 

Fumarato 1,7 2,8 NS 

Malato NS NS NS 

Oxalacetato* 1,6 0,9 0,6 

Aminoácidos    

Glutamina NS 0,8 NS 

Alanina NS NS 0,8 

Tabla 6. Cambios significativos en la concentración de ciertos metabolitos 

Se muestran los valores de “fold change” promedio de los cambios que resultaron 

significativos (p <0,05, test de Student). El promedio fue realizado a partir de los valores de 

siete réplicas técnicas, que se tomaron de tres réplicas biológicas. NS: no significativo. 

*Sólo se midieron dos réplicas biológicas (cuatro réplicas técnicas) para la Glucosa 6-

Fosfato y el Oxalacetato. **Solo se midió una réplica biológica (tres réplicas técnicas) para 

la Dihidroxiacetonafosfato y el ɑ-Cetoglutarato. 
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el aumento de la glucosa y el lactato intracelular en esta línea respecto a 

las líneas control, ya que confirman lo reportado previamente durante mi 

trabajo de grado, en donde mostramos que estas células presentaban un 

elevado consumo de glucosa y una alta tasa de producción de lactato. En 

dicha instancia, las medidas de concentración de glucosa y lactato fueron 

realizadas a partir de los sobrenadantes del cultivo, utilizando el 

Bioanalyzer 4 (Nova Biomedical). A continuación, se presenta una gráfica 

de la concentración de glucosa y lactato en el sobrenadante de cultivo, la 

cual fue adaptada a partir de los resultados obtenidos en aquel entonces 

(Figura 37). 

 

 

Por otro lado, estos resultados concuerdan con lo observado por RNA-Seq 

y Ribosome Profiling sobre los cambios de expresión de las enzimas 

implicadas en las vías metabólicas en cuestión. En conjunto, estos 

resultados permitieron generar una visión del estado de dichas vías 

metabólicas en cada línea celular y ahondar en la comprensión del estado 

metabólico general de estas células (MCF7 MKL1 ∆N200 vs MCF7 MKL1 
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Figura 37. Curvas de concentración de glucosa y lactato en el sobrenadante de 

cultivo 

Se muestran las curvas de concentración de glucosa y lactato medidas en el sobrenadante 

de cultivo a distintos tiempos luego de la inducción con tetraciclina. Los colores 

representan las líneas celulares: MCF7 Control (verde), MCF7 MKL1 ∆N200 (azul), MCF7 

MKL1 ∆C301 (rojo). Los símbolos llenos muestran los valores de glucosa (eje a la 

izquierda) y los símbolos vacíos muestran los valores de lactato (eje a la derecha). 
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∆C301, Figura 38A; MCF7 MKL1 ∆N200 vs MCF7 Control, Figura 38B; 

MCF7 MKL1 ∆C301 vs MCF7 Control, Figura 38C). En dichas figuras se 

representan los cambios en la expresión de las enzimas que surgen de la 

comparación de las tres líneas celulares. Cabe mencionar que estos 

resultados, junto con los resultados de concentración de glucosa y lactato 

mostrados anteriormente y otros resultados del grupo, dieron lugar a una 

reciente publicación en la revista Cancer & Metabolism (Fernández-Calero 

et al., 2020).  
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A partir de los esquemas de la Figura 38 A y B se deduce, en primer lugar, 

que en la línea MCF7 MKL1 ΔN200 la glucólisis se encuentra exacerbada 

en comparación con las líneas control, indicado por el color azul oscuro de 

las flechas que marcan los pasos de esta vía. Se observa de forma clara 

que estas células presentan una marcada captación de glucosa y 

producción de lactato, como se mencionó anteriormente. La vía que 

conduce a la producción de lactato mostró un aumento general en la 

expresión de la mayoría de las enzimas, con un aumento en la expresión 

de todas las isoformas de la lactato deshidrogenasa (LDH) responsable de 

la producción de lactato a partir de piruvato. Esto es consistente con los 

resultados que obtuvimos por metabolómica que demostraron un aumento 

significativo en la concentración de lactato en las células MCF7 MKL1 

ΔN200 respecto a las células control, aumento que no fue observado 

cuando se comparó las dos líneas control entre sí. En conjunto, estos 

resultados apuntan a que las células de la línea MCF7 MKL1 ΔN200 

presentan un metabolismo glucídico más acelerado en comparación con 

las células de las líneas control.  

 

Por otro lado, se observó un fuerte cambio en la expresión de las enzimas 

involucradas en el ciclo del TCA en estas células en comparación con 

ambas células control, lo que también se refleja en las mediciones de los 

intermediarios que obtuvimos por metabolómica. Los resultados indican 

Figura 38. Esquemas de la glucólisis, el ciclo del TCA y la vía de la pentosa fosfato 

Se muestran los cambios a nivel de traducción de las enzimas implicadas en los diferentes 

pasos entre las líneas: A) MCF7 MKL1 ΔN200 vs MCF7 MKL1 ΔC301, B) MCF7 MKL1 

ΔN200 vs MCF7 Control y C) MCF7 MKL1 ΔC301 vs MCF7 Control. Se consideraron sólo 

los valores de “fold change” superiores a 0,5 (FDR <0,01). Los colores de las flechas 

indican los cambios de expresión de las enzimas implicadas en cada paso: aumenta (azul 

oscuro: FC> 1.0, azul claro: 1.0>FC> 0.5); disminuye (rojo oscuro: FC> 1.0, rojo claro: 1.0> 

FC> 0.5); sin cambios significativos (gris); cambios variables dentro de un complejo 

enzimático (naranja). Los valores mostrados dentro de los recuadros pequeños indican el 

“fold change” de concentración cada metabolito entre ambas líneas celulares. Las estrellas 

representan cambios en la isoforma predominante. Los fondos de colores indican: 

glucólisis (celeste); vía de las pentosas fosfato (naranja); ciclo del TCA (rosado). 
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claramente que el ciclo del TCA se encuentra alterado en las células MCF7 

MKL1 ΔN200, pero no permiten inferir acerca del sentido o el volumen del 

flujo de los distintos pasos del ciclo. En este sentido, sería interesante 

analizar el flujo de las distintas rutas más en detalle, utilizando por ejemplo 

moléculas marcadas con isótopos radiactivos. 

