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ABSTRACT 

 

Estrogen receptor alfa (ER alfa) has an established role in breast cancer 

biology. Transcriptional activation by ER alfa is a complex and multistep process, 

and is influenced by coactivator and corepressor proteins. In this work is describing 

two coregulators of ER alfa. BCAS2 is capable of increasing ER transcriptional 

activity to a degree similar to that achieved by SRC-1 in breast cancer cell lines 

and that this effect specifically targets AF-1 transcriptional activity.  GST pull-down 

assays show direct interaction between BCAS2 and the ERN-terminus. 

Additionally, ChIP assays show that this interaction is carried out on the E2 

regulated promoters. Furthermore, BCAS2 presents a positive effect on the 

proliferation of the breast cancer cell line MCF7 in presence of E2. Additionally, we 

confirmed that BCAS2 is a coactivator of AR and PR. Enhanced expression of 

BCAS2 regulates the expression of genes that play a role in breast cancer 

tumorigenesis. On the other hand, we demonstrate a role for PINX1 as a 

corepressor of ER. PINX1 represses AF-1 transcriptional activity, as well as AF-2 

activity in the presence of E2. ChIP assays verified that the interaction between ER 

alfa and PINX1 occurs on the E2 regulated promoters. PINX1 also interacts with 

the androgen and progesterone receptors.  However, we demonstrate that PINX1 

is a coactivator of these receptors by luciferase assays, as well as increasing DHT 

induced proliferation of prostate cancer cell lines. Enhanced expression of PINX1 

also deregulates the expression of a number of genes that have a role in cell 

growth and proliferation in breast cancer cell lines. 

 

 

 

 

 

 

 



 

RESUMEN 

 

El receptor de estrógenos alfa (ER alfa) tiene un papel establecido en la 

biología del cáncer de mama. La activación transcripcional por ER alfa es un 

proceso complejo y de múltiples pasos, y está influenciado por proteínas 

coactivadoras y correpresoras. En este trabajo se describen dos correguladores 

de ER alfa. BCAS2 es capaz de aumentar la actividad transcripcional de ER alfa  

en un grado similar al observado con SRC-1 en líneas celulares de cáncer de 

mama. Además, BCAS2 aumenta específicamente la actividad transcripcional de 

AF-1,  esto se demostró a través de ensayos pull-down-GST, que muestran la 

interacción directa entre BCAS2 y la región N-terminal de ER alfa. Los ensayos de 

ChIP muestran que esta interacción se lleva a cabo en promotores regulados por 

E2. Adicionalmente, BCAS2 presenta un efecto positivo sobre la proliferación de la 

línea celular MCF7 en presencia de E2. Se confirmó que BCAS2 es un coactivador 

de AR y se demostró que podría ser un nuevo coactivador de PR, pero las 

interacciones entre el receptor de la hormona y coactivador, se desconocen aún. 

La sobre expresión de BCAS2, regula la expresión de genes que tienen un papel 

en la tumorigénesis del cáncer de mama. Por otro lado, describimos una 

interacción de la proteína PINX1 con ER y se demuestra un papel de PINX1 

como correpresor de ER. PINX1 reprimió la  actividad transcripcional de AF-1, 

así como la actividad AF-2 en presencia de E2. Los ensayos de ChIP, verificaron la 

interacción entre ER alfa y PINX1, y que esta se produce en promotores regulados 

por E2. PINX1 también interactúa con los receptores de andrógenos y 

progesterona y promueve su actividad transcripcional. Adicionalmente, incrementa 

la proliferación inducida por DHT de líneas celulares de cáncer de próstata. La 

expresión aumentada de PINX1 también desregula la expresión de un número de 

genes que tienen un papel en el crecimiento celular y la proliferación de líneas 

celulares de cáncer de mama. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Cáncer de Mama (CaMa) 

 

El cáncer de mama es una neoplasia maligna que tiene su origen en la 

proliferación acelerada e incontrolada de células que tapizan, en 90 % de los 

casos, el interior de los conductos que durante la lactancia llevan la leche desde 

los acinos glandulares, donde se produce, hasta los conductos galactóforos, 

situados detrás de la areola y el pezón, donde se acumula en espera de salir al 

exterior. El tipo de cáncer más frecuente es epitelial y se origina en la unidad 

ductolobulillar terminal. El carcinoma ductal infiltrante representa 85% de las 

neoplasias invasoras, seguido del carcinoma lobulillar infiltrante, con 5 a 10% de 

los casos. Las variedades más frecuentes son el carcinoma común, sólido, 

alveolar, tubulolobular y pleomórfico. Los tipos histopatológicos menos comunes 

son el micropapilar y metaplásico, los cuales implican peor pronóstico (López 

Mendoza y Méndez Martínez, 2008).  

 

El cáncer de mama se ha convertido en el cáncer más diagnosticado en 

mujeres a nivel mundial (Jemal A, et al., 2008) causando el 15% de las 

defunciones por cáncer maligno en mujeres. Tan solo en el año 2012 se estimaron 

522 mil mujeres en el mundo, y en México el número de muertes se incrementó a 

5,680, con una tasa de 14.2, convirtiéndose en la primera causa de muerte por 

cáncer en mujeres mayores de 25 años de edad (Globocan 2012, Palacio M, et al., 

2009). Existen pocos reportes de las características epidemiológicas de pacientes 

mexicanas, Rodríguez encontró que el 45% de mujeres con carcinoma de mama 

eran menores de 50 años de edad, el 29% tenía entre 40 y 49 años, una década 

antes que la edad de inicio en mujeres de EUA. En el año 2000 la población de 

mujeres en riesgo de padecer cáncer de mama era de 17 millones y se espera un 

incremento a 29.5 millones en el año 2020 (Rodríguez C, et al., 2001). Según la 

OMS en su reporte del Globocan 2012, el CaMa es ahora el más común de los 

cánceres tanto en países desarrollados como subdesarrollados con alrededor de 
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1.67 millones de nuevos casos estimados, un aumento mayor del 20% con 

respecto al 2008. En México ha alcanzado un 35.35% de los casos de cáncer 

reportados en mujeres, seguido del cáncer de cérvix, con el 23.28%. 

 

Factores de Riesgo 

 

Los estudios epidemiológicos a gran escala sugieren que a mayor tiempo 

de exposición a estrógenos, mayor riesgo de cáncer de mama. Una menarquia 

temprana, una menopausia tardía, la nuliparidad y una edad tardía al primer 

embarazo se relacionan con un aumento en la incidencia. (Gail MH., et al. 1989; 

Rosner B y Colditz GA., 1996, Hankinson SE., et al., 2004; Heldring N., et al., 

2007; Amir., et al., 2010). La intensidad de exposición juega un papel importante: 

en mujeres posmenopáusicas, cuyos estrógenos provienen fundamentalmente de 

la aromatización en tejidos periféricos de los andrógenos suprarrenales, la 

obesidad se asocia a un incremento del riesgo (la aromatización de andrógenos se 

produce sobre todo en el tejido graso) (Huang Z., et al. 1997). También el uso de 

terapia hormonal de reemplazo aumenta el riesgo. Estas dos últimas situaciones 

están vinculadas a un aumento de la cantidad de estrógenos circulantes 

(Hankinson SE., et al. 1998; Romero F., et al. 2008; Rodríguez C. y Carpuso G., 

2006). La incidencia de cáncer de mama se incrementa con la edad. Dicho 

incremento persiste tras la menopausia, pero a una velocidad 6 veces menor. Esto 

sugiere la importancia de la función ovárica (en cuanto a síntesis de estrógenos) 

en el riesgo de cáncer de mama (Winer E., et al 2001) 

 
Las hormonas esteroides juegan un papel importante en la fisiopatología de 

diversos tipos de cáncer. Diversos estudios, tanto in vitro como in vivo indican que, 

en células derivadas de cáncer de endometrio y de mama, el 17-estradiol (E2) 

induce un incremento en la proliferación (Foster JS., et al., 2001; Holinka CF., et 

al., 1986). En ratas hembra, el tratamiento prolongado con E2 aumentó un 82% la 

incidencia de tumores mamarios (Singh., B et al., 2011).  
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Tratamiento antihormonal 

 

Desde el trabajo de Barbara Mason et al. en 1983, en el que se determinó 

la expresión de los receptores de progesterona (PR) y estrógenos (ER) de todos 

los cánceres de mama incidentes entre 1976 y 1980 de la ciudad de Auckland 

(1,136 casos), se acepta la importancia clínica de la positividad de la expresión de 

ER y PR. En varios estudios se ha constatado que cuando ambos receptores son 

positivos, existe una supervivencia significativamente mayor que cuando son 

negativos, al menos en los primeros 5 años. Estos resultados han sido 

consistentemente y repetidamente confrontados (Hilsenbeck S. et al., 1998; Costa 

S-D. et al., 2002). Hoy se aceptan como factores de pronóstico molecular de 

importancia en enfermedad localizada; en enfermedad avanzada los datos son 

más controvertidos. Chang et al., en 2003, publicaron un análisis retrospectivo con 

346 pacientes en el que estudiaron la influencia de ciertos datos clínico 

patológicos del tumor primario en el desarrollo de la enfermedad una vez que se 

desarrollan las metástasis. Curiosamente, encontraron asociación positiva entre la 

expresión del PR (y no del ER) en el tumor primario con una evolución más 

benigna en la enfermedad metastásica. Sin embargo, lo que está muy claro hoy en 

día es el beneficio que se obtiene en todas aquellas pacientes con receptores 

positivos merced al bloqueo hormonal con los diferentes agentes disponibles. 

