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Resumen y Abstract  IX 

 

Resumen 

 

CELSR en los procesos de polaridad en una línea celular de cáncer de seno 

 

Las cadherinas son una superfamilia de moléculas de adhesión con funciones en 

reconocimiento celular, morfogénesis tisular y supresión tumoral. A esta familia pertenece 

un subgrupo de receptores de adhesión acoplados a proteína G, que contienen 

repeticiones de cadherina en su N-terminal, las cadherinas EGF LAG seven pass G-type 

receptor o CELSR. De estas cadherinas no clásicas existen 3 miembros (CELSR 1 a 3), y 

están involucradas en mecanismos de polaridad celular por activación de la vía de 

señalización Wnt no canónica en el tejido epitelial. Recientemente, estas cadherinas se 

encontraron en el tejido hematopoyético, aunque su implicación funcional aún no es clara. 

Debido a la importancia que tienen las moléculas de adhesión en la promoción de los 

procesos migratorios en cáncer, este trabajo se centró en identificar la presencia de los 

miembros de la familia CELSR en la línea epitelial derivada de cáncer de seno MCF-7 y 

en las líneas celulares de leucemia linfoide aguda Jurkat y CCRF-CEM y evaluar su 

implicación funcional. Se encontró un mayor nivel de expresión de las cadherinas en la 

línea celular MCF-7 en comparación con líneas de leucemia. El silenciamiento triple de 

CELSR 1, 2 y 3, en MCF-7, disminuyó la migración celular en respuesta a la activación de 

la vía de señalización Wnt no canónica disminuyendo a su vez, la producción de 

diacilglicerol sin alterar la viabilidad ni la proliferación celular.  

 

Palabras clave: Polaridad celular, cadherinas, cáncer de seno, señalización celular, 

migración, Wnt.  
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Abstract 

 

CELSR in polarity processes in a breast cancer cell line  

 

Cadherins are a superfamily of adhesion molecules with functions in cell recognition, tissue 

morphogenesis and tumour suppression. Among the members of this family, there is a 

subgroup of adhesion receptors coupled to G protein, that contain cadherin repeats on their 

N-terminus, called EGF LAG seven-pass G- typed receptor or CELSR. Three types of non-

classical cadherins exist (CELSR 1,2 and 3), and they are involved in the mechanism of 

cell polarity by activation of the non-canonical Wnt signalling pathway in the epithelial 

tissue.  

Recently, these cadherins have been found in the hematopoietic tissue, but their functional 

role is not clear. Due to the importance of adhesion molecules to promote migration 

processes in cancer, we studied the presence of CELSR family in an epithelial cell line 

derived from breast cancer MCF-7 and in cell lines from acute lymphoid leukaemia Jurkat 

and CCRF-CEM to evaluate functional involvement. A high expression level of the CELSR 

receptor was found in the MCF-7 cell line in comparison to the epithelial cell lines. Triple 

silencing of CELSR 1, 2 and 3 in MCF-7 decreased cell migration in response to the 

activation to the non-canonical Wnt signalling pathway, decreased of production of 

diacylglycerol was also seen without altering proliferation and cell viability.  

 

 

 

Keywords: Cell polarity, cadherins, breast cancer, Cell signalling, migration, Wnt.  
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Introducción 

 

El estudio de la polaridad celular ha surgido como una alternativa interesante para analizar 

el comportamiento de células en procesos como la adhesión, migración, invasión, la 

alteración de vías de señalización, entre otros [1]. Regulando este tipo de eventos se 

encuentran distintas biomoléculas, entre ellas resaltan las cadherinas, las cuales se han 

encontrado alteradas en muchos tipos de cáncer, siendo asociadas a diferencias 

significativas en eventos mediados por polaridad celular, como lo son  la migración, 

invasión y proliferación, por lo que se vislumbran como moléculas con un alto potencial de 

estudio [2].  

 

Dentro de la familia de cadherinas se encuentran las cadherinas EGF LAG seven pass G-

type receptor (CELSR), las cuales pertenecen a la subfamilia Flamingo y se encuentran  

involucradas con desarrollo neuronal, trastornos motores, movilidad celular, entre otros [3]. 

Adicionalmente, se ha reportado que los genes de CELSR se encuentran alterados en 

condiciones de cáncer [4]. Sin embargo, son escasos los estudios funcionales asociados 

al receptor y a esta patología, y es probable que la pérdida de su función o la disminución 

de su expresión, se encuentren relacionados con la alteración del desarrollo y la migración 

en células cancerosas.   

 

La vía de señalización Wnt es una de las más importantes en procesos de polarización 

celular y allí se han visto identificadas proteínas como CELSR actuando en conjunto con 

otros factores como Frizzled y Van Gogh, mediante vías no canónicas [2]. Dichas proteínas 

y su acción mediante la vía Wnt se han estudiado principalmente en células epiteliales y 

neuronales. Sin embargo, los estudios en células cancerosas son escasos y su relevancia 

no es del todo clara, razón por la cual el estudio de esta vía de señalización resulta de gran 

interés científico en la actualidad. 

 



2 Introducción 

 

El cáncer de seno es el segundo tipo de cáncer con mayor incidencia a nivel mundial [5]. 

Esto ha generado que muchos estudios se enfoquen en los mecanismos moleculares que 

pueden dar origen a esta patología y en los que se generan durante la progresión de la 

enfermedad [6]. Algunos estudios han mostrado la relevancia que tienen los mecanismos 

de polaridad celular en el desarrollo de la patología [7,8]. Sin embargo, la asociación de 

los CELSR en dichos mecanismos de polaridad aún no es clara. 

 

Teniendo en cuenta lo anterior, este estudio buscó indagar en el papel que las CELSR 

cumplen en células cancerosas, utilizando como modelo una línea celular de cáncer de 

seno e identificando si este tipo de biomoléculas presentan las mismas características y 

funcionalidad que el que presentan en el desarrollo de tejidos en modelos murinos y en 

moscas, en donde se ha caracterizado la activación de la vía de señalización Wnt no 

canónica [2].  

 

En este orden de ideas, este estudio permitió identificar la presencia de las CELSR en 

líneas celulares de cáncer y se realizó silenciamiento en una línea celular cuya expresión 

de CELSR, permitiera correlacionar la expresión del receptor y los efectos derivados de la 

inducción de mecanismos de polaridad celular, contribuyendo así con las investigaciones 

emergentes en la alteración de la polaridad celular en cáncer.



 





 

 
 

1. Marco teórico 

1.1 Polaridad celular y sus elementos básicos  

La polaridad celular es una característica intrínseca que comparten todas las células 

animales que les confieren propiedades que controlan la localización y distribución de una 

variedad de proteínas de membrana, organelos y componentes citoesqueléticos [9]. El 

control apropiado de esta condición de asimetría permite que la célula realice 

adecuadamente sus funciones fisiológicas tal como se ve en los conductos del 

revestimiento de células epiteliales, los cuales cuando se encuentran bien polarizados, son 

vitales para establecer y mantener una función de barrera, que restringe la permeabilidad 

celular de fluidos, solutos, células y patógenos a través de la capa de células epiteliales 

hacia el intersticio del tejido [4]. Para entender estos procesos de polaridad celular, se ha 

tomado como referencia los modelos de células epiteliales dónde se diferencian 

claramente dos tipos de polaridad: apical-basal y planar [10]. 

 

La polaridad celular apical-basal puede entenderse como la distribución asimétrica en 

torno a dos superficies. La primera superficie será aquella que se encuentra en contacto 

con el exterior o con el lumen de un órgano y se llamará apical. La segunda superficie será 

aquella que se encuentra en contacto con las células vecinas y con la lámina basal y se 

llamará basal [9], tal como se muestra en la figura 1-1A. Este tipo de polaridad le permite 

a la célula utilizar proteínas de membrana para transducir señales desde el exterior hacia 

el interior de la célula, y cumplir procesos de alta envergadura celular como lo son la 

división asimétrica, muy común en células madre y en la cual Par3, Par6 y la proteína 

quinasa C atípica (aPKC)  juegan un papel clave en la distribución de los determinantes 

del destino celular y en la alineación del polo del huso acromático, necesario para la 

segregación de estos determinantes entre las células hijas; los defectos en esta 

distribución pueden resultar en tumores de células madre y algunas otras complicaciones 

[11]. 
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Figura 1-1 Esquema de la polaridad en células epiteliales 
Orientación de la polaridad celular apical-basal (A) y planar (B) con formación de complejos 

(C) al interactuar dos receptores Fmi de manera intercelular.  