 

En resumen, estos resultados proporcionan una evidencia contundente de 

una profunda adaptación metabólica de las células MCF7 MKL1 ΔN200, 

que implica una glucólisis completamente activa, un ciclo del TCA 

severamente perturbado y la vía de las pentosas fosfato orientada al 

mantenimiento del estado redox de la célula.  
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6. DISCUSIÓN 
 

La pregunta central que guía el presente trabajo se basa en comprender si 

el cambio en el contexto celular podría llevar a un cambio en la maquinaria 

de traducción que altere el plegamiento de las proteínas. Específicamente 

nos centramos en los efectos sobre el receptor de estrógenos α (ERα) 

buscando descifrar si dichas variantes conformacionales pueden estar 

asociadas a la resistencia al tratamiento hormonal del cáncer mamario. 

Para ello, llevamos a cabo un análisis de los cambios conformacionales del 

ERα a través de ensayos de proteólisis limitada. Luego estudiamos el 

estado de la población de los ARNt realizando ensayos de microarreglos 

de ARNt en forma comparativa entre las células que atraviesan la TEM 

respecto las células control. Y, por último, estudiamos el estado metabólico 

de estas células a través de ensayos de metabolómica, complementando 

un estudio exhaustivo de la expresión de las enzimas de distintas vías 

metabólicas por RNA Seq y Ribosome Profiling.   

 

Los cimientos de este trabajo surgen del interés de nuestro grupo por 

comprender la base de las diferencias en la actividad del ERα en distintos 

tejidos celulares y frente a distintos ligandos. Esto llevó a una serie de 

investigaciones, en primer lugar, demostrando que el ERα presentaba 

cambios en su conformación y afinidad por su ligando cuando era 

sintetizado en dos sistemas de traducción in vitro diferentes (Horjales et al., 

2007). Este primer trabajo propuso que las distintas condiciones de 

traducción llevan a diferencias en la conformación del ERα, las cuales 

podrían, en parte, explicar las diferencias en su actividad. En línea con la 

hipótesis anterior, se avanzó hacia un sistema celular, en el cual en lugar 

de modular la cinética de traducción a través de un cambio del aparato 

traduccional, se buscó estudiar si un cambio sinónimo de un codón en la 

secuencia del ERα podía afectar su conformación y su actividad 

(Fernández-Calero et al., 2014). En este trabajo, se logró demostrar que el 
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cambio sinónimo de un codón en la secuencia del ERɑ producía diferencias 

la actividad y localización subcelular del mismo, sugiriendo que un posible 

cambio en la cinética de traducción estaría vinculado con un cambio en el 

plegamiento y por ende en la actividad del ERɑ. Cabe notar que en dicho 

trabajo se condujo un análisis bioinformático para descartar que el cambio 

de base tuviera consecuencias mayores sobre los motivos de unión a 

proteínas, señales de reconocimiento, señales de splicing alternativo y en 

la estructura del ARNm del ERɑ. Ello llevó a plantear que el cambio de 

codón sólo generaba un cambio en los sets de ARNt encargados de 

decodificar cada uno de los codones. Por un lado, el codón WT para Ala87 

GCG se trata de un codón poco frecuente en el genoma humano y es 

decodificado por las poblaciones de ARNt Ala-CGC y Ala-UGC, mientras 

que el codón sinónimo GCC se trata de un codón de alta frecuencia y es 

reconocido por las poblaciones Ala-IGC (la “I” denota la presencia de 

inosina) y Ala-GGC. Esta variación, aunque sutil, podría explicar el cambio 

en la cinética de traducción del ERɑ y las diferencias funcionales entre 

ambas variantes.  

 

Basados en estos antecedentes, decidimos ahondar todavía un poco más 

sobre los cambios conformacionales del ERα, y hallamos una problemática 

interesante en el papel que juega el ERα en la resistencia al tratamiento 

hormonal del cáncer de mama. Casi el 80% de los tumores mamarios son 

clasificados como ER+ (DeSantis et al., 2019). Sin embargo, el 20% de los 

pacientes diagnosticados con tumores ER+ operables recurren con una 

metástasis (Pan et al., 2017; Szostakowska et al., 2019). La pérdida de la 

expresión de ERα ocurre en una minoría (10%) de los cánceres de mama 

resistentes (Shiino et al., 2016). En cambio, la mayor parte de la resistencia 

endocrina suele estar impulsada por la activación del ERα independiente 

del ligando (Miller et al., 2011), causada por mutaciones de ganancia de 

función en ERα o cambios conformacionales que llevan a interacciones 

alteradas de ERα con coactivadores/correpresores (Ma et al., 2015). La 
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metástasis es un proceso que involucra una intensa reprogramación celular 

muchas veces caracterizada por una transición epitelio-mesenquimal 

(TEM). En este contexto, surge la hipótesis de nuestro trabajo, donde nos 

cuestionamos si el proceso de TEM podría desarrollar cambios adaptativos 

en el aparato traduccional y en el metabolismo energético, que condujeran 

a opciones alternativas del plegamiento del ERα, y que dichos cambios 

estuvieran vinculados con la resistencia a la terapia hormonal. Para 

responder a los tres objetivos específicos presentados en este trabajo 

utilizamos un modelo celular de TEM previamente descrito (Flouriot et al., 

2014; Huet et al., 2009).  

 

El primer objetivo se centró en caracterizar los posibles cambios 

conformacionales que el ERα podría sufrir al ser sintetizado en distintos 

contextos celulares adquiridos durante un proceso de transición epitelio-

mesenquimal de cáncer de mama (sección 5.1).  

 

Múltiples trabajos evidencian la influencia de elementos particulares de la 

maquinaria traduccional en la cinética de traducción. Sin embargo, a pesar 

del creciente interés en el tema, son pocos los trabajos que vinculan estos 

elementos al plegamiento o a las propiedades estructurales de las 

proteínas y muy pocos los que muestran los efectos in vivo. Esto es debido 

a que el estudio del plegamiento de una proteína in vivo es una tarea 

compleja. En condiciones celulares, las diferencias de conformación 

pueden ser estudiadas mediante ensayos de proteólisis limitada o por 

fluorescencia pero en condiciones muy particulares (Rodnina and 

Wintermeyer, 2016). Esta metodología permite analizar la accesibilidad 

diferencial de distintas proteasas a las proteínas en su conformación 

natural, mediante el seguimiento de los perfiles de degradación por WB. 