 

Ha sido importante el desarrollo de las terapias endócrinas que están 

basadas en el uso de compuestos antihormonales que bloquean de forma 

completa o parcial la actividad del receptor de estrógenos alfa (ER), 

denominados moduladores del receptor de estrógenos (SERMs), como tamoxifén 

y raloxifén, o de compuestos que inhiban la síntesis de hormonas a nivel 

sistémico, como los inhibidores de aromatasa (Gustafsson JA y Warner M., 2000). 

El cáncer de mama ER-positivo constituye más del 60% de los cánceres en 

mujeres pre-menopáusicas y casi el 80% en mujeres diagnosticadas después de 

la menopausia, haciendo a este receptor un potente predictor de la respuesta a 

terapia endócrina (Heldring N., et al., 2007; Jensen EV., et al., 2010). La expresión 
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del ER y PR se correlaciona con tumores de bajo grado histológico que 

responden favorablemente a tratamiento hormonal, sobretodo en pacientes post-

menopáusicas (Callagy G., et al., 2003; Lacroix M., et al., 2004).    

 

Sin embargo, a pesar de que estas terapias han mostrado una gran 

eficacia, eventualmente las células tumorales muestran cierta resistencia a la 

terapia antihormonal, por lo que en años recientes el estudio de proteínas que 

previenen o medían esta resistencia endócrina, ha provocado mucho interés tanto 

para elucidar los mecanismos de acción de las hormonas esteroides como para 

evaluar su aplicabilidad como marcadores de diagnóstico y pronostico o como 

blancos terapéuticos para regular la actividad hormonal en varios cánceres 

hormono-regulados. 

 

El Receptor de Estrógenos 

 

Los efectos biológicos del E2 son mediados a través de su interacción 

específica con receptores ligando específicos. Actualmente, se han identificado 

dos receptores de estrógenos conocidos como receptor estrógenos alfa (ER) y 

receptor de estrógenos beta (ER), los cuales están formados por una cadena de 565 y 530 

aminoácidos, respectivamente (Ogawa S, et al., 1998). Existe un tercero y nuevo 

receptor de estrógenos transmembranal (7TMR), conocido como GPR30, el cual 

actúa de manera independiente del ER y ER pero que influye en la activación del 

receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR), participando así en la 

biología del cáncer de mama (Filardo E. et al., 2006). ER y  son miembros de la 

superfamilia de receptores nucleares (NR) que incluye todos los receptores de 

hormonas esteroides (SHR) como los receptores de andrógenos (AR), 

glucocorticoides (GR), mineralocorticoides (MR), PR y los receptores similares al 

receptor de estrógenos (ERR). Adicionalmente, incluyen receptores nucleares no 

esteroides y receptores huérfanos (Tsai M-J y O’Malley BW 1994). Los miembros 

de esta familia son factores de transcripción activados por ligando que comparten 

estructura y mecanismos de acción similares (Aranda A y Pascual A, 2001). La 
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relación evolutiva entre los receptores de esteroides/nucleares ha sido deducida 

por la alta conservación entre sus dominios de unión al DNA (DBDs) y en un 

menor grado por sus dominios conservados de unión al ligando (LBDs), indicando 

que este gran grupo de proteínas provino de una molécula común hereditaria 

(Ogawa et al., 1998).  

 

Estructura de los receptores de estrógenos 

Los receptores ER y ER, están conformados por seis dominios 

denotados de la “A” a la “F”, codificados por 8-9 exones (Kuiper et al., 1998). Los 

receptores de estrógenos, tienen un dominio central de unión al DNA (DBD) muy 

conservado que mediante dedos de zinc, permite al receptor unirse a secuencias 

específicas en los promotores o a los enhancers de genes regulados por 

estrógeno (Kumar R y Thompson EB, 1999; White R y Parker MG, 1998; Huang P. 

et al., 2010). Se ha observado que ER interacciona con sus ERE en regiones 

promotoras y 3´ de más de 900 genes que responden a estrógenos tanto al alta 

como a la baja (Klinge, 2001; Welboren et al., 2007; Welboren et al., 2009; 

Romano, et al., 2010). La región carboxilo-terminal del receptor constituye el 

dominio de unión a ligando (LBD) el cual reconoce a estrógenos fisiológicos como 

es el 17-estradiol (E2), la estrona y el estriol, que son sintetizadas a partir de 

andrógenos por medio de una aromatasa (Kuiper et al., 1997), y a ligandos 

sintéticos que pueden activar ó inhibir la actividad del receptor, llamados SERMs 

(Moduladores Selectivos del ER). Adicionalmente, este dominio contiene una 

señal de localización nuclear, regiones de homodimerización y un dominio de 

transactivación denominado AF-2, el cual es dependiente de ligando.  La 

interacción con E2 activa al receptor promoviendo una serie de cambios 

conformacionales que incluyen la dimerización, localización nuclear y muy 

importantemente una superficie sobre la región AF-2 que promueve su interacción 

con coactivadores transcripcionales (Edwards, 1999; Klinge, 2000). Entre el DBD y 

el LBD existe una región variable denominada bisagra.  La región amino-terminal 

es la más variable entre los miembros de la familia, tanto en tamaño como en 

secuencia de aa, y contiene una región de transactivación denominada AF-1, la 
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cual es ligando-independiente, y también recluta proteínas correguladoras.  Las 

regiones AF-1 y AF-2 pueden activar la transcripción de manera independiente ó 

sinergística dependiendo del contexto celular y del promotor (Thompson y Kumar 

2003; Mérot Y., et al., 2004; Zwart W., et al., 2010). Adicionalmente, la región N-

terminal contiene sitios de fosforilación que son regulados por una variedad de 

protein-cinasas (Kumar y Thompson, 2003) (ver figura 1).  El papel que juega la 

fosforilación en la actividad de los receptores nucleares no se encuentra 

completamente definida, pero está involucrada en la modulación de la actividad de 

AF-1 y su interacción con correguladores, así como en la intercomunicación con 

otras vías de transducción de señales (cross-talk). Se ha observado que la 

fosforilación del ER está relacionada con su unión a sus elementos de respuesta 

a estrógenos. Todos los receptores de esteroides, incluyendo el ER son 

fosforilados después de la unión a sus ligandos respectivos (Weigel NL., et al., 

1998). Adicionalmente, la fosforilación del ER puede modular la unión al ERE. En 

ER, la fosforilación de Ser 118 y Ser 167 son de particular importancia para la 

transactivación mediada por AF-1. Sin embargo, se conoce poco sobre la 

regulación de AF-1 en ER (Kato S., et al., 1995; Glaros, S., et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Esquema de los receptores de estrógeno ER y ERhumanos. Los 

números dentro de cada dominio del ER denotan en porcentaje de homología 

con el ER
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Aparte de los estrógenos fisiológicos, existen ligandos farmacológicos y 

ligandos producidos por algunas plantas que pueden tener efectos positivos o 

negativos sobre el ER.  Los moduladores selectivos del receptor de estrógenos o 

SERMs pueden tener efectos positivos o negativos sobre la activación 

transcripcional de manera tejido- o promotor-selectiva, haciéndolos un blanco 

importante de estudio para tratamiento de cáncer de mama. La unión de los 

SERMs causa un cambio conformacional en el LBD que inhibe la actividad de AF-

2, pero AF-1 puede ser funcional dependiendo del contexto celular y del promotor 

(Berry M., et al., 1990). Asi, observamos que el SERM, tamoxifén, actúa como 

antiestrógeno en tejido mamario, pero puede activar la transcripción mediada por 

ER en hueso y endometrio.  Los cambios conformacionales del LBD causados 

por la interacción con diversos ligandos determinan si la configuración es apta 

para la unión de coactivadores o correpresores. 

Mecanismos de acción de ER 

Los mecanismos moleculares de la señalización mediada por el receptor de 

estrógenos se han dividido en 4 mecanismos diferentes (Hall et al., 2001): 

- Mecanismo clásico de activación ligando-dependiente: La unión de ligando 

activa al ER induciendo interacción con el DNA y activación transcripcional 

de genes blanco. 

- Activación independiente de ligando: Varias cinasas de las redes de 

señalización de factores de crecimiento logran activar al ER y sus proteínas 

correguladoras en ausencia de ligando. 

- Activación independiente de unión de ER a su elemento de respuesta: El 

ER unido a su ligando puede activar promotores mediante su unión a otros 

factores de transcripción, como AP-1, utilizando los sitios de unión a DNA 

de estos. 

- Señalización no-genómica (ER de membrana): Activación de otras 

cascadas de transducción de señales por medio del receptor nuclear 

anclado a la membrana o del receptor transmembranal, GPR30, que actúa 

de manera independiente de los ER nucleares. 
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El mecanismo clásico de acción ligando-dependiente ha sido el más estudiado 

(Fig. 2). El receptor de estrógenos, en ausencia de ligando, se encuentra 

mayoritariamente en el núcleo, en un complejo inactivo con proteínas de choque 

térmico como Hsp90 y Hsp70. Cuando se une a un estrógeno, el ER se activa, 

disociándose de las proteínas de choque térmico, y sufre varios cambios 

conformacionales para lograr la unión con sus elementos de respuesta sobre el 

DNA en las regiones regulatorias de genes blanco.  Los receptores unidos al DNA 

reclutan a los factores basales de transcripción y la RNA polimerasa II por medio 

de su interacción directa o por medio de proteínas intermediarias (Edwards., 1999; 

Klinge., 2000; McKenna et al., 2002; Rosenfeld y Glass., 2001).  Los complejos 

ER-coactivador regulan el acceso a la cromatina y estabilizan el complejo de 

preiniciación transcripcional. La transcripción de muchos genes se incrementa en 

presencia de estradiol, sin embargo la transcripción de otros es inhibida (Frasor et 

al., 2003).  En su mayoría, los genes regulados positivamente están involucrados 

en proliferación y progresión del ciclo celular, mientras que aquellos que son 

regulados negativamente tienen que ver con apoptosis y regulación 

antiproliferativa. Aunque se conoce menos sobre el ER, tiene algunas funciones 

diferentes de las de ER y podría tener efectos opuestos sobre la proliferación 

tumoral (Couse JF et al., 2000; Gustafsson JA y Warner M. 2000). En ambos 

casos, la regulación transcripcional, promotor- y célula-especifica, mediada por ER 

esta modulada por el reclutamiento de correguladores: coactivadores y 

correpresores. 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Activación clásica de ER(Noriega R., y Langley., 2008). 

