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RESUMEN 

 

La PRL es una hormona polipeptídica que participa en el desarrollo de la glándula 

mamaria y en la producción de proteínas de la leche en el embarazo y lactancia. El 

E2 es una hormona esteroidea del grupo de los estrógenos, tiene efectos en el 

crecimiento, desarrollo y diferenciación de diversos tejidos entre ellos la glándula 

mamaria. Adicionalmente, a las funciones fisiológicas de ambas hormonas, se ha 

mostrado que también participan en el desarrollo de patologías como el cáncer de 

mama, sin embargo, no es claro si estas hormonas tienen un papel en la migración 

celular, un proceso crucial en el desarrollo de la metástasis, así como en la 

regulación de la expresión de MMP-13 y actividad de MMP-2 y MMP-9, que están 

involucradas en la degradación de la matriz extracelular y en el proceso de 

migración celular. El objetivo de este estudio fue evaluar si la PRL y/o estradiol 

promueven un aumento de la migración celular mediante la regulación de MMP-13, 

a través de las vías de señalización de STAT3 y/o ERK1/2 en las células MCF-7 de 

cáncer de mama, así como el efecto que podrían tener sobre la expresión de E-

cadherina. Los resultados muestran que la PRL produjo un incremento en la 

migración de las células MCF-7 sin alterar los niveles de expresión de E-cadherina, 

y no tuvo efecto en la expresión de ERK1/2, STAT3 y MMP13, así como tampoco 

en la actividad enzimática de MMP-2 y MMP-9. Por su parte, el E2 no produjo 

cambios sobre la migración celular, ni en la expresión de ERK1/2 y MMP-13, ni en 

la actividad enzimática de MMP-2 y MMP-9, pero si produjo un incremento en la 

expresión de la proteína STAT3 fosforilada. De los resultados se puede concluir que 

en las células MCF-7 la PRL es capaz de inducir migración celular, siendo esta 

migración, probablemente, de tipo colectivo, ya que la PRL no redujo los niveles de 

expresión de E-cadherina. Sin embargo, dichos efectos no son regulados a través 

de ERK1/2, STAT3 y MMP13, ni por la activación de MMP-2 y MMP-9. Por último, 

el E2, si bien no indujo migración en las células MCF-7, si incremento los niveles de 

expresión de la proteína STAT3 fosforilada, indicando su participación en la 

regulación de esta vía de señalización. 
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ABSTRACT  

 

PRL is a polypeptide hormone that participates in the development of the mammary 

gland and in the production of milk proteins in pregnancy and lactation. E2 is a 

steroid hormone from the group of estrogens, it has effects on the growth, 

development, and differentiation of various tissues, including the mammary gland. 

In addition, to the physiological functions of both hormones, it has been shown that 

they also participate in the development of pathologies such as breast cancer, 

however, it is not clear if these hormones play a role in cell migration, a crucial 

process in development of metastasis, as well as in the regulation of MMP-13 

expression and MMP-2 and MMP-9 activity, which are involved in the degradation 

of the extracellular matrix and in the cell migration process. The objective of this 

study was to evaluate whether PRL and / or estradiol promote an in increase cell 

migration through regulation of MMP-13 and the STAT3 and / or ERK1 / 2 signaling 

pathways in MCF-7 cells of breast cancer, as well as the effect they could have on 

the expression of E-cadherin. The results show that PRL produced an increase in 

the migration of MCF-7 cells without altering the expression levels of E-cadherin and 

had no effect on the expression of ERK1/2, STAT3 and MMP13, as well as on the 

enzymatic activity of MMP-2 and MMP-9. For its part, E2 did not produce changes 

on cell migration, neither in the expression of ERK1/2 and MMP-13, nor in the 

enzymatic activity of MMP-2 and MMP-9, but it did produce an increase in the 

expression of the phosphorylated STAT3 protein. From the results, it can be 

concluded that in MCF-7 cells, PRL is capable of inducing cell migration, this 

migration being probably collective, since PRL did not reduce E-cadherin expression 

levels. However, these effects are not regulated through ERK1/2, STAT3 and 

MMP13, nor by the activation of MMP-2 and MMP-9. Lastly, E2, although it did not 

induce migration in MCF-7 cells, did increase the expression levels of the 

phosphorylated STAT3 protein, indicating its participation in the regulation of this 

signaling pathway. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer de mama es el tipo de cáncer más común que afecta actualmente a las 

mujeres en el mundo. Datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS 2015) 

señalan que cada año se detectan 1.38 millones de casos nuevos y ocurren 458 mil 

muertes por esta enfermedad. La Organización Panamericana de la Salud (OPS), 

estima que para el año 2030 se presentarán más de 59,600 casos nuevos y más de 

142,100 muertes en la región de América Latina y el Caribe. En México el cáncer 

de mama es el de mayor presencia entre el total de casos de cáncer con 28.2%, por 

lo que por su frecuencia y mortalidad constituyen un problema de salud pública 

importante. 

Uno de los principales problemas del cáncer de mama, como muchos otros 

tumores sólidos, es cuando adquiere la capacidad de producir metástasis, siendo 

esta la principal causa de mortalidad en los pacientes que padecen cáncer. El 

aumento en la migración celular es el principal proceso requerido para que las 

células cancerígenas invadan y hagan metástasis durante el desarrollo del cáncer, 

por lo que conocer los mecanismos que regulan el movimiento de las células es uno 

de los principales objetivos en la investigación contra el cáncer. Adicionalmente, 

para que esta migración celular se lleve a cabo exitosamente se requiere de la 

participación de otros factos, en particular de la función de enzimas que tengan la 

capacidad de degradar los componentes de la matriz extracelular, siendo las MMPs 

unas de las principales enzimas que pueden facilitar este proceso.  De todas las 

MMPs, la primera que se identificó en el cáncer de mama fue MMP-13 y se sabe 

que su sobreexpresión tiene la capacidad de incrementar la migración celular y por 

lo tanto promover metástasis (Wu et al., 2013). Sin embargo, en líneas celulares de 

cáncer de mama humano la participación de MMP-13 en la migración celular es 

poco conocida, y menos aún los mecanismos a través de los cuales pudiese llevar 

a cabo este proceso. A este respecto se sabe que tanto la PRL como el E2, 

hormonas que participan en la fisiología y desarrollo de la glándula mamaria, están 

involucradas en la patogénesis y progresión del cáncer de mama, pero los 
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mecanismos por los que estas hormonas actúan para ejercer sus efectos en células 

de cáncer de mama no han sido bien dilucidados. Se sabe que MMP-13 puede ser 

regulada o activada por otras MMPS (por ejemplo, MMP-2 y MT1-MMP) así como 

otras moléculas implicadas en el desarrollo del cáncer de mama, como el E2 y la 

PRL, cuyos niveles altos están asociados con un incremento en el riesgo de padecer 

cáncer de mama.  

Se sabe que en la migración celular la señalización de JAK-STAT3, la cual 

regula muchos de los aspectos del desarrollo y progresión del cáncer puede 

promover la invasión y metástasis. Además, se ha demostrado que también la vía 

de señalización de las MAPKs, incluyendo Erk1/2, juegan roles cruciales en la 

migración celular. Ambas vías de señalización podrían ser utilizadas o reguladas 

tanto por E2 como por PRL. Por lo anterior, el propósito de este trabajo de 

investigación fue estudiar la participación del E2 y la PRL en la migración de la línea 

celular de cáncer de mama MCF-7, nuestro modelo de estudio, su interacción con 

MMP-13, así como las vías de segundos mensajeros implicadas en dicho proceso.  
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2. MARCO TEORICO 

 

2.1 Glándula mamaria 

 

Las mamas femeninas están compuestas por un tejido glandular (secretor) y otro 

adiposo sostenido por tejido conectivo fibroso llamado ligamentos de Cooper. El 

tejido secretor es drenado por un sistema de ductos que almacena y transporta la 

leche al pezón durante la lactancia. Las glándulas mamarias son exclusivas de los 

mamíferos, tienen la función específica de sintetizar, secretar y suministrar leche al 

recién nacido, y es solo durante el ciclo de embarazo y lactancia que alcanza un 

estado de desarrollo maduro debido a influencias hormonales a nivel celular que 

tienen como resultado la remodelación de la glándula en un órgano secretor de 

leche. Las mamas están compuestas por tejido glandular, formado por múltiples 

lóbulos y lobulillos en los cuales se produce la leche y estos a su vez están unidos 

por una serie de tubos denominados ductos o conductos galactóforos que conducen 

la leche al pezón, y tejido adiposo de sostén que proporciona consistencia y 

volumen a la mama (Figura 1) (Hassiotou y Geddes, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Anatomía de la glándula mamaria (Breast Anatomy | SEER Training.). 

Histológicamente la mama consta de tejido epitelial ductal incrustado en un estroma 

fibroso. Cada pared del conducto se encuentra revestida por dos capas de células 
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epiteliales, una interna que encapsula la luz del conducto (luminal) y que está 

formada por células cuboidales, algunas de las cuales tiene la capacidad de 

diferenciarse en células secretoras de leche durante la lactancia, y una capa basal 

externa formada por células mioepiteliales contráctiles que rodean la capa luminal 

(Visvader, 2009). La matriz extracelular en las mamas está compuesta 

principalmente por colágeno tipo I, III y V, fibronectinas, lamininas, entre otros 

componentes, los cuales se pueden alterar durante un proceso canceroso 

metastásico (Figura 2) (Insua-Rodríguez y Oskarsson, 2016). 

 

Figura 2. Componentes de la MEC de la glándula mamaria normal. La MEC de la glándula mamaria 

esta compuesta principalmente por colágenos fibrilares tipo I, III, V, fibronectina, decorinas y 

biglicanos (modificado de Insua-Rodríguez y Oskarsson, 2016). 
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2.2 Cáncer de mama 

 

El cáncer de mama se considera una enfermedad con mayor incidencia dentro de 

la población femenina. En las tres últimas décadas se ha observado un aumento 

preocupante en la incidencia y mortalidad en la población femenina (Beltran, 2013). 

A nivel mundial se presentan 14.1 millones de nuevos casos cada año, causando 

alrededor de 8.2 millones de decesos (OMS 2012). Es una enfermedad en la cual 

las células de la mama se multiplican sin control, tienden a invadir tejidos 

adyacentes, así como órganos distantes (metástasis), y es el cáncer más común 

que afecta a las mujeres en el mundo (Breast Cancer/CDC).  

Si bien las causas del cáncer de mama no son completamente conocidas, 

como cualquier cáncer, el de mama parece ser el resultado de mutaciones o 

cambios en los genes que regulan la proliferación de las células, que adquieren la 

capacidad de dividirse sin ningún tipo de control, por lo que se generan más células 

iguales y se forma un tumor canceroso. Generalmente se origina en las células de 

los lobulillos o en los conductos y con menos frecuencia en los tejidos estromales. 

Debido a que es resultado de cambios en el ADN, se han estudiado genes que 

tienen la capacidad de provocar el crecimiento y división celular, a los que se les 

denomina oncogenes; uno de especial importancia es el oncogén HER2, que se 

encuentra amplificado y sobre expresado a niveles muy altos en aproximadamente 

el 20% de los carcinomas de mama (Colomer et al., 2000).  

El riesgo de padecer cáncer de mama se debe a una combinación de factores 

y aunque se presenta en ambos sexos los principales son: ser mujer y envejecer, 

ya que la mayoría de los cánceres de mama se detectan en mujeres de 50 años o 

más. Otros factores son: mutaciones genéticas heredadas en ciertos genes como 

el BRCA1 y BRCA2, inicio temprano de la menstruación, embarazo tardío o ningún 

embarazo, comienzo de la menopausia después de los 55 años, no mantener 

actividad física, sobrepeso u obesidad, usar terapia hormonal combinada, 

anticonceptivos orales, antecedentes familiares de cáncer de mama, tomar alcohol 

(CDC, 2016).  
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Respecto al primer factor, ser mujer y envejecer, se relaciona a la producción 

de estrógenos ya que estos estimulan la proliferación de las células epiteliales del 

tejido mamario y conforme avanza la edad se incrementa la exposición y por ende 

los ciclos de proliferación celular (World Cancer Research Fund, 2018). Este factor 

está directamente relacionado con la aparición de una menarquia temprana y una 

menopausia tardía ya que el tiempo de exposición a los estrógenos se ve 

incrementado. Por lo tanto, el uso de terapia hormonal de reemplazo y 

anticonceptivos orales incrementa el riesgo de desarrollar cáncer mama hasta en 

un 35% (Key et al., 2017). 

En cuanto al embarazo, las mujeres que han tenido descendencia por lo 

menos una vez, tienen 25% menos riesgo de desarrollar cáncer de mama en 

comparación con una mujer nulípara (Ewertz et al., 1990; Layde et al., 1989). 

El sobrepeso u obesidad se encuentra relacionado directamente con niveles 

elevados de estrógenos debido a una alta síntesis de estos mediante la aromatasa 

en el tejido adiposo. Según la Agencia Internacional para la Investigación del 

Cáncer, un 25% de los cánceres están asociados con el sobrepeso y la obesidad 

(World Cancer Research Fund, 2018). 