 

Por otro lado, la polaridad celular planar (PCP) se refiere a distribución asimétrica a lo largo 

del eje perpendicular en el plano de la lámina epitelial, tal como se muestra en la figura 1-

1B.  Su principal función es la comunicación entre células vecinas laterales permitiendo 

cumplir funciones principalmente relacionadas con movilidad y migración [12].  Así mismo, 

estudios realizados en modelos como Drosophila evidencian que la asimetría que genera 

los efectos de polarización está regida principalmente por la conformación de los complejos 

Fmi-Fz-Dsh-Dgo y Fmi-Vang-Pk[2] tal como se muestra en la figura 1-1C. La PCP se activa 

mediante la transducción de señales que generan dichos complejos, dándose la activación 

de la vía de señalización Wnt mediada por calcio en donde intervienen proteínas como 

Frizzled (Fz), Flamingo (Fmi/CELSR en vertebrados), Van Gogh (Vang/Vangl en 

vertebrados), Dishevelled (Dsh/Dvl en mamíferos), Prickle (Pk) y Diego (Dgo/Inversina o 

Diversina en vertebrados) [10]. 
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Es importante mencionar que a pesar que estas definiciones están basadas en células 

epiteliales, los mecanismos e interacciones moleculares que se han identificado, pueden 

estar regulando la polaridad en células no epiteliales [2]. 

 

También es importante resaltar que se ha mostrado una fuerte correlación entre la 

regulación al alza de los componentes de la PCP, incluidos varios ligandos de Wnt, y 

diagnósticos desfavorables de pacientes con cáncer de colon y recto o con carcinoma 

hepatocelular, entre otros [13]. Sin embargo, realizar esta asociación directa no es tarea 

sencilla, ya que también se ha descrito una función supresora de tumores asociada a 

dichos componentes en otros tipos de cáncer como es el caso del carcinoma tiroideo y los 

carcinomas ductal y lobular de seno [13]. En este orden de ideas, el estudio de las vías de 

señalización asociadas no puede ser generalizado, por el contrario, es necesario 

establecer el impacto de la vía de señalización para un tipo de cáncer en particular.  

1.2 Vía de señalización Wnt 

La vía de señalización Wnt está altamente conservada en eucariotas y es una de las vías 

de señalización más importantes tanto en el desarrollo embrionario y de tejidos. Además 

de esto, se ha correlacionado con el establecimiento de muchas enfermedades [14]. Es 

por esto que las señales de la vía Wnt son consideradas pleiotrópicas, con efectos como 

la estimulación mitogénica, la especificación del destino celular y la diferenciación [15].  

La vía de señalización Wnt canónica controla la estabilidad de la proteína β-catenina. En 

la ausencia de ligando Wnt, el complejo de degradación formado por las proteínas Axina, 

APC, GSK-3 y CK-1 promueve la degradación de β-catenina. Cuando los ligandos Wnt se 

acoplan a un receptor como Frizzled, Axina y el complejo GSK-3 se reclutan con 

Disheveled, que interrumpe el complejo de degradación y estabiliza la β-catenina. Luego, 

la β-catenina se transloca al núcleo, donde interactúa con los miembros de la familia del 

factor de transcripción de células T (TCF) para regular la expresión génica [16], tal como 

se muestra en la figura 1-2. 
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Figura 1-2 Activación de la vía de señalización Wnt canónica 

 

Por otro lado, las vías de señalización Wnt no canónicas son denominadas como aquellas 

que son activadas por los ligandos Wnt pero son independientes de β-catenina. Entre estas 

vías no canónicas la mejor caracterizada es la vía de la PCP. En esta señalización, los 

receptores Fz activan una cascada que involucra a las pequeñas GTPasas RAC1 y RHOA 

y la quinasa N-terminal c-Jun (JNK) como efectores que controlan los reordenamientos en 

el citoesqueleto y la expresión génica [17], tal como se esquematiza en la figura 1-3. 

Otra vía independiente de la β-catenina es la vía Wnt dependiente de calcio (Wnt-Ca2+). 

En este caso, los ligandos Wnt desencadenan la activación mediada por Fz de proteínas 

G heterotriméricas, que a su vez activan la fosfolipasa C (PLC). Finalmente, PLC 

desencadena la liberación de Ca2+ de las reservas intracelulares y la activación de los 

efectores que regulan la transcripción de los genes que controlan el destino y la migración 

celular [17].  
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Figura 1-3 Activación de las vías de señalización Wnt no canónicas 

1.3 Cadherinas y polaridad celular  

La polaridad celular, a pesar de ser un fenómeno que involucra la interacción de varias 

biomoléculas, algunas de ellas tienen efectos con mayor impacto biológico, como es el 

caso de las moléculas de adhesión, entre ellas las cadherinas. Estas biomoléculas, son 

una superfamilia de proteínas que se encuentran desde organismos unicelulares hasta 

mamíferos, en donde participan en procesos morfogénicos como separación de células 

embrionarias, formación de sinapsis, movilidad y especificidad en el sistema nervioso 

central, mecano transducción de señales celulares y homeostasis física de tejidos maduros 

[18]. Esta superfamilia comparte como característica común la presencia de dominios 

extracelulares de cadherina, los cuales permiten clasificarlas en la familia de cadherinas 

clásicas, una familia de protocadherinas y una familia de cadherinas relacionadas [19]. 

Las cadherinas son proteínas de membrana que dependen de calcio [20] y al ser una de 

las principales moléculas para la adhesión, se han asociado fuertemente a procesos 

cancerosos, con un papel importante en la señalización y la homeostasis de la formación 

de tumores sólidos [21]. Además, se ha visto que la perdida de la adhesión mediada por 

cadherinas contribuye de forma significativa con el establecimiento y la metástasis del 

cáncer [22]. Este es el caso de la E-cadherina, considerada como supresor del crecimiento 

y la invasión en células cancerosas [23]. 
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Las funciones de adhesión de las cadherinas, han permitido plantear de manera relevante 

los mecanismos de interacción célula-célula, área que se conoce hoy en día como 

conectómica, y que ha permitido establecer que dichos mecanismos de conexión entre 

cadherinas, resultan distintos dependiendo el tejido en el que se presentan, la abundancia 

a nivel de proteína, situaciones de estrés o condiciones de enfermedad [24]. 

1.4 CELSR  

CELSR, son un subgrupo especial de cadherinas que poseen una estructura de receptor 

acoplado a proteína G (GPCR) en su región transmembranal. Razón por la cual también 

se denominan un tipo especial de GPCR de adhesión. Sin embargo, a pesar de poseer 

dominios de cadherina, estos receptores no tienen interacción directa con las cateninas 

como lo hacen las cadherinas clásicas y por lo general exhiben una adhesión más débil 

[25].  

Estructuralmente, estas cadherinas poseen un ectodominio de aproximadamente 2700 

aminoácidos con 9 repeticiones de dominios cadherina en el extremo N-terminal, varios 

dominios similares al factor de crecimiento epidermal (EGF), repeticiones de laminina tipo 

G, un sitio proteolítico de receptor acoplado a proteína G que se encuentra incrustado en 

un dominio de auto proteólisis inducida de GPCR (GAIN), una región de siete pasos 

transmembranales y una cola citoplasmática poco conservada entre los miembros de la 

sub familia [3], tal como se muestra en la figura 1-4.  
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Figura 1-4 Estructura general de los CELSR 

 

Las proteínas colocalizadas con receptores como Vangl y Frizzled parecen estar regulando 

la polaridad celular epitelial por interacción célula - célula mediante interacciones 

homofílicas [26] tal como se muestra en la figura 1-5. Además, dichas interacciones pueden 

generar un aumento en la liberación de calcio por la activación de la vía de señalización 

Wnt no canónica.  