Antiestrogénico Estrogénico
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Tipos de receptores de estrógeno 

La acción de los estrógenos sobre la célula en su mayoría está mediada por 

dos subtipos de receptores de estrógenos intracelulares (ER)  ER y ER. En los 

seres humanos, existen tres isoformas identificadas de ERα (ERα 1-3) y seis 

isoformas de ERβ (ERβ 1-6). Se han identificado algunos efectos vasculares 

relacionados con estógenos mediados por ERα 2 y efectos extranucleares 

mediados por ERα 3. Adicionalmente, se han identificado en líneas celulares de 

cáncer (Kampa et al., 2013). En cambio, las variantes ERβ son expresados 

diferencialmente en varios tejidos y pueden modular la señalización de ERα 

(Ogawa et al, 1998.; Matthews y Gustafsson, 2003; Ramsey et al, 2004; Leung et 

al, 2006). Por ejemplo, la isoforma ERβ2 puede inhibir la transcripción dependiente 

de ERα cuando ambos receptores se expresan en la misma célula (Matthews y 

Gustafsson, 2003). Más allá de la información acerca de las funciones de la 

isoforma ERβ2, poco se sabe de las otras isoformas de ERβ. 

La acción principal de los estrógenos, directa o indirectamente, está 

relacionada con la regulación de la expresión génica de cientos de genes en cada 

tipo de célula blanco. Los estrógenos muestran efectos diferenciales en diferentes 

tejidos. En el útero y la glándula mamaria, los estrógenos son mitógenos fuertes, 

induciendo la proliferación celular en la pubertad así como durante la etapa fértil 

(Sismondi et al., 2007). 

En el hueso, los estrógenos muestran un efecto trófico, ya que favorecen la 

proliferación de los osteoblastos más que de osteoclastos, de modo que su acción 

beneficia la masa del hueso y la fuerza. En el sistema cardiovascular, los 

estrógenos proporcionan protección contra enfermedades cardiovasculares. En el 

cerebro, los receptores de estrógenos actúan tanto en el desarrollo, determinando 

la formación de un número de núcleos dimorfos, así como en el adulto, 

favoreciendo la supervivencia neuronal y estabilizando la capacidad cognoscitiva 

(Sismondi et al., 2007). 
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Los dos tipos de receptores son codificados por diferentes genes y su 

expresión varía dependiendo el tipo de tejido, ER es expresado 

predominantemente en tejidos reproductivos (útero, mama y ovario), así como en 

el hígado y en el sistema nervioso central, mientras que ER es expresado en 

otros tejidos tales como hueso, endotelio, pulmones, tracto urogenital, ovario, 

sistema nervioso central y próstata (Nilsson et al., 2001; Anderson., 2002; Palmieri 

et al., 2002; Krege et al., 1998; Couse et al., 1999 y, Couse y Korach, 1999). 

ER interacciona con elementos de respuesta a estrógenos (ERE) 

La mínima secuencia consenso ERE, es una repetición palindrómica 

invertida (IR): 5´-GGTCAnnnTGACC-3´, donde n es cualquier nucleótido (Klein–

Hitpass et al., 1988a), y se diferencia en sólo 2 bp del elemento de respuesta a 

glucocorticoides (GRE) (Klock et al., 1987). La secuencia palindrómica de los ERE 

tiene un tamaño aproximado de 17pb y las secuencias flanqueantes son 

importantes para determinar la afinidad con la cual ER se une a estas (Klinge et 

al., 1992; Klinge y Bambara, 1992; Klingen et al., 1996; Anolik et al., 1996 y 

Driscoll et al., 1998). La mayoría de los genes que responden a estrógenos 

presentan secuencias imperfectas no-palindrómicas (Anolik et al., 1995 y Driscoll 

et al., 1998).  Se han localizado EREs funcionales en promotores de genes como 

vitellogenina A1 (Walker et al., 1984) y B1 (Wahli et al., 1989)  de  Xenopus, otro 

ejemplo es el gen apo-VLDII de pollo, o en humano genes que codifican para PS2 

(Jeltsch et al., 1987), oxytocina (Richard y Zingg., 1990), c-fos (Weisz y Rosales., 

1990), c-myc (Weisz y Bresciani., 1988), TGF- (El–Ashry et al., 1996), 

lactoferrina (Teng et al., 1992), prolactina (Berwaer et al., 1994), PR (Kraus et al., 

1994), catepsina D (Augereau et al., 1994), y complemento 3 (Norris et al., 1996). 

ER se une a otros factores de transcripción, mejorando así la expresión génica sin 

unión directa al DNA. Se ha observado mecanismos por los cuales hay interacción 

de ERy Sp1 (Krishnan et al., 1994) y ER y ER con AP-1 (Webb  et al., 1995 y 

Paech et al., 1997).   
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Regulación de la transcripción génica por el receptor de estrógenos 

La iniciación de la transcripción es un acontecimiento complejo que se lleva 

a cabo gracias a la interacción cooperativa de múltiples factores sobre el promotor 

blanco. Cuando ER se une a un ERE, actúa recíprocamente con factores de 

transcripción de la maquinaría basal de la transcripción y con otras proteínas 

llamadas correguladores, incluyendo coactivadores, que pueden estabilizar la 

unión de factores de transcripción basal y promover la iniciación de la 

transcripción. Una vez que el complejo de iniciación está completo, la RNA 

polimerasa II es reclutada y la transcripción comienza (Klinge., 2000).  

Correguladores 

Los correguladores son proteínas que interactúan con factores de 

transcripción y modulan su actividad positiva o negativamente, y que desde un 

punto de vista funcional se clasifican en dos tipos: coactivadores o correpresores. 

 

Coactivadores: Son proteínas que modulan positivamente la actividad 

transcripcional de factores de transcripción como los NR. Los coactivadores 

existen en complejos multiprotéicos que se adhieren a factores de transcripción 

sobre el promotor, modifican cromatina y facilitan el reclutamiento de la maquinaria 

general de transcripción para permitir una expresión eficiente de genes blanco 

(McKenna NJ y O’Malley BW 2000). Gran parte de la información obtenida sobre 

los coactivadores del ER proviene de estudios sobre la región de activación AF-2 

en el LBD. La interacción con un ligando agonista causa un cambio 

conformacional en el LBD que forma un surco hidrofóbico donde interactúan 

coactivadores que contienen un motivo de interacción -helical LxxLL (leu-x-x-leu-

leu) ó caja NR (Heery DM., et al., 1997). Adicionalmente, existe otro grupo de 

coactivadores reclutados por el dominio AF-1, de manera independiente de cajas 

NR (McKenna NJ y O’Malley BW 2000). Estos factores actúan de manera 

secuencial y/o combinatoria utilizando diferentes mecanismos para reorganizar la 

cromatina, reclutar y modificar a los factores basales de la transcripción, estabilizar 
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la maquinaria basal de transcripción, activar a la RNAPolII y regular el recambio de 

proteínas sobre el promotor (Metivier R., et al., 2003). 

 

 

Fig. 3 Mecanismos de acción de coactivadores de NR (modificado de McKenna y 

O’Malley 2002). 

 

Correpresores: Los correpresores tienen un papel importante en la regulación 

negativa de la expresión de genes regulados por NR. Los correpresores, como los 

coactivadores, funcionan como parte de complejos multiproteicos. Estas proteínas 

se asocian con desacetilasas de histonas (HDAC) y las reclutan al promotor 

incrementando la unión del DNA al nucleosoma para inhibir la unión de factores de 

transcripción y así inhibir la expresión génica. Inicialmente, se encontró que se 

unen a NR sobre el promotor blanco en ausencia de ligando (en caso de NRs no 

esteroideos) o en presencia de ligandos antagonistas o SERMs (Schulman IG., et 

al., 1996). En el caso de ER, tanto la unión de tamoxifén como la de raloxifén han 

mostrado reclutar correpresores en ciertas líneas celulares, induciendo la 
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represión de transcripción (Shang Y., et al., 2000; Shi Y., et al. 2001; Smith CL y 

O’Malley BW., 2004). Adicionalmente, la inhibición selectiva de los correpresores, 

NcoR o SMRT, promueve la actividad agonista de tamoxifén y otros SERMs 

(Jepsen K., et al., 2000). Sin embargo, cada vez se encuentran más proteínas 

correpresoras que interactúan con los receptores en presencia de ligandos 

agonistas, encontrándose en complejos independientes o junto con coactivadores 

(Fernandes I., et al., 2003; Rajendran RR., et al., 2003). Aparte de los 

correpresores que reclutan HDACs, existen proteínas que han demostrado inhibir 

la activación transcripcional mediante otros mecanismos entre los que se 

encuentra la remodelación de la cromatina, la inhibición de la unión a DNA o de la 

translocación nuclear de los receptores, bloqueo de la interacción entre receptores 

y sus coactivadores, desestabilización de la maquinaria basal de transcripción y 

regulación del recambio de proteínas sobre el promotor (Jepsen K., et al., 2000).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig

. 4 Mecanismos de acción de correpresores de NR (modificado de Dobrzycka et 

al., 2003) 
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El modelo común para explicar la regulación célula específica de la 

expresión de genes blanco que responden a estrógenos, sugiere la expresión 

diferencial entre los niveles de coactivadores y correpresores. Diferentes 

concentraciones de ER, ER, y del ligando especifico, regulan la transcripción 

del gen blanco en respuesta a estrógenos. Por análisis Northern blot se confirmó 

la idea de que en diferentes tejidos de rata (Misiti et al., 1998) y líneas celulares 

(Folkers et al., 1998), existe diferencia de expresión del mRNA de los 

coactivadores SRC-1, RIP-140, p300, y CBP, así como de los correpresores 

SMRT, y NCOR (McKenna et al., 1999). 