Gran parte del trabajo de maestría se dedicó a optimizar un protocolo de 

proteólisis limitada en células permeabilizadas para seguir los cambios 

conformacionales del ERα en nuestro modelo celular. 
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Los resultados obtenidos indicarían un posible cambio conformacional en 

el ERα sintetizado en las células MCF7 MKL1 ΔN200 en comparación al 

receptor sintetizado en las células MCF7 Control. El cambio de 

conformación podría originarse tanto por cambios durante su síntesis (lo 

cual iría en la línea con nuestra hipótesis de trabajo), pero también por 

cambios en las modificaciones postraduccionales inducidas por los 

cambios en el contexto celular. En lo que respecta al último punto, se han 

descrito múltiples sitios de modificaciones postraduccionales que se han 

vinculado a la eficiencia de transactivación del receptor, a su dimerización 

y a su translocación al núcleo (Anbalagan et al., 2012). En cualquier caso, 

son necesarios ensayos adicionales para profundizar en este aspecto. 

Diferentes aproximaciones podrían incluir análisis de modificaciones 

postraduccionales, estudios de afinidad por distintos ligandos, ensayos de 

proteólisis limitada utilizando otros anticuerpos y ensayos de unión al ADN. 

Por otro lado, descartamos la posibilidad de que las bandas de degradación 

observadas se deban a isoformas del receptor ya que las mismas 

presentan deleciones en la región reconocida por el anticuerpo que 

utilizamos por lo que difícilmente puedan ser reconocidas por el mismo. 

Creemos que las bandas de degradación que se observan en las muestras 

sin Qt, resultan de una degradación por las propias proteasas celulares ya 

que las muestras no fueron tratadas con inhibidores de proteasas.  

 

Habiendo demostrado posibles cambios en la conformación del ERα, el 

segundo objetivo se centró en estudiar el estado de la maquinaria de 

traducción en las líneas del modelo celular (sección 5.2).  

 

Gracias a contundentes evidencias recientes, la idea de la maquinaria de 

traducción, y en especial, de las poblaciones de ARNt como entidades poco 

alterables por el contexto celular ha comenzado a transformarse, 

reconociéndose que las mismas pueden variar de acuerdo al estado de 

diferenciación celular (Gingold et al., 2014). A partir de la cuantificación de 
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grupos de ARNt en diferentes células humanas, algunos investigadores 

propusieron la existencia de programas de traducción distintos que operan 

durante la proliferación y diferenciación (Gingold et al., 2014). Esto apoya 

la hipótesis de que las diferencias tipo celulares específicas observadas en 

la actividad directa del ERα cuando es sintetizado en las diferentes líneas 

celulares que componen el modelo de TEM, puedan estar orquestadas por 

las variaciones de las poblaciones de los ARNt. Entre otros trabajos que 

apoyan este punto de vista, vale la pena mencionar que se han encontrado 

diferencias significativas en la composición del ARNt entre las células de 

cáncer de mama y el tejido no transformado, lo que sugiere un ajuste de 

los grupos de ARNt en las células cancerosas adaptadas para traducir 

ARNm asociados con la progresión tumoral (Pavon-Eternod et al., 2009).  

 

Por medio de ensayos de microarreglos de ARNt, logramos demostrar que 

las células MCF7 MKL1 ∆N200 presentan un aumento en la abundancia de 

todas las especies de ARNt cuantificadas. Al aumentar de forma 

considerable la abundancia de los ARNt, de no existir una coordinación con 

el proceso de aminoacilación, llevaría a pensar que el porcentaje de 

aminoacilación de cada especie de ARNt debería disminuir. Sin embargo, 

observamos que la proporción de ARNt cargados respecto a su contraparte 

no cargada se mantenía o incluso aumentaba al comparar dichas 

proporciones con las obtenidas en las células control. Esto sugiere una 

posible coordinación del aumento de los ARNt con la expresión de las 

aminoacil-ARNt sintetasas.  

 

Resulta interesante mencionar que el aumento generalizado de todas las 

especies de ARNt es coherente con la disminución observada en la 

expresión de MAF1 en las células MCF7 MKL1 ∆N200 respecto a ambas 

líneas control (alrededor de 1,5 veces menos tanto en la transcripción como 

en la traducción, ver tablas de expresión en Fernández-Calero et al., 2020, 

archivos suplementarios S2 y S3). MAF1 es un represor de la transcripción 

https://www.zotero.org/google-docs/?CJ4URM
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mediada por ARN polimerasa III, regulando la producción de ARNt muy 

abundantes, ARNr 5S y otros ARN pequeños no codificantes (Gerber et al., 

2020; Graczyk et al., 2018). Esto a su vez, podría estar relacionado con un 

estado particular de la cromatina. Por otro lado, aún no se ha descrito un 

mecanismo que regule de forma general la aminoacilación de todos los 

ARNt. En este sentido, sería interesante conocer el estado de las aminoacil-

ARNt sintetasas, las cuales no parecerían ser un factor limitante en estas 

células.  

 

Para ser completamente funcionales, los ARNt deben modificarse en gran 

medida después de la transcripción. Se estima que cada molécula de ARNt 

tiene un promedio de 13 modificaciones en sus nucleótidos (Oberbauer and 

Schaefer, 2018; Parisien et al., 2013; Phizicky and Hopper, 2015) y sólo en 

eucariotas existen alrededor de un centenar de diferentes modificaciones 

químicas que afectan a diferentes posiciones de los ARNt (Torres et al., 

2014). Debido a que las modificaciones del ARNt pueden afectar la 

precisión y eficiencia de la traducción, así como la estabilidad general del 

ARNt, se esperaría que la falta de tales modificaciones pudiera tener 

efectos profundos y generalizados sobre la síntesis de proteínas. Por el 

contrario, ciertas modificaciones del ARNt podrían afectar la traducción de 

solo un subconjunto definido de transcripciones enriquecidas en ciertos 

tipos de codones, los cuales podrían estar vinculados a una vía celular 

común (Novoa et al., 2012). En cualquier caso, podemos plantear la 

hipótesis de que la regulación de los niveles de modificación del ARNt 

podría usarse como un método para modular la síntesis de proteínas y 

regular procesos celulares complejos. La creciente evidencia indica que las 

modificaciones los ARNt y las enzimas que catalizan tales modificaciones 

desempeñan un papel importante en diversos tipos de cáncer, incluido el 

cáncer de mama (Bartlett et al., 2010; Frye et al., 2010; Frye and Watt, 

2006; Rodriguez et al., 2007). Entendiendo la importancia de las 

modificaciones en los ARNt para la síntesis de proteínas, se analizaron los 
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cambios en la expresión de las enzimas involucradas en las modificaciones 

del ARNt como una primera aproximación al estudio del estado de los ARNt 

en nuestro modelo celular. Los cambios en la expresión de las enzimas de 

modificación del ARNt indican profundas alteraciones en la presencia de 

las distintas modificaciones de la población de ARNt. Por ejemplo, 

observamos un aumento en la expresión de NSUN2 en la línea MCF7 

MKL1 ∆N200 respecto a la línea MCF7 Control sugiriendo un aumento de 

la presencia de la modificación inducida por esta enzima. La enzima 

NSUN2, encargada de la metilación de citosinas en varios sitios del ARNt, 

se expresa en niveles bajos en tejidos normales, pero es abundante en 

tumores de mama (Frye and Watt, 2006). Curiosamente, NSUN2 se localiza 

en la región genómica 5p15, que se duplica en el 32% de los pacientes con 

cáncer de mama y en varias líneas celulares de cáncer de mama diferentes 

(Frye et al., 2010).  