 

 

Figura 1-5 Interacción homofílica entre CELSR y colocalización con Frizzled y Vangl 
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Vale la pena mencionar que los genes CELSR en mamíferos, se caracterizan por sus 

patrones complementarios de expresión en sistemas de tejidos y órganos en desarrollo, 

tal como se ve en el desarrollo del sistema nervioso, en el que se expresan los tres genes 

CELSR. En la médula espinal en desarrollo, por ejemplo, la familia CELSR parece 

expresarse de manera secuencial, reflejando roles individuales en diferentes 

compartimientos neurales [27]. 

 

Las cadherinas CELSR1, CELSR2 y CELSR3 se identificaron inicialmente en ratones. Sin 

embargo, la mayoría de sus estudios se han realizado en Drosophila, permitiendo la 

asociación de estas biomoléculas en distintos procesos biológicos como en el desarrollo y 

la organización de cilios, formación del epéndimo, movilidad y migración neuronal [3]. Es 

importante mencionar, que estos procesos biológicos se relacionan fuertemente con la 

polaridad celular en dónde la vía de polaridad celular planar Wnt (Wnt/PCP) se presenta 

como una de las más relevantes.   

 

Puntualmente, CELSR1 modula la polarización en células epiteliales y se ha visto en 

problemas de fertilidad de ratones, en el desarrollo del tubo neural [3]. CELSR2, a 

comparación de los otros miembros de su subfamilia, ha sido una proteína poco estudiada. 

Sin embargo, las alteraciones de los genes que la producen han sido reportados en casos 

de insuficiencias cardiacas [28], síndrome de Joubert [29] y escoliosis idiopática [30]. 

CELSR3 ha sido implicada en la formación de redes neuronales, así como en la 

estructuración dendrítica y en el desarrollo del tejido cerebral, tanto en modelos murinos 

como en moscas [3]. 

 

Estas moléculas han sido estudiadas en cerebro, ojo, páncreas, testículos, y pulmones [31] 

y en su mayoría han involucrado fenómenos de polaridad y vías de señalización asociadas. 

Sin embargo, los estudios en tejido hematopoyético son aún emergentes como es el caso 

de la identificación de CELSR1 y la activación de la vía Wnt no canónica en células de 

leucemia linfoide crónica tipo B [32]. 

 

Además de la presencia de las CELSR en procesos relacionados con polaridad, se ha visto 

que de igual manera que sucede con los genes de otras cadherinas en cáncer, los genes 

de CELSR se encuentran altamente mutados [4], por lo que la expresión de estas 
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proteínas, al igual que la interacción con sus proteínas efectoras, podrían estar 

desempeñando un papel importante en el desarrollo y la progresión de la enfermedad [33].  

 

1.5 Cáncer de seno y polaridad celular planar 

 

El cáncer de seno es una enfermedad con características heterogéneas cuyo origen no es 

claro [34]. A nivel mundial es el segundo tipo de cáncer con mayor incidencia y el primero 

en Colombia. Se estima que más de 2 millones de personas presentan la enfermedad a 

nivel mundial, de los cuales cerca de 13.000 se encuentran en Colombia [5].  

Una de las características principales del tejido canceroso, es la capacidad que tienen las 

células de dicho tejido para invadir tejidos circundantes, activando mecanismos de 

polaridad que facilitan la migración y microambientes propicios para su eventual 

establecimiento [7]. En cáncer de seno, los estudios relacionados con la polaridad celular 

se han enfocado principalmente en los mecanismos de polaridad apical-basal debido al 

papel fundamental que cumple en los procesos de proliferación celular y organización de 

las láminas epiteliales en los tejidos mamarios [7, 8]. Sin embargo, se ha visto que los 

mecanismos inducidos por polaridad celular planar son fundamentales para la migración e 

invasión de las células del tejido mamario canceroso y contribuyen de manera significativa 

con el desarrollo de la metástasis [35].  

Uno de los ligandos que contribuye de manera significativa con el desarrollo de la vía de 

señalización Wnt/PCP es Wnt5a, el cual se ha caracterizado como promotor de 

mecanismos de migración asociada a polaridad celular [36]. En cáncer de seno, Wnt5a 

tiene diferentes roles y su papel no es del todo claro ya que bajo diferentes contextos 

podría estar favoreciendo o dificultando la activación de procesos de migración, invasión, 

proliferación, entre otros [37]. Sin embargo, varios estudios muestran la relevancia de la 

activación de mecanismos de migración inducidos por Wnt5a en líneas celulares de cáncer 

de seno como MCF-7 y MDA-MB-231 [38, 39]. 





 

 
 

2. Objetivos  

2.1 Objetivo general 

Identificar la expresión de CELSR 1, 2 y 3 en líneas celulares de cáncer y establecer su 

posible relación en procesos de polaridad celular. 

2.2 Objetivos específicos 

Identificar la presencia de los transcritos de CELSR 1, 2 y 3 en líneas celulares de cáncer. 

Silenciar los genes de CELSR 1, 2 o 3 en una línea celular de cáncer de seno. 

Establecer si la migración de las células cancerosas es dependiente de la presencia de 

CELSR. 

Analizar el efecto del silenciamiento de CELSR sobre la proliferación de una línea celular 

de cáncer. 

 

 





 

 
 

3. Metodología 

3.1 Cultivo de líneas celulares 

Línea celular de cáncer de seno  

El cultivo de la línea celular de cáncer de seno MCF-7 (ATCC® HTB-22™) se inició 

sometiendo el criovial a una temperatura de 37°C, el contenido se depositó en un tubo con 

10 mL de medio RPMI 1640 (Gibco®- Thermo Fisher Scientific) a 37°C, se dejó 

descongelar completamente el contenido del criovial, se agitó suavemente y se centrifugó 

a 300 xg por 5 min. El sobrenadante se descartó y el pellet se suspendió en 5 mL de medio 

de mantenimiento compuesto de RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino (SFB). Las 

células suspendidas se sembraron en una caja de cultivo T-25, dejando en incubación por 

48 horas a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente, se realizaron cambios de medio cada 48 

horas y se monitorearon hasta alcanzar una confluencia del 80%.  

 

Al alcanzar esta confluencia se retiró el medio de cultivo y se despegó la monocapa de 

células utilizando 1 mL de una solución de tripsina-EDTA 0.25% durante 2 minutos a 37°C. 

Posteriormente se diluyó con medio de mantenimiento y se centrifugó a 300 xg por 5 min. 

Se descartó el sobrenadante y el pellet se suspendió en medio RPMI 1640 con SFB 10% 

y el contenido se llevó a una caja T-75 dejando en incubación a 37°C y 5% de CO2. Este 

mismo proceso se utilizó para realizar el pasaje de las células y el montaje de los 

experimentos. 

 

Líneas celulares de leucemia  

Las líneas celulares CCRF-CEM (ATCC® CCL-119™) y Jurkat (ATCC® TIB-152™) se 

descongelaron sometiendo el criovial a una temperatura de 37°C permitiendo que el hielo 

interior se desprenda, posteriormente el contenido se depositó en un tubo con 10 mL de 

medio RPMI 1640 (Gibco®- Thermo Fisher Scientific) a 37°C, se dejó descongelar 

completamente el contenido del criovial, se agitó suavemente  y se centrifugó a 300 xg por 
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5 min. El sobrenadante se descartó y el pellet se suspendido en 5 mL de medio de cultivo 

RPMI 1640 con 20% de suero fetal bovino (SFB). Las células suspendidas se sembraron 

en una caja de cultivo T-25 dispuesta de manera vertical para el crecimiento del cultivo en 

suspensión, dejando en incubación por 48 horas a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente, se 

realizaron adiciones de 2 mL medio, esta vez utilizando medio de mantenimiento cada 48 

horas.  

 

El monitoreo de la cantidad de células se realizó por conteo en cámara de Neubauer 

utilizando el método de exclusión por azul de tripán [40]. 

 

3.2 Extracción de linfocitos de sangre periférica  

Se tomaron 3 mL de sangre periférica de donante sano y se diluyeron 1:1 con una solución 

de NaCl 0.90%. Esta solución se colocó sobre 3 mL de Percoll 1.077 g/mL y se centrifugó 

a 800xg por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se tomaron las células de la 

interfaz y se diluyeron 1:1 con la solución salina. Con el fin de enriquecer la fracción de 

linfocitos se depositó la suspensión de células sobre un gradiente continuo de Percoll, 

previamente formado por centrifugación, y se centrifugó nuevamente a 300xg por 20 min. 

