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RESUMEN

La GTPasa Racl desempefia un papel fundamental en diversos procesos
celulares a nivel citoplasmatico como la migracién, invasion, adhesion celular y
polimerizacion de los filamentos de actina. En cancer, Racl participa en la
transicion epitelio-mesenquimal, angiogénesis e invasion celular. A pesar de que
las diversas funciones de Racl a nivel citoplasmatico han sido ampliamente
estudiadas, poco se sabe del papel de esta GTPasa en otros compartimentos
celulares. En particular, existen pocas evidencias del mecanismo de translocacion
nuclear y se desconoce su participacion dentro del nucleo. Existe evidencia de que
Racl puede translocarse del citoplasma al nucleo, a través de la interaccion con
proteinas como la importina karioferina a2 y de estimulos como el factor de
crecimiento epidérmico. Por otra parte, se conoce que los estrogenos inducen la
translocacion nuclear de Racl, sin embargo, se desconoce cuél de los tres
receptores de estrégenos es necesario para dicho proceso. Objetivo: Evaluar la
participacion de los receptores de estrégenos ERa y ERp en la translocacion de
Racl al ndcleo en células HaCaT. Metodologia: Las células HaCaT fueron
transfectadas con un plasmido de expresion de la proteina Racl fusionada a GFP
(GFP-Racl), posteriormente fueron estimuladas con estrégenos, en presencia o
no de un inhibidor quimico para los receptores ERa y ERp. La localizacion
subcelular de Racl se determin6 mediante microscopia de fluorescencia y
fraccionamiento celular. Resultados: Los resultados sugieren que la translocacion
nuclear de Racl en respuesta a estrogenos en células HaCat, no depende de los
receptores ERa y ER, y que probablemente esta mediada por el receptor GPR30.
Conclusiones: Racl se transloca al nacleo en células HaCaT estimuladas con
estrogenos. Los receptores ERa y ERB no participan en la translocacion de Racl

al nucleo en respuesta a estrogenos en células HaCat.

Palabras clave: Racl, estrégenos, translocacion nuclear, receptores de

estrogenos.



ABSTRACT

The GTPase Racl is a member of the Rho family, which plays a fundamental role
in various cellular processes such as cell migration and invasion, cell adhesion,
polymerization of actin filaments. In cancer, Racl participates in epithelial-
mesenchymal transition, angiogenesis and promoting the invasive capacity of cells.
Racl functions at the cytoplasmic level have been widely studied, but its
participation in other cellular compartments has been poorly investigated. Several
studies demonstrated that Racl can be translocated to the nucleus; however, little
is known about the mechanism of Racl nuclear-cytoplasm shuttling and its
function in the nucleus. Racl nuclear import is dependent on its interaction whit
proteins such as the importin karyopherin a2 and can be induced in response to
stimuli such as epidermal growth factor. On the other hand, it is known that
estrogens induce the nuclear translocation of Racl; however, it is unknown which
of the three estrogen receptors is necessary for this process. Objective: To
evaluate the participation of the estrogen receptors ERa and ERP in the
translocation of Racl to the nucleus in HaCaT cells. Methodology: HaCaT cells
were transfected with a GFP-Racl expression plasmid and stimulated with
estrogens in the presence or not of a chemical inhibitor for ERa and ERpB. The
subcellular localization of Racl was determined by fluorescence microscopy and
cellular fractionation. Results: Our results indicate that the nuclear translocation of
Racl in response to estrogens in HaCat cells, is not dependent on ERa or ER,
and suggest that it may be depend on GPR30 receptor. Conclusions: Racl
translocates to the nucleus in estrogen-stimulated HaCaT cells. The estrogen
receptors ERa. or ERB, do not participate in the translocation of Racl to the

nucleus in response to estrogens.

Keywords: Racl, Estrogens, Nuclear translocation, Estrogen Receptors.



INTRODUCCION

Las GTPasas de la familia Rho son proteinas G pequefias pertenecientes a la
super familia Ras, la cual se divide en cinco familias principales: Ras, Rho, Arf/Sar,
Ran y Rab. Los miembros de la familia Ras funcionan como nodos de sefializacion
que se activan por diversos estimulos extracelulares y que regulan la sefializacion
intracelular (Rojas et al., 2012). Las GTPasas de la familia Rho estan implicadas
en diversos procesos bioldgicos tales como la mitosis, citocinesis, polimerizacion
de los filamentos de actina, la dinamica de los microtibulos y migracion celular
(Zou et al., 2014; Wojnacki et al., 2014; Sadok and Marshall, 2014).