El factor genético es de gran importancia, ya que las mujeres con un familiar 

directo con cáncer de mama presentan aproximadamente el doble de riesgo de 

desarrollar cáncer de mama (Pharoah et al., 1997). Se ha asociado al cáncer de 

mama con mutaciones germinales en 10 diferentes genes en vías críticas para 

mantener una integridad genómica. Además de los ya mencionados BRCA1 y 

BRCA2, mutaciones en p53 y PTEN se relacionan con un alto riesgo de desarrollar 

cáncer de mama asociado con raros síndromes cancerígenos. Mutaciones en 

CHEK2, ATM, NBS1, RAD50, BRIP1 y PALB2 representan el doble de riego de 

desarrollar cáncer de mama (Walsh y King, 2007). 

El proceso a través del cual se origina el cáncer se denomina carcinogénesis 

y se desarrolla de la siguiente manera: 1) factores de riesgo (mencionados 

anteriormente); 2) ADN y errores espontáneos en su replicación, que pueden 
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resultar en una alteración irreversible de la estructura molecular del ADN nativo que 

puede afectar a genes supresores, cuya función es mantener la integridad del 

genoma y evitar que las células mutadas proliferen, y oncogenes; 3) disminución de 

la actividad de genes supresores y aumento de la actividad de oncogenes; 4) célula 

iniciada con capacidad de evadir los mecanismos de control; 5) fenotipo neoplásico; 

6) heterogeneidad tumoral, lo que implica la aparición de diferentes células con 

características y capacidades diferentes unas de otras; 7) invasión y metástasis 

(Hernández, 2016).  

Existen diferentes tipos de cáncer de mama que se clasifican de acuerdo al 

grado de invasión del tumor, lugar donde se origina el tumor y las características 

biológicas y genéticas de las células (tabla 1) (Martin et al., 2015). 

La mayoría de los cánceres de mama comienzan en las células que recubren 

los ductos. Algunos en las células que recubren lo lóbulos, mientras que un pequeño 

porcentaje comienza en otros tejidos. El carcinoma ductal infiltrante es el más 

común de los tipos de cáncer, abarca el 80% de todos los diagnósticos de cáncer, 

mientras que el segundo tipo más común es el carcinoma lobulillar infiltrante que 

representa del 10 a 15.5% de todos los diagnósticos de cáncer de mama (Sharma 

et al., 2010). 

El estadio o la etapa del cáncer de mama se puede dividir según el grado de 

extensión del mismo (Pérez-Requena et al., 2002): 

A. Estadio 0: Crecimiento canceroso in situ. Las células tumorales están 

localizadas en el interior de los conductos mamarios.  

B. Estadio 1: El tumor se concreta en el nódulo inferior, menor a 2 cm de 

diámetro, ausente de los ganglios y sin metástasis.  

C. Estadio 2: Tumor vascularizado, con un diámetro mayor de 2 cm y menor a 

5 cm, que está presente en ganglios axilares, pero que aún no presenta 

metástasis 

D. Estadio 3: Tumor con un diámetro mayor a 5 cm y que ya se encuentra 

presente en nódulos supraclaviculares, ganglios axilares o mamarios.  
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Grado de invasión del 

tumor 
Origen y aspecto celular 

Características 

genéticas y biológicas 

de las células 

In situ: localizado 

dentro de los conductos 

galactóforos que condu-

cen la leche hasta el 

pezón.  

Infiltrante: sale del 

conducto galactóforo e 

invade la grasa de la 

mama.  

Lobular: originado en las glándulas que 

fabrican la leche.  

Ductal: originado en las células del 

revestimiento de un conducto de la mama.  

Medular: Las células cancerosas se 

encuentran agrupadas.  

Coloide y Tubular: Es un tipo de carcinoma 

ductal infiltrante.  

Inflamatorio: los vasos linfáticos de la piel se 

bloquean produciendo una inflamación en la 

mama 

Basal-epitelial: Se 

caracteriza por la ausencia 

de receptor de estrógeno 

(RE) y HER2 negativo.  

HER2 positivo:   Elevada 

expresión de receptor 

HER2.  

Luminal A. Elevada 

expresión de RE.  

Luminal B y C: Expresión 

de baja a moderada de 

genes específicos, inclu-

yendo los del grupo de RE. 

 

                   Tabla 1. Tipos de cáncer que se pueden presentar en la mama. Modificado de Martín et al., 2015.  

 

 

 

E. Estadio 4: Las células cancerosas se han extendido a otros tejidos y órganos 

del cuerpo: Metástasis. 

La metástasis es la principal causa de mortalidad en los pacientes que 

padecen cáncer y es la principal complicación del cáncer de mama (Chen y 

Nalbantoglu, 2014).  
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2.2 Metástasis 

 

Las dos propiedades biológicas que determinan la malignidad en el cáncer son la 

infiltración y la metástasis. La metástasis es la propagación de células cancerosas 

del sitio original (primario) a otros sitios del cuerpo (secundario). Si esta propiedad 

de invadir no existiera, la extirpación quirúrgica bastaría para controlar la mayor 

parte de los tumores malignos (Arvelo y Cotte, 2006). Es un proceso muy complejo 

ya que las células deben tener la capacidad de desprenderse del tumor, llegar a la 

circulación linfática o sanguínea, escapar de los macrófagos, salir de la circulación 

y llegar a un sitio propicio para desarrollarse. Originalmente se pensaba que estos 

sitios propicios eran los que tenían una mayor irrigación sanguínea y linfática, sin 

embargo, se ha observado en modelos experimentales de melanoma en conejos, 

en los que se trasplanto tejido pulmonar en el musculo de las patas traseras, que la 

metástasis se produce a los pulmones y al tejido trasplantado a las patas traseras, 

lo que apoya la hipótesis de semilla y terreno adecuado, es decir, las células 

metastásicas necesitan de un tejido adecuado para desarrollarse (Hernández, 

2016). 

Como se mencionó anteriormente la metástasis (figura 3) es un fenómeno 

complejo que requiere  que se lleven a cabo al menos 5 pasos: 1) invasión por las 

células tumorales de las estructuras adyacentes, como las membranas basales; 2) 

paso hacia la sangre o los vasos linfáticos con liberación de células tumorales hacia 

la circulación (intravasación); 3) supervivencia de las células tumorales en la sangre 

circulante y superación de la vigilancia inmunológica; 4) escape de la circulación 

(extravasación); 5) implantación en un tejido diferente con formación de un nuevo 

foco tumoral (Arvelo y Cotte, 2006). El aumento de la migración es el principal 

proceso para que las células cancerígenas invadan y hagan metástasis durante el 

desarrollo de la enfermedad (Chen y Nalbantoglu, 2014). 
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Figura 3. Pasos del desarrollo de la metástasis. Dibujo representativo donde se muestra por lo 

menos cinco pasos necesarios en el desarrollo de la metástasis que comprende la invasión (1), 

intravasación (2), supervivencia (3), extravasación(4) e implantación (5) (modificado de VanderVorst 

et al., 2019).  

 

2.3 Migración Celular 

 

La migración celular es el proceso por el cual una célula se desplaza a través de los 

tejidos o en la superficie de una placa de cultivo, en el cual intervienen expansiones 

citoplasmáticas; es un proceso cíclico que resulta de la combinación de ciclos de 

extensión-contracción y de adhesión-desenganche (Justus et al., 2014). Involucra 

la coordinación espacial y temporal de los componentes celulares y está involucrada 

en múltiples procesos como las respuestas inflamatorias, embriogénesis, 
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organogénesis y cicatrización de heridas. Sin embargo, una migración celular 

anormal contribuye al desarrollo de enfermedades como el cáncer metastásico 

(Doyle et al., 2013). 

Para migrar, las células deben adquirir una asimetría espacial, una 

manifestación de esto es una morfología polarizada, es decir una distinción clara 

entre la parte frontal y trasera de la célula. Una consecuencia importante de esta 

polarización es la formación de lamelipodios y filopodios, principalmente en el frente 

de la célula (Lauffenburger y Horwitz, 1996). Los lamelipodios son anchos, planos, 

estructuras parecidas a laminas delgadas (0.1-0.2 µm), mientras que los filopodios 

son proyecciones delgadas (0.1-0.3 µm), cilíndricas, con forma de dedos o agujas. 

Los organelos celulares son excluidos de estas estructuras, que contienen 

abundantemente actina y proteínas asociadas a esta. En ambos casos, se presenta 

el rápido crecimiento de los extremos puntiagudos de filamentos de actina que se 

orientan hacia la membrana plasmática. Se pueden presentar también estructuras 

contráctiles llamadas fibras de estrés, compuestas de actina y miosina que proveen 

de fuerzas contráctiles para la migración celular y la morfogénesis (Mattila y 

Lappalainen, 2008). Estas estructuras no son excluyentes una de otra, una célula 

puede presentar ambas. Los filopodios son frecuentemente encontrados 

incrustados en o proyectados desde la misma red de actina de un lamelipodio. Si 

bien filopodios y lamelipodios son solo unos de varios tipos de elementos generados 

para la movilidad celular, estas dos estructuras son las más estudiadas. Algunas 

otras estructuras que se han descrito son los blebs y los ruffles de membrana 

(Schaks et al, 2019). 

Entonces, el proceso de migración (figura 4) inicia con la formación de 

lamelipodios y filopodios que se extienden en dirección al frente de avance, durante 

esta extensión se forman nuevas adherencias con el sustrato, posteriormente el 

núcleo y el cuerpo celular se mueven hacia adelante debido a la contracción 

intracelular (figura 2). De esta forma, la parte trasera de la célula se contrae hacia 

adelante y se despegan las adhesiones posteriores, generando un movimiento 

hacia el frente (Mattila y Lappalainen, 2008).  
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Se pueden presentar dos tipos principales de movimiento celular, la 

migración individual y la migración colectiva (figura 5). Las células que migran de 

manera individual son las provenientes de epitelios que mediante una transición 

epitelial-mesenquimal (TEM) se delaminan y se convierten en células 

mesenquimales con capacidad de migrar. En la migración colectiva se presenta un 

movimiento de varias células, formando parte de un grupo, fila o capa, que 

mantienen características similares a las de las células epiteliales, por lo que se 

considera que no se presenta una TEM propiamente dicha (Doyle et., 2009). De 

estos dos tipos de migración celular, es la colectiva la que presenta un mayor 

potencial para provocar metástasis, siendo este potencial de 23 a 50 veces mayor 

que la migración celular individual (Aceto et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 4. Migración celular. (a) Formación de lamelipodios y filopodios en el frente de avance. (b) 
Formación de nuevas adherencias. (c) movimiento del cuerpo celular y núcleo hacia el frente (d) 
desmontaje de la parte trasera y contracción hacia el frente. Tomado y modificado de Mattila y 
Lappalainen, 2008. 
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Figura 5. Tipos de migración celular. A) migración celular individual; B) y C) migración celular 
colectiva.  

 

En tejidos, la migración celular se da a través de la matriz extracelular (MEC), 

la cual es una estructura no celular tridimensional presente en todos los tejidos y es 

esencial para estos (Naranjo et al., 2009). La Función de la MEC va más allá de 

solo proveer soporte físico para la integridad de los tejidos, es constantemente 

remodelada para mantener la homeostasis de los tejidos y las células interactúan 

constantemente con ella a través de adhesiones celulares compuestas de actina e 

integrina que funcionan como sensores para probar la rigidez del ambiente 

extracelular, mediar la adhesión, activar vías de señalización y remodelar la propia 

A 
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MEC. Constituye un filtro biofísico que brinda protección y nutrición a las células, 

por lo que la alteración de la MEC podría significar la perdida de funciones así como 

la perdida de sustrato para las células mismas (Geiger et al., 2001; Naranjo et al., 

2009). Es compleja, compuesta por cerca de 300 diferentes proteínas y varía 

dependiendo del tejido, se pueden diferenciar dos tipos de MEC dependiendo de su 

composición y localización; la matriz de tejido conectivo intersticial y la membrana 

basal (Bonnans et al., 2014), sin embargo, se puede decir en general que la 

constituyen 4 tipos de macromoléculas: colágenos, proteoglicanos, glucoproteínas 

no colagenosas y elastinas (Hynes y Naba, 2012), por lo que la degradación de la 

ECM y la membrana basal por proteasas, como las MMPs, es crítica para la 

migración e invasión de las células cancerosas (Yu et al., 2011). Se sabe que las 

MMPs participan en la metástasis, cuya principal función es la degradación de 

proteínas de la MEC (Benson., 2013), facilitando así la migración celular y la 

metástasis (Chen y Parks, 2009). 
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2.4 Transición Epitelial-Mesenquimal (TEM) 

El proceso de transformación de células epiteliales a células mesenquimales 

móviles es conocido como TEM, y es fundamental en el desarrollo embrionario, la 

cicatrización de heridas y contribuye en patologías como la fibrosis y la progresión 

del cáncer (Lamouille et al., 2014). Mediante este proceso las células pierden sus 

características epiteliales y ganan propiedades mesenquimales (figura 6) (Fujimoto 

et al., 2019), y las interacciones célula-célula y/o célula-matriz extracelular se 

modifican, lo que permite que las células epiteliales pierdan adherencia unas con 

otras, así como de la membrana basal (Dongre y Weinberg, 2019). 