 

En paralelo, con el objetivo de caracterizar otro actor del aparato 

traduccional, se estudió el estado de los ribosomas, determinando la 

expresión de las proteínas ribosomales, así como la conformación de los 

perfiles polisomales como aproximación de los cambios en las tasas de 

ensamblaje de los ribosomas (trabajo llevado a cabo durante el doctorado 

de T. Fernández-Calero). Estos estudios demostraron un aumento 

significativo en la traducción de los mensajeros codificantes para casi la 

totalidad de las proteínas ribosomales.  

 

En conjunto, estos resultados muestran unas células MCF7 MKL1 ∆N200 

con una maquinaria de traducción muy incrementada, asociada a un 

incremento a nivel traduccional, sugiriendo una posible necesidad de estas 

células por aumentar sus niveles de traducción. Esto fue confirmado por 

ensayos de Polisome y Ribosome Profiling que demostraron un aumento 

generalizado de la traducción en la línea celular MCF7 MKL1 ΔN200 en 

comparación a las dos líneas control (Fernández-Calero et al., 2020). Estos 
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cambios observados en los componentes de la maquinaria de traducción 

sugieren fuertemente que la cinética de traducción se vería bastante 

alterada, apoyando nuestra hipótesis acerca del cambio conformacional del 

ERα.  

 

A su vez, la relevancia de estos resultados se ve reflejada en la coherencia 

que mantienen con resultados recientemente publicados por dos grupos 

distintos. Por un lado, Prakash y colaboradores demostraron que la 

biogénesis de los ribosomas potencia la transición epitelio-mesenquimal 

tanto en el desarrollo embrionario como en distintas patologías (Prakash et 

al., 2019). Por otro lado, Goodarzi y colaboradores evidenciaron que el pool 

de ARNt puede modular la expresión génica y la progresión del cáncer 

(Goodarzi et al., 2016). En el primero, los autores muestran como la 

biogénesis ribosomal y el aumento de la actividad traduccional es una 

característica común en los procesos de TEM. Estos autores demuestran 

el aumento de la biogénesis ribosomal a través del análisis en el tamaño 

de los nucleolos (Prakash et al., 2019). Para confirmar los resultados 

obtenidos sobre el aumento de la biogénesis ribosomal en nuestras células, 

llevamos a cabo mediciones de los nucleolos mediante microscopía 

electrónica de transmisión. Los resultados aún son muy preliminares por lo 

que no se incluyeron en el presente trabajo, pero indicarían que la 

tendencia se mantiene, observando nucleolos que aumentan de tamaño en 

la línea MCF7 MKL1 ΔN200 (ver Anexo, sección 9.4). 

 

A partir de todos estos resultados resulta lógico preguntarse el porqué de 

la necesidad de estas células de mantener los altos niveles de traducción 

observados. Una respuesta posible sería que estas células presentan una 

alta tasa de proliferación requiriendo una maquinaria de traducción que lo 

acompañe. Sin embargo, durante mi tesis de grado, demostramos 

mediante ensayos de crecimiento que las células MCF7 MKL1 ΔN200 no 

proliferan, incluso disminuye su viabilidad celular. En línea con esto, los 
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resultados de expresión mostraron una represión de los genes vinculados 

a las vías de proliferación celular. Por lo que la proliferación no parecería 

ser la respuesta más acertada. Por otra parte, estas células presentan un 

aumento en el tamaño celular observado a través de ensayos de citometría 

de flujo y por observaciones al microscopio electrónico de transmisión (ver 

Anexo, sección 9.4). Otra respuesta posible sería que estas células se 

estarían preparando para el proceso de migración. La hipótesis surge en 

parte por los resultados de expresión obtenidos por T. Fernández-Calero, 

que sugieren un cambio en el tipo de unión célula-célula, con un aumento 

de estructuras tipo lamelipodios acompañado de aumento de adhesiones 

focales y la adquisición de la capacidad de migración. Sumado a lo anterior 

estas células presentan un aumento en la síntesis y exportación de 

proteínas de la matriz extracelular (ECM), principalmente colágeno de tipo 

3, sugerido por los datos de la expresión génica. Llamativamente, una de 

las especies de ARNt que más despertó nuestra atención por su aumento 

tanto en abundancia como en porcentaje de aminoacilación es la 

encargada de decodificar los codones prolina. El aminoácido prolina es el 

segundo más utilizado en la síntesis de colágeno, dando lugar también a 

un derivado de la prolina, la hidroxiprolina, indispensable para la estructura 

rígida del colágeno. Los estudios de expresión mostraron un aumento tanto 

en la síntesis de colágeno como en las enzimas necesarias para la 

modificación de la prolina a hidroxiprolina lo que sugiere que efectivamente 

estas células estarían utilizando gran parte de la maquinaria de traducción 

para la síntesis de colágeno. En este sentido estudios de determinación de 

colágeno en el sobrenadante de cultivo podrían confirmar esta hipótesis.  

 

Si esta segunda hipótesis fuese correcta, el aumento en la biosíntesis de 

proteínas y en particular de la maquinaria de traducción, además de facilitar 

el cambio en la composición de la matriz extracelular, permitiría a las 

células estar preparadas para proliferar inmediatamente una vez hayan 

colonizado algún sitio secundario distante del sitio de origen del tumor. Esta 
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hipótesis es coherente con lo descrito recientemente por R. Ebright y 

colaboradores, donde demuestran que la desregulación de la expresión de 

las proteínas ribosomales promueve la metástasis en el cáncer de mama, 

llevando a cabo un estudio en células tumorales circulantes (CTCs) (Ebright 

et al., 2020) 

 

Esta enorme demanda energética producida por el aumento de la 

traducción, sumado al estrés al que se ven sometidas estas células debido 

a los cambios en sus interacciones con el entorno y a la remodelación de 

la ECM, lleva a pensar que las células MCF7 MKL1 ΔN200 deberían 

presentar una extensa reprogramación metabólica. El tercer objetivo de 

este trabajo se centró en comprender los cambios metabólicos ocurridos 

en las células durante la TEM (sección 5.3).  