 

Adicionalmente, existen algunas proteínas con función dual que son 

capaces de activar o reprimir la transcripción dependiendo del receptor, del 

contexto celular o del promotor (Fritah A., et al., 2010; Leong GM., et al., 2004). Al 

existir en el mismo complejo, los coactivadores y correpresores aseguran la 

regulación apropiada de los mecanismos de transcripción dirigidos por los SHRs 

(Li X., et al., 2002) donde existe un ensamblaje cíclico y ordenado de complejos 

formados por diferentes actores que promueven el inicio de la transcripción y 

regulan la finalización de este mismo proceso (Metivier R., et al., 2003).  

Adicionalmente, estos mecanismos son regulados por redes de señalización río 

arriba (O’Malley BW y Kumar R, 2009; Han SJ., et al., 2009). La concentración y 

actividad de los correguladores es modulada mediante modificaciones 

postraduccionales (fosforilación, metilación, ubiquitinación, etc.) causadas por la 

acción de varias vías de transducción de señales, incluyendo algunas reguladas 

por estrógenos (Smith CL., 1998; Zheng FF, et al., 2005; Wu RC, et al., 2005). Las 

variaciones en el reclutamiento ligando-específico de coactivadores y/o la 

disociación de correpresores proveen flexibilidad en la señalización de promotores 

regulados y probablemente regulan la especificidad de los promotores activados 

de manera tejido-específica (Katzenellenbogen BS y Katzenellenbogen JA, 2000). 

Es decir, que la activación selectiva de subgrupos de promotores para un factor 

transcripcional sugiere que el corregulador juega un papel crucial en "seleccionar" 

el subgrupo de genes que se activa en un programa biológico. Todavía faltan 



 

15 
 

datos para determinar si todos los correguladores poseen algún grado de 

selectividad por el promotor y como se lleva a cabo esta selección.  Sin embargo, 

este fenómeno parece ser muy importante para explicar cómo algunos 

coactivadores solo activan un conjunto específico de genes regulados por 

estrógenos (Spiegelman BM y Heinrich R, 2004; Jeong KW et al., 2012; Romano 

et al., 2010). 

 

Se puede pensar que cualquier desregulación de los complejos 

SHR/corregulador puede causar cambios en la expresión de genes blanco 

causando alteraciones en la homeostasis de la célula, y redundando en fenotipos 

patológicos (Han SJ., et al., 2009; Xu J., et al., 2009).  Alteraciones en la actividad 

o concentración de correguladores han sido implicadas tanto en síndromes de 

insensibilidad hormonal, como en el desarrollo de cáncer hormono-regulado y su 

progresión a cáncer insensible a terapia endocrina (O’Malley B.W.,  et al., 2008; 

Xu J., et al., 2009; Han SJ., et al., 2009; Walsh CA et al., 2012). 

 

Uno de los problemas más importantes para el tratamiento de cáncer de 

mama es que, aun cuando el tratamiento con tamoxifén y otros SERMs o 

inhibidores de aromatasas resulta en una respuesta clínica favorable y regresión 

tumoral de cáncer ER positivo, después de tratamiento prolongado hasta 1/3 de 

las mujeres tratadas tendrán enfermedad recurrente (resistencia endocrina) dentro 

de los siguientes 15 años (Howell A., 2008). Existen varios mecanismos posibles 

para la evolución de resistencia endocrina. El ER o alguna proteína que interactúa 

con él, puede estar desregulado e inclinar el balance hacia la activación de ER, 

aún en ausencia de estrógenos o en presencia de SERMs o antagonistas puros.  

Se ha determinado que cambios en la proporción de coactivadores y 

correpresores en células de cáncer de mama están implicados en la respuesta 

diferencial de los ERs a un ligando agonista o antagonista y que el incremento en 

las concentraciones de algunos coactivadores y/o la reducción de algunos 

correpresores son de mal pronóstico, tanto para la terapia endocrina, como para la 

sobrevida del paciente (Shang Y., et al., 2000; O’Malley B.W. y Kumar R. 2009; 
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Lahusen T., et al., 2009).  En los últimos años, las evidencias que el ER y sus 

correguladores están implicados en el desarrollo de cáncer de mama y otras 

patologías hormono-reguladas, ha provocado un gran interés de comprender la 

biología celular de los mecanismos regulados por los SHRs y ha resultado en 

nuevas propuestas para terapias basadas en la modulación de esta regulación. 

(O’Malley BW et al., 2008; Xu J et al., 2009; Han SJ et al., 2009). 
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ANTECEDENTES 

 

En tanto se incrementa nuestro conocimiento de las funciones de los 

correguladores, hemos logrado dilucidar cómo estas proteínas regulan la función 

del ER en presencia de ligandos agonistas, antagonistas o aún en ausencia de 

ligando. Datos cristalográficos han demostrado que existen diferentes 

configuraciones del LBD de ER dependiendo del ligando (Bourget W., et al., 

2000; Lonard DM y Smith CL. 2002) lo cual conlleva a un modelo en el cual las 

diferentes configuraciones de AF-2, dependiendo del ligando, así como la 

presencia de modificaciones covalentes (fosforilación, acetilación, etc.) efectuadas 

por moléculas de señalización, pueden generar diversidad en la habilidad que 

tiene el receptor para reclutar coactivadores de manera promotor- y célula-

específica. Las configuraciones distintas del LBD de ER pueden llevar a la 

formación de complejos coactivadores puros, complejos mixtos de 

coactivadores/correpresores ó complejos correpresores. Varios estudios sugieren 

que perturbar la expresión de coactivadores o correpresores dentro de la célula, 

ya sea a nivel de su expresión o por modificaciones post-traduccionales, puede 

regular la respuesta a ligandos mixtos de manera promotor específica. Así, se ha 

visto que la sobre-expresión del coactivador SRC1 incrementa la actividad de ER 

estimulado por tamoxifén en tejidos donde el tamoxifén exhibe actividad agonista 

(Smith CL y O’Malley BW 2004; Walsh CA et al., 2012). Sin embargo, la capacidad 

de SRC1 para modular la actividad de ER-tamoxifén en estas células implica que 

existen interacciones ER-SRC1 productivas en presencia de tamoxifén. En este 

caso, SRC-1 ya no es capaz de interactuar con la región AF-2 de ER y requiere 

de un AF-1 intacto para interactuar mediante la región N-terminal del ER 

Adicionalmente, estudios similares con varios SHRs muestran que la sobre-

expresión de los correpresores NCoR y SMRT reduce la actividad agonista de 

ligandos moduladores (Jepsen K., et al., 2000; Szapary D., et al., 1999) mientras 

que el incrementar las proteínas coactivadoras puede elevar la actividad agonista 

de estos ligandos (He Y., et al., 2002, Liu Z., et al., 2002). Esto sugiere que una 

variación en la expresión de correguladores puede regular la sensibilidad de las 
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células blanco a hormonas esteroides y puede influenciar la habilidad de 

diferentes ligandos para regular la expresión génica en diferentes tipos de células 

(Smith CL y O’Malley BW 2004; O’Malley B.W. y Kumar R. 2009). 

 

Basados en los estudios cristalográficos que demuestran cómo la 

configuración diferente del LBD en presencia de SERMs puede bloquear la 

interacción de correguladores con AF-2, y el hecho de que la actividad agonista 

del tamoxifén requiere que el ER mantenga su región AF-1 intacta, nos dimos a la 

tarea de buscar correguladores novedosos que interactuaran con la región N-

terminal de ER, donde se encuentra el dominio de transactivación AF-1. Para ello 

utilizamos el sistema de doble híbrido en levaduras, donde utilizamos los 

aminoácidos (aa) 1-180 de ER como carnada, para tamizar una genoteca de la 

línea celular CWR22 de cáncer de próstata recurrente. Este estudio arrojó una 

gran variedad de proteínas que podrían interactuar con esta región del ER, entre 

las cuales detectamos a BCAS2 y PINX1. 

 

BCAS2 (secuencia amplificada de cáncer de mama 2) o también conocido 

como DAM1, del cual se conocía previamente que es un coactivador de ER en 

líneas celulares de cáncer de mama (Qi C., et al., 2005 y Nagasaki et al., 1999). 