 

Figura 6. Esquema representativo de la TEM. Las células epiteliales, que presentan una polaridad 
basal apical, uniones adherentes intercelulares, desmosomas y se encuentran adheridas a la 
membrana basal, durante el proceso de la TEM pierden las uniones intercelulares y la polaridad 
celular adquiriendo características mesenquimales, convirtiéndose en células móviles y con 
capacidades invasivas. Se pueden presentar estados parciales o intermedios. Modificado de Dongre 
y Weinberg, 2019.  

Las células epiteliales forman laminas polarizadas que se anclan a la 

membrana basal para mantener la polaridad apical-basal, presentan uniones 

intercelulares y expresan ciertas proteínas como integrinas y E-cadherinas que 

forman parte de estas uniones (Madariaga et al., 2017). En contraste, las células 

mesenquimales se encuentran insertadas solas dentro de la MEC y rara vez 

establecen contacto con otras células vecinas, no tienen polaridad alguna y 
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expresan N-cadherina en lugar de E-cadherina (Tsai y Yang, 2013). Algunos de los 

cambios que se presentan durante la TEM son: la pérdida de la polaridad celular, 

desarrollo de una capacidad migratoria lo que les confiere un potencial invasor y 

resistencia a la apoptosis  (Madariaga et al., 2017). Durante la TEM, las células 

sufren múltiples cambios bioquímicos que les permiten transformarse en células 

mesenquimales alargadas no polarizadas que carecen de uniones intercelulares y 

pueden moverse a través de la MEC (Nantajit et al., 2015).  

Esta transición es mediada por una regulación molecular compleja en la que 

participa un gran número de vías de señalización, algunas actuando en forma 

independiente y otras interconectadas; la mayoría de estas vías convergen en el 

control de la expresión de la E-cadherina, cuya disminución es el evento molecular 

clave en este proceso (Benedetti y Reyes, 2015). Se han observado una serie de 

diferencias moleculares entre las células mesenquimales y epiteliales, el principal 

ejemplo es que las células mesenquimatosas no expresan E-cadherina, mientras 

que las células epiteliales sí (Thiery y Sleeman, 2006). 

La TEM es un proceso que se ha descrito en diferentes situaciones y no es exclusivo 

de las células tumorales: 

• TEM tipo 1, involucrada en procesos del desarrollo como la implantación del 

embrión, la embriogénesis y la organogénesis. 

• TEM tipo 2, asociada a la cicatrización de heridas, regeneración de tejidos y 

fibrosis. 

• TEM tipo 3, relacionada en la tumorogénesis, participando en la progresión 

de un carcinoma in situ a uno invasivo (Moreno-Jaime et al., 2016).  

En lo que se refiere a neoplasias, la TEM confiere a las células cancerosas un 

mayor potencial metastásico y de iniciación de tumores (Dongre y Weinberg, 2019). 
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2.5 E-cadherina 

 

Las cadherinas son moléculas de adhesión que tienen un papel muy importante en 

las funciones de las adherencias célula-célula, las uniones adherentes y los 

desmosomas. La regulación dinámica de las cadherinas en respuesta a varias 

señales extracelulares controla la clasificación, el reordenamiento celular y los 

movimientos celulares (Gumbiner, 2005). 

 La clasificación de las cadherinas se ha establecido en función del tejido 

donde se expresan de forma mayoritaria: Cadherina Epitelial (E-cadherina), Neural 

(N-cadherina), Renal (R-cadheirna), Vascular (V-cadherina) y la Vasculo-Endotelial 

(VE-cadherina) entre otras (Gumbiner, 2005). 

Las cadherinas son diferencialmente expresadas durante el desarrollo 

embrionario normal, es decir, presentan funciones distintas, relacionadas y no 

relacionadas con su capacidad adhesiva. La E-cadherina se encuentra en el epitelio 

promoviendo uniones adherentes célula-célula (Arvelo y Poupon, 2001).  

La E-cadherina es una glicoproteína de 120 kDa calcio dependiente. Se 

localiza en la superficie celular de las células epiteliales, en las regiones de contacto 

celular. Posee un pequeño dominio intracelular citoplasmático, el cual interactúa con 

la actina citoplasmática a través de unas moléculas de unión llamadas alfa, beta y 

gamma cateninas, gracias a esta propiedad, funciona como pieza clave en la 

adhesividad y cohesividad del tejido epitelial (Arévalo y Morales, 2007).  

Cuando un tumor es más invasivo es porque ha perdido su capacidad de 

adhesión intercelular, en este sentido, la E-cadherina es una de las moléculas más 

importantes que hacen posible la adhesión intercelular en los tejidos de estirpe 

epitelial (Yang et al., 2019) 

La pérdida de expresión o función de la E-cadherina en carcinomas ha sido 

considerada como la razón principal para la ruptura del contacto estrecho entre las 
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células de los tejidos pudiendo, por lo tanto, conducir a la progresión de tumores a 

un estado invasivo metastático. De hecho, la función en la uniones intercelulares de 

la E-cadherina está ausente en muchos tipos de cáncer debido a: la inactividad de 

la E-cadherina o de genes de cateninas debido a mutaciones genéticas, represión 

transcripcional o proteólisis del dominio extracelular (Sánchez et al., 2005). 

Informes recientes indican que algunas células cancerosas mantienen 

adherencias intercelulares y morfología epitelial durante la metástasis, es decir que 

lo hacen en forma de grupos de varias células sin características mesenquimales. 

Esto se traduce en un tipo de migración colectiva que por lo tanto requiere 

adherencias célula-célula (Friedl y Wolf, 2009). 

Se ha mostrado que la perdida de E-cadherina es importante en la TEM y 

que incrementa la migración y capacidad de invadir de las células tumorales. Sin 

embargo, también se ha observado que la expresión de E-cadherina promueve la 

migración celular colectiva y el cáncer en varios modelos celulares (Mendonsa et 

al., 2018). En el caso de la migración celular colectiva, se ha mostrado que las 

células líderes, que son altamente migratorias, conservan la expresión de E-

cadherina (Cheung et al., 2013). Un estudio que investigo el rol de la activina A en 

la promoción  de la migración de células SKOV3 y OVISE de cáncer de ovario, 

reporto que la activina A disminuye la expresión de E-cadherina y que está 

disminución contribuye al aumento de la migración en estas líneas celulares (Y. Yi 

et al., 2019). Así mismo, se ha reportado que la sobreexpresión de Grhl3 disminuye 

la expresión de E-cadherina en células A431 de carcinoma de piel humana y MCF-

7 de cáncer de mama, lo que significativamente incrementa la migración celular 

(Zhao et al., 2015). La E-cadherina se ha utilizado como marcador para analizar la  

TEM en modelos in vitro de cultivos primarios y de células MCF-7 de cáncer de 

mama (Moreno-Jaime et al., 2016). 
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2.6 Metaloproteasas de la Matriz 

 

Las MMPs pertenecen a una familia de endopeptidasas dependientes del zinc cuya 

principal función es degradar la ECM. Son secretadas en forma latente (proenzima) 

y requieren ser activadas para llevar a cabo su actividad proteolítica. Se sabe que 

su actividad es bloqueada por los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPS). 

Las MMPs Intervienen en procesos fisiológicos normales como la organogénesis, 

remodelación de tejidos, ovulación y cicatrización de heridas, pero también en 

procesos patológicos donde su actividad se puede encontrar aumentada, como el 

cáncer, donde toman parte en la migración, metástasis, invasión celular, entre otras 

(Coronato et al, 2012). 

En el ser humano se conocen hasta el momento 24 MMPs. Se las clasifica 

estructuralmente en cinco grupos, más una serie de MMPs que no encajan en estas 

categorías: 1) Colagenasas, MMP-1, MMP-8, MMP-13 y MMP-18 que son capaces 

de degradar el colágeno intersticial (colageno I, II y III); 2) Gelatinasas, MMP-2, 

MMP-9, que degradan el colágeno desnaturalizado o gelatina; 3) Estromalisinas, 

MMP-3, MMP-10, MMP-11, que digieren diversos componentes de la MEC como la 

fibronectina, laminina y plasminógenos; 4) Matrilisinas, MMP-7, MMP-26, que 

actúan sobre las moléculas de la superficie célular como los proteoglicanos; 5) 

MMPs asociadas a la membrana (MT-MMP), que forman parte de las membranas 

celulares e intervienen en la actividad proteolítica de otras MMPs; 6) MMPs que no 

están clasificadas en las categorías anteriores, MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-

22, MMP-23, MMP-28 (Coronato et al., 2012). 
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Su estructura (figura 7) comprende varios dominios comunes en la mayoría 

de ellas: un prodominio o péptido señal, un dominio propéptido o prodominio, un 

dominio catalítico carboxiterminal, un dominito tipo hemopexina y un dominio 

transmembranas, en el caso de las MMPs asociadas a la membrana plasmática 

(Coronato et al., 2012). 

 

Figura 7. Esquema Estructural básico de las MMPs en su forma inactiva (proforma) y activa. 
Se observan los diferentes dominios que conforman a las MMPs. Solo las MT-MMP presentan un 
dominio transmembranal.  

  

 Son producidas en forma inactiva o latente a la que se le denomina proforma 

(zimógeno). Su activación se lleva a cabo por clivaje del prodominio y el propéptido 

N-terminal. Esta activación puede ser autoproteolítica y se lleva a cabo por otras 

proteasas y las mismas MMPs (Leeman et al., 2002). 

Proforma(inactiva).  

 

Forma activa. 
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2.7 MMPs y Cáncer de Mama 

 

La actividad de las MMPs, tanto en procesos fisiológicos normales como en 

patológicos, comprenden el rompimiento de la barrera histológica lo cual causa 

cambios en la arquitectura de los tejidos. Normalmente existe un proceso regulador 

efectivo que controla la función de las MMPs, que las inhibe una vez que han 

concluido su trabajo. Sin embargo, en los tumores metastáticos ocurre lo contrario, 

ya que han perdido o no responden a los mecanismos de control (Arvelo y Cotte, 

2006). 

Varios estudios han descrito la presencia y función de las MMPs en el cáncer 

de mama, por ejemplo, se ha descrito que la expresión de las MMP-1, -2, -8, -9, -

10, -11, -12, -13, -15, -19, -23, -24, -27 y -28 tienen una expresión aumentada en 

los tejidos de cáncer mamario en comparación con el tejido sano, además la 

expresión de alguna de estas MMPs depende del grado del tumor (Benson et al., 

2013). Múltiples MMPs están relacionadas con la proliferación celular, la invasión 

del tumor, la metástasis y la angiogénesis por lo que están relacionadas con la 

progresión del cáncer de mama (Eiseler et al., 2009; Sternlicht y Bergers, 2000). 

Como se puede observar, existen muchas MMPs que están implicadas en el 

desarrollo del cáncer de mama, sin embargo, no es del todo entendido sus 

funciones.  
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2.8 MMP-13 

 

La MMP-13 es una enzima proteolítica que pertenece a la familia de las MMPs, 

endopeptidasas capaces de degradar los componentes de la MEC (Leeman et al., 

2002). Se ha demostrado en modelos de ratón que esta enzima tiene un papel 

importante en el proceso fisiológico de la migración celular, angiogénesis y en la 

cicatrización de heridas, ya que se ha demostrado que se encuentra presente en 

las células epidérmicas que lideran la migración celular en la heridas causadas en 

ratones, además esta migración fue suprimida en presencia de inhibidores de las 

MMPs, o cuando se utilizaron ratones KO para MMP-13, lo que confirma su 

importancia en este proceso (Hattori et al., 2009).  

La primera MMP que se identificó en el cáncer de mama fue MMP-13 (Wu et al., 

2013), la cual participa en la progresión y metástasis del tumor, así como en la 

invasión de este (Leeman et al., 2002). Es considerada como un blanco importante 

en enfermedades donde se encuentra sobre expresada o donde la degradación del 

colágeno está involucrada, como el carcinoma de esófago de células escamosas, 

cáncer nasofaríngeo, donde promueve la agresividad de la enfermedad, así como 

también en el desarrollo del cáncer de mama (Li y Johnson, 2011; Osako et al., 

2016; You et al., 2015). 

El interés en MMP-13, en el proceso tumoral, se basó en su incrementada 

expresión en el cáncer de mama y la ausencia de expresión detectable en tejidos 

normales de mama (Freije et al., 1994). Además, se ha mostrado que degrada la 

matriz del hueso lo que favorece la metástasis de las células de cáncer de mama a 

este (Benson et al., 2013). La sobreexpresión de MMP-13 incrementa la migración 

celular y promueve la metástasis, como se comprobó en estudios con modelos 

animales (ratón) y cultivos celulares (Wang et al., 2013). Sin embargo, a pesar de 

que MMP-13 fue la primera MMP que se identificó en el cáncer de mama, en líneas 

celulares de cáncer de mama humano la participación de MMP-13 en la migración 

celular es poco conocida, y menos aún los mecanismos a través de los cuales 

pudiese llevar a cabo este proceso.  
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MMP-13, también llamada colagenasa 3, es el tercer miembro de la 

subfamilia de las colagenasas en ser identificado y tiene características distintivas 

comparada con las otras colagenasas, rompe el colágeno tipo II 5 y 6 veces más 

rápido que el colágeno tipo I y el tipo III, respectivamente, probablemente a su 

función en la degradación del cartílago y hueso (Amar et al., 2017). Se ha mapeado 

el gen de MMP-13 en el cromosoma 11q22-23. La transcripción del gen de MMP-

13 resulta en un mRNA de 2.7 kb (Leeman et al., 2002). 