La GTPasa Racl es un miembro de la familia Rho que ha sido ampliamente
estudiado, Racl desempefia un papel fundamental en diversos procesos como la
polimerizacién de los filamentos de actina, migracion, invasion y adhesion celular
(Bustelo et al., 2012; Marei and Malliri, 2016). Ademas, se ha demostrado que
Racl puede contribuir al desarrollo de diversas enfermedades, incluido el cancer,
contribuyendo al fenotipo de células troncales tumorales, transicion epitelio
mesenquimal (EMT), invasion y angiogénesis (Hudson et al., 2018). La
sobreexpresion de esta GTPasa en diversos tipos de cancer tales como testicular,
colorrectal, y de ovario entre otros (Kamai et al., 2004; Zhou et al., 2017; Hudson
et al., 2018).

Las funciones de Racl mejor caracterizadas son las que se llevan a cabo nivel
citoplasmatico, sin embargo, existe evidencia de que Racl es traslocada al nucleo
en respuesta a diversos estimulos, donde podria desempefar funciones
diferentes. La translocacion al nucleo de Racl depende de diversos factores, entre
ellos la presencia de una sefial de localizacion nuclear (NSL) en su region
hipervariable funcional (Lanning et al., 2004), la cual interactia directamente con
la importina karioferina a2, siendo un requisito clave para su importacion nuclear
(Sandrock et al., 2010). Otro mecanismo que se ha descrito para la acumulacion
de Racl en el nucleo, es la fosforilacion de la treonina 108 de Racl mediada por
la cinasa ERK (Tong et al., 2013).



Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que los estrégenos pueden inducir la
translocacion de Racl al nucleo, en células de epitelio cervical de ratones hembra
(Mendoza-Catalan et al., 2009), y que, por otra parte, la translocacién nuclear de
Racl inducida por estrégenos, observada en la linea celular HaCaT, era
dependiente de la importina karioferina a2 y la activacion de ERK. No obstante, no
se ha establecido un mecanismo de como los estrogenos inducen la acumulacion
de Racl en el nucleo (Hernandez & De la cruz, 2015; Garibo and Ojeda 2017)

(datos no publicados).

Los estrégenos ejercen su funcién a través de dos grandes vias de sefializacion
intracelulares la via no gendémica y la via gendmica (Hewitt et al., 2016). La via
genOmica esta mediada por dos receptores intracelulares pertenecientes a la
familia de receptores nucleares, el receptor de estrogenos alfa (ERa) y el receptor
de estrégenos beta (ERB) (Levin, 2015), los cuales se translocan al nucleo

actuando como factores de transcripcion (Evans et al., 2016).

La via no gendmica esta mediada por el receptor GPR30, el cual, en respuesta a
estrogenos activa mudltiples vias de sefalizacién intracelular tales como:
MAPK/ERK y PI3K-AKt, aumentando la produccién de cAMP, la sintesis de
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato y en la transactivacion del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (Nilsson and Gustafsson, 2011; Feldman and lee, 2017;
Sharma et al., 2018).

Sin embargo, se desconoce cual de los receptores a estr6genos es 0 son
necesarios para que Racl se transloque al nucleo. Por lo anterior, la finalidad de
este estudio fue evaluar la participacion de los receptores a estrogenos en la

translocacion de Racl al nucleo en células HaCaT.



MATERIAL Y METODOS

Reactivos

El 17B-estradiol y el Fulvestrant (ICI 182, 780) fueron adquiridos de Sigma Aldrich
(Saint Louis, MO, USA), el anticuerpo policlonal anti-GPR30 se adquiri6 de Abcam
(Cambridge, Reino Unido).

Cultivo celular

La linea celular de queratinocitos inmortalizados (HaCaT) fue mantenida en medio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/ Nutrient mixture F-12 Ham (DMEM) (Sigma
Aldrich) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Byproductos,
Guadalajara, Mexico) y 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina

(Sigma Aldrich) en una atmosfera humeda con 5% de CO2 a 37°C.