Luego se tomaron las células de la interfaz generada y se lavaron 2 veces solución salina. 

Finalmente, se centrifugó a 250 xg por 5 min para utilizar el pellet en la extracción de RNA. 

3.3 Determinación de la presencia de CELSR en líneas 
celulares  

3.3.1 Extracción de RNA  

La extracción del RNA se realizó utilizando el reactivo TRIzol® (Thermo Fisher Scientific). 

Se tomó un pellet de 1x107 células y se mezcló con 1 mL del reactivo homogenizando por 

agitación. Posteriormente, se adicionaron 200µL de cloroformo, se homogenizó y se 

centrifugó a 12000xg por 15 minutos a 4°C.  Se separó la fase acuosa en un nuevo tubo 

de 1.5 mL y se precipitó el RNA con 500 µL de isopropanol. Se centrifugó por 10 minutos 

a 12000xg a 4°C. El sobrenadante se retiró y el pellet se lavó con 1 mL de etanol al 75%. 

Se centrifugó a 7500xg por 5 min a 4°C y el pellet resultante, que contiene el RNA, se 
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disolvió en agua libre de RNAsas y se cuantificó por espectrofotometría a 260 nm. Se midió 

la relación de absorbancia 260/280 nm como indicativo de pureza. 

3.3.2 Transcripción reversa  

El cDNA se obtuvo por transcripción reversa de 5 μg de RNA por acción de la enzima 

SuperScript IV (Thermo Fisher Scientific) utilizando hexámeros aleatorios en concentración 

de 2.5 µM. El programa de amplificación se realizó según las especificaciones del 

fabricante. 

3.3.3 Diseño de primers  

Los primers se diseñaron con la herramienta primer BLAST [41] dirigidos a los genes de 

CELSR1 (Gene ID: 9620), CELSR2 (Gene ID: 1952) y CELSR3 (Gene ID: 1951). Para la 

escogencia de los mejores primers se tuvo en cuenta un rango de temperaturas de 55 a 

63°C, un %GC de 40 a 60% y un tamaño de amplicón inferior a 150 bp. Las secuencias se 

evaluaron con la herramienta Sequence Manipulation Suit [42] con el fin de evitar 

secuencias con auto-anillamiento o formación de estructuras secundarias.  En la tabla 3-1 

se muestran las secuencias de los primers   

 

Gen Secuencia del primer (5’ → 3’) 

CELSR1 Forward primer ATTTGTACTTCTGCGGTGCT 

Reverse primer GTCCGTAAACCGTCCCTTC        

CELSR2 Forward primer CCCTTAGGCTACCTGGTTCT 

Reverse primer TGTGCCATTGTTGATGGTGA 

CELSR3 Forward primer GGACTACAAGCAGGAACGCT 

Reverse primer TTTGAAAGACCGGCCGATGA 

Tabla 3-1 Primers diseñados para determinar la expresión de transcritos de CELSR 

3.3.4 Ensayos de expresión génica  

Con el cDNA sintetizado se procedió a realizar la amplificación de los genes de CELSR 1, 

2 y 3. En la optimización de las condiciones, se evaluaron las temperaturas de anillamiento 

para cada pareja de primers, obteniendo como resultado las temperaturas mostradas en 
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la tabla 3-2.  Posteriormente, se evaluaron las eficiencias para cada ensayo mediante 

diluciones seriadas de la muestra de cDNA (ver anexo A). 

Gen Temperatura de 

anillamiento (°C) 

CELSR1 
61.0 

CELSR2 
57.0 

CELSR3 
58.0 

Tabla 3-2 Temperatura de anillamiento para los primers de CELSR 

 

Los ensayos se realizaron por triplicado a partir del material de las líneas celulares 

utilizando una dilución del cDNA 1:5 en un volumen de reacción de 3μL. Con las 

condiciones optimizadas se procedió a realizar cuantificación relativa de la expresión 

génica por el método de Pfaffl [43], utilizando para la normalización el valor de la media 

geométrica de los Cq de los genes de referencia 18S (NCBI Reference: NR_145820.1) y 

β-actina (Gene ID:60).  Los datos en graficas se muestran como expresión relativa a los 

genes de referencia y barras de desviación estándar. 

3.3.5 Silenciamiento de los genes de CELSR en una línea celular 
de cáncer de seno  

Se sembraron 1x104 células/pozo de la línea celular MCF-7 en placas de 24 pozos con 

medio de mantenimiento, dejando en incubación a 37°C y 5% de CO2 durante 24 horas.  

Se realizó cambio de medio, y la infección de las células en una mezcla de Polybrene 

(Santa Cruz Biotechnology, sc-134220) en concentración final de 7µg/mL y partículas 

lentivirales con MOI=1 (Santa Cruz Biotechnology, sc-60349-V, sc-60351-V y sc-60353-V) 

con el fin de silenciar simultáneamente los genes de CELSR1 CELSR2 y CELSR3 por 

medio de shRNA. Como control de silenciamiento especifico se realizó la infección con un 

shRNA con secuencia aleatoria.  Adicionalmente se dejó un pozo sin tratamiento.  

 

Se retiraron las partículas lentivirales 24 horas después, y se colocó nuevamente medio 

RPMI 1640 y SFB 10%, dejando en incubación durante 48 horas a 37°C y 5% de CO2. La 

selección se realizó adicionando puromicina en concentración de 4 ug/mL al medio de 

cultivo durante los días posteriores. Una vez alcanzada la confluencia en el pozo, las 
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células sembradas en una caja T-25 para su crecimiento.  El pozo sin tratamiento se usó 

como control de la selección. 

3.4 Ensayos funcionales  

3.4.1 Ensayo de migración celular 

El cultivo estable de células MCF-7, la línea de control (MCF-7-SC) y la línea silenciada de 

CELSR (MCF-7-CELSR) se incubaron en ausencia de SFB, utilizando medio RPMI 1640 

con BSA al 2% durante 18 horas. Posteriormente, se sembraron 1x105 células en los 

insertos de una placa de 24 pozos con tamaño de poro de 8µm en medio suplementado 

con BSA al 2% en el inserto superior. En el inserto inferior se sembraron las condiciones 

de estímulo: medio de mantenimiento con SFB 10%, (Wnt5a 100 ng/mL), o los dos 

estímulos al tiempo. Después de 24 horas se retiraron los insertos, se fijaron las células 

con paraformaldehído al 4% durante 30 minutos. Se realizó una tinción con Hoechst 33342 

(Thermo Fisher Scientific) en concentración 0.1 μg/mL durante 30 minutos y se realizaron 

3 lavados con PBS. Las imágenes se registraron por microscopía de fluorescencia en el 

microscopio EVOS M5000 (Thermo Fisher Scientific), tomando fotografías de 4 campos en 

cada pozo. El conteo de núcleos se realizó utilizando el programa ImageJ-Fiji [44]. Los 

datos se muestran en gráficos de barras expresando la tasa de migración utilizando la 

condición sin estímulo (Medio RPMI con BSA al 2%) de cada tratamiento como 

normalizador. La desviación estándar se calculó a partir de la propagación de las 

desviaciones estándar de los conteos de la respectiva condición de estímulo y el 

normalizador. 

3.4.2 Ensayo de actividad metabólica  

Se sembraron 5x103 células/pozo en placas de 96 pozos colocando de cada uno de los 

modelos celulares (MCF-7, MCF-7-SC y MCF-7-CELSR) y se permitió la adhesión. Luego, 

se dejaron en medio RPMI con BSA 2% durante 18 horas a 37°C y 5% de CO2.  

Posteriormente, se remplazó el medio utilizando las mismas condiciones de estímulo que 

en el ensayo de migración, dejando en incubación por 24 horas. Luego, se incubo en medio 

RPMI con reactivo MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] 

(Sigma-Aldrich) a 0.5 ug/mL por 3 horas, permitiendo la formación de cristales de formazán 
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que se disolvieron con dimetilsulfóxido (DMSO), por incubación en oscuridad y agitación 

por 20 minutos.  Se leyó la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm.    