Sin embargo, estos estudios sugerían que su interacción era con AF-2 y no AF-1. Al 

hacer una cartografía de alta resolución en una serie de líneas celulares MCF10, 

con el fin de estudiar la progresión de la malignidad de estas células, se observó 

que la progresión de la malignidad estuvo marcada por la ganancia de BCAS2, 

junto con otras proteínas (Worsham MJ et al., 2006). BCAS2 también se ha 

asociado también con la proteína supresora de tumores p53; actuando como un 

regulador negativo de p53, disminuyendo la transcripción de este supresor de 

tumores (Kuo P, et al., 2009). Muy recientemente, se publicó que BCAS2, 

interactúa con AR (Receptor de Andrógenos), en una línea celular de cáncer de 

próstata, Kuo P. et al., 2015, demostraron que BCAS2 se expresa 

significativamente en CaP, y que aumenta la proliferación de este a través de la 
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interacción que tiene con AR, ya que BCAS2 estabiliza a este receptor tanto de 

manera hormono-dependiente como independiente. Existen al menos dos 

mecanismos para la regulación positiva de AR mediada por BCAS2; uno es 

dependiente de p53, ya que BCAS2 regula negativamente a este supresor de 

tumores, dando como resultado un aumento en la expresión del RNAm y proteína 

de AR; el otro es independiente de p53 a través de la inhibición de la degradación 

del AR por el proteasoma. BCAS2 puede formar un complejo con AR y HSP90, lo 

cual conlleva una estabilización del receptor y por lo tanto una inhibición por la 

degradación de éste por el proteasoma. A pesar de las propiedades oncogénicas 

de BCAS2, se ha observado en un trabajo reciente que una sobre-regulación de 

esta por medio de ERR, esta correlacionada con la inhibición de la proliferación 

celular en cáncer de mama (Sengupta D., et al., 2014). Por lo que no dudemos 

que BCAS2, pueda actuar de manera positiva o negativamente en la progresión 

del cáncer de mama, dependiendo de la vía en que se ve involucrada. Por todo lo 

anterior decidimos que a pesar que BCAS2, había sido previamente caracterizada 

como un coactivador de ER, es importante seguir caracterizando y vislumbrando 

la forma en cómo actúa en diferentes cánceres hormono-regulados. 

PinX1 (de Pin2 interacting protein X1) es una proteína de 174 aa (19.1 kD) 

identificada inicialmente por encontrarse en el cromosoma 8p23 que 

frecuentemente muestra pérdida de heterocigocidad en diversos tipos de 

neoplasias malignas, presentándose en más del 70% de los carcinomas 

hepatocelulares, 60% en cáncer gástrico, 50% en cáncer de mama (Liao C., et al., 

2000; Kondo T., et al., 2005; Buchholz TA, et al., 1999), y la baja expresión de 

PINX1 en cánceres como  glioma (Bai J., et al., 2015) y carcinoma de células 

renales (Li H., et al., 2015), resulta de mal pronóstico, como se pudo observar en 

el trabajo de  Deng W. et al., 2015, donde encontraron una correlación entre la 

perdida de la expresión de esta proteína, que se presenta en un 43.4% en tejido 

normal colorrectal, a comparación con cáncer colorrectal en el que disminuye a un 

9.6%. Adicionalmente, Se encuentra expresada en casi todos los tejidos normales 

estudiados; sin embargo, su expresión se encuentra muy reducida o ausente en 

líneas celulares. La sobre-expresión de PinX1 en líneas celulares de cáncer 
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hepatocelular, inhibe la proliferación, por lo cual se le sugirió un papel como 

posible supresor de tumor (Liao C., et al., 2003). En un modelo in vivo (ratón), se 

ha observado que PINX1, es capaz de suprimir la metástasis en cáncer de mama, 

a través de la inhibición de la expresión de MMP-9 y la actividad de transcripción 

de NF-κB (Shi M., et al., 2015). 

 

Por otra parte, PinX1 tiene una fuerte actividad como inhibidor de la 

telomerasa, tanto in vivo como in vitro (Banik SS. y Counter CM., 2004; Kondo T., 

et al., 2005). Estudios más recientes demuestran que PINX1 se localiza en la 

periferia de los cromosomas y la placa exterior de los cinetocoros durante la 

mitosis (Li N., et al., 2009; Yuan et al., 2009). La inhibición de la expresión de 

PINX1 resulta en cromosomas rezagados durante la mitosis y la formación de 

micronúcleos durante la interfase (Yuan K., et al., 2009). De manera interesante, 

Cai et al. (2010) reportan que la pérdida de la expresión de PINX1 es un marcador 

molecular de pronóstico adverso en carcinoma epitelial de ovario y Zhou XZ et al., 

(2011) observan que su pérdida causa inestabilidad cromosómica. Sin embargo, 

los mecanismos regulatorios de PINX1 no se han elucidado completamente, y no 

se le ha relacionado con ninguna función en relación a la regulación 

transcripcional de receptores esteroides, tales como el ER, AR y PR, por lo que 

nos hemos enfocado al estudio de estos acontecimientos. 
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HIPÓTESIS 

 

 

 

 

BCAS2 y PINX1 interactúan con la región de transactivación AF-1 del 

Receptor de Estrógenos , y modulan su actividad transcripcional.  

 

A continuación, se postulan las hipótesis para cada una de las proteínas en 

estudio: 

 

a) La proteína BCAS2 interactúa con la región AF-1 de ER y modula su 

actividad positivamente. Se sabe que esta proteína es un coactivador de 

ER a través de su dominio de unión a ligando (AF-2), por lo que puede 

tener una actividad dual sobre ER, dependiendo del contexto celular, y 

sobre otro tipo de receptores hormonales.  

b) La proteína PINX1 interactúa directamente con la región N-terminal del ERα 

y modula negativamente su actividad transcripcional, actuando como un 

correpresor de la misma, determinando su efecto sobre procesos 

relacionados con el desarrollo de cáncer hormono-regulado. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

 

 Caracterización de los genes BCAS2 y PINX1, como correguladores del 

receptor nuclear ER y de otros receptores de hormonas esteroides de 

humano.  

 

Objetivos particulares 

 

       Verificar la interacción de BCAS2 y PINX1 con diferentes dominios del 

ER y ER in vitro e in vivo, estableciendo cuáles de estos dominios son 

indispensables para que se lleve a cabo dicha interacción. 

  Determinar si BCAS2 y PINX1 pueden afectar los niveles de 

transcripción mediados por ER en presencia y ausencia de ligandos 

agonistas y antagonistas, y compararlos con la actividad de SRC-1. 

  Ver el efecto de las proteínas en estudio con otros receptores de 

hormonas esteroides, como los receptores de andrógenos y progesterona, 

en presencia y ausencia de sus ligandos fisiológicos y antagonistas. 

        Determinar la expresión endógena de estos genes en líneas celulares 

de cáncer de mama en presencia o ausencia de estrógenos y determinar el 

efecto de la sobreexpresión e inhibición de estos genes sobre la 

proliferación celular en presencia y ausencia de estrógenos. 

  Comprobar si las proteínas codificadas por los dos genes, 

interaccionan con los receptores nucleares sobre promotores blanco en el 

DNA.  

         Ver el grado de clonogenicidad, tanto en presencia como en ausencia 

de las proteínas en líneas de cáncer de mama. 
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MATERIALES Y MÉTODO 

 

Cultivo celular:  

 

Se utilizaron las siguientes líneas celulares: células derivadas de riñón de mono 

verde, CV-1 y COS7 que no expresan receptores a hormonas esteroides. Líneas 

de carcinoma de glándula mamaria humano, MCF7 (expresa el ER), MDA-MB-

231 (no expresa el ER), MDA-MB-453 (no expresa el ER), T47D (expresa el 

ER y el PR), T47D-MTLV (T47D con transfección estable de MMTV-LUC). Líneas 

de cáncer de próstata: LNCaP (expresa AR y ER), 22rv1 (expresa el AR) y DU145 

(no expresa el AR).  HepG2 de hepatocarcinoma humano y HEK293T de riñón 

humano. Las diferentes líneas celulares se cultivaron en Dulbecco modificado por 

Eagle (DMEM), DMEM/F12 o RPMI 1640, según las especificaciones del ATCC, y 

se incubaron a 37 °C con CO2 al 5% para su mantenimiento. Todos los medios de 

cultivo fueron suplementados con suero fetal bovino (FBS) (Invitrogen) al 5% y 

penicilina/estreptomicina. Para los ensayos realizados con tratamientos 

hormonales se utilizaron los mismos medios, pero sin rojo fenol, y se 

complementaron con FBS tratado con carbón-dextran (sFBS) para eliminar la 

presencia de hormonas. 

 

Construcción de plásmidos.  

 

A partir del plásmido pACTII-BCAS2 y pACTII-PINX1, purificados de los ensayos 

realizados de doble-híbrido en levaduras, se construyeron los vectores de 

expresión en mamíferos pcDNA-BCAS2 y pcDNA-PINX1 mediante la inserción de 

la región codificante completa de BCAS2 y PINX1, respectivamente, digerida con 

las enzimas de restricción  EcoRI y XhoI (Invitrogen). Previamente se verifico que 

no tuvieran estos sitios en la región codificante. En ambos casos, se insertaron los 

genes en los mismos sitios de restricción del vector pcDNA3.1 “A” (Clontech). Por 

otra parte, los vectores de expresión en bacterias pDEST17-BCAS2 y pDEST17-

PINX1 (con bandera de 6x-histidinas), se generaron utilizando el sistema de 
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clonación de “Gateway” (Invitrogen)  donde se realiza un PCR de la región 

codificante de BCAS2 y PINX1, respectivamente, insertando una secuencia CACC 

en el oligo antes del ATG de inicio. Se utilizaron los siguientes oligonucleótidos: 

BCAS2; 5'-CACCATGGCGGGCACAGGTTTG-3' y 5'-

TGTCTAGATCAGAAGTCTTGCCGGATGTTTTC-3'  y PINX1; 5'-

CACCATGTCTATGCTGGCTGAACG-3' y 5'-

CATCTAGATCAGACCCTGGAACTGGAAC-3´. En los oligos 3´ se incluyeron los 

sitios para XbaI (3’) para poder realizar digestiones posteriores. El fragmento de 

PCR purificado, se inserta en un vector de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen). 