 MMP-13 tiene todos los dominios característicos de una MMP (figura 8), está 

formada por 471 aminoácidos, es sintetizada como un precursor inactivo y es 

activada por clivaje proteolítico del propéptido N-terminal que se asocia con la forma 

inactiva, lo que deja libre el dominio catalítico constituido de un sitio de unión del 

zinc, así como de un dominio hemopexina (Saiganesh et al., 2018). La activación 

de MMP-13 puede ser auto proteolítica y catalizada por varias MMPs, como MMP-

2 y MT1-MMP, y es inhibida por los TIMPs I, II y III en una relación estequiométrica 

de 1:1 (Leeman et al., 2002). 

En el cáncer de mama se ha encontrado que MMP-13 es expresada por 

células estromales adyacentes a las células tumorales y en el citoplasma de células 

de cáncer de mama (Uría et al., 1997). 

 

Figura 8. Estructura de MMP-13. Se observan los diferentes dominios que conforman a MMP-13, 
la cual es sintetizada como un precursor inactivo y activada por clivaje en el propéptido N-terminal. 
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MMP-13 ocupa una posición central en la cascada de activación de MMPs 

(figura 7). Así, MMP-13 es activada por MT1-MMP, MMP-2 y MMP-3, mientras que 

MMP-2 y -9 son activadas por MMP-13 (Figura 9) (Leeman et al., 2002). 

 

Figura 9. Rol central de MMP-13 en la cascada de activación de MMPs. Tomado de Leeman et 
al., 2002. 

 Si bien MMP-13 tiene un papel central para promover la migración celular y 

metástasis en el cáncer de mama (Lei et al., 2013), los mecanismos a través de los 

cuales puede llevar a cabo dichos eventos son poco conocidos. Se sabe que las 

MMPs pueden ser activadas por otras MMPs e incluso por otras moléculas como 

las hormonas esteroideas o PRL. Sin embargo, no se sabe si MMP-13 puede ser 

blanco de hormonas como el estradiol o PRL para llevar a cabo procesos de 

migración celular. Por lo cual, uno de los propósitos de este estudio fue investigar 

la participación de MMP-13 en los procesos de migración celular y si ésta MMP pudo 

ser regulada por el E2, que participa en el desarrollo de la glándula mamaria, y por 

la PRL, hormona directamente implicada en la fisiología de la mama, principalmente 

en la producción láctea. 
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2.9 Prolactina (PRL) 

La PRL es una hormona polipeptídica sintetizada y secretada principalmente por 

células especializadas de la hipófisis. Participa en la producción de las proteínas de 

la leche en el embarazo y lactancia. Ejerce diversos efectos biológicos a través de 

su interacción con receptores específicos de membrana que se encuentran 

ampliamente distribuidos en el organismo, para lo cual utiliza diversas vías de 

señalización celular internas (Ben-Jonathan et al., 1979). Sus efectos están 

relacionados con diversos procesos como la reproducción, el desarrollo y 

crecimiento, el equilibrio de líquidos y electrolitos y la regulación del sistema 

inmunológico. La PRL humana es sintetizada en la hipófisis, el miometrio uterino, la 

decidua placentaria y diversas células del sistema inmune. Actualmente la PRL es 

considerada no solo una hormona, sino también una citocina (Méndez et al, 2005). 

Además de sus procesos fisiológicos, se ha demostrado que la PRL es capaz 

de favorecer la proliferación de células tumorales en el cáncer de mama a través de 

la activación de su receptor (Zambrano et al., 2009). 

El control hipotalámico de la prolactina es principalmente inhibitorio y 

permanente, es decir, estímulos internos y externos regulan su secreción al 

provocar que las neuronas tubero-hipofisiarias sinteticen los factores inhibidores de 

PRL (PIF) que inhiben tónicamente la secreción de PRL. El principal PIF, es la 

dopamina, que actúa sobre las células lactotropas inhibiendo la secreción de la PRL. 

Otro posible PIF, no dopaminérgico, es el GABA (Ascenzo., 1988). 

La PRL responde a un mecanismo de retroalimentación negativo, en el que 

la propia PRL es el factor más significativo en su propio control de secreción, pues 

induce a las células del hipotálamo a segregar dopamina, la que suprime la 

secreción de la PRL en la pituitaria anterior (Méndez et al., 2005). 

Como se mencionó anteriormente, el mecanismo utilizado por la PRL para 

ejercer sus efectos es a través de la unión a un receptor de membrana, el receptor 

a prolactina (RPRL), del cual se conocen diferentes isoformas. En el humano se han 

reportado tres isoformas; una larga, una intermedia y una corta., las cuales son 
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idénticas en su dominio extracelular y transmembranal, con diferentes longitudes de 

su dominio intracelular. Adicionalmente se ha reportado la existencia de un receptor 

denominado de unión a proteínas, que carece de dominio transmembranal e 

intracelular. A pesar de la diversidad de RPRL, se ha demostrado que la PRL tiene 

una afinidad igual por cada uno de ellos, sin embargo, la isoforma larga es la más 

frecuente en el humano localizándose en casi todos los tejidos y es esta isoforma la 

que se ha asociado con el aumento de la metástasis en cáncer de mama (Ben-

Jonathan et al., 1979; Mathey et al., 2009; Shemanko, 2016).  

En lo que respecta a las MMPs, se ha mostrado que la PRL es capaz de 

inhibir a TIMP-1 aumentando así la actividad de las MMPs (Nagafuchi., 1999), 

estimula la actividad de MMP-2 para llevar a cabo la degradación del colágeno tipo 

IV e inhibe la expresión génica de MMP-3 y MMP-12 en el cuerpo lúteo (Goto et al., 

1999). 

Por otra parte, existe poca información acerca de la participación de la PRL 

en los procesos de migración celular, sin embargo, la información existente deja de 

manifiesto su participación. Por ejemplo, cuando la línea celular de trofoblastos 

HTR-8/SVneo fue estimulada por 24 h con 100 y 1000 ng/ml de PRL la migración 

de estas células fue significativamente incrementada en un 125%, y 138% 

respectivamente, en comparación a las células control que no fueron estimuladas 

con la hormona (Stefanoska et al., 2013). Además, el incremento de la migración 

celular llevado a cabo por la PRL fue bloqueado cuando las células HTR-8/SVneo 

fueron estimuladas con 10 µg/ml del anticuerpo de ratón dirigido contra el RPRL 

(anti-RPRL IgG), el cual se sabe tiene la capacidad de neutralizar el receptor. De 

esta forma se confirmó que el efecto positivo de la PRL sobre la migración celular 

fue llevado a cabo a través del RPRL (Stefanoska et al., 2013). También en células 

de cáncer de ovario se ha evaluado la participación de la PRL sobre la migración 

celular. Cuando las células TOV112D fueron estimuladas con 500 ng/ml de PRL por 

16 h se observó un incremento significativo del 30% en la migración de estas células 

con respecto a aquellas células que no fueron estimuladas con la hormona (Tan et 

al., 2011). En otros experimentos, mediante una técnica de raspado con navaja de 
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afeitar, se mostró que cuando las líneas celulares de cáncer de mama T47D, ZR75-

1 y MCF-7 fueron estimulas por 48 h con PRL (50 y 100 ng/ml) se observó un 

incremento significativo de la migración celular en las tres líneas celulares (Da Silva 

et al., 2015). No hubo diferencias significativas entre ambas concentraciones 

empleadas y se sabe que la PRL llevó a cabo estos efectos a través del RPRL. 

Adicionalmente se reportó que la PRL induce migración en las células LNCaP de 

cáncer de próstata (Rojas et al., 2017). 

Si bien se ha demostrado que la PRL participa en la migración de células 

tumorales, en diferentes líneas celulares, implicando un posible papel en la 

metástasis, su participación en la migración de las células MCF-7 no se ha 

estudiado completamente.  

 

2.10 Estradiol 

 

Los estrógenos son potentes hormonas esteroideas presentes en altos niveles en 

las mujeres y en bajos niveles en hombres. Transportadas por la circulación, viajan 

grandes distancias desde su sitio de síntesis en un órgano endocrino hasta un 

órgano blanco distante (Jordan, 1986).  

 El E2 es una hormona sexual esteroidea y el estrógeno natural más potente 

en los seres humanos (Jordan, 1986). Es un esteroide de 18 carbonos, que contiene 

un anillo fenólico A, y un grupo beta-hidroxilo o cetona en la posición 17 del anillo D 

(figura 10) (Wawrzak., 1988). Es un derivado del colesterol producido principalmente 

por las células de la granulosa de los ovarios en mujeres premenopáusicas, y en 

varones y mujeres postmenopáusicas la principal fuente es el estroma del tejido 

adiposo. El estradiol actúa sobre el desarrollo, mantenimiento y funciones de los 

órganos reproductores femeninos (Jordan, 1986).     
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Figura 10. Estructura química del 17β-estradiol.  

 Los estrógenos tienen efectos sobre el crecimiento, desarrollo y 

diferenciación de tejidos, aunque su acción principal se observa en órganos 

reproductivos (Koehler et al., 2005). Se ha demostrado que, en tejidos como hígado, 

cerebro, sistema cardiovascular y hueso, también regulan procesos, tales como el 

mantenimiento de la densidad ósea y el equilibrio hidroelectrolítico. En hembras, 

existen tres principales estrógenos: estrona, estriol y estradiol siendo este último, el 

principal ligando para sus receptores y el más abundante (Bonkhoff y Berges, 2009). 

 Ejerce su función principalmente por medio de la regulación de genes que 

interactúan con 2 receptores nucleares, el receptor de estrógenos α (REα) y el 

receptor de estrógenos β (REβ). Aunque estos dos receptores se pueden expresar 

juntos en los tejidos se sabe que tienen una distribución diferente en diversos 

órganos de cuerpo. El REα se expresa mayoritariamente en hígado, ovarios y 

glándula mamaria y el REβ en próstata, colon y pulmón. Los estrógenos activan al 

receptor de estrógenos mediante una interacción ligando-receptor, esta unión 

puede ocurrir en el citoplasma para después ser transportado al núcleo, o puede 

ocurrir directamente en el núcleo, teniendo ambas el mismo resultado que es ejercer 

un efecto sobre los elementos de respuesta estrogénicos (ERE) (Nilsson et al., 

2001), lo que se conoce como mecanismo clásico. Se han descrito otros 

mecanismos a través de los cuales el RE ejerce efectos genómicos independientes 

de los ERE y algunos que no dependen de la presencia del ligando. Sin embargo, 
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algunos efectos producidos por los estrógenos se presentan tan rápido que no es 

posible que dependan de la activación de ARN o de la síntesis de proteínas, por lo 

que se ha descrito un mecanismo de acción no genómica, en el que el E2 se une a 

los REs presentes en la membrana celular y este complejo a su vez activa vías de 

segundos mensajeros como PI3K, AKT y ERK1/2 (Bjornstrom y Sjoberg, 2005; 

Knowlton, 2017). 

Si bien el E2 tiene efectos fisiológicos en el desarrollo y crecimiento mamario, 

ya que estimula la proliferación de las células epiteliales (Foidart et al., 1998), 

también ha sido ligado al desarrollo y progresión de cánceres, como el cáncer de 

mama, el cáncer de ovario y el cáncer endometrial (Harris, 2007). En cuanto al papel 

del estradiol con las MMPs, se sabe que el E2  está involucrado en la regulación de 

las MMPs a través de su supresión a nivel transcripcional (Gunson y Arnett, 2010) 

y altas dosis inhiben la expresión de MMP1, MMP-13 y TIMP-1 (Wang et al., 2016). 

Por otro lado incrementa la expresión de MMP-2 y MMP-13 en fibrocondrocitos 

(Ahmad et al., 2018). 

Los estrógenos promueven la metástasis del cáncer de mama, sin embargo, 

los mecanismos específicos permanecen desconocidos en su mayoría. Se ha 

descrito que el E2 incrementa la migración de las células T47-D y MDA-MB-231 de 

cáncer de mama por la activación de, que es una proteína de unión a actina, e 

incrementando la formación de lamelipodios y las adhesiones focales que son 

integrales para la migración celular (Azios y Dharmawardhane, 2005; Zheng et al., 

2011). En contraste, otros estudios han reportado que el E2 no afecta 

significativamente la capacidad de migración de las células MCF-7 (Nunes et al., 

2017). 
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2.11 Transductores de señal y activadores de la transcripción (STAT) 

 

Diversas vías de señalización intracelular se encargan de llevar o transducir las 

señales desde los receptores de superficie celular hasta el núcleo, donde regulan la 

transcripción génica. A estas vías se les denomina segundos mensajeros, el primer 

mensajero es el ligando que se une a los receptores de membrana, por ejemplo, las 

hormonas que se unen a sus receptores. Esta interacción ligando-receptor lleva a 

la activación de vías de señalización que pasan la señal iniciada por la hormona 

(primer mensajero) hasta el núcleo donde inducen un efecto fisiológico (Klampfer, 

2006). 