 

Los ensayos se montaron por triplicado técnico y los datos obtenidos se muestran en 

gráficos de barras expresando la actividad metabólica relativa utilizando la absorbancia de 

la condición sin estímulos de cada tratamiento como normalizador. La desviación estándar 

se calculó como la suma cuadrática de las desviaciones estándar de cada medición con la 

de su respectivo normalizador. Se realizó una prueba ANOVA de dos vías para evaluar las 

diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos. 

3.4.3 Ensayo de proliferación 

De la misma manera que en el ensayo de actividad metabólica, se sembraron 5x103 

células/pozo en placas de 96 pozos, de cada una de las líneas (MCF-7, MCF-7-SC y MCF-

7-CELSR) y se permitió la adhesión. Se dejaron en medio RPMI con BSA 2%. Luego de 

18 horas, se remplazó el medio utilizando las mismas condiciones de estímulo que en el 

ensayo de migración (medio de mantenimiento con SFB 10%, Wnt5a, o los dos estímulos 

al tiempo), incubando por 24 horas. Posteriormente, se realizó la tinción con Hoechst 

33342 (Thermo Fisher Scientific) en concentración 0.1 μg/mL durante 30 minutos y se 

realizaron 3 lavados con PBS. Las imágenes se registraron por microscopía de 

fluorescencia en el microscopio EVOS M5000 (Thermo Fisher Scientific), tomando 

fotografías de 4 campos en cada pozo. El conteo de núcleos se realizó utilizando el 

programa ImageJ-Fiji [44]. 

3.4.4 Cuantificación de diacilglicerol (DAG) 

Para determinar la cantidad de diacilglicerol que se genera con los estímulos utilizados se 

utilizó el kit Diacylglycerol ELISA (Aviva systems biology). Para esto se tomó un cultivo 

celular en monocapa de cada una de las líneas (MCF-7, MCF-7-SC y MCF-7-CELSR) en 

placas de 6 pozos dejando en incubación durante 18 horas en 2 mL de medio RPMI con 

BSA 2%.  

 

Se tomaron 300 µL de los sobrenadantes de cada tratamiento (Basal, Wnt5a, SFB 10% y 

SFB10%+Wnt5a). Para las muestras que contenían suero fetal bovino, se diluyeron para 

ajustar la concentración a 1 µg/mL. 
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Las células se lisaron por raspado de cada uno de los pozos con PBS en frio y 

posteriormente se llevaron a ultrasonido por 10 min. Posteriormente, se realizó la 

cuantificación de los lisados y se diluyó para obtener una concentración de 1 µg/mL de 

cada muestra. Para realizar el ensayo, los sobrenadantes se utilizaron en dilución 1:2 y los 

lisados de las células en dilución 1:3.  

 

Se realizó la dilución seriada del estándar de DAG y se colocaron 50µL de muestra por 

pozo, de la curva de diluciones y de las muestras a analizar, y 50 µL del reactivo 

Diacilglicerol-Biotin complex 1X (complejo de diacilglicerol biotinilado). Luego de 60 

minutos de incubación a 37°C, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con el buffer de 

lavado (T-TBS).  Posteriormente, se tomaron 100µL del conjugado Avidina-HRP y se 

incubó por 45 minutos a 37°C. Se hicieron nuevamente 3 lavados de 10 minutos con buffer 

de lavado, se adicionó 90µL del sustrato TBM y se dejó en incubación por 30 minutos a 

37°C en oscuridad. Por último, se detuvo la reacción con el reactivo stop solution 1X (HCl 

1M) y se leyó la absorbancia a 450 nm. Los ensayos se realizaron por duplicado y la 

cantidad de DAG se determinó por interpolación en la curva de calibración. Los resultados 

se muestran en gráficos de barras con la desviación estándar asociada a la interpolación 

con la curva de calibración. Las diferencias significativas se determinaron con una prueba 

ANOVA de dos vías con un valor p<0.001.





 

 
 

4. Resultados y discusión 

Con la evaluación de la expresión de los transcritos de CELSR se buscó analizar la 

relevancia de estos receptores en la migración asociada a la activación de la vía Wnt no 

canónica, asociada con polaridad celular, permitiendo identificar si otros ensayos 

funcionales como la actividad metabólica y la proliferación celular se ven afectados por la 

disminución de estos receptores. 

4.1 Expresión de CELSR en las líneas celulares 

Mediante qPCR se observó la expresión de los transcritos de CELSR1, 2 y 3 en la línea 

celular de cáncer de seno MCF-7, en las líneas celulares de leucemia linfoide aguda Jurkat 

y CCRF-CEM, y en los linfocitos extraídos de sangre periférica (Figura 4-1). En todas las 

líneas celulares analizadas, fue posible identificar la presencia de los transcritos de 

CELSR. Se observa que la expresión de los transcritos en la línea celular MCF-7 supera 

la expresión de los genes en las líneas celulares de leucemia.  En los tres genes esta 

expresión no supera el 2% de la expresión en la célula de tipo epitelial. Adicionalmente, es 

posible observar que la presencia de dichos transcritos es significativamente menor en una 

línea no tumoral como son los linfocitos extraídos de sangre periférica ya que se presenta 

una expresión inferior al 10% al compararse con las líneas celulares de leucemia.  

Al comparar la expresión entre genes, CELSR2 tiene mayor expresión relativa que los 

transcritos de los otros 2 genes, siendo 10 veces mayor que la expresión de CELSR3 y 

100 veces mayor que la expresión de CELSR1 tanto para la línea MCF-7 como para las 

líneas celulares leucémicas.  
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Figura 4-1 Expresión génica de CELSR 1, 2 y 3 en líneas celulares 
Expresión de CELSR relativa a la expresión de los genes de referencia 18S y β-actina 
medida en la línea celular epitelial de cáncer de seno MCF-7, en linfocitos extraídos de 
sangre periférica y en las líneas celulares de leucemia linfoide aguda Jurkat y CCRF-CEM. 

 

La información sobre la expresión y funciones asociadas de las CELSR es escasa. Esto 

puede ser resultado de la complejidad estructural del receptor, ya que no se conoce una 

estructura completa proveniente de la cristalización del receptor, tan solo se conocen 

estructuras de fragmentos del ectodominio N-terminal [3]. Adicionalmente, no se conocen 

proteínas G asociadas aunque tiene los dominios transmembranales de un receptor 

acoplado a proteína G y no hay descripción de auto-proteólisis a pesar de tener un dominio 

característico de esta función [3, 31]. Lo anterior puede ser consecuencia de la dificultad 

de cristalizar receptores acoplados a proteína G y los complejos que pueden formar este 

tipo de receptores [42, 43]. Por estas razones, como primera aproximación, se buscó 

establecer la presencia de los transcritos por qPCR en modelos celulares con 

características de adhesión diferentes como lo son MCF-7, cuyo crecimiento es en 

monocapa, y las células de leucemia Jurkat y CCRF-CEM cuyo crecimiento es en 

suspensión.  
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La expresión de los transcritos de CELSR 1, 2 y 3 en las líneas celulares de cáncer 

analizadas, fue mayor en la línea MCF-7. Es de esperarse que las líneas celulares 

epiteliales, posean una alta expresión de moléculas de adhesión debido a la necesidad de 

generar interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular, como se ha visto en la 

expresión de cadherinas en células epiteliales. No obstante, no se puede descartar el papel 

de la expresión de estas moléculas en el tejido hematopoyético, ya que, bajo diversas 

condiciones, las moléculas de adhesión pueden sobre expresarse para cumplir funciones 

como la sinapsis inmunológica o la división asimétrica.  

Anteriormente, se reportó la presencia de los transcritos en las células MCF-7 y Jurkat 

cuyos resultados se encuentran reportados en las bases de datos del European 

Bioinformatics Institute – EBI [47]. Sin embargo, estos datos se adquirieron por estudios 

de transcriptómica por RNA-seq, y debido a la diferencia en la sensibilidad que se presenta 

frente a la qPCR se hizo necesario realizar ensayos que permitieran identificar los 

transcritos por esta técnica.   