Tratamiento farmacoldgico y transfeccion de plasmidos

Para el tratamiento con estrégenos, las células HaCaT fueron puestas en
supresion de SFB por 16 h previas al tratamiento, seguido de ello se adicion6 17-
estradiol 10 uM durante 8 h. Para las células que son expuestas a fulvestrant se
les adicioné 10mM de fulvestrant por 8 h. Las células fueron transfectadas con los
plasmidos pEGFP-RAC1IWT pEGFP-RAC1V1? y pEGFP-RAC1™N, Los plasmidos
fueron proporcionados por la Dra. Sonia Castillo Lluva de la Universidad
Complutense de Madrid. La mutante constitutivamente activa RaclV12 contiene
un cambio de una Glicina por una Valina en la posiciéon 12 de la proteina, lo cual
provoca que Racl sea incapaz de hidrolizar el GTP y por lo tanto se mantiene
siempre activa. La mutante dominante negativa Rac1N17 contiene un cambio de
una Treonina por una Asparagina en la posicion 17 de la proteina, lo que provoca
gue no se pueda liberar el GDP de la GTPasa y por lo tanto no puede ser
activada. Las transfecciones se realizaron con Lipofectamina 2000 (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.


https://www.google.com/search?rlz=1C1CHBF_esMX832MX832&sxsrf=ACYBGNSnG72aAXAaKXL4OvyLCsO7BwqL9w:1578414209508&q=Cambridge&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME0ySC43VOIAsS3NLYq0VLOTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFZp-aV5Kakpi1g5nRNzk4oyU9JTASehM5FLAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjRjpCS8_HmAhXVKM0KHQirDo4QmxMoATAVegQICxAU
https://www.google.com/search?rlz=1C1CHBF_esMX832MX832&sxsrf=ACYBGNQQ-lMQ7CboRR0D9r-FcwASDt7-EA:1578414642988&q=Carlsbad&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxi0zK87S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOZwTi3KKkxJTAEWoNzdOAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwig1-ng9PHmAhVOWs0KHfOICiAQmxMoATAOegQIDRAK

Cuantificaciéon de la intensidad de fluorescencia

Para determinar la intensidad de fluorescencia en el citoplasma y ndcleo de las
células transfectadas con los diferentes plasmidos, se realizo analisis densitdmetro
con el programa ImageJ. Para ello, se tomaron en cuenta células que mantuvieran
su morfologia, células que no estuvieran ocupando el mismo lugar con otras
células y con sefal fluorescente en citoplasma y nucleo. Para cada célula, se
dibujé un cuadro de aproximadamente 16x16 dentro del nucleo y se midié la
intensidad de fluorescencia en el area del cuadro. Posteriormente, el mismo
cuadro se posicion6 sobre el citoplasma de la misma célula y se cuantifico la
fluorescencia citoplasmatica, todo esto en un area representativa para cada célula
asi mismo se compararon los pixeles obtenidos entre ambos compartimientos,

considerando un valor de P <0.05 como significativo.

Fraccionamiento celular

Una vez terminado el tratamiento con los agentes farmacolégicos y los
estrogenos, las células son lavadas con PBS 1X. Para obtener las proteinas
citoplasmaticas, las células fueron resuspendidas en una solucion A (0.01%
digitonin, 50mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 1mM EDTA) posteriormente se
centrifugaron a 16000 g, por 1 min a 4°C y se recolectd el sobrenadante. Para
obtener las proteinas nucleares, el boton celular fue resuspendido en soluciéon B
(Tris-HCL 50mM pH7.5, NaCl 50mM, Tritdbn 1%, Glicerol 10%, EDTA 1mM,
deoxicolato de sodio 1%, SDS 1%) seguido de 1 h en agitacion constante a 4°C,
para después centrifugarlo a 12,000 rpm por 15 min a 4°C y obtener el
sobrenadante.