De muchas vías de señalización que se conocen, la vía de señalización Jak-

STAT constituye una de las rutas más directas. De manera general, en estas vías 

los receptores de membrana activados, activan a una tirosina quinasa 

citoplasmática denominadas quinasas Janus (Jak) y estas a su vez fosforilan y 

activan a una serie de proteínas denominadas transductores de la señal y 

activadores de la transcripción (STAT), que a su vez se translocan al núcleo donde 

estimulan la transcripción de determinados genes (Alberts et al., 2002).  

Se han descrito siete STATs; STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, 

STAT5B, STAT6 y STAT7. En su estructura poseen 6 dominios; dominio N-terminal, 

dominio de superenrollamiento, dominio de unión al ADN, dominio linker, dominio 

de activación transcripcional y un dominio SH2, el cual tiene dos funciones: primero, 

el dominio SH2 facilita la unión de la proteína STAT a un sitio de fosfotirosina en un 

receptor activado, una vez unidas son fosforiladas por la Jak en residuos tirosina 

provocando su disociación del receptor (Mendiola y Cruz, 2005). Segundo, el 

dominio SH2 una vez liberado facilita la unión con otra proteína STAT formando un 

dimero, el cual se transloca a núcleo donde se une a elementos de respuesta en 

varios genes estimulando su transcripción (Alberts et al., 2002). Esta cascada de 

activación puede ocurrir rápidamente, con la llegada de las STATs activadas al 

núcleo en solo minutos (Berridge, 2012). Estas vías tienen un rol primario en la 

regulación del crecimiento, desarrollo y homeostasis del organismo. Sin embargo, 
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las alteraciones en la función de las STATs contribuyen al desarrollo de 

enfermedades. (Berridge, 2012; Levy y Jr, 2002). 

 

2.11.1 STAT3 

 

Entre los 7 miembros de la familia de las STATs, STAT3 es la que más a menudo 

se relaciona con la tumorogénesis ya que representa un eje donde casi cualquier 

vía activada por citoquinas, factores de crecimiento y algunos oncogenes pueden 

converger (Segatto et al., 2018). STAT3 inicialmente fue descrita como un regulador 

de respuesta de fase aguda en el hígado, donde su actividad transcripcional es 

activada por fosforilación de un residuo de tirosina, posteriormente se descubrió que 

tienen un papel importante como mediador en diversos procesos celulares como la 

proliferación celular y la apoptosis (Banerjee y Resat, 2016; Hughes y Watson, 

2018). STAT3 tiene dos sitios de fosforilación importantes, es activada a través de 

la fosforilación de la tirosina en el residuo 705 (Tyr705) en respuesta a factores de 

crecimiento, hormonas y citosinas, así como en la serina en el residuo 727 (Ser727) 

que se ha considerado un evento secundario después de la fosforilación de Tyr705 

y modula la actividad transcripcional de STAT3 y es necesario para una actividad 

completa (Sakaguchi et al., 2012; Yeh et al., 2006).g 

La activación constitutiva de STAT3 está asociada a diversos cánceres 

humanos, como neoplasias hematológicas y tumores sólidos como cáncer de 

próstata y cáncer de mama, entre otros. La señalización anormal de esta vía se ha 

ligado experimentalmente tanto a la iniciación como a la progresión tumoral a través 

de un amplio rango de procesos intracelulares, como la inhibición de apoptosis, 

inducción de la proliferación celular, angiogénesis, invasión, cambios en el 

metabolismo de ácidos grasos y glucosa, así como remodelación de la MEC 

(Klampfer, 2006; Priceman et al., 2013; Segatto et al., 2018). 
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2.12 Proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) 

 

Las MAPK son un grupo de proteínas serina/threonina quinasas que son activas en 

respuesta a una variedad de estímulos extracelulares y median la transducción de 

señales de la superficie celular al núcleo (Su y Karin, 1996). Juegan un papel clave 

en una gran variedad de respuestas celulares, incluyendo proliferación, 

diferenciación y muerte celular, así como algunos cambios a corto plazo requeridos 

para la homeostasis y la respuesta hormonal (Chen et al., 2001; Maroni et al., 2004).  

Hasta ahora, distintas MAPK expresadas en vertebrados, han sido 

identificadas y clonadas (Su y Karin, 1996). Tres de estas vías han sido implicadas 

en enfermedades humanas y se han caracterizado en detalle: las quinasas 

reguladas por señal extracelular 1 y 2 (ERK1/2), JNK/SAPK y P38 (Qi y Elion, 2005; 

Reddy et al, 2003). 

 

2.12.1 ERK1/2 

 

Los primeros miembros descubiertos y mejor caracterizados de la familia de las 

MAPKs son los ERKs, compuesto por al menos seis isoformas (ERK1-5 y ERK7/8), 

de los cuales los más estudiados son ERK1/2, que fue el primer miembro en ser 

caracterizado (Boutros et al, 2008). ERK1-2 es expresado en una gran variedad de 

tejidos y puede ser activado por estímulos mitogénicos como factores de 

crecimiento y citoquinas las cuales son conocidas por activar una variedad de 

receptores y proteínas G (Chen et al., 2001; Qi y Elion, 2005).  

Se sabe que ERK1/2 regula la proliferación, diferenciación y meiosis celular, 

así como el aprendizaje y la memoria en células del sistema nervioso (Qi y Elion, 

2005). La activación anormal de ERK1/2 promueve la proliferación de células 

tumorales. En células metastásicas se ha demostrado que ERK tiene una actividad 

aumentada comparada con células no metastásicas. ERK1/2 puede activar una 
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serie de factores transcripcionales que incluyen la proteína de activación AP1, que 

se ha relacionado con la regulación de muchas enzimas proteolíticas como MMP-9 

y  MMP-13, que han sido implicadas en la progresión y proceso de invasión del 

cáncer ya que pueden degradar la MEC (Reddy et al., 2003). Se ha demostrado que 

una señalización reducida de ERK1/2 decrece la estabilidad de los microtúbulos en 

las células, llevando a una reducción en el desensamble de adhesiones focales 

reduciendo la migración celular, lo que sugiere que ERK1/2 puede afectar el proceso 

de metástasis por una activación directa de los mecanismos intracelulares 

involucrados en el movimiento de las células (Boutros et al., 2008; Chen et al., 2001; 

Reddy et al., 2003). 
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2.13 Migración Celular y Segundos Mensajeros 

 

Se sabe que en la migración celular la señalización de JAK-STAT3, la cual regula 

muchos de los aspectos del desarrollo y progresión del cáncer, promueve invasión 

y metástasis a través de la activación de los principales genes promotores de 

metástasis como por ejemplo WASF3 (Teng et al., 2014). También se sabe que 

NFkB frecuentemente coopera con STAT3 regulando al alza genes promotores de 

metástasis tales como MMPs y citocinas (Teng et al., 2014). A todo esto, existe 

información que avala que tanto el estradiol, a través de receptores asociados a la 

membrana, como la PRL, a través de sus respectivos receptores, pueden activar la 

vía de las JAK-STAT (Bjorntrom y Sjoberg, 2002; Bole-Feysot et al., 1998). 

Otros estudios han demostrado que las MAPKs, incluyendo JNK, p38 y Erk, 

juegan roles cruciales en la migración celular (Huang et al., 2004). A este respecto, 

se sabe que el E2 y la progesterona regulan varías vías de transducción de señal 

incluyendo a las MAPKs, fosfatidilinositol 3 quinasa y tirosina quinasa (Zielniok et 

al., 2014). De igual forma se sabe que la PRL es capaz de activar la vía de las 

MAPKs a través de sus receptores (Bole-Feysot et al., 1998). 

Algunos estudios sugieren que la activación de ERK regula la expresión de 

MMP-9 y MMP-13 lo que regula la migración celular en algunas líneas celulares 

como la Tca8113 (Yu et al., 2011). 

Por lo anterior, podemos inferir que tanto el E2 como la PRL pueden inducir 

la migración de las células MCF-7, posiblemente a través de la activación de las 

vías de señalización JAK-STAT y/o MAPKs y regulando la actividad de MMP-13. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Tanto la PRL como el E2 son hormonas que participan en el desarrollo normal de la 

glándula mamaria, sin embargo, se sabe que también participan en el desarrollo de 

patologías como el cáncer de mama. Respecto al cáncer, uno de los eventos más 

funestos es la metástasis, en donde es necesario que las células cancerosas tengan 

la capacidad de migrar. Si bien se sabe que la PRL y el E2 participan en el desarrollo 

del cáncer de mama, es poco lo que se sabe acerca de la participación de estas 

hormonas en la migración celular y por ende su posible participación en la 

metástasis. La migración celular es un proceso importante para que las células 

cancerosas metastaticen, por lo que conocer los mecanismos que controlan el 

movimiento de las células hacia órganos distantes es una de las principales metas 

en la investigación contra el cáncer. Se sabe que en este proceso participan las 

MMPs, especialmente MMP-13 que ocupa una posición central en la cascada de 

activación de MMPs. Se ha reportado que MMP-13 puede ser blanco no solo de 

MMPs sino también del E2, a través de la participación del REα, y la PRL, cuyos 

niveles altos están asociados con un incremento en el riesgo de padecer cáncer de 

mama. Además, se ha mostrado que en la migración celular participan vías de 

segundos mensajeros como las vías de las JAK-STAT y de las MAPKs. Vías que 

son utilizadas por la PRL y el E2, por lo que podemos inferir que estas hormonas 

pueden inducir la migración celular a través de la activación de estas. Debido a que 

no se conoce por completo la participación de la PRL y el E2 sobre MMP-13, y su 

efecto en la migración de la línea celular de cáncer de mama MCF-7, así como las 

vías de segundos mensajeros que participan en dicho proceso, esta fue la finalidad 

del presente trabajo de investigación. 
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4. HIPÓTESIS 

 

La PRL y el E2 promueven la migración en las células MCF-7 aumentando la actividad de 

MMP-13 y mediante la activación de las vías de señalización STAT-3 y ERK1/2.  

 

5. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar en las células MCF-7 si la PRL y el E2 promueven un aumento de la 

migración celular mediante la regulación de MMP-13 a través de las vías de 

señalización de STAT3 y/o MAPK (ERK1/2). 

 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Evaluar mediante la técnica de raspado y cicatrización de herida la migración de 

las células MCF-7 estimuladas con PRL y/o estradiol. 

2. Evaluar mediante la técnica de zimografía la actividad de MMP-2 y MMP-9 en las 

células MCF-7 estimuladas con PRL y/o estradiol. 

3. Evaluar mediante la técnica de Western-blot la expresión de MMP-13, STAT-3, 

ERK1/2 y E-cadherina en las células MCF-7 estimuladas con PRL y/o estradiol. 
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7. DISEÑO EXPERIMENTAL 
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8. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

8.1 Adaptación y proliferación de las células MCF-7 en medio de cultivo RPMI-

1640 

 

Previamente, las células fueron adaptadas para crecer en medio RPMI-140, según 

el procedimiento recomendado por ATCC, de la siguiente forma: se subcultivó la 

línea celular usando una mezcla 1:1 de medio DMEM (SIGMA-ALDRICH) y RPMI-

1640 (LONZA), posteriormente cada cambio de medio se fue aumentando la 

relación del medio RPMI-1640 1/3 (25% DMEM + 75% RPMI-1640), 1:7 (12.5% 

DMEM + 87.5% RPMI-1640) y finalmente solo medio RPMI-1640. Todos los medios 

utilizados fueron suplementados con 8% de suero fetal bovino (FBS) (Biowest) y 1% 

de P/S (Sigma-Aldrich). Al comparar la morfología de las células que crecieron en 

RPMI-1640 con las que crecieron en medio DMEM no se observaron diferencias 

morfológicas. Sin embargo, cuando se llevó a cabo la curva de proliferación de las 

células MCF-7 en medio RPMI-1640 (anexo 1) se encontró que el tiempo de 

duplicación fue de 40.43 h. Nuestro dato del tiempo de duplicación de las células 

que crecen en RPMI-1640 está muy próximo al reportado por ATCC (38 h).   

 

 

8.2 Cultivo y mantenimiento de la línea celular MCF-7 

 

La línea celular de cáncer de mama humano MCF-7 fue amablemente 

proporcionada por la Dra. Cynthia Fernández Pomares del Centro de 

Investigaciones Cerebrales. Las células fueron rutinariamente cultivadas en cajas 

Petri estériles de 90 x 20 mm (área de crecimiento de 46 cm2) (CORNING), 

utilizando medio de cultivo RPMI-1640 sin L-glutamina (LONZA) complementado 

con FBS sin inactivar (Biowest) al 8% (v/v) y penicilina/estreptomicina (P/S) (SIGMA-

ALDRICH) a una concentración de 1% (v/v). Las células fueron incubadas utilizando 
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una incubadora (Nuaire) mantenida a 37°C y con una atmósfera de CO2 al 5%. El 

medio de cultivo se cambió cada tercer día. 

 

 

8.3 Curva de proliferación celular 

 

En una placa de 24 pozos (área de crecimiento 1.9 cm2) (CORNING) se 

sembraron aproximadamente 15,200 células por pozo en 1 ml de medio RPMI-1640 

complementado con FBS sin inactivar (Biowest) al 8% (v/v) y 

penicilina/estreptomicina (P/S) (SIGMA-ALDRICH) a una concentración de 1% (v/v). 