Posteriormente, el plásmido pENTR-BCAS2 y pENTR-PINX1 se sub-clonó cada 

uno por recombinación homóloga al vector destino (pDEST17) de expresión en 

bacterias (Invitrogen).    

  

Ensayos de interacción proteína-proteína (pull-down).  

 

Se utilizaron proteínas de fusión de los ER completos y sus regiones amino y 

carboxilo unidas a GST, para determinar su interacción in vitro con BCAS2 y 

PINX1. Los vectores pGEX-JDK (expresa GST),  pGST-ERα (completo, aa 1-595), 

pGST-ERαNT (aa 1-180), pGST-ERαCT (aa 264-595) y sus equivalentes para 

ERβ pGST-ERβ (aa 1-530, completo), pGST-ERβ NT (aa 1-148), pGST-ERβ CT 

(aa 214-530) se expresaron en la cepa BL21 de Escherichia coli y se purificaron 

por afinidad a perlas de glutatión-sefarosa de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante (GE Healthcare). La traducción in vitro de BCAS2 y PINX1 biotinilados, 

se realizaron a partir de pDEST17-BCAS2 y pDEST17-PINX1 utilizando lisado de 

reticulocitos de conejo del kit de TNT®T7 Quick Coupled Transcription/Translation 

System (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante, marcando a la 

proteínas (BCAS2 y PINX1) con un lisil-tRNA-[biotina]. Posteriormente, se 

agregaron 10 μl de las proteínas marcadas a las perlas de sefarosa unidas a cada 

proteína de fusión con GST y se incubaron con agitación suave a temperatura 

ambiente por 2 h en 500 μl de buffer de sonicación (20 mM Tris-HCl, pH 8, 100 

mM NaCl, 0.7 mM EDTA, 0.05% Nonidet P-40, adicionado con inhibidores de 
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proteasas) en presencia o ausencia del ligando de ERα, 17β-Estradiol (E2) (1x10-7 

M). Las perlas se lavaron cinco veces con buffer de sonicación y posteriormente 

se eluyeron las proteínas, hirviendo durante 5 min. en 50 μl de buffer de carga 

Laemmli. Las proteínas se separaron en geles de SDS-PAGE, seguido de la 

detección por western blot utilizando anticuerpos contra GST (GST-HRP 

(Invitrogen) y, para BCAS2 y PINX1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc). Las bandas 

se detectaron utilizando el kit de quimioluminiscencia ECL (Amersham 

Biosciences). 

 

Co-inmunoprecipitación.  

 

Se sembraron 1.5 x 106 células COS7 en placas de 10 cm. 24 h después, las 

células se transfectaron con 3 μg de pSG-ERα y 3 μg  del vector de expresión 

pcDNA-BCAS2 y pcDNA-PINX1 con el reactivo de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) 

durante 6 h. Después de la transfección, las células se trataron durante 48 h en 

presencia o ausencia de E2 (10 nM) o TAM (100 nM). Posteriormente, las células 

fueron cosechadas y lisadas con buffer de lisis (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 150 mM 

NaCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA y 1 mM DTT). Los restos celulares se precipitaron 

por centrifugación a 14,000 rpm durante 30 min. a 4 °C.  El sobrenadante se pre-

clarificó con proteína A/G-sefarosa (Sigma) a 4 °C durante 30 min. para eliminar 

interacciones inespecíficas. El lisado celular pre-clarificado se precipitó con 1 μg 

de los anticuerpos monoclonales anti-ERα (Santa Cruz Biotechnology), BCAS2 o 

PINX1 (ABcam), según el caso, durante 3 h a 4 °C en agitación suave. 

Posteriormente se agregaron 60 μL de proteína A/G-sefarosa y se dejó incubando 

toda la noche a 4 °C. Al siguiente día, las muestras se centrifugaron a  3,000 rpm 

por 3 min. a 4 °C y se realizaron 4 lavados con buffer de lisis en presencia o 

ausencia de ligando. Finalmente, se añadieron 50 μL de buffer de carga para 

proteínas y se calentaron a 94 °C durante 5 min. para posteriormente correr las 

proteínas en geles de SDS-PAGE y realizar el western blot utilizando anticuerpos 

contra ERα y BCAS2 o PINX1. 
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Western Blot.  

 

Los extractos proteicos se calentaron a 94 ºC por 5 min. y se separaron mediante 

electroforesis SDS-PAGE al 10%. Las proteínas fueron transferidas a membranas 

de fluoruro de polivinilideno (PVDF, Millipore Co, Billerica, Massachusetts) a 20 

volts toda la noche a 4 °C. Posteriormente, las membranas se bloquearon por 2 h 

a con una solución de leche descremada en polvo al 5 % en TBS-Tween 20. Las 

membranas se incubaron durante 2 h a 4 °C con los anticuerpos contra ERα, 

BCAS2 o PINX1, según el caso, en TBS-Tween (1:5,000). Las membranas fueron 

lavadas con TBS-Tween, 3 veces por 10 min. Posteriormente, se incubaron con 

anticuerpo secundario anti-conejo o anti-ratón (IgG-HRP, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) en una dilución 1:10,000 por 1 h a 4 °C. Las 

membranas se revelaron por quimioluminiscencia (Amersham Biosciences, 

Fairfield CT).  

 

Ensayos de actividad transcripcional.  

 

Se cultivaron 3x104 células de CV-1 ó 7 x104 células de cáncer de mama (MCF-7, 

T47D-MTVL, MDA-MB 231, MDA-MB 453), HepG2, o cáncer de próstata (22Rv1 o 

DU145) en placas de 24 pozos por 24 h en medio sin rojo fenol con suero sFBS al 

3%. Las células fueron co-transfectadas con 200 ng de plásmido reportero de 

luciferasa, 3xERE-Luc para receptores de estrógenos.  En caso de PR, , no fue 

necesario transfectar el reportero, ya que se utilizaron la células T47D-MTVL 

estables (Truss et al., 1995), para AR se transfectó el reportero MMTV-Luc en las 

células de cáncer de próstata o CV-1. En los casos donde no hay expresión 

endógena del receptor nuclear en las células, se transfectaron 50 ng de plásmido 

que expresa el receptor hormonal (pSG-ER, pSG-PR o pCMV-AR), de 50 a 300 

ng del plásmido de expresión del corregulador (ya sea pcDNA-BCAS2, pcDNA-

PINX1, pcDNA sin inserto como control negativo o con pSG-SRC-1 como control 

positivo de un coactivador conocido) y 10 ng del vector de expresión pCMV--

galactosidasa (Promega) como control de transfección. Todas las transfecciones 
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se realizaron con Lipofectamina 2000 durante 6 h, siguiendo las indicaciones del 

fabricante (Invitrogen). De manera adicional, se realizaron co-transfecciones 

utilizando construcciones que expresen únicamente el TAF-1 (ERα aa 1-282) o el 

TAF-2 (ERα aa 144-595) (donados por el Dr. Donald McDonnell, Duke University, 

NC) (Tzukerman et al., 1994), en células HepG2 para determinar si la actividad de 

BCAS2 o PINX1 requiere uno o ambos sitios de activación transcripcional del ERα. 

Las células se incubaron durante 48 h en presencia o ausencia de E2 o TAM, en 

caso de utilizar ER y P4 o DHT, si se trata de PR o AR, respectivamente. Las 

células se lisan con 50 l de buffer de lisis (Fosfato de Potasio 0.1 M, pH 7.8, 0.2 

% Triton X-100,1 mM DTT) y se toman 30 l para cada reacción. Se agregan 100 

ml de buffer de reacción (Glicil-glicina 25 mM pH 7.8, MgCl2 15 mM, ATP 5 mM, 

BSA 0.5 mg/ml), se agregan 30 l de Luciferina 1 mM y se lee en el luminómetro 

durante 20 seg. Posteriormente, en el mismo tubo se agregan 100 l del buffer de 

reacción de -galactosidasa (100 mM buffer fosfatos de sodio, pH 8, 1 mM MgCl2, 

1x Galactón (Tropix, Bedford, MA) y se incuba durante 1 hora en la obscuridad, a 

temperatura ambiente. Se adicionan 100 ml de acelerador (10% (v/v) Acelerador 

Tropix emerald, (Perkin Elmer), 0.2 N NaOH) y se lee durante 3 seg. en el 

luminómetro.  Los datos se reportan como el cociente de las unidades relativas de 

luz (URL) de luciferasa entre URL de -galactosidasa. Se realizaron por lo menos 

tres transfecciones independientes, por triplicado, para cada ensayo. 

 

Expresión de genes endógenos.  