Western blot

Se mezclaron 40 pL de extracto de proteina con tampén de carga y se
desnaturalizaron a 95°C durante 5 min, posteriormente las proteinas fueron
separadas en geles de poliacrilamida al 12%, transferidas a membranas de
nitrocelulosa, bloqueadas con 5% de leche durante 2 h. Posteriormente las

membranas se incubaron con el anticuerpo primario anti-GPR30 (1:1000), durante



toda la noche a 4°C. Después se realizaron 3 lavados durante 10 minutos con
TBS-Tween al 0.05 % y posteriormente se incubaron durante 2 h con el anticuerpo
secundario anti-conejo (1:3000) a temperatura ambiente. Finalmente, se realizo la
inmunodeteccion usando un sistema de quimioluminiscencia (GE Health care) y
placas autoradiogréficas Medical X-ray Green/MXG, (Carestream Heallth, INc.,
Rochester, NY, USA).

Analisis estadistico
Los resultados son expresados como media + desviacion estandar. Los datos son

comparados entre los grupos utilizando andlisis de varianza (ANOVA) y las
comparaciones entre pares, fueron realizadas con la prueba de Dunnette. Un valor

de p <0.05 fue considerado como significativo.



RESULTADOS

Efecto de la inhibicion quimica de ERa. y ERPB sobre la translocaciéon nuclear
de Racl en células HaCat, en respuesta a estrégenos.

Datos previos de nuestro grupo de trabajo muestran que los estrogenos inducen la
acumulacion nuclear de Racl endégena en células HaCat. Para determinar si la
acumulacion nuclear de Racl en respuesta a estrégenos depende de los
receptores a estrogenos ERa y ERp, las células HaCat fueron tratadas con
estrogenos, en presencia o no de fulvestrant, un inhibidor quimico de ERa/ERp. La
localizacion subcelular de Racl se analiz6 mediante ensayos de fraccionamiento
celular seguido de ensayos de western blot. Como se muestra en la Figura 1, en
las células tratadas con vehiculo se detecté a Racl en la fraccion citoplasmatica
pero no en la fraccién nuclear. Sin embargo, en células tratadas con estrogenos,
se logra detectar un incremento (+3 veces) de Racl en la fraccion nuclear, en las
células tratadas con estrogenos y fulvestrant. Como control se utilizaron células
tratadas con estrogenos y un inhibidor quimico de ERK, el cual puede inhibir la

acumulacion nuclear de Racl en respuestas a estrégenos.
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Efecto de los estrogenos en la localizacion nuclear de la proteina de fusion
GFP-Rac1"Ty de las mutantes GFP-Rac1V? y GFP-Rac1MN’ en células HaCaT.
Para conocer si la acumulacion nuclear de Racl depende de su estado de
activacion, las células HaCat fueron transfectadas con los plasmidos de expresion
de las proteinas GFP-RACIWT (wild type), GFP-RAC1vY? (mutante
constitutivamente activa) y GFP-RAC1INY (mutante constitutivamente inactiva).
Seguido de la transfeccion las células HaCaT se estimularon con 10 uyM de
estrogenos por 8 h, y la localizacion subcelular de Racl se determiné mediante
microscopia de fluorescencia. Como se observa en la Figura 2, tanto la proteina
GFP-Rac1"T como la GFP-Rac1V'? se detectaron tanto en citoplasma como en
nacleo en las células no tratadas, y el tratamiento con estrégenos provoco un
incremento en la intensidad de la sefal nuclear para ambas proteinas, el cual es

mas evidente en las células que expresan GFP-Rac1V?,

Rac1-WT Rac1-V12 Rac1-N17

Vehiculo

Estrégenos

Figura 2. Efecto de los estrégenos en la translocacion nuclear de las proteinas
RAc1WT, RaclV®? y RaciM’ en células HaCaT. Imagenes representativas de la
localizacion subcelular de las proteinas después del estimulo de 8 horas con estrégenos.
Imégenes obtenidas con objetivo de 20x.



Efecto de la inhibicion de ERa y ERP sobre la localizacion nuclear de la
proteina GFP-Rac1WT en células HaCaT tratadas con estrégenos.