A las 24, 48, 72, 96 y 120 h se retiró el medio por aspiración. Se agregaron 500 µl 

de tripsina a una columna (4 pozos) y se incubaron a 37ºC por 15 minutos. 

Finalizado el periodo de incubación se adicionó 500 µl de medio RPMI-1640 sin L-

glutamina complementado con FBS sin inactivar (Biowest) al 8% (v/v) y 

penicilina/estreptomicina (P/S) (SIGMA-ALDRICH) a una concentración de 1% (v/v) 

(para inactivar el efecto de la tripsina), se colecto el contenido en 4 tubos eppendorf 

de 1.5 ml. De esta suspensión se tomaron 20 µl y se mezclaron con 80 µl de azul 

de trípano (SIGMA-ALDRICH) para realizar el conteo celular de cada uno de los 

pozos en cámara de Neubauer. Cada 24 h se repitió el procedimiento, hasta 

completar un periodo de 120 h. Los valores correspondientes al número de 

células/cm2 fueron graficados contra las horas de crecimiento, el tiempo de 

duplicación calculado de la población (PDT) fue de aproximadamente 40.43 h 

(anexo 1). 

 

8.4 Ensayos de migración celular 

 

Las células MCF-7 se sembraron en placas de cultivo de 60 mm de diámetro (área 

de crecimiento 21 cm2) (CORNING), a una densidad de 1 x 105 células/cm2 en medio 

RPMI-1640 complementado con FBS sin inactivar (Biowest) al 8% (v/v) y 
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penicilina/estreptomicina (P/S) (SIGMA-ALDRICH) a una concentración de 1% (v/v), 

se incubaron a 37°C en una atmósfera de CO2 al 5% hasta confluencia total. Con 

una navaja de afeitar estéril se hizo presión sobre la monocapa confluente de 

células en la caja plástica para marcar la línea de comienzo, se rasparon las células 

hacia un lado de esa línea y las células se lavaron con PBS (Lara-Reyes et al., 

2020). Posteriormente, las células fueron mantenidas en medio RPMI-1640 

suplementado con 1% de FBS, sin o con PRL (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, Mo, 

USA) a una concentración de 2 nM. Para el E2 se utilizó una concentración de 10 

nM. Se tomaron fotos de cada pozo en un área delimitada cada 24 h hasta completar 

un total de 72 h (anexo 5). 

 

8.5 Determinación de la concentración de FBS a usar en los ensayos de 

migración 

 

Para determinar la concentración de FBS para que las células reduzcan al mínimo 

la proliferación y de esta manera no se enmascare la migración celular, se llevó a 

cabo un ensayo de migración celular utilizando la técnica de raspado y cicatrización 

de herida (como se describió en el apartado 7.3) y utilizando concentraciones de 

FBS de 0, 1 y 5%. Se observó que la concentración de 1% de FBS fue la más 

efectiva en mantener a las células estables hasta las 72 h (anexo 2). 

 

8.6 Determinación de la concentración de PRL y E2 a utilizar por la técnica de 

raspado y cicatrización de herida en las células MCF-7. 

 

Se llevó a cabo un ensayo de migración celular (raspado y cicatrización de herida) 

como se describió previamente. Se utilizo medio RPMI con concentraciones de FBS 

de 0% y 1%, y utilizando diferentes concentraciones de PLR y E2 (anexos 3 y 4). 
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8.7 Western blot para la determinación de MMP-13, STAT-3, ERK1/2, E-

cadherina y GAPDH 

 

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (PAGE-SDS) es un 

método utilizado para separar proteínas basándose en los pesos moleculares de 

éstas. Se utiliza acrilamida para formar un polímero (poliacrilamida) en forma de gel, 

que funciona como una matriz a través de la cual van a migrar las proteínas (con 

carga negativa debido a la presencia de SDS en el gel) hacia el cátodo del sistema. 

En este caso se utilizaron las cámaras de electroforesis Mini-Protean III (Bio-Rad).  

Las proteínas fueron extraídas de las células MCF-7, bajo los diferentes 

tratamientos, con buffer de lisis (NP-40) (Fluka) con inhibidores de proteasa 

(Complete Mini, EDTA-free, Roche) y fueron cuantificadas por el método del ácido 

bicinconínico (BCA) (Thermo Scientific). Posteriormente, cada muestra se preparó 

en una solución amortiguadora con 2-β-mercaptoetanol (Bio Rad) al 2% y se 

calentaron a baño maría por 5 min a 95°C. El corrimiento total de las muestras 

problema en el gel desde la fase de empaquetamiento hasta su completa 

separación fue de aproximadamente de 1.5 h, utilizando 100 V. 

Posteriormente, el "sándwich" se preparó colocando una fibra gruesa, papel filtro, el 

gel de poliacrilamida, la membrana de nitrocelulosa, papel filtro y por último otra 

fibra, como se muestra en la figura 11. 

El "sándwich" se colocó en la cámara de transferencia (Bio-Rad) por espacio de 2 

h a 100 V. Al finalizar la transferencia, la membrana se bloqueó a temperatura 

ambiente con 50 ml de solución bloqueadora de leche al 5% en TBS-1X + Tween 

20 (0.1%) por 2 h y con agitación suave. Después del bloqueo la membrana se lavó 

con TBS-1X y se incubo con el primer anticuerpo anti-MMP-13 (hecho en ratón) 

(1:100), p-STAT-3 (hecho en ratón) (1:100), p-ERK 1/2 (hecho en ratón) (1:100), 

anti-E-cadherina (hecho en ratón) (1:200) y anti GAPDH (hecho en conejo) (1:100). 

Todos los anticuerpos usados fueron de Santa Cruz Biotechnology. Los anticuerpos 

fueron diluidos en solución de bloqueo de leche (5%) en TBS 1X + Tween 20 (0.1%) 

+ Azida de Sodio (0.1%). La incubación fue a 4°C toda la noche. Una vez 
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transcurrido el tiempo, la membrana fue lavada con: 50 ml de TBS-1X (2 veces de 

forma rápida), 25 ml de una solución de leche al 2.5% en TBS-1X + Tween 20 

(0.05%) (1 vez durante 15 min), y 25 ml de una solución de leche al 2.5% en TBS-

1X + Tween 20 (0.05%) (3 veces durante 5 min). Todos los lavados fueron con 

agitación. Seguidamente, se incubo con el segundo anticuerpo (Abcam) acoplado a 

fosfatasa, diluido 1:2000 en solución de bloqueo por espacio de 2 h en agitación 

constante y a temperatura ambiente. 

 

 

Figura 11. Preparación del “sándwich” para llevar a cabo la transferencia de las proteínas. 

Después de la incubación se lavó con: 50 ml de TBS-1X (2 veces de forma 

rápida), 25 ml de una solución de leche al 2.5% en TBS-1X + Tween 20 (0.05%) (3 

veces durante 5 min), y 50 ml de TBS-1X (1 vez durante 15 min). Posteriormente 

las membranas se revelaron con el Kit AP Conjugate Substrate (Bio-Rad) por 

espacio de 5 min o hasta que las bandas fueron observadas. La reacción se detuvo 

al desechar la solución reveladora y lavar la membrana con TBS-Tween 1X. En las 

muestras que no se logró observar una banda por el método anteriormente descrito, 

se utilizaron anticuerpos secundarios biotinilados anti-ratón (BA-2000, Vector 
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Laboratories, Burlingame, California, EUA) y anti-conejo (BA-1100, Vector 

Laboratories, Burlingame, California, EUA), ambos a una dilución 1:200. 

Finalmente, las proteínas fueron detectadas usando avidina y HRP biotinilada del 

Kit Vectastain ABC kit (Vector Laboratories, Burlingame, California, EUA) y 

escaneadas mediante el equipo ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, California, EUA). La 

densitometría fue analizada con el software Image Lab 6.0.1. La expresión de las 

proteínas fue reportada como densidad relativa normalizada al control de carga. 

 

8.8 Ensayo por zimografía para medir la actividad de MMP-2 y MMP9 en 

medio de cultivo 

 

Se monto la cámara de corrimiento, conforme al instructivo de Mini Protean III. 

Primero, se prepararon los geles al 8.5% con Buffer Tris pH 8.8 3.75 ml, acrilamida 

2.83 ml, H2Odd 2.42 ml, gelatina (1 mg/ml) 1.0 ml, SDS (10%) 100 µl, APS (10%) 

70 µl, TEMED15 µl. El gel de empaquetamiento se preparó al 4 % con Buffer Tris 

pH (6.8) 1.25 ml, acrilamida 1.00 ml, H2Odd 7.75 ml SDS (10%) 50 µl, APS (10%)

 50 µl, TEMED 15 µl. Este volumen fue suficiente para preparar dos geles.  

Después, se colocaron en el sistema tomando en cuenta el instructivo del 

equipo Mini Protean III y se llenó la cámara con buffer de corrida 1X. Se cargaron 

las muestras del medio de cultivo, según el estímulo en cada uno de los pozos 

(tomando el volumen correspondiente a la concentración deseada). Se coloco la 

tapa y se conectó a la fuente de poder a 140 V por 1 h con 30 min. 

Una vez terminado el corrimiento se colocó cada gel en recipientes 

pequeños, se les adicionó 30 ml de buffer de lavado (Tritón X-100 2,5%) (v/v), se 

colocó en agitación y se realizó un lavado durante toda la noche. Al siguiente día, 

se colocaron los geles en recipientes con el buffer de incubación (5 mM Tris base, 

4 mM HCl, 20 mM NaCl, 0,5 mM CaCl2) por 18 h a 37°C. Al término de este se retiró 

el buffer de incubación y los geles se lavaron con H2Odd, después se les adicionó 

30 ml de solución para teñir de azul de Coomassie y se dejaron en agitación por 1 
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h. Se desechó la solución para teñir, se adicionaron 30 ml de solución para desteñir 

y se dejaron en agitación por 1 h. Finalmente, los geles se lavaron con agua 

destilada y se tomó una fotografía. Se observaron bandas incoloras en donde hubo 

degradación por las MMPs. 

 

8.9 Análisis Estadístico 

 

Los datos de migración celular fueron analizados con ANOVA de una vía seguido 

de una prueba post-hoc de Tukey. Los datos derivados de las pruebas de Western 

Blot y zimografía se analizaron con Kruskal-Wallis seguido de la prueba post-hoc de 

Dunn. Se expresaron en las gráficas como error estándar de la media (S.E.M.). 
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9. RESULTADOS   

 

9.1 La PRL incrementa la migración celular en las células MCF-7 

 

Los resultados obtenidos mediante una variante del método de herida y cicatrización 

utilizando una navaja de afeitar, muestran que la PRL (2 nM) y la combinación de 

PRL+E2 produjeron un incremento significativo en la migración celular después de 

72 h de estimulación con respecto al control, mientras que el E2 no tuvo efecto 

(figura 12 A y B). En el caso de PRL+E2 no se observaron diferencias significativas 

contra el grupo de PRL, por lo que el efecto puede ser atribuible únicamente a la 

presencia de la PRL (figura 12 A y B). En lo que respecta a la morfología se aprecia 

un cambio importante en las células tratadas con PRL y la combinación de ambas 

hormonas, presentando una forma alargada o estrellada con prolongaciones 

citoplasmáticas que se encuentran orientadas hacia el área libre de células 

(dirección de la migración) (figura 13 B) con respecto a la morfología de las células 

del grupo control, la cual es irregular (figura 13 A). 

 

Figura 12. A: Migración de las células MCF-7 después de 72 h de estimulación con PRL (2 nM), E2 
(10 nM), y ambas hormonas. Las imágenes son representativas y fueron convertidas a escala de 

 



 

50 
 

grises. Las flechas señalan la dirección de la migración y la línea negra superior es la línea de inicio 

de la migración. B: Área cubierta por las células durante la migración (m2) utilizando el software 
ImageJ. **** P< 0.0001 contra el control, ANOVA de 1 vía, poshoc de Tukey. Los experimentos 
fueron repetidos 3 veces cada uno por triplicado.  

 

Figura 13. Morfología de las células MCF-7 después de 72 h de estimulación con PRL (2 nM). A. 
Imagen ampliada de las células correspondientes al grupo control, se observa que presentan una 
forma irregular si que se aprecie alguna orientación especifica. B. Imagen ampliada correspondiente 
a las células tratadas con PRL, se observa que presentan una forma alargada o estrellada con 
prolongaciones citoplasmáticas orientadas hacia el área libre de células (flechas negras). Las 
imágenes son representativas y fueron convertidas a escala de grises.  
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9.2 Actividad proteolítica de MMP2 y MMP9 en el medio de cultivo 

 

Para evaluar la actividad proteolítica de las metaloproteasas MMP-2 y MMP9 se 

empleó un ensayo de zimografía utilizando los medios de cultivo recuperados a las 

72 h. Los resultados no muestran diferencias en la actividad proteolítica de MMP-2 

y MMP-9 con respecto al control, tanto en su forma activa como en su proforma 

(figura 14). 