 

Para el monitoreo de la expresión endógena de los genes que responden a 

estrógenos, se cultivaron 5 x 105 células MCF7 por pozo en cajas de 6 pozos en 

DMEM/F12 sin rojo fenol suplementado con 3% sSFB durante 24 h. Las células 

fueron transfectadas con 3 μg pcDNA-BCAS2 o pcDNA-PINX1, según el caso, 24 

h más tarde se trataron con E2 10 nM durante 24 h. El efecto de la sobre-

expresión de PINX1 sobre la expresión endógena de genes dependientes de E2 se 

evaluó por PCR en tiempo real. El RNA total se extrajo con TRIzol (Invitrogen) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se determinó la expresión de genes 
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conocidos blancos de estrógenos como IGFBP2, CASP8, Catepsina D, pS2, 

CTSD, cMYC y PR. Los cDNA se obtuvieron a partir de 100 ng de RNA total 

utilizando SuperScript VILO cDNA synthesis (Invitrogen) y se amplificaron por 

PCR con oligonucleótidos específicos. La cuantificación de los productos génicos 

se realizó mediante PCR en tiempo real utilizando SYBR green (Perkin Elmer) en 

un termociclador LightCycler 480 Master I (Roche, Indianapolis, IN). Para 

normalizar estos ensayos se utilizó el mRNA de la gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH). 

 

Los oligonucleótidos utilizados se muestran a continuación: 

 

Gen Oligonucleótidos Tamaño del 
amplificado 

C3  Fwd    ACCAGCAGACCGTAACCATC  
Rev   GCAGCCTTGACTTCCACTTC 

99 
 
 

PSA Fwd    CATCAGGAACAAAAGCGTGA 
Rev    ATATCGTAGAGCGGGTGTGG 

110 
 
 

IGFBP2 Fwd    CCTCAAGTCGGGTATGAAGG 
Rev    ACCTGGTCCAGTTCCTGTTG 

396 
 
 

CASP8 Fwd    CTTGGCCAATTTGCCTGTAT 
Rev    TCTTTGGCTTCCCTGCTAGA 

183 
 
 

KLK4 Fwd     AACAGACCCTTGCTCGCTAA 
Rev    GGTACAGCGGGTCATAGAGC 

234 
 
 

pS2 Fwd    CACCATGGAGAACAAGGTGA 
Rev    TGACACCAGGAAAACCACAA 

133 
 
 

PGR/ RP Fwd  GAGAGCTCATCAAGGCAATTGG 
Rev   CACCATCCCTGCCAATATCTTG 

227 
 
 

CTSD  Fwd: CAGAAGCTGGTGGACCAGAAC 
Rev: TGCGGGTGACATTCAGGTAG 
 

138 
 
 

cMYC Forward: 5’-AATGAAAAGGCCCCCAAGGTAGTTATCC-3’ 
Reverse: 5’-GTCGTTTCCGCAACAAGTCCTCTTC-3’ 

112 

GAPDH Fwd: CCTCAACGACCACTTTGTCA 
Rev:  CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT 

164 
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Inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) (Strutt y Paro, 1999).   
 

Células MCF-7 se cultivaron en cajas de 10 cm en DMEM/F12 sin rojo fenol con 

2% de sSFB durante 2 días previo a tratamiento con el vehículo o E2 10 nM, a 

diferentes tiempos. Al terminar la incubación con ligando, se realizó un 

entrecruzamiento de la cromatina a proteínas utilizando formaldehído al 1% a 37 

°C durante 10 min. y se adicionaron 682 μL de glicina 2 M a temperatura ambiente 

durante 5 min. Después de lavar las células adheridas 2 veces con PBS frío y 

coctel de inhibidores de proteasas (Sigma) adicionado con 1 mM de DTT, se 

colectaron y se centrifugaron. El botón celular se procesó con el Kit Chromatin 

Inmunoprecipitation (Upstate) siguiendo las especificaciones del fabricante. El 

DNA fue purificado y cuantificado. Se amplificaron 4 promotores que son 

regulados por estrógenos: pS2 (TFF1), E2F, WISP2 y GREB1 por PCR y PCR en 

tiempo real usando SYBR Green (Applied Biosystems). 

 

Los oligonucleótidos utilizados para los ensayos de ChIP son los siguientes: 

 

Promotor Secuencia del Oligo Tamaño Referencias 
GREB1  
ERE 

Fwd  AGCAGTGAAAAAAGTGTGGCAACTGGG 
Rev CGACCCACAGAAATGAAAAGGCAGCAAACT  
 
 

200 
 
 

Merrell KW,et al., 
2011  

pS2  
ERE 

Fwd CCATGTTGGCCAGGCTAGTC-3´ 
Rev ACAACAGTGGCTCACGGGCT-3 
 
 

200 
 
 

Merrell KW,et al., 
2011 

hWISP-
2/CCN5 
ERE 

Fwd 5´-TGTTGTGCCTCCAGCTCCTG-3´  
Rev 5´-GGTTTCTGGCAGGCAGATT-3 

200 
 
 

Fritah A,et al.,. 
2006  

E2F1  
ERE 

Fwd 5’ - GCAAGTTGAGGATGGAAGAGGTG 
Rev  5´- TGGGGACACGGGAACATAGG 

200 
 
 

Louie MC et al., 
2010 

 

Silenciamiento de la expresión de PINX1 o BCAS2 mediante el uso short 

hairpin RNA (shRNA).  

 

Poblaciones de Lentivirus (proporcionadas por el Dr. Jordan Vallés) se produjeron 

en células HEK 293T mediante la transfección con fosfato de calcio de 3 μg de las 
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construcciones pLKO.1-PINX1 o pLKO.1-BCAS2 o shRNA control (shRNAs; 

Sigma Aldrich), plásmido de empaquetamiento (pCMV R8.91), y plásmido de 

ensamblaje (pVSVG) (Invitrogen) en cajas de 10 cm. Los virus se cosecharon 48 h 

después de la transfección, el sobrenadante se filtró a través de un poro de 0.45 

μm y se mantuvieron a 4 °C. Las partículas virales se concentraron en un 

gradiente de sacarosa centrifugando a 26,000 rpm a 4 °C durante 1 h 30 min. El 

pellet con los virus se disolvió en medio y se utilizó para la infección. 5 × 106 

células MCF7 fueron infectadas con el sistema de inoculación por spin, basado en 

centrifugar las partículas virales con las células a 1200 rpm durante 2 h a 

temperatura ambiente (Wiznerowicz and Trono, 2003). Las células infectadas con 

los vectores pLKO.1 que expresan shRNA fueron seleccionadas con 2 mg/ml 

puromicina (Sigma-Aldrich) 24 h después de la infección. Se realizó western blot 

de las células para observar el silenciamiento de PINX1 y posteriormente fueron 

utilizadas para ensayos de viabilidad celular o clonogénicos. 

 

Ensayos de viabilidad celular.  

 

Las células MCF7 o 22Rv1 se sembraron a una densidad de 5 x 105 y 1 x 106 

células, respectivamente, por placa de 6 pozos en medio sin rojo fenol adicionado 

con 2% de sSFB durante 24 h antes de ser transfectadas con 3 μg de pcDNA-

BCAS2 o pcDNA-PINX1 (utilizando Lipofectamina 2000). La viabilidad celular se 

evaluó por el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-bromuro de difeniltetrazolio 

(MTT). Se realizaron 2 tipos de ensayos: 1) Las células transfectadas, y como 

control células sin transfectar (5 × 103 células/pozo) fueron sembradas en una 

placa de 96 pozos. Al siguiente día las células se trataron con vehículo o ligandos 

específicos (10 nM E2 o 100 nM TAM para ER y 1 nM dihidrotestosterona (DHT) 

para AR) durante 8 días tomando mediciones cada 48 h. 2) Las células MCF7 

(2x106 cel), se transfectaron, con 3 μg de pcDNA-BCAS2 o pcDNA sin inserto, o 

pLKO.1-BCAS2 shRNA o shRNA inespecífico (shE1). En caso de PINX1, con 

pcDNA sin inserto o  pcDNA-PINX1, o pLKO.1-PINX1 shRNA o shRNA 

inespecífico (shE1).  Posteriormente, se dejaron durante 48 h en medio 
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DMEM/F12 sin suero. Las células se tripsinizaron y se sembraron diluciones 

seriadas 1:2 a partir de un stock de 1x105 células, hasta llegar a una 

concentración de 1.5x103 células. Durante 4 días se mantuvieron en medio con 

suero tratado (0.5% sSFB) en presencia y ausencia de 10 nM E2. En ambos 

casos, al finalizar los tratamientos, se agregaron 10 μL de MTT 5 mg/mL (Quick 

Cell Proliferation; BioVision) a las células y la reacción se incubó durante 3 h a 37 

°C. El ensayo se leyó a una absorbancia de 450 nm utilizando un lector de 

microplacas (Thermo Scientific* Multiskan* MCC/340; 8 filtros).  La sobrevida de 

las células se calculó dividiendo la absorbancia de las células transfectadas de las 

no transfectadas. Todos los ensayos se realizaron por cuadruplicado y como 

control se utilizaron células MCF7 o 22Rv1 en las mismas condiciones, 

transfectadas con vector vacío. La estadística se realizó por ANOVA de dos vías 

seguido de un análisis de Bonferroni. 

 

Ensayo Clonogénico. 