 

Como se discutió anteriormente, la activación de TEM está involucrada 

tanto en la resistencia al tratamiento hormonal como en la latencia de los 

tumores mamarios. Aunque el papel del metabolismo en estos procesos no 

es profundamente comprendido, trabajos recientes sugieren que el 

recableado metabólico puede ser importante tanto en la resistencia como 

en la latencia del tumor. Durante un proceso de TEM, las células 

cancerosas adquieren la capacidad de erosionar la matriz extracelular, la 

motilidad para extravasar al torrente sanguíneo y la plasticidad para crecer 

en un tejido diferente. En todas estas fases, el suministro de nutrientes 

puede ser limitado y las células cancerosas experimentan diferentes grados 

de estrés (Vanharanta and Massagué, 2013). En consecuencia, las células 

metastásicas ajustan su metabolismo para adaptarse a los constantes 

cambios en su entorno (Payen et al., 2016; Porporato et al., 2016). En línea 

con esta observación, parte de la reprogramación génica orquestada por la 

TEM afecta la expresión de genes de enzimas metabólicas, regulando el 

metabolismo de glucosa, lípidos, glutamina, entre otros. De esta forma, 

resulta muy relevante estudiar el estado metabólico de nuestras células. 
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Para estudiar el estado metabólico de nuestro modelo celular llevamos a 

cabo dos estrategias complementarias, abordando la expresión de las 

enzimas involucradas en las diferentes vías metabólicas (realizado por T- 

Fernández-Calero mediante RNA-Seq y Ribosome Profiling) y la 

cuantificación de algunos metabolitos intracelulares por metabolómica. De 

esta forma, con los datos de metabolómica y los de expresión, logramos 

generar una idea del estado metabólico de la célula, aunque sin poder 

inferir de forma concluyente acerca del flujo de las diferentes vías. Los 

resultados obtenidos a través de ambas estrategias fueron plasmados en 

los esquemas de las Figuras 38 A, B y C donde se muestra la comparación 

entre las diferentes líneas celulares. Estos resultados muestran que el 

estado metabólico de las células MCF7 MKL1 ∆N200 presentan un 

esquema general consistente con un efecto Warburg acentuado, donde 

HIF-1α, un importante regulador transcripcional, desempeña un papel 

protagónico en los cambios metabólicos (Samanta and Semenza, 2017; 

Semenza, 2017). Estos cambios incluyen una alteración del ciclo del TCA, 

el aumento en el consumo de glucosa y la producción de lactato, y cambios 

en la expresión de enzimas involucradas en el metabolismo energético.  

 

En primer lugar, se destaca la alta tasa de captación de glucosa y 

producción de lactato en las células MCF7 MKL1 ∆N200. Debido a que este 

fenómeno sucede en condiciones de presencia de oxígeno, estaríamos en 

las condiciones que caracterizan un efecto Warburg (DeBerardinis and 

Chandel, 2020). Vale aclarar que se trata de un efecto Warburg acentuado 

ya que las líneas control presentan de por sí una glucólisis aeróbica 

aumentada en comparación a células no tumorales, pero vemos que, aun 

así, las células MCF7 MKL1 ∆N200 presentan un incremento en la 

incorporación de glucosa y la producción de lactato respecto a las células 

control. El incremento en la glicólisis aerobia y disminución del ciclo del TCA 

es la alteración metabólica más distintiva de las células cancerosas 
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(Hanahan and Weinberg, 2011; Pavlova and Thompson, 2016), sin 

embargo, el papel de las enzimas glucolíticas en la inducción de la TEM ha 

tomado mayor importancia recién sobre los últimos años. Los resultados 

observados en las Figuras 38 A y B muestran que la línea MCF7 MKL1 

∆N200 presenta un descenso en la expresión de la enzima fructosa-1,6-

bisfosfatasa 1 (FBP1), involucrada en la conversión de fructosa-1,6 

bisfosfato a fructosa-6-fosfato. El descenso en la expresión de FBP1 se ha 

descrito como un evento crítico en la TEM de células tipo basales de cáncer 

de mama (Dong et al., 2013). También se ha estudiado que la restauración 

de FBP1 suprime la TEM inducida por Snail en células de cáncer de hígado 

(Liu et al., 2018).  

 

Por otro lado, dentro de los cambios relacionados con la inducción de HIF-

1α, las células MCF7 MKL1 ΔN200 mostraron una mayor expresión de 

ENO1, PKM2, ALDOA, ALDOB, ALDOC, LDHA y PDK1 en la glucólisis 

(Jose et al., 2011; Marín-Hernández et al., 2009; Yeung et al., 2016), 

algunas de las cuales también se han visto involucradas en la inducción de 

TEM. Por ejemplo, el silenciamiento de la aldolasa A (ALDOA), una enzima 

que convierte la fructosa-1,6-bisfosfato en gliceraldehídos-3-fosfato e 

hidroxiacetona, altera la motilidad y la tumorogénesis de las células del 

carcinoma escamoso de pulmón, y se asocia con la represión de 

marcadores mesenquimales (Du et al., 2014). También se ha observado 

que la sobreexpresión de la lactato deshidrogenasa (LDH), la enzima que 

convierte el piruvato en lactato, conduce a un aumento de la migración y la 

invasión de las células cancerosas de la vejiga (Jiang et al., 2016). Tanto 

la ALDOA como la LDH se encuentran significativamente aumentadas en 

la línea MCF7 MKL1 ∆N200 de acuerdo a los resultados de expresión, y 

son apoyados por los valores de lactato registrados en esta línea, lo que 

sugiere que estas células presentarían una elevada capacidad migratoria. 