 

Figura 14. A) Actividad proteolítica de las proMMP-9, MMP-9, proMMP-2 y MMP-2 en medio 
condicionado de células MCF-7 recolectado a las 72 h mediante la técnica de zimografía. Imagen 
representativa de tres experimentos independientes, cada uno por triplicado, y convertida a escala 
de grises. Se observa actividad enzimática que corresponde a la proMMP9 (92 kDa), MMP-9 (82 
kDa) y proMMP-2 (72 kDa). No se observó actividad correspondiente a la MMP-2. B) Gráfica 
correspondiente al análisis estadístico de la densidad relativa de proMMP-2. C) Gráfica 
correspondiente al análisis estadístico de la densidad relativa de MMP-9. El análisis estadístico se 
realizó con la prueba de Kruskal-Wallis, seguido de la prueba post hoc de Dunn.  
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9.3 Expresión de la proteína MMP-13 

 

La expresión de la proteína MMP-13 se analizó utilizando la técnica de Western blot, 

utilizando las proteínas extraídas de las células tratadas con PRL, E2 y ambas 

hormonas. Los resultados no mostraron diferencias significativas entre los 

diferentes grupos, sin embargo, se observó la presencia tanto de la forma activa 

como de la proforma, algo que no se había reportado con anterioridad con el 

anticuerpo empleado (figura 15). 

 

Figura 15. Expresión de la proteína MMP-13 en células MCF-7 después de 72 h de tratamiento con 
PRL, E2, o ambas. A) Imagen representativa de tres experimentos independientes cada uno por 
triplicado y convertida a escala de grises. Se observan las bandas correspondientes a la proforma y 
la forma activa de MMP-13. B) y C) Gráficas correspondientes al análisis estadístico de la densidad 
relativa, no se observaron diferencias con respecto al control. El análisis estadístico se realizó con 
la prueba de Kruskal-Wallis, seguido del post hoc de Dunn.  

 

 

 

 

A 
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9.4 Expresión de la proteína STAT-3.  

 

La expresión de las proteínas STAT3 fosforilada (p-STAT3, Ser 727) y total (STAT3) 

se analizaron mediante la técnica de Western blot utilizando las proteínas extraídas 

de las células de los diferentes grupos experimentales. Los resultados muestran un 

incremento estadísticamente significativo en la expresión de la proteína p-STAT3 

en las células estimuladas con E2 y en la combinación de PRL y E2 con respecto al 

control, mientras que en las células tratadas solo con PRL no se encontraron 

diferencias. No hubo diferencias en la expresión de STAT3 total (figura16).  

 

Figura 16. Expresión de la proteína STAT3 fosforilada (Ser 727) en células MCF-7 después de 72 h 
de tratamiento con PRL, E2, y combinación de ambas hormonas, analizadas por Western blot. A) 
Imagen representativa de tres experimentos independientes cada uno por triplicado y convertida a 
escala de grises. B) y C) Gráficas correspondiente al análisis estadístico de la densidad relativa de 
STAT-3 y p-STAT-3. El análisis estadístico se realizó con el test de Kruskal-Wallis, seguido del post 
hoc de Dunn. ***P< 0.001 y **P< 0.01 contra el control. En las imágenes no se ve cual es A y cual 
B.  

 

 

 

A 
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9.5 Expresión de la proteína ERK1/2 

 

La expresión de las proteínas ERK1/2 fosforilada (p-ERK1/2, Thr 202) y total 

(ERK1/2) se llevó a cabo a través de la técnica de Western blot utilizando las 

proteínas extraídas de las células de los diferentes grupos de experimentales. Los 

resultados no mostraron diferencias en la expresión de la proteína ERK1/2 total 

entre los diferentes grupos. En el caso de p-ERK1/2 no fue posible detectar la 

proteína por el método utilizado, se comprobó el correcto funcionamiento de los 

anticuerpos utilizando como control positivo una muestra de proteínas extraídas de 

hipotálamo de rata (figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Expresión de la proteína ERK1/2 en células MCF-7 después de 72 h de tratamiento con 
PRL, E2, y combinación de ambas hormonas, analizadas por Western blot.  A) Imagen representativa 
de tres experimentos independientes cada uno por triplicado y convertida a escala de grises. B) y C) 
Gráficas correspondiente al análisis estadístico de la densidad relativa de ERK1 y ERK2 no se 
observaron diferencias significativas. No se observó la expresión de la proteína p-ERK1/2.  

 

 

A) 
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9.6 Expresión de la proteína E-cadherina 

 

La expresión de la proteína E-cadherina se llevó a cabo a través de la técnica de 

Western blot utilizando las proteínas extraídas de las células de los diferentes 

grupos experimentales. Los resultados no mostraron diferencias entre los diferentes 

grupos (figura 18). 

 

  

Figura 18. Expresión de la proteína E-cadherina en las células MCF-7 después de 72 h de 
tratamiento con PRL analizada por Western blot. A) Imagen representativa de tres experimentos 
independientes, cada uno por triplicado, y convertida a escala de grises. B) Gráfica correspondiente 
al análisis estadístico de la densidad relativa, no se observaron diferencias con respecto al control. 
El análisis estadístico se realizó con la prueba de Kruskal-Wallis. 
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10. DISCUSIÓN 

 

Los datos muestran que la PRL incrementa la migración celular sin inducir una TEM 

en las células de cáncer de mama MCF-7. Cuando las células MCF-7 fueron 

tratadas con PRL (2 nM) por 72 h incrementaron significativamente el área de 

migración celular con respecto al control, y no indujo una disminución en la 

expresión de la E-cadherina, lo que probablemente indica que no se llevó a cabo 

una TEM. En contraste, el E2 no mostro ningún efecto en la migración de las células 

MCF-7, sin embargo, se observó un incremento en la expresión de la proteína 

STAT3 fosforilada lo que indica su participación en la regulación de esta vía de 

señalización. No se observaron cambios en la expresión de la proteína MMP-13 y 

ERK1/2, así como tampoco en la actividad proteolítica de MMP-2 y MMP-9. 

A la fecha existen estudios que muestran la participación de la PRL en la 

migración de líneas celulares de cáncer de mama T-47D, MDA-231, MCF-7 y ZR75-

1 (Da Silva et al., 2015; do Amaral et al., 2015) a través de inducir cambios en la 

remodelación de la actina del citoesqueleto, ya que mediante el marcaje con 

faloidina se observó la formación de ruffles de membrana, pseudopodios y fibras de 

estrés en las células MDA-231 y T-47D (Da Silva et al., 2015; Maus et al., 1999) lo 

que les permitiría desplazarse. Lo anterior sugiere que los efectos de la PRL pueden 

estar asociados a la MEC. Se cree que la formación de los ruffles de membrana y 

las fibras de estrés es debido a la participación de la PI3K; cuando esta quinasa de 

lípidos, que participa en la migración celular, es inhibida no se lleva a cabo la 

formación de estas estructuras en presencia de la PRL (Maus et al., 1999; Verret et 

al., 2019). Las proteínas c-Src, p-Tyr530c-Src, moesin, Thr558moesin, FAK, y Tyr397FAK, 

involucradas en la remodelación de la actina, aumentan significativamente su 

expresión en respuesta a PRL, proteínas que no se expresan cuando el RPRL se 

inhibe con siRNAs (Da Silva et al., 2015), evidenciando la participación de la PRL y 

su receptor en la remodelación de la actina del citoesqueleto de las células T-47D, 

ZR75-1 y MCF-7 (Da Silva et al., 2015). Si bien, en este trabajo de investigación no 

se evaluó el RPRL, es muy probable que el efecto de la PRL sobre las células MCF-
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7 sea a través de su receptor independientemente de la isoforma. Si bien las 

concentraciones utilizadas por Da Silva y colaboradores son muy similares a la que 

utilizamos (2 nM), existen algunas diferencias como el tipo de PRL utilizada y los 

periodos de renovación o cambio del medio de cultivo, aun así, los resultados son 

muy parecidos a los obtenidos en nuestro estudio. Como se mencionó, la PRL tiene 

efectos en la remodelación de la actina del citoesqueleto para inducir la migración 

celular, sin embargo, su efecto en moléculas involucradas en uniones adherentes 

(importantes para la migración celular), como la E-cadherina, y su efecto sobre la 

TEM era prácticamente desconocida.  

La TEM se ha relacionado directamente con el tipo de migración celular que 

se puede presentar. Las células que migran de manera individual son las 

provenientes de epitelios que mediante una TEM se deslaminan y se convierten en 

células mesenquimales con capacidad de migrar. Por otro lado, en la migración 

colectiva se presenta un movimiento de varias células, formando parte de un grupo, 

fila o capa, que mantienen características similares a las de las células epiteliales, 

por lo que se considera que no se presenta una TEM propiamente dicha (Doyle et 

al., 2009). De estos dos tipos de migración celular, la migración colectiva presenta 

un mayor potencial para provocar metástasis, siendo este potencial de 23 a 50 

veces mayor que la migración celular individual (Aceto et al., 2014). Se han descrito 

diversos marcadores implicados en la TEM, como son los niveles proteicos de 

vimentina, N-cadherina, claudina  y la expresión del factor de Snail (Inés Benedetti 

y Niradiz Reyes, 2015), sin embargo, uno de los más estudiados es la disminución 

de la expresión de E-cadherina, la cual puede considerarse como un marcador de 

que se lleva a cabo una TEM y ha sido utilizada para analizarla en cultivos celulares 

primarios y células MCF-7 de cáncer de mama (Moreno-Jaime et al., 2016). Una 

limitante del presente trabajo es el modelo utilizado ya que la TEM, como tal, es un 

proceso que se presenta in vivo donde se encuentran presentes estructuras como 

la membrana basal y la MEC, elementos con los que no se cuenta en el método de 

cultivo celular utilizado. 

Durante la metástasis, las células pueden sufrir una TEM, lo que implica 

profundas variaciones fenotípicas, entre las que se encuentran las propiedades 
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migratorias e invasivas (Cai et al., 2017). Por lo tanto, un decremento en la expresión 

de E-cadherina puede estar relacionado con un aumento de la migración celular de 

tipo individual. Además, la pérdida de la expresión de E-cadherina se traduce en 

una pérdida de la inhibición por contacto, lo cual está asociado con incremento en 

la migración celular y estados avanzados del cáncer (Mendonsa et al., 2018). Sin 

embargo, los resultados obtenidos muestran que la PRL no disminuyó los niveles 

de E-cadherina por lo que la migración observada podría estar relacionada con una 

migración celular de tipo colectivo, ya que como se mencionó anteriormente, esta 

no requiere de una TEM. Este dato resulta de particular interés, ya que se ha 

relacionado la migración de tipo colectivo con una mayor capacidad para producir 

metástasis (Aceto et al., 2014). Si bien la información respecto a el efecto de la PRL 

sobre la expresión de E-cadherina es escasa, se ha reportado que en células 

epiteliales de la glándula mamaria bovina (MECs) la PRL es capaz de incrementar 

la proliferación de estas células, incrementando a su vez los niveles de expresión 

del mRNA y de la proteína E-cadherina y ciclina D1 (Tong et al., 2016). Se sabe 

también que, en el cuerpo lúteo, la PRL tiene efecto sobre la cadherina endototelial 

vascular (VE-cadherina) (Binart et al., 2010). Lo anterior deja de manifiesto que la 

PRL tiene efectos sobre la expresión de cadherinas para llevar a cabo procesos de 

proliferación y migración celular. Resultaría de gran interés estudiar algunos 

marcadores que se relacionan con la migración celular colectiva como la proteína 

CD44v8-10. Se ha demostrado en células madre cancerosas, que tienden a 

presentar migración colectiva sin presentar una TEM, que el estrés oxidativo induce 

la activación de Wnt lo que produce el incremento de CD44v8-10 por lo que es un 

marcador interesante para analizar el tipo de migración que se presenta (Yoshida y 

Saya, 2014).  

Una observación que resulta de gran interés es el cambio en la morfología 

de las células tratadas con PRL que se presentó a la par del incremento en la 

migración, adquiriendo una forma alargada o estrellada con prolongaciones 

citoplasmáticas que probablemente estén asociados a la reorganización del 

citoesqueleto de actina y sean indicativos de la formación de filopodios, lamelipodios 

u otras estructuras involucradas en la migración celular (Da Silva et al., 2015;  
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Amaral et al., 2015; Gest et al., 2013), y que se encuentran orientadas hacia el área 

libre de células (dirección de la migración). Es necesario abordar este análisis a 

través de métodos que permitan la visualización del citoesqueleto de actina, como 

podría ser la inmunocitoquímica o microscopia confocal, que permitiría visualizar si 

esas prolongaciones citoplasmáticas realmente son el resultado de un 

reordenamiento de esta proteína. 