El estudio del EBI, muestra que en la línea celular MCF-7 se presenta una expresión 

caracterizada de 41 Transcritos Por Millón (TPM) para CELSR1, 181 TPM para CELSR2 y 

5 TPM para CELSR3. Por otro lado, la expresión para los genes de CELSR 1, 2 y 3 en las 

células de Jurkat es de 5, 26 y 15 TPM para cada uno de los genes respectivamente. En 

este reporte no se incluye la línea celular CCRF-CEM y a la fecha no hay evidencia 

reportada de la presencia de estos transcritos en esta línea celular. Este trabajo muestra 

la presencia de los 3 transcritos en esta línea celular.   

Se encontró que la proporción de CELSR2 fue mayoritaria en las líneas celulares 

analizadas en este estudio. A pesar de no contar con un estándar que permitiera la 

cuantificación absoluta de los transcritos, se puede asumir que la proporción de la 

expresión de los transcritos de las isoformas en cada línea celular es concordante con los 

datos de la base de datos del EBI y a pesar de tener una sensibilidad menor, es posible 

evidenciar la presencia de los transcritos por qPCR.  

Se realizó el análisis de la expresión de estas cadherinas en linfocitos extraídos de sangre 

periférica mostrando una expresión inferior a las presentadas por las líneas celulares de 

cáncer. Esto podría sugerir una posible sobre expresión de los transcritos de CELSR que 
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contribuiría a los procesos de malignización tal como se ha descrito para la N-cadherina 

en algunos tipos de tejido epitelial [21], [23]. 

 

4.2 Silenciamiento génico para CELSR 1, 2 y 3 

 

Con el fin de generar un modelo celular que permitiera observar respuestas a los estímulos, 

en función de la expresión de CELSR y teniendo en cuenta que la expresión de los 

transcritos de CELSR fue mayor en las células de cáncer de seno MCF-7, se silenciaron 

dichos genes en esta línea celular utilizando shRNA con partículas lentivirales (MCF-7-

CELSR), obteniendo una expresión de los transcritos disminuida en más de un 80% para 

los genes de CELSR2 y CELSR3 con respecto al control, tal como se muestra en la figura 

4-2. Vale la pena mencionar que el silenciamiento mediante partículas lentivirales que 

expresan shRNA, permite una integración al genoma más eficiente que otros métodos de 

silenciamiento con iRNA, generando así silenciamientos estables y duraderos en las líneas 

celulares objetivo [45-47]. 
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Figura 4-2 Expresión de los genes de CELSR 1, 2 y 3 en MCF-7 en respuesta al 
silenciamiento 
MCF-7: Línea celular sin silenciamiento. MCF-7-SC: Línea celular con transducción de 

secuencia aleatoria. MCF-7-CELSR: Línea celular silenciada para los genes de CELSR1, 

CELSR2 y CELSR3 simultáneamente. Mediante qPCR se midió la expresión de los genes 

CELSR1 CELSR2 y CELSR3 utilizando como genes de referencia β-actina y 18S. Las 
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diferencias significativas con respecto al comportamiento de la línea basal se muestran 

con un asterisco * p<0.05 

 

Resulta interesante que la expresión de CELSR1 se encuentra disminuido en la línea 

celular objetivo, pero también en la línea celular transfectada con la secuencia aleatoria 

(MCF-7-SC). Este resultado puede ser debido al procedimiento utilizado para el 

silenciamiento de los genes ya que a pesar de tener una buena eficiencia de 

silenciamiento, el silenciamiento con vectores lentivirales puede dar origen a 

silenciamientos inespecíficos o respuestas  celulares variadas causadas por la interacción 

con reguladores de la expresión como lo son los miRNA [45, 47]. Valdría la pena analizar 

en estudios posteriores la causa y la consecuencia de la disminución de este receptor en 

este tipo de metodologías.  

 

4.3 Ensayos funcionales  

4.3.1 Ensayo de migración celular  

La migración celular determinada por ensayo en la cámara de Boyden se aumentó en 

respuesta al suero fetal bovino al 10% y la combinación de este estímulo con Wnt5a, con 

respecto a las condiciones basales (Figura 4-3).  

 

La línea celular MCF-7 respondió al estímulo de SFB generando un aumento en el índice 

de migración (30 veces) que se potencia en presencia de Wnt5a (50 ± 10 veces).  Se 

observó que la activación dada por el estímulo Wnt5a depende de la presencia de SFB; 

en ausencia de él, las células no presentan una diferencia significativa en la tasa de 

migración al compararse con la condición basal (16±4 células).  Este comportamiento se 

mantuvo al utilizar la línea de control de silenciamiento (MCF-7-SC) pero no en la línea 

silenciada en los genes CELSR (MCF-7), en donde se evidencia una disminución de la 

tasa de migración al compararse con las líneas control y en donde no se presenta una 

migración estadísticamente diferencial entre el estímulo con SFB 10% y SFB10%+Wnt5a. 
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Figura 4-3 Efecto del silenciamiento de CELSR 1,2 y 3 en la migración celular de 
MCF-7  
A. Imagen representativa de los campos utilizados para el conteo de núcleos en el ensayo 
de migración en la cámara de Boyden. B. Tasa de migración de la línea celular al estimular 
durante 24 horas. MCF-7: Línea celular sin silenciamiento. MCF-7-SC: Línea celular 
control con shRNA aleatorio. MCF-7-CELSR: Línea celular silenciada para los genes de 
CELSR1, CELSR2 y CELSR3 simultáneamente. Las letras en el gráfico indican las 
diferencias significativas a p<0.05: a. condición de estímulo vs su respectiva condición 
basal, b. condición de estímulo con SFB 10%+Wnt5a vs la condición de estímulo con SFB 
10%, c. condición de estímulo vs la misma condición de estímulo en la línea celular sin 
silenciamiento  
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La migración celular es un proceso fundamentalmente polarizado, principalmente en 

células cancerosas con el fin de buscar un microambiente propicio para establecimiento 

del nicho tumoral [12, 48]. Estos procesos de migración se ven mediados principalmente 

por pequeñas GTPasas, las cuales son activadas por vías de señalización como la Wnt no 

canónica [36, 48]. 

 

La migración en las células de cáncer de seno MCF-7, muestra una dependencia de 

CELSR 2 y CELSR 3 para generar mecanismos de polaridad estimulados por la vía de 

señalización Wnt no canónica, a pesar de no tener interacción directa con Wnt5a, las 

CELSR podrían apoyar la estabilización de la señal producida por receptores activados 

directamente por este estimulo como lo son Vangl y Frizzled, tal como se ha reportado en 

modelos de Drosophila [2]. Esto se sugiere por la migración que resulta significativamente 

menor en las líneas silenciadas. En este análisis no es posible incluir el efecto de CELSR1, 

debido a que la línea control con el shRNA de secuencia aleatoria muestra una disminución 

en la expresión de este receptor y es posible que la expresión del receptor se vea afectada 

por otros factores como se describió en la sección 4.2. 

La sinergia que presenta el estímulo Wnt5a al acompañarse con suero fetal bovino en las 

células de MCF-7, puede  darse debido a la activación de otras vías de señalización que 

permiten cumplir procesos de migración que confluyen en mecanismos comunes con la 

vía de señalización Wnt no canónica principalmente por la activación de pequeñas 

GTPasas, como es el caso de la vía MAPK y Akt/mTORC1 [49, 50]. 

Estos resultados que indican que la migración activada por la vía de señalización Wnt no 

canónica de la línea celular MCF-7 se ve alterada por la disminución de las CELSR,  sería 

concordante con los estudios realizados en otros modelos biológicos como pez cebra [54] 

y ratón [55], en donde CELSR afectan la migración de células neuronales y epiteliales.  

Por otro lado, se esperaría que la disminución de la expresión de una cadherina 

contribuyera a los procesos de migración ya que se ha visto que la perdida de la adhesión 

mediada por cadherinas contribuye de forma significativa con el establecimiento y la 

metástasis del cáncer [22]. Este es el caso de la E-cadherina, considerada como supresor 

del crecimiento y la invasión en células cancerosas [23]. Sin embargo, el comportamiento 

que presentan las CELSR parece no seguir estos mismos patrones, ya que la disminución 
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del receptor genera un efecto de disminución de la migración, al alterar la estabilidad de la 

señal de Wnt5a para activar la vía Wnt no canónica. 