Esto fue confirmado por ensayos de invasión en Matrigel (Fernández-

Calero et al., 2020). 
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Las primeras hipótesis de Otto Warburg proponían que las células 

cancerosas presentaban una función mitocondrial deteriorada, reposando 

sobre la glucólisis la función principal de abastecimiento de ATP 

(DeBerardinis and Chandel, 2020; Warburg, 1956a, 1956b). Hoy en día, 

está claro que las células cancerosas exhiben glucólisis aeróbica debido a 

varios factores como la activación de oncogenes, la pérdida de supresores 

tumorales y la regulación positiva de la vía PI3K, y que las altas tasas 

glucolíticas confieren ventajas a las células tumorales al generar una gran 

disponibilidad de precursores para las vías anabólicas y no como única 

fuente de ATP (Dang, 2012; Pavlova and Thompson, 2016). Entre las vías 

alimentadas por la glucólisis, la vía de las pentosas fosfato parece estar 

contribuyendo al cambio en el estado celular de las células MCF7 MKL1 

ΔN200 al controlar el balance redox de las mismas. Los cambios 

observados sugieren que el flujo de la vía se encuentra orientado a 

mantener el estado redox a través de la producción de NADPH sin síntesis 

de ribonucleótidos.  

 

Por otro lado, la disfunción mitocondrial es una característica que se ha 

asociado con frecuencia a una mayor agresividad y potencial metastásico 

en distintos tipos de cáncer (Chen, 2012; Porporato et al., 2016). Hace 

algunos años se demostró que la disfunción mitocondrial en las células 

mamarias conduce a profundos cambios morfológicos y moleculares que 

se asemejan a la TEM, incluido una mayor expresión de factores de 

transcripción característicos de este proceso, así como de metaloproteasas 

y la supresión de E-cadherina (Guha et al., 2014). A su vez, se ha logrado 

demostrar el vínculo entre la TEM con tumores que albergan mutaciones 

en algunas enzimas del ciclo del TCA, como la fumarato hidratasa (FH), la 

succinato deshidrogenasa (SDH) y la isocitrato deshidrogenasa (IDH) 

(Grassian et al., 2011; Loriot et al., 2012; Sciacovelli et al., 2016). 
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Nuestros resultados muestran, que no existen grandes diferencias a nivel 

de expresión de las enzimas del ciclo del TCA entre las líneas celulares 

utilizadas como control. Sin embargo, observamos que las células de la 

línea MCF7 MKL1 ∆N200 presentan un ciclo del TCA bastante perturbado 

en comparación con ambas líneas control. En este sentido, vemos un 

aumento significativo en la concentración de α-cetoglutarato y fumarato, 

presente de forma consistente en las comparaciones con ambas células 

control. Estos resultados son coherentes con lo observado en la expresión 

de las enzimas esta vía. Es interesante destacar que el fumarato ha sido 

descrito como un oncometabolito en varios tumores. Esto significa que se 

ha demostrado que la acumulación de fumarato en algunos tumores 

favorece la progresión tumoral, mediando efectos distintos de su rol como 

metabolito (Yang et al., 2013; Yong et al., 2020). Estudios recientes 

muestran que el fumarato inhibe una variedad de dioxigenasas 

dependientes de α-cetoglutarato (α-KGDD), enzimas involucradas en 

múltiples procesos celulares que van desde el metabolismo hasta la 

señalización y la epigenética (Laukka et al., 2016; Salminen et al., 2015; 

Xiao et al., 2012). Ejemplos de α-KGDD inhibidas por el fumarato son 

algunas prolilhidroxilasas (PHD), las cuales se conoce que actúan como 

reguladores negativos de HIF-1α (Isaacs et al., 2005). En consecuencia, el 

fumarato provoca la estabilización de HIF-1α incluso en condiciones de 

pseudohipoxia, un sello distintivo de los tumores deficientes en FH (Isaacs 

et al., 2005). Las α-KGDD también participan en la desmetilación de ADN, 

ARN e histonas. Datos recientes han demostrado que el fumarato actúa 

como un potente inhibidor de la familia TET de ADN demetilasas y de una 

serie de histona demetilasas (Laukka et al., 2016; Xiao et al., 2012). En este 

contexto, el fumarato se considera un modificador epigenético importante 

(revisado en Yang et al., 2012). También se ha demostrado que la 

acumulación de fumarato inhibe la desmetilación del ADN en ciertas 

regiones que regulan la expresión de miARN antimetastásicos, la familia 
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miR200, favoreciendo los procesos de TEM (Sciacovelli et al., 2016). Esta 

actividad epigenética del fumarato puede tener un papel crítico en el origen 

del tumor. 

 

Por otro lado, el α-cetoglutarato juega un rol central en la interconexión de 

varias vías celulares. El α-cetoglutarato vincula la vía de síntesis de 

colágeno con la regulación de la estabilidad HIF-1α actuando como sustrato 

de la prolil-4-hidroxilasa (P4H) (Stegen et al., 2019). Recientemente se ha 

demostrado en tumores de mama que el aumento en la expresión de 

P4HA1 (P4H alpha 1 subunit) favorece la estabilidad de HIF-1α al competir 

por el α-cetoglutarato, el cual actúa como sustrato de la PHD responsable 

de la hidroxilación de las prolinas presentes en HIF-1α (Xiong et al., 2018). 

Llamativamente esta enzima se encuentra aumentada varias veces en la 

línea MCF7 MKL1 ΔN200, sugiriendo un aumento en la síntesis de 

colágeno y en la estabilización de HIF-1α. A su vez, el α-cetoglutarato tiene 

también un rol protagónico en la biología del cáncer y la TEM debido a su 

relación con las isocitrato deshidrogenasas (IDH). Estas enzimas están 

encargadas de la descarboxilación oxidativa de isocitrato a α-cetoglutarato. 

Se han identificado tres isoformas de IDHs: la IDH1 citosólica y la IDH2 

mitocondrial son enzimas dependientes de NADP+, mientras que la IDH3 

mitocondrial es una proteína dependiente de NAD+ (Cohen et al., 2013). 

Se han descrito mutaciones neomórficas específicas de IDH1 e IDH2 que 

conducen a la producción de 2-hidroxiglutarato (2HG o D2HG), una forma 

reducida del α-cetoglutarato (Cohen et al., 2013; Losman and Kaelin, 2013). 

Los altos niveles de 2HG se han vinculado a procesos de TEM, interfiriendo 

con la función de las dioxigenasas que requieren α-cetoglutarato, 

implicadas en la regulación de la expresión génica. Este fenómeno se 

observó en tumores de mama (Grassian et al., 2012) y en células de cáncer 

colorrectal (Colvin et al., 2016; Grassian et al., 2012). Sorprendentemente, 

las células MCF7 MKL1 ΔN200 presentan un cambio de isoforma de IDH3 

a IDH2 lo que podría favorecer la síntesis de 2HG posicionando al α-
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cetoglutarato en un punto clave de regulación. 