Si bien se observó un efecto positivo de la PRL sobre la migración celular, no 

se observó ningún cambio en la expresión de las proteínas STAT3 y ERK-1/2, lo 

que indica que estas vías de señalización no están involucradas en la regulación de 

la migración celular, esto debido a que probablemente el receptor a través del cual 

está ejerciendo su efecto la PRL es la forma larga y esta isoforma principalmente 

se ha asociado a la activación de STAT5 (Bole-Feysot et al., 1998). Si bien existe 

información que avala la participación de las STATs (Teng et al., 2014) y MAPKs 

(Huang et al., 2004) en la migración celular, mismas que son utilizadas por la PRL, 

es muy probable que estén implicadas otras vías en donde JAK2 active otras 

moléculas independientemente de la activación de STAT3. Por ejemplo, se ha 

demostrado que la expresión del gen pro-metastásico WASF3, si bien es regulado 

por STAT3, su capacidad para regular la invasión depende de su fosforilación 

directa por JAK2, independientemente de la activación de STAT3 (Teng et al., 

2014). Se sabe también que la PRL, a través de JAK2, fosforila a PAK1 en las 

tirosinas 153, 201 y 285 lo que conlleva a un aumento en la migración e invasión de 

las células de cáncer de mama T-47D (Hammer et al., 2013; Hammer y Diakonova, 

2016). Aunque los mecanismos específicos a través de los cuales la PRL actúa son 

inciertos, si se sabe que los cambios en la migración celular en las células MCF-7 

son inducidos a través de la remodelación de actina (Da Silva et al., 2015; do Amaral 

et al., 2015), por lo que se debe prestar atención a proteínas que se sabe regulan 

la organización y ensamblaje de la actina en el citoesqueleto, siendo una de las 

principales las proteínas Rho (Valdespino-gómez et al., 2015). La hipótesis que 

proponemos es que la PRL, a través de su receptor, activa la vía de señalización 

Rho cuyos blancos corriente abajo incluyen a ROCK, que esta principalmente 

involucrada en la formación de fibras de estrés y adhesiones focales, y mDia que 
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tiene efectos sobre la polarización de la actina (Hanna y El-sibai, 2013). 

Adicionalmente, se sabe que las GTPasas como las proteínas Rho se interconectan 

con las vías de señalización MAPK, participando específicamente en las cascadas 

JNK y p38/SAPK (Morrison, 2012), que también pueden regular la organización de 

la actina en otros tipos celulares (Fregozo y Vega, 2012). Todas estas vías 

constituyen un blanco interesante a estudiar para conocer como la PRL pudiese 

estar regulando la migración de las células MCF-7. 

Respecto al E2, que no mostro un efecto sobre la migración de las células 

MCF-7, los datos concuerdan con los reportados por Nunes y col. (Nunes et al., 

2017) y son contrarios con otros estudios en células de cáncer de mama (Azios y 

Dharmawardhane, 2005; Park et al., 2016). Estas discrepancias probablemente 

sean debido a las diferencias en las líneas celulares y a las variaciones en las 

metodologías utilizadas, ya que en los estudios en los que se observa un aumento 

en la migración celular, las células fueron sometidas al estímulo por periodos cortos 

de una hora al inicio del experimento y posteriormente este fue reemplazado por 

medio de cultivo normal. En el caso de los datos que concuerdan con nuestros 

resultados la metodología fue similar a la utilizada en este estudio, con la diferencia 

de que la concentración de E2 empleada fue de 100 nM.  

La ausencia de respuesta en la migración en las células sometidas al 

estímulo con E2, podría ser explicada analizando la forma en que este ejerce sus 

efectos a través de sus receptores: REα y REβ. Es conocido que el E2 tiene un 

papel crítico en el control de la proliferación y diferenciación en el cáncer de mama, 

y que este ejerce su función a través de sus receptores, de los cuales el REα es el 

que se ha relacionado con el aumento en la proliferación celular y, por tanto, en el 

crecimiento y diseminación del tumor (Nunes et al., 2017). Durante el proceso 

metastásico se puede perder este receptor o modificar su funcionalidad, sin 

embargo, el REβ se puede conservar, junto con algunas formas de los receptores 

unidos a membrana (RE36) (Jia et al., 2015), y este REβ tiene efectos 

antiproliferativos y antimigratorios. Estudios in vitro han mostrado que la reexpresión 

del RE en líneas celulares de cáncer de mama (donde su expresión es disminuida 
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o se ha perdido) inhibe la proliferación celular, promueve la apoptosis y aumenta la 

efectividad de los agentes quimioterapéuticos (Jia et al., 2015).    

Adicionalmente, aunque no se encontraron diferencias en la migración celular 

en el grupo tratado con E2, si se observó un incremente en la expresión de la 

proteína STAT3 fosforilada, lo que indica que el E2 participa en la regulación y 

activación de esta vía. La activación de la vía STAT3 se ha asociado con cáncer de 

mama (Yang et al., 2016). Se sabe que el E2 ejerce sus efectos a través de su unión 

con sus receptores nucleares o citoplasmáticos (REα y REβ), es decir, un 

mecanismo clásico de activación dependiente de la unión a un ligando, después de 

lo cual el receptor se dimerisa y se une a los elementos de respuesta a estrógenos 

(EREs) en la región promotora de los genes, lo que se considera un mecanismo 

genómico (Bjorntrom y Sjoberg, 2002). Sin embargo, se han descrito efectos del 

estradiol que no se deben a una respuesta genómica (Kelly et al., 2001). Se ha 

reportado que el E2  incrementa la fosforilación de STAT3 en neuronas (Dziennis et 

al., 2007), sin embargo no hay reportes de esto en células de cáncer de mama como 

las MCF-7. El incremento de la fosforilación de la proteína STAT3, podría ser 

explicado por una acción del E2 a través de dos mecanismos de transactivación del 

EGFR (anexo 4); una en la que participa el REα por la vía de señalización 

REα/Shc/EGFR (Manavathi y Kumar, 2006), y otra que requeriría la activación de 

receptor GPR30 presente en las células-MCF-7 (Jacenik y Krajewska, 2020) que 

activaría la vía GPR30/Scr/EGFR (Peng et al., 2019). Ambas vías llevarían a la 

activación del EGFR que se conoce puede conducir a la fosforilación de STAT3 

(Kwon et al., 2014; Peng et al., 2019). Aunque existe una tercera posibilidad que 

sugeriría un efecto del E2 disminuyendo las fosfatasas lo que llevaría al 

mantenimiento o incremento de la fosforilación de STAT3, esta es poco probable ya 

que se ha demostrado que los estrógenos pueden inducir la actividad de las 

fosfatasas en fibroblastos pulmonares humanos, células musculares lisas 

vasculares, células HT-22 de ratón y C6 de glioma de rata, lo que no concordaría 

con los resultados observados (Flores-Delgado et al., 2003; Takeda-Matsubara et 

al., 2002; R. D. Yi et al., 2005). 
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Por otra parte, las MMPs han sido implicadas como posibles mediadores de 

la invasión y la metástasis en algunos cánceres (Bartsch et al., 2003). Y MMP13, 

además de tener un rol central en la modulación de la actividad de otras MMPs, 

tiene funciones claves en la invasión y metástasis del tumor (Leeman et al., 2002). 

Cuando los niveles de expresión de la proteína MMP-13 fueron evaluados no se 

observó ningún efecto en los grupos tratados, sin embargo, un dato interesante es 

que se logró detectar tanto la proforma como la forma activa, situación que no había 

sido reportada con este anticuerpo en específico, sin embargo, este hallazgo es 

posible y se puede explicar debido a que el anticuerpo utilizado está dirigido contra 

los aminoácidos 242 a 471 mapeados en el domino C terminal (también denominado 

hemopexina) de la MMP-13 de origen humano, y este dominio se conserva tanto en 

la forma activa como la proforma de MMP-13. 
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11. CONCLUSIÓNES 

 

La PRL incrementó la migración celular en las células MCF-7 sin inducir una TEM 

lo que podría estar relacionado con una migración de tipo colectiva, y no presento 

efecto en la expresión de ERK1/2, STAT3 y MMP13, así como tampoco en la 

actividad enzimática de MMP-2 y MMP-9.  

Por su parte, el E2 no produjo cambios significativos sobre la migración 

celular ni en la expresión de ERK1/2, MMP-13 ni en la actividad enzimática de MMP-

2 y MMP-9, por otro lado, si produjo un incremento en la expresión de la proteína 

STAT3 fosforilada. 
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11. PROSPECTIVAS 

 

• Analizar el tipo de migración y la morfología celulares inducida por PRL con 

marcadores específicos como el CD44v8-10 además de ICQ para actina y E-

cadherina. 

• Analizar las vías de señalización que convergen en actina, principalmente 

Rho con PRL. 

• Analizar el papel del receptor GPR30 en la fosforilación de STAT3 por parte 

del E2. 
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12. ANEXOS.  

Anexo 1. Adaptación y proliferación de las células MCF-7 en medio de cultivo 

RPMI-1640.  

Debido a que las células se encontraban originalmente en medio DMEM, estas 

fueron adaptadas para crecer en medio RPMI-140 según el procedimiento 

recomendado por ATCC de la siguiente forma: se subcultivo la línea celular usando 

una mezcla 1:1 de medio DMEM y RPMI-1640, posteriormente cada cambio de 

medio se fue aumentando la relación del medio RPMI-1640 1/3 (25% DMEM + 75% 

RPMI-1640), 1:7 (12.5%DMEM + 87.5% RPMI-1640) y finalmente solo medio RPMI-

1640. Las células MCF-7 fueron sembradas a una densidad de 8 x 103 células/cm2, 

el tiempo de duplicación de la población (PDT) fue aproximadamente de 40.43 h 

(Figura 19) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Curva de proliferación de las células MCF-7. Se observa que al análisis estadístico 
arrojó un tiempo de duplicación de las células MCF-7 de 40.43 h. La curva de proliferación fue 
realizada por cuadruplicado. 
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Anexo 2. Determinación de la concentración de FBS a usar en los ensayos de 

migración celular. 

Para determinar la concentración de FBS para que las células no proliferen tanto y 

no enmascare la migración celular, se llevó a cabo un ensayo de migración celular 

utilizando la técnica de raspado y cicatrización de herida (como se describió en el 

apartado 7.3) y utilizando concentraciones de FBS de 0, 1 y 5%. Se observó que la 

concentración de 1% de suero fue la más efectiva en mantener a las células 

estables hasta las 72 h (figura 20). 

 

 

Figura 20. Efecto del FBS en la migración de las células MCF-7. 
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Anexo 3. Determinación de la concentración de PRL y E2 a usar en los ensayos 

de migración celular. 

Para analizar si la PRL, el E2 o la combinación de ambas hormonas, tienen un efecto 

en la migración de las células MCF-7, se llevaron a cabo ensayos dosis-respuesta 

utilizando diferentes concentraciones de PRL (0.4, 1, 2, 4 y 10 nM) y de E2 (0.001, 

0.01, 0.1, 1 y 10 nM), en un ensayo de herida y cicatrización clásico. Solo se observó 

migración de las células hacia el centro de la herida cuando se utilizó la 

concentración 2 nM de PRL a las 48 h, por lo que se decidió utilizar esta 

concentración para futuros experimentos (figura 21). En el caso del E2 no se 

observó migración en ninguna de las concentraciones utilizadas, por lo que se tomó 

la decisión de utilizar la concentración de 10 nM por estar cercana a las 

concentraciones fisiológicas (figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Migración de las células MCF-7 en medio RPMI suplementado con FBS al 1% tras 48 
horas de administración de diferentes concentraciones de PRL (nM). Las imágenes fueron 
convertidas a escala de grises.  Se muestran fotografías a las 0 y 48 h  
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Figura 22. Migración de las células MCF-7 en medio RPMI suplementado con  FBS al 1% tras 48 
horas de administración de diferentes concentraciones de E2 (nM). Las imágenes fueron convertidas 
a escala de grises.  Se muestran fotografías a las 0 y 48 h. 
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Anexo 4. Estandarización del ensayo de raspado y cicatrización de herida con 

navaja. 

Se realizó un ensayo de raspado y cicatrización de herida con navaja. Brevemente, 

una navaja de afeitar esteril se precionó sobre la capa confluente de celulas MCF-

7 dentro de la placa de cultivo para marcar la linea de inicio, posteriormente las 

celulas fueron removidas hacia un lado de esa línea mediante un movimiento de 

barrido. Las células se lavaron con PBS (figura 23). Se administró una dosis de 2 

nM de PRL. Se tomaron fotos cada 24 h, hasta completar la 72 h. Se midió el área 

de avance de las celulas, delimitada en rojo, posterior a la linea de inicio en µm2 con 

el software ImageJ version 1.8.0_172 para windows (figura 24). 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 23. Esquema representativo del ensayo de raspado y cicatrización de herida con la técnica 
de navaja de afeitar.  
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Figura 24. Migración de las células MCF-7 después de 72 h de administración de 2 nM de PRL. La 
línea negra superior indica donde comenzó la migración. El área cubierta por las células que 
migraron fue medida en µm2. Las imágenes son representativas y fueron convertidas a escala de 
grises. 
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Anexo 5. Esquema de las vías de señalización propuestas para la fosforilación 

de STAT3 por E2. 

 

 

Figura 25. A. El E2 estimula la activación de EGFR vía Src convirtiendo la pro-HB-EGF en HB-EGF 
que a su vez es capaz de activar la vía de las JAK-STAT provocando la fosforilación de STAT3. B. 
El E2 se una al ERα que interactúa con Shc, lo que produce la activación de las vías dependientes 
de Ras, llevando principalmente a la activación de ERK1/2. Creado con BioRender.com 
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Anexo 6. Artículos publicados 
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Anexo 7. Presentaciones en congresos 

SFN 2018, San Diego, CA. Estados Unidos. 
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SFN 2019 Chicago, IL. Estados Unidos. 
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