 

Resulta interesante que el tratamiento realizado con la secuencia aleatoria presenta una 

disminución en la expresión del receptor CELSR1. Sin embargo, esta alteración no 

representa un cambio significativo en los patrones de migración que presenta la línea 

tratada con la secuencia aleatoria al compararse con la línea sin tratamiento. Esto podría 

implicar que CELSR1 no estaría contribuyendo de manera significativa a la migración 

activada por Wnt5a. Estudios anteriores han mostrado que las CELSR tienen patrones de 

expresión complementarios durante el desarrollo embrionario, sugiriendo una mayor 

relevancia de CELSR1 durante etapas tempranas del desarrollo y cuya expresión 

disminuiría con la maduración del tejido, permitiendo que CELSR2 y CELSR3 se expresen 

mayoritariamente y suplan las funciones de regulación de la polaridad asociadas [27]. 

Teniendo en cuenta que la línea MCF-7 es una línea celular de cáncer que ya ha pasado 

por procesos de maduración, es posible que CELSR1 no presente un rol importante, razón 

por la cual su expresión es baja en comparación con las otras isoformas, tal como se 

muestra en los ensayos de expresión génica (Numeral 5.1). Es necesario realizar ensayos 

para la determinación de la relevancia de CELSR1 en tejidos cancerosos, preferiblemente 

con estadios de maduración diferentes, con el fin de elucidar el papel que este receptor 

pudiera estar cumpliendo. 

4.3.2 Ensayo de actividad metabólica  

Con el fin de verificar que la migración diferencial que presentan las células de la línea 

celular MCF-7 al silenciar las CELSR no se afectó por una alteración de la actividad 

metabólica celular, se realizó un ensayo de MTT empleando las mismas condiciones de 

estímulo que en el ensayo de migración.  Esto permitió observar que no existen diferencias 

significativas en la actividad metabólica relativa al compararse la línea silenciada, la línea 

sin silenciar y la línea silenciada con la secuencia aleatoria, cuando se estimula con Wnt5a 

o con SFB 10% tal como se muestra en la figura 4-4. 

 

Este ensayo permite determinar la viabilidad del cultivo celular por medio de la actividad 

mitocondrial que transforma el MTT [Bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio)] en un compuesto de formazan púrpura, utilizando las reductasas 
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mitocondriales [53, 54]. Al no encontrarse diferencias significativas entre las mismas 

condiciones de estímulo entre las líneas MCF-7, MCF-7-SC y MCF-7-CELSR, se puede 

inferir que la viabilidad celular no ha sido afectada debido al silenciamiento 

 

Se muestra que, para las células MCF-7 tanto en presencia como en ausencia de suero 

fetal bovino, el estímulo con Wnt5a no contribuye significativamente en el aumento de la 

actividad metabólica relativa a la condición basal, y dicha respuesta está dada por la 

actividad promovida por el SFB, ya que se evidencia un incremento significativo (p<0.001) 

en la actividad metabólica de cada línea celular al estimularse con SFB 10%. 
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Figura 4-4 Efecto del silenciamiento de CELSR 1,2 y 3 en la actividad metabólica de 
MCF-7 

MCF-7: Línea celular sin tratamiento. MCF-7-SC: Línea celular control con shRNA 
aleatorio. MCF-7-CELSR: Línea celular con silenciamiento de CELSR 1, 2 y 3. *Diferencia 
significativa con la condición basal sin estímulos p<0.001. Los cultivos se estimularon 
durante 24 h.  
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4.3.3 Ensayos de proliferación  

Debido a que los ensayos de actividad metabólica muestran un aumento en dicha actividad 

generado por el estímulo con suero, se verificó si este comportamiento se correlaciona con 

un aumento en el número de células bajo las mismas condiciones de ensayo.  En la figura 

4-5, se muestra un ensayo de proliferación por conteo de núcleos, en el cual se observa 

que no se presentan cambios en la cantidad de células durante las 24 horas de 

estimulación con SFB 10%, Wnt5a y con la combinación de ambos estímulos en las líneas 

celulares. Esto muestra que a pesar del incremento en la actividad metabólica en respuesta 

a suero mostrado por el ensayo de MTT, no hay cambios evidentes en la proliferación de 

la línea celular inducidos por los estímulos en un tiempo de 24 horas de ensayo. Es posible 

que el incremento de la actividad metabólica esté relacionado con la activación de vías de 

señalización que promueven la liberación de calcio intracelular como se ha reportado para 

varios tipos de células epiteliales por acción de compuestos como los polifenoles o por 

radiación [55, 56]. 

Adicionalmente, tampoco es posible evidenciar cambios significativos en la proliferación 

celular al realizar la comparación de las mismas condiciones de estímulo entre la línea 

triple silenciada (MCF-7-CELSR) y las líneas celulares de control (MCF-7 y MCF-7-SC). 

Es importante mencionar que la línea celular, en las condiciones de cultivo en las cuales 

se realizaron los ensayos, tiene un tiempo de duplicación de 48 horas. Por lo tanto, es de 

esperarse que Wnt5a no induzca cambios en la tasa de proliferación, al ser un activador 

de la vía de señalización Wnt no canónica cuyo papel se encuentra asociado 

principalmente a fenómenos de polaridad celular planar como motilidad, migración e 

invasión [17].   

Estos resultados también indican que los fenómenos de migración evidenciados en los 

ensayos realizados en cámara de Boyden, los cuales se realizaron bajo las mismas 

condiciones de estímulo, no se están viendo afectados por aumento en la población celular 

sino por la activación de mecanismos de polaridad inducidos por Wnt5a.  
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Figura 4-5 Efecto del silenciamiento de CELSR 1, 2 y 3 en la proliferación de MCF-7 
A.Imagen representativa de los campos utilizados para el conteo de núcleos en el ensayo 
de migración en cámara de Boyden. B. Tasa de proliferación de la línea celular al estimular 
durante 24 horas MCF-7: Línea celular sin tratamiento. MCF-7-SC: Línea celular control 
con shRNA aleatorio. MCF-7-CELSR: Línea celular con silenciamiento de CELSR 1, 2 y 3.  
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4.3.4 Cuantificación de diacilglicerol 

El diacilglicerol es un lípido simple, que se ha descrito como intermediario del metabolismo, 

como componente de algunas membranas biológicas y como segundo mensajero [60]. Los 

niveles de DAG son regulados principalmente por la acción de la fosfolipasa C (PLC), la 

cual puede ser activada por señales asociadas a proteínas G y la acción de la insulina [57-

59]. La vía de señalización Wnt no canónica, puede activar la PLC permitiendo la liberación 

de DAG para que actúe como segundo mensajero [17], generando así respuestas 

fisiológicas asociadas con polaridad celular. 

Con el fin de identificar si los niveles de DAG en la línea celular MCF-7, se ven afectados 

como consecuencia del silenciamiento de las CELSR al realizar los estímulos con Wnt5a 

y poder correlacionar el comportamiento de los ensayos funcionales con una eventual 

activación de la vía de señalización Wnt no canónica mediada por DAG, se realizó la 

medición por un ensayo de ELISA tanto para el sobrenadante como para el lisado de las 

células en cultivo.  

En el sobrenadante del cultivo celular se evidencia que los estímulos con SFB 10% 

generan un aumento en la cantidad de diacilglicerol al compararse con las condiciones en 

ausencia de este estímulo como se muestra en la figura 4-6. Adicionalmente, no se 

presentan diferencias significativas entre los tratamientos con SFB 10% y la combinación 

de SFB 10% y Wnt5a. De igual manera, no se presentan diferencias significativas entre la 

línea celular con el medio RPMI y la línea estimulada con Wnt5a. Estos resultados sugieren 

que la presencia de los componentes del suero estaría activando vías de señalización 

mediadas principalmente por proteínas G, responsables del aumento en la cantidad de 

DAG. 