Todos estos resultados sugieren que las células MCF7 MKL1 ΔN200 están 

efectivamente sometidas a un extenso recableado metabólico, presentando 

un estado de pseudohipoxia con una glucólisis exacerbada, con HIF-1α 

jugando un papel principal en su regulación y un ciclo del TCA muy 

perturbado, mostrando un aumento de metabolitos cruciales para los 

procesos de TEM.  
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
 

A través del presente trabajo, avanzamos en el entendimiento de la 

contribución del contexto celular sobre los cambios conformacionales del 

ERɑ. En primer lugar, logramos optimizar el ensayo de proteólisis limitada 

en células permeabilizadas a nuestro modelo de estudio, una estrategia 

que nos permite estudiar los cambios conformacionales de una proteína en 

un contexto celular. Mediante este ensayo, reportamos las primeras 

evidencias de una posible alteración en la conformación del ERɑ sintetizado 

en la línea MCF7 MKL1 ΔN200, las cuales deben ser confirmadas a través 

de otras aproximaciones. Las diferencias en la conformación del ERɑ entre 

las líneas modelo MCF7 MKL1 ΔN200 y MCF7 Control sientan una base 

para continuar explorando las propiedades del receptor en células 

tumorales de mama que pudieran tener un impacto en el desarrollo de 

fármacos para el tratamiento del cáncer de mama.  

 

En segundo lugar, demostramos una importante alteración del aparato 

traduccional, que podría explicar los cambios de conformación del ERɑ en 

las células MCF7 MKL1 ΔN200. Caracterizamos la población de ARNt en 

las diferentes líneas del modelo utilizando análisis de microarreglos. 

Determinamos tanto la abundancia relativa de cada especie de ARNt, como 

el porcentaje de aminoacilación. A su vez, estudiamos de forma 

aproximada, las modificaciones de los ARNt que se podrían ver alteradas 

por el cambio de contexto celular. En conjunto, estos resultados mostraron 

que la línea MCF7 MKL1 ΔN200 presenta un aumento tanto en abundancia 

de los ARNt como en el porcentaje de aminoacilación respecto a las dos 

líneas celulares control, las cuales no mostraron grandes diferencias entre 

sí. Sumado a otros resultados de nuestro grupo donde se observa el 

aumento en la síntesis de proteínas ribosomales y la biogénesis de 

ribosomas en esta misma línea celular (Fernández-Calero et al., 2020), se 

demostró un aumento generalizado de la traducción. Este aumento de la 
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traducción no parece estar vinculado a una proliferación celular activa, sino 

que parece responder a un aumento del tamaño celular y a un aumento de 

la secreción de proteínas, incluyendo cambios a nivel de la interacción con 

la matriz extracelular.  

 

Por último, debemos entender que todos estos cambios ocurren en un 

contexto celular, en donde existe una estrecha relación entre los niveles de 

traducción y el metabolismo celular. En este sentido demostramos que el 

estado metabólico de las células MCF7 MKL1 ∆N200 presentan un 

esquema general consistente con un efecto Warburg acentuado, donde 

HIF-1α desempeña un papel protagónico en los cambios metabólicos, 

incluyendo un deterioro del ciclo del TCA, un aumento en las tasas de 

consumo de glucosa y producción de lactato, y cambios en la expresión de 

distintas isoformas involucradas en puntos claves del metabolismo 

energético. Estas observaciones sugieren que estas células sufren un 

intenso recableado metabólico.  

 

En resumen, respecto a los tres objetivos específicos que nos propusimos 

para este trabajo, hemos caracterizando los cambios conformacionales en 

el ERɑ y determinamos una alteración de la maquinaria de traducción y del 

estado metabólico de las líneas celulares en el contexto de una TEM de 

cáncer de mama. Además, consideramos que el modelo celular aquí 

descrito es un buen modelo para el estudio del efecto del contexto celular 

en el plegamiento del ER⍺. Si bien, somos conscientes que se trata de un 

modelo particular donde la transición es inducida por la translocación 

nuclear de MKL1 y tenemos claro las limitaciones y el alcance de las 

posibles conclusiones, es un buen punto de partida para próximas 

investigaciones. A futuro es interesante explorar si algunos cambios de los 

observados son trasladables a lo que sucede en tumores de pacientes.  
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Este trabajo abre nuevas preguntas para continuar con la búsqueda de la 

comprensión del impacto potencial del contexto celular en la síntesis, 

plegamiento y funcionalidad de proteínas. 

 

Como perspectivas de la primera parte, sería interesante realizar un estudio 

in silico de los posibles sitios de corte por Qt que se podrían ver alterados. 

Adicionalmente, sería necesario contar con ensayos de proteólisis 

utilizando otros anticuerpos específicos para distintas regiones del receptor 

que permitieran revelar la degradación de las distintas regiones del mismo. 

También sería interesante realizar estos mismos ensayos en presencia de 

estradiol como ligando del receptor, para estudiar si existen cambios en la 

estabilidad del ERα debido a la interacción con el mismo, observando 

perfiles de degradación alternativos. Profundizando un poco más, sería 

muy interesante estudiar lo que sucede con las pausas traduccionales 

sobre el ARNm del ERα mediante ensayos de Ribosome Profiling 

comparativo entre las líneas celulares 

 

Como perspectiva de la segunda parte, sería interesante estudiar el 

plegamiento del receptor utilizando sistemas de traducción in vitro en los 

que se varíe la cantidad de ARNt específicos y observar si afecta la 

conformación del mismo. 

 

Como perspectiva de la última parte, sería interesante analizar el flujo de 

las distintas rutas metabólicas en mayor detalle, utilizando por ejemplo 

moléculas marcadas con isótopos radiactivos. 
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9. ANEXO 

9.1. Proteólisis limitada en las líneas celulares sin inducir 

 

Se realizó el mismo ensayo de proteólisis, pero en este caso partiendo de 

las líneas celulares sin inducir con tetraciclina. 

 

 

No se observaron cambios aparentes en los perfiles presentados por las 

bandas de degradación.  

Figura 25. Proteólisis limitada del ERα en MCF7 MKL1 ΔN200 y MCF7 Control sin 

inducir la diferenciación por el agregado de tetraciclina 

Se permeabilizaron las células para extraer las proteínas citoplasmáticas. Se usó un 

rango de concentraciones de Qt para degradar las proteínas durante 15 minutos en hielo. 