Para determinar si los receptores ERa/ER[ participan en la translocacion nuclear
de la proteina GFP-RaclW" en respuesta a estrégenos, las células fueron
transfectadas con el plasmido de expresién de la proteina GFP sola, o de la
proteina GFP-Rac1WT, posteriormente, se estimularon con estrégenos por 8 horas
en presencia o no de 10mM del inhibidor quimico de ERa/ERB. La localizacion
subcelular de las proteinas GFP y GFP-Rac1T se visualizé en un microscopio de
fluorescencia y se determind la intensidad de fluorescencia nuclear y citoplasmica
de cada célula. Para determinar si los estrégenos inducen un incremento en la
localizacion nuclear de Racl, se calculé la relacion Nucleo/citoplasma (N/C) para
cada célula. Como se muestra en la Figura 3, en las células que expresan la
proteina GFP, la intensidad de la sefial nuclear de Racl (N/C) entre las células
control y las células tratadas con estrégenos se mantuvo sin diferencias, siendo

esta igual a 5.
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Figura 3. Efecto de los estrdgenos en la translocacion nuclear de Racl en GFP y WT en células HaCaT
tratadas con fulvestrant.
A) Imagenes representativas de la localizacion subcelular de GFP y WT tratadas con fulvestrant y
estimuladas con estrégenos durante 8h. Imagenes obtenidas con objetivo de 40x. B) Grafica representativa
del andlisis densitometro de la intensidad de sefial nuclear de células HaCaT transfectadas con los plasmidos
GFP y WT bajo diferentes condiciones ST (sin tratamiento), E2 (Estrégenos) y Fulv.+E2 (fulvestrant mas
estrogenos).



Por otro lado, en las células que expresan la proteina GFP-Racl1V", se observd
gue en presencia de estrégenos se observa un ligero incremento de hasta dos
veces mas en el nimero de células que tienen sefial intensa de Racl en el nlcleo
en comparacion con las células no tratadas. El mismo efecto se observd en las
células tratadas con estrégenos y fulvestrant siendo esta condicién un incremento

mas notorio de hasta 3 veces con respecto al control.

Las células que expresan la proteina GFP sola, mostraron una relacion N/C de
2.1-2.5, independientemente de si fueron tratadas o no. En las células que
expresan la proteina GFP-Rac1%T sin tratamiento presentaron en promedio una
relacion N/C de 5, mientras que en las tratadas con estrogenos la relacién N/C fue
de 6 y en las tratadas con estrogenos mas fulvestrant la relacion N/C fue de 6.8
(Figura 4 A). Como se observa en la Figura 4B, los estrogenos inducen un
incremento en el porcentaje de células con sefial nuclear intensa de la proteina
GFP-Rac1%T, en las células no tratadas sélo se observaron menos de 5% de las
células con sefal nuclear intensa, mientras que en las tratadas con estrégenos o
con estrégenos mas fulvestrant, se observo un 10% de células con sefial nuclear

intensa.
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Figura 4. Los estrégenos aumentan la acumulacién nuclear de GFP-Rac1W’ 11

en células HaCat. A) Se calculé el promedio de la relacion N/C de dos
experimentos independientes. B) Se calculé el porcentaje de células que
presentan sefial nuclear de GFP-Rac1"T intensa (relacion N/C mayor a 10).



DISCUSION

Racl es una de las GTPasas mas estudiadas de la familia Rho, la cual
desempeiia un papel fundamental en diversos procesos celulares tales como
migracion, adhesién e invasion celular (Marei and Malliri, 2016), fagocitosis y
polimerizacién de los filamentos de actina (Bustelo et al., 2012).

También se ha descrito la participacion de esta GTPasa en diversos tipos de
cancer (Kamai et al., 2004; Mendoza-Catalan et al., 2009; Navarro-Lérida et al.,
2015). La mayoria de las funciones de Racl las realiza a nivel citoplasmatico, sin
embargo, se ha identificado que esta proteina puede translocarse al ndcleo a
través de su secuencia de localizacion nuclear o mediante estimulos como la
fosforilacibn mediada la cinasa ERK (Lanning et al., 2004; Michaelson et al., 2008;
Tong et al., 2013).

Nuestros resultados muestran que los estrogenos favorecen la translocacion de
Racl al ndcleo, tanto de la proteina endégena como de la proteina GFP-Rac1WT,
como se habia demostrado previamente por parte de nuestro grupo de trabajo. Sin
embargo, aln con la inhibicién farmacolégica de los receptores citoplasmaticos
ERa y ERp, identificamos que Racl sigue translocandose al nacleo en presencia
de estrogenos, lo que nos hace suponer que los receptores a y B no participan en

la translocacion nuclear de Racl.