En el lisado celular se observa que en general, la cantidad de diacilglicerol es mayor que 

en los sobrenadantes para todos los tratamientos. Esto es debido a que el DAG es un 

segundo mensajero intracelular y al tiempo de estímulo en el cual se realizan los ensayos, 

la cantidad de DAG que se podría recuperar del sobrenadante por una eventual secreción 

sería inferior a la que se encuentra presente a nivel intracelular. 
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Figura 4-6 Efecto del silenciamiento de CELSR 1, 2 y 3 en la cantidad de 

diacilglicerol en el sobrenadante de la línea MCF-7 

MCF-7: Línea celular sin tratamiento. MCF-7-SC: Línea celular control con shRNA 
aleatorio. MCF-7-CELSR: Línea celular con silenciamiento de CELSR 1, 2 y 3. Las letras 
en el gráfico indican las diferencias significativas a p<0.001: a. Diferencia significativa con 
la condición basal 
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Figura 4-7 Efecto del silenciamiento de CELSR 1, 2 y 3 en la cantidad de 

diacilglicerol en el lisado de la línea MCF-7.  

MCF-7: Línea celular sin tratamiento. MCF-7-SC: Línea celular control con shRNA 
aleatorio. MCF-7-CELSR: Línea celular con silenciamiento de CELSR 1, 2 y 3. Los cultivos 
se estimularon durante 24 h. Las letras en el gráfico indican las diferencias significativas a 
p<0.001 con: a. La condición basal, b. El estímulo Wnt5a, c. El estímulo Wnt5a+SFB10%, 
d. La misma condición de estímulo en la línea control MCF-7.   
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Al analizar la figura se observa que, en los lisados celulares al igual que en el 

sobrenadante, hay un aumento en la cantidad de DAG al comparar el estímulo con SFB 

10% y la condición basal para todos los tratamientos.  

A diferencia del análisis en el sobrenadante, en el lisado celular sí se presentan diferencias 

significativas entre la condición de estímulo del suero fetal bovino al 10% y la de suero fetal 

bovino al 10% con Wnt5a para todos los tratamientos. Dicho aumento en los niveles de 

DAG también se presenta en la línea celular estimulada con Wnt5a en ausencia de suero 

fetal bovino, que resulta diferencial para la línea en condiciones normales (MCF-7) y la 

línea tratada con la secuencia aleatoria (MCF-7-SC) pero no resulta significativamente 

diferente para la línea celular silenciada (MCF-7-CELSR). 

Es importante resaltar que los niveles de DAG que se aumentan con los estímulos Wnt5a, 

SFB 10% y la combinación de ellos, se ven afectados por el silenciamiento de CELSR 1-

3. Esto se evidencia en las diferencias significativas (P<0.001) que presenta la línea 

silenciada (MCF-7-CELSR) al compararse con la condición normal (MCF-7). Esta 

diferencia, puede presentarse debido a que CELSR se ha visto estabilizando la vía de 

señalización Wnt no canónica en otros modelos biológicos [26, 60] y al disminuirse su 

expresión, se evidencia una alteración de la activación de esta vía de señalización, en 

dónde DAG actúa como segundo mensajero y se aumenta en respuesta al estímulo [61, 

62]. 

Es importante resaltar que los aumentos en los niveles de DAG mostrados en el presente 

estudio, no corresponden a cantidades adicionadas con los estímulos, ya que se realizó la 

normalización por cantidad de proteína por dilución previo al ensayo y se comparó con un 

control de estímulos que no tuvieron contacto con las células para los sobrenadantes y un 

control de células sin estímulo para los lisados. En el Anexo B se evidencia que no se 

encuentran diferencias en las absorbancias registradas al comparar los controles con las 

condiciones basales de los sobrenadantes y los lisados. 

 



 

 
 

5. Conclusiones y recomendaciones 

5.1 Conclusiones 

Se identificaron los transcritos de CELSR 1, 2 y 3 en las líneas celulares de cáncer MCF-

7, Jurkat y CCRF-CEM, con una expresión más alta en la línea celular de cáncer de seno. 

 

La migración de la línea celular MCF-7 mediada por Wnt5a responde a la disminución de 

la expresión de CELSR, sugiriendo que este proceso fisiológico es dependiente de esta 

cadherina. 

 

Los CELSR no contribuyen significativamente a la alteración de la actividad metabólica ni 

de la proliferación celular en la línea celular MCF-7.  

 

La presencia de CELSR es necesaria para generar un aumento en la cantidad de DAG en 

respuesta a Wnt5a en la línea celular MCF-7. 

5.2 Recomendaciones 

 

A pesar que los receptores CELSR se expresan en una proporción más baja en las células 

de leucemia en comparación con MCF-7, sería interesante indagar sobre el papel de estos 

receptores en este tipo de linaje celular. Adicionalmente, sería interesante indagar en el 

papel que pudieran presentarse en líneas celulares que no expresaran algunas de las 

isoformas, o generar modelos de supresión completa de los receptores por estrategias 

como CRISPR. Debido a que la línea celular MCF-7 es una línea celular de cáncer de seno 

que presenta un fenotipo migratorio, pero con muy poco potencial invasivo [66], resultaría 

interesante realizar estudios en una línea celular invasiva, con el fin de identificar si estas 

cadherinas participan de manera relevante en procesos asociados a metástasis.





 

 
 

A. Anexo: Condiciones para determinar la 
expresión de CELSR 1-3 por qPCR 

Gen Secuencia de primers (5’-> 3’) Temperatura de 

anillamiento (°C) 

Eficiencia 

CELSR1 Forward primer  

ATTTGTACTTCTGCGGTGCT 
61.0 1.70 (70%) 

Reverse primer  

GTCCGTAAACCGTCCCTTC        

CELSR2 Forward primer  

CCCTTAGGCTACCTGGTTCT 
57.0 1.98 (98%) 

Reverse primer  

TGTGCCATTGTTGATGGTGA 

CELSR3 Forward primer  

GGACTACAAGCAGGAACGCT 
58.0 2.06 (106%) 

Reverse primer  

TTTGAAAGACCGGCCGATGA 

Tabla A-1 Condiciones de amplificación para los genes de CELSR. 

 

Figura A-1 Programa de amplificación por qPCR 
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Figura A-2 – Expresión génica de CELSR 1,2 y 3. A-Curva de eficiencia con los 3 genes 

objetivo. B-Curva de melting. C- Expresión de los transcritos de cada una de las isoformas 

de CELSR relativa a los genes de referencia 18S y actina en la línea celular epitelial de 

cáncer de seno MCF7 y en las líneas celulares de leucemia linfoide aguda Jurkat y CCRF-

CEM 
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Figura A-3 - Amplicones de CELSR 1, 2 y 3 (de izquierda a derecha) corridos en un gel 

de agarosa al 2% en donde se evidencia un solo producto de amplificación





 

 
 

B. Anexo: Resultados de la 
cuantificación de diacilglicerol 

Estímulo Tratamiento Cantidad de DAG (ng) Desviación estándar 

RPMI 

MCF-7 9,70 2,46 

MCF-7-SC 7,83 2,47 

MCF-7-CELSR 9,70 2,47 

Wnt5a 

MCF-7 28,33 2,45 

MCF-7-SC 28,83 2,45 

MCF-7-CELSR 15,58 2,46 

SFB 

MCF-7 52,70 2,46 

MCF-7-SC 51,20 2,46 

MCF-7-CELSR 45,83 2,45 

SFB + 
Wnt5a 

MCF-7 80,45 2,51 

MCF-7-SC 77,20 2,50 

MCF-7-CELSR 65,33 2,48 

Tabla B1- Cuantificación de diacilglicerol en el lisado de las células silenciadas de 

CELSR 1, 2 y 3 a 1 hora de estímulo. 
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Figura B-1 Cuantificación de diacilglicerol en el lisado de las células silenciadas de 

CELSR 1, 2 y 3  

Condición inicial: Medio RPMI a tiempo cero. Basal 1h: Medio RPMI luego de 1 hora de 

estímulo MCF-7: Línea celular sin tratamiento. MCF-7-SC: Línea celular con transducción 

de secuencia aleatoria. MCF-7-CELSR: Línea celular con silenciamiento de CELSR 1, 2 y 

3.  
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