Se frenó la reacción luego de este tiempo y se realizó una SDS-PAGE al 12%. Finalmente 

se detectó el ERα y sus bandas de degradación utilizando una dilución del anticuerpo 

HC-20. Qt: Quimotripsina. Deg 1: Banda de degradación 1. Deg 2: Banda de degradación 
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9.2. Coeficientes de variación entre réplicas del ensayo de 

microarreglos 

MCF7 MKL1 ∆N200 
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9.3. Expresión de las enzimas de modificación de los ARNt 

 

Estos resultados surgen del análisis 

de los ensayos de RNA-Seq y 

Ribosome Profiling realizados por T. 

Fernández-Calero. Se muestran los 

valores de FC significativos de las 

distintas enzimas involucradas en las 

modificaciones postranscripcionales 

de los ARNt.  

En tonalidades de rojo se muestran 

los cambios que disminuyeron y en 

tonalidades de azul los que 

aumentaron.  

 

Tabla 7. Expresión de las 
enzimas modificadoras de los 
ARNt  
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9.4. Determinación del tamaño celular y del tamaño de los 

nucleolos por microscopía electrónica de transmisión 

 

Para la observación de las células al microscopio electrónico de transmisión 

se llevó a cabo el protocolo de fijación de células descrito por la Unidad de 

Microscopía de Facultad de Ciencias. Se realizaron las mediciones de las 

dimensiones celulares de 11 células de cada línea. A continuación, se 

muestran a modo de ejemplo, una imagen de cada una de las líneas (no 

respetan la misma escala) y posteriormente una tabla con el análisis de los 

diferentes valores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MCF7 Control MCF7 MKL1 ∆N200  
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9.5. Soluciones 

9.5.1. Soluciones para el ensayo de proteólisis limitada en células 

permeabilizadas 

Buffer Fosfato Salino (PBS) solución stock 10X (pH~7,3) 

80 𝑔 𝑁𝑎𝐶𝑙 (137 𝑚𝑀) 

2 𝑔 𝐾𝐶𝑙 (2,7 𝑚𝑀)  

2 𝑔 𝐾𝐻2𝑃𝑂4 2 𝑔 (1,4 𝑚𝑀)  

11,5 𝑔 𝑁𝑎2𝐻𝑃𝑂4 (4 𝑚𝑀)  

Llevar a 1 L con 𝐻2𝑂 𝑚𝜑 

 

Buffer KHM (Acetato de Potasio, “K”, HEPES, “H”, Acetato de Magnesio, 

“M”) 

110 𝑚𝑀 𝐾𝑂𝐴𝑐  

20 𝑚𝑚 𝐻𝐸𝑃𝐸𝑆 − 𝐾𝑂𝐻 𝑝ℎ 7,2  

2 𝑚𝑀 𝑀𝑔𝑂𝐴𝑐  

 

Solución de Digitonina Stock (40 mg/mL)  

40 𝑚𝑔 𝐷𝑖𝑔𝑖𝑡𝑜𝑛𝑖𝑛𝑎 𝑆𝑡𝑜𝑐𝑘 (𝑆𝑖𝑔𝑚𝑎, 𝐷 − 141) 

1 𝑚𝐿 𝐷𝑀𝑆𝑂 (𝑀𝑒𝑟𝑐𝑘, 𝐷 − 5879) 

 

Buffer KHM + Digitonina  

50 𝑚𝐿 𝐵𝑢𝑓𝑓𝑒𝑟 𝐾𝐻𝑀 

50 𝜇𝐿 𝐷𝑖𝑔𝑖𝑡𝑜𝑛𝑖𝑛𝑎 𝑆𝑡𝑜𝑐𝑘 

Buffer Quimotripsina  

1 𝑚𝑀 𝐻𝐶𝑙 

2 𝑚𝑀 𝐶𝑎𝐶𝑙2 
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Solución de Quimiotripsina Stock (0,1 mg/mL) 

0,1 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝛼 − 𝑄𝑢𝑖𝑚𝑜𝑡𝑟𝑖𝑝𝑠𝑖𝑛𝑎 𝑑𝑒 𝑝á𝑛𝑐𝑟𝑒𝑎𝑠 𝑏𝑜𝑣𝑖𝑛𝑜 (𝑆𝑖𝑔𝑚𝑎, 𝐶 3142) 

1 𝑚𝐿 𝐵𝑢𝑓𝑓𝑒𝑟 𝑄𝑢𝑖𝑚𝑜𝑡𝑟𝑖𝑝𝑠𝑖𝑛𝑎 

 

Buffer de corrida geles poliacrilamida, Tris-glicina, Stock 10X  

125 𝑚𝑀 𝑇𝑟𝑖𝑠 

1,25 𝑀 𝐺𝑙𝑖𝑐𝑖𝑛𝑎  

0,5% 𝑆𝐷𝑆 

 

Buffer de transferencia de proteínas 

25𝑚𝑀 𝑇𝑟𝑖𝑠 − 𝐻𝐶𝑙 𝑝𝐻 8,3  

150𝑚𝑀 𝐺𝑙𝑖𝑐𝑖𝑛𝑎 

0.037% 𝑆𝐷𝑆 

20% 𝐸𝑡𝑂𝐻 

 

Buffer TBST  

𝑇𝑟𝑖𝑠 − 𝐻𝐶𝑙 𝑝𝐻 7.5 −  10 𝑚𝑀  

𝑇𝑤𝑒𝑒𝑛 20 −  0.1%  

𝑁𝑎𝐶𝑙 –  75 𝑚𝑀 

 

Solución de bloqueo para western blot (TBST-5% leche)  

2,5 𝑔 𝑙𝑒𝑐ℎ𝑒 𝑒𝑛 𝑝𝑜𝑙𝑣𝑜 

50 𝑚𝐿 𝑇𝐵𝑆𝑇 

 

9.5.2. Soluciones para el ensayo de microarreglos de ARNt 

Solución salina-citrato de sodio (SSC) 20X  

3 M NaCl 

300 𝑚𝑀 𝐶𝑖𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑆𝑜𝑑𝑖𝑜 𝑝𝐻 7 
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9.6. Marcadores de peso molecular 

 

El marcador de peso molecular utilizado en las electroforesis en geles de 

poliacrilamida fue el: PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo 

Scientific (#26619). 
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