Ademas, como puede verse en las Figuras 1 y Figura 4 A, el tratamiento con
estrogenos mas fulvestrant induce mayor acumulacion de Racl que los
estrogenos solos. Este comportamiento sugiere que el fulvestrant tiene un efecto
dual como antagonista para ERo/ERp pero también tiene un efecto agonista para
el receptor GPR30. Por lo anterior, sugerimos que los estrégenos inducen la
acumulacion de Racl a traves del receptor GPR30. Se sabe que la activacion de
GPR30 conduce a la activacion de diversas vias de sefializacion como la via
MAPK/ERK (Nilsson and Gustafsson, 2011; Feldman and lee, 2017), y se descrito
gue ERK puede fosforilar a Racl en la treonina 108, favoreciendo su acumulacién

nuclear (Tong et al., 2013; Francois et al., 2015). En nuestro laboratorio se ha
12



demostrado que la inhibicién de GPR30 mediante siRNA, provoca una disminucion
en la acumulacion nuclear de GFP-Rac1V12 en respuesta a estrégenos en células
HelLa (Figura S1, A). Con la finalidad de demostrar la participacion de GPR30 en
la translocacion nuclear de Racl en células HaCat, realizamos ensayos
preliminares para la disminucion de GPR30 mediante el uso de siRNAs (Figura
S1, B), el cual podra ser utilizado en el futuro para reducir los niveles de GPR30
en estas células y determinar si su disminucion tiene un efecto en la acumulacién

nuclear de Racl en respuesta a estrégenos.

Finalmente, no se descarta la posibilidad de que los receptores de estrogenos
citoplasmaticos ERa y ER[ estén participando en el mecanismo de translocacién
nuclear de Racl. Por lo que seria interesante evaluar la participacion de estos
receptores mas a fondo empleando otras técnicas que nos permitan descartar su

participacion en dicho proceso.

13



CONCLUSIONES

Racl se transloca al nucleo en células HaCaT estimuladas con estrégenos.

Los resultados sugieren que la translocacion nuclear de Racl en respuesta a
estrogenos en células HaCat, no depende de los receptores ERa y ERB, y que

probablemente estd mediada por el receptor GPR30.
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ANEXOS

Figura S1 A. Efecto de la disminucion (siRNA) de GPR30 en la acumulacion
nuclear de Racl en células HelLa tratadas con estrogenos.

Las células HeLa fueron transfectadas con el plasmido de expresion GFP-Rac1V!?
y fueron tratadas por 8 horas con estrogenos, en presencia de in siRNA control o
del siRNA contra la proteina GPR30. Mediante microscopia de fluorescencia se
determind el porcentaje de células que tenian una localizacion de la proteina GFP-
RaclV12 predominantemente nuclear (poca o nula sefial citoplasmica e intensa
sefal nuclear). Como se observa en el panel (B), las células control muestran
aproximadamente 40% de células con sefial nuclear intensa, el tratamiento con
estrogenos induce un incremento del porcentaje de células con sefial nuclear
intensa hasta 80%, resultados similares se observan cuando las células fueron
transfectadas con el siRNA control. De manera interesante, en las células
transfectadas con el siRNA para GPR30, los estrégenos no inducen un incremento
en la acumulacion nuclear de Racl (Martinez-Lopez et al., Manuscrito en
preparacion).
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Figura S2. Disminucién de la expresion del receptor de estréogenos GPR30 en
células HaCaT mediante siRNA.

Se estandarizaron las condiciones para detectar a la proteina GPR30 mediante
WB, se incubaron diferentes cantidades de extracto total de proteinas de células
HaCaT con el anticuerpo anti-GPR30 (A). Las células HaCaT fueron transfectadas
con el siRNA para el receptor GPR30 a una concentracion 50, 75 y 100 nM, por 24
h usando como control a tubulina, donde se puede observar una mayor

disminucién en el nivel de proteina a una concentracion de 75y 100 nM (B).

GPR30

CTRL Lipo 50nM  75nM  100nM

GPR30
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