 

Células MCF7 transfectadas con shBCAS2 o shPINX1 y no transfectadas hasta 

alcanzar una confluencia de 50 a 70%. Las células se tripsinizaron, se contaron y 

se volvieron a sembrar en placas de cultivo de 6 pozos (con 500, 1000 y 2000 

células por pozo) y se incubaron durante 10 días. Se añadió medio fresco en el 

quinto día. En el día 10, se lavaron las células una vez con PBS. Las colonias 

formadas se fijaron con una solución FAA (formaldehído-alcohol-ácido acético) y 

se tiñeron con 2 ml de 0.5% 1,9-dimetil-azul de metileno en etanol al 50% durante 

45 minutos sobre una plataforma oscilante. Las placas se enjuagaron tres veces 

con PBS y se dejaron secar al aire. Las colonias se contaron y se graficaron 

reportándose como PE, que es la relación del número de colonias con respecto a 

las sembradas; PE= (# de colonias formadas/# células sembradas) x 100 (Franken 

NA., et al., 2006). 
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RESULTADOS 

 

Interacción de BCAS2 y PINX1 con ER in vivo e in vitro 

 

La región de transactivación AF-1 en el dominio N-terminal del ER, es un 

elemento importante en la señalización de este receptor mediada tanto por 

estrógenos como por antiestrógenos (Tzukerman et al., 1994). Utilizando el 

sistema de doble híbrido en levaduras para detectar proteínas que interactuaran 

con esta región, obtuvimos varias secuencias candidatas, entre las cuales 

encontramos a BCAS2 y PINX1. Para verificar si estas proteínas o al menos 

alguna de ella interactuaba directamente con el ER se realizaron ensayos de 

interacción proteína-proteína in vitro (pull-down) utilizando proteínas fusionadas a 

GST del gen completo (aa 1-595) y las regiones N-terminal (aa 1-180) y C-terminal 

(aa 264-595), por separado.  

 

Observamos que BCAS2 interactúa con el ER completo, en presencia y 

ausencia de E2. Esta interacción se lleva a cabo por medio de la región N-terminal 

(aa 1-180) de ER y no a través del dominio C-terminal, aún en presencia de 

ligando (fig. 5A). Adicionalmente, se determinó si existía una interacción con el 

ER, y observamos que BCAS2 también es capaz de interactuar con este receptor 

en presencia y ausencia de E2 y que esta interacción se lleva a cabo sobre la 

región N-terminal.  

 

Los estudios de interacción in vivo se realizaron utilizando ensayos de co-

inmunoprecipitación en células HEKT 293 y COS7 transfectadas transitoriamente 

con ambas proteínas (ER y BCAS o PINX1, según el caso). Utilizando 

anticuerpos contra el ER, observamos que es posible precipitar a BCAS2, tanto 

en presencia de E2 como en ausencia de este, y además en presencia de 

Tamoxifén, apoyando los resultados obtenidos con los ensayos de pull-down, lo 

cual indica que esta interacción es fructífera en la célula (Fig. 5B-C). Estos 
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resultados se repiten realizando la precipitación inversa con el anticuerpo contra 

BCAS2. 

 

En el caso de PINX1 esta proteína interactúa con la proteína completa, en 

presencia de estradiol y no en ausencia de ligando (Fig. 5A) y particularmente, 

esta interacción se lleva a cabo con la región N-terminal. No hubo interacción con 

la región C-terminal en presencia ni ausencia de ligando. De igual manera, la 

interacción de PINX1 con el ER, fue a través de la región N-terminal. 

 

En los ensayos de co-inmunoprecipitación, observamos que al precipitar 

con el anticuerpo contra ER, hay interacción con PINX1 en presencia de ligando 

agonista y antagonista, así como en ausencia de ligando, lo mismo paso al utilizar 

el anticuerpo contra PINX1. Lo anterior nos hace pensar que podría jugar un papel 

en la regulación de la actividad del ER, ya que observamos que la interacción in 

vivo de estas dos proteínas (ER y PINX1) se da en ausencia y presencia de 

ligando (Fig. 5B-C).  
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Figura 5. Interacción entre BCAS2 o PINX1 y ER in vitro e in vivo. A) Se muestra un esquema 

de los fragmentos utilizados para la interacción in vitro. Los ensayos de Pull-down se realizan con 

los ERα y ER completos (FL) o sus fragmentos N- o C-terminales unidos a GST. En la figura B) se 

observa la interacción in vitro e in vivo de BCAS2. El panel superior muestra el western blot de 

BCAS2, donde se observa su retención por los fragmentos del ER unidos a GST. Abajo, 

reportamos la interacción in vivo, a través de una co-inmunoprecipitación tanto en células COS7, 

como en HEKT 293 y en presencia y ausencia de E2 (10 nM) o adicionalmente con Tamoxifén 

(TAM) en células HEK293. La Co-IP se llevó a cabo con anticuerpo contra BCAS2 y western blot 

contra ER y de manera inversa. C) Se observa la interacción in vitro e in vivo de PINX1. El panel 

superior muestra el western blot de PINX1, donde se observa su retención por los fragmentos del 

receptor unidos a GST. En el panel de en medio e inferior, reportamos la interacción in vivo, a 

través de una Co-IP en células COS7 y en HEKT 293; esta interacción se llevó a cabo en 

presencia y ausencia de E2 (10 nM), y en las células HEKT293 también con TAM. La Co-IP se llevó 

a cabo con anticuerpo contra PINX1 y western blot contra ER y de manera inversa. Las células 

A) 

B) C) 
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utilizadas en los ensayos de IP, fueron transfectadas, con los plásmidos de expresión para con 

BCAS2 o PINX1 y para ER.  

 

BCAS2 modula la actividad transcripcional de ER 

 
Para determinar si BCAS2 afecta la actividad transcripcional de ER, 

realizamos ensayos con un gen reportero de luciferasa regulado por EREs. Se 

observó que BCAS2 es capaz de incrementar la actividad transcripcional del 

receptor de estrógenos completo a un nivel similar o mayor al alcanzado por SRC-

1 (coactivador control) en líneas celulares de cáncer de mama que expresan ER 

(MCF7 y T47D), y que no expresan ER endógenamente (MDA-MB-231 y MDA-

MB-453), lo cual se puede observar en la figura 6 (C-D).  Adicionalmente, 

utilizamos células CV-1, de riñón de mono verde, que no expresan receptores 

hormonales y encontramos la misma inducción transcripcional (figura 6B). Cuando 

se realizaron los ensayos en presencia de tamoxifén, para determinar si BCAS2 

podría potenciar el efecto negativo del SERM, se observa que en células MCF7, 

transfectadas con BCAS2 no cambia el efecto inhibitorio de este antagonista.  

 

Para determinar si la actividad coactivadora de BCAS2 se llevaba a cabo 

mediante la región de transactivación amino-terminal (AF-1) o la carboxilo-terminal 

(AF-2), realizamos ensayos de actividad transcripcional utilizando dominios con 

AF-1 y AF-2 de manera independiente. Se demuestra en la figura 7A que BCAS2 

incrementa la actividad transcripcional mediada por AF-1 del ER, en células 

HepG2 (donde AF-1 puede funcionar de manera independiente a AF-2 como se 

demostró en Tzukerman et al., 1994.), siendo directamente proporcional el 

incremento de la actividad de AF1, al incremento en la concentración de BCAS2. 

El mismo fenómeno se observa sobre AF-2, solo en presencia de ligando (Fig. 

7B). Esto se compara con la actividad del coactivador SRC-1 que potencia ambas 

funciones de activación transcripcional. 
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Figura 6.  BCAS2 incrementa la actividad transcripcional de ER en líneas celulares de cáncer de 

mama. Ensayos de luciferasa, transfectando concentraciones crecientes de BCAS2 en presencia y ausencia 

de E2 o Tamoxifén. Se utiliza el coactivador SRC-1 como control positivo y pcDNA3.1 como control negativo. 

(A) Western blot de la expresión de BCAS2 transfectado en células COS7; (B) Ensayos de transactivación en 

células CV-1 con 50 ng de plásmido transfectado de ERy diferentes concentraciones de BCAS2, en 

presencia (barras negras) y ausencia (barras blancas) de E2 (C) Ensayos de transactivación en células MCF7 

y T47D de cáncer de mama con ER endógeno. (D)  Ensayos de transactivación en células MDA-MB-231 y 

MDA-MB-453, transfectados con 50 ng de ER. E) Ensayos de transactivación en células MCF7 en presencia 

o en ausencia de un ligando agonista y antagonista (E2 y TAM). Los datos se muestran como Unidades 

Relativas de Luz (URL) de luciferasa sobre -galactosidasa (control de transfección). Los ensayos se 

realizaron por triplicado y las barras de error indican SEM. Se muestra un ensayo representativo de por lo 

menos tres repeticiones de cada ensayo. 

 

 

 

Figura 7.  Efecto de BCAS2 sobre los dominios de transactivación AF1 y AF2 del receptor ER en 

células HepG2. A) actividad transcripcional sobre AF-1 y B) sobre AF-2. Actividad de luciferasa en células 

HepG2, en donde los dos sitios de transactivación (AF1 y AF2), actúan independientemente. Se transfectaron 

los reporteros 3xERE-luciferasa y los vectores de expresión pCMV5, pcDNA-BCAS2 o pcDNA-SRC1, cada 

ensayo se realizó en ausencia o presencia de E2, dependiendo el sitio de transactivación.  Los datos se 

muestran como Unidades Relativas de Luz (URL) de luciferasa sobre -galactosidasa (control de 

transfección). Los ensayos se realizaron por triplicado y las barras de error indican SEM. Se muestra un 

ensayo representativo de por lo menos tres repeticiones de cada ensayo.  
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PINX1 reprime la actividad transcripcional de ER 

 

Para responder a la pregunta de si PINX1 era un corregulador de ER, se 

realizaron ensayos de transactivación. Inicialmente, se utilizó la línea celular CV-1 

que no expresa receptores de hormonas esteroides. Se observa en la figura 8B 

que aun cuando a bajas concentraciones de plásmido transfectado parece 

incrementar la actividad transcripcional, conforme se va incrementando la 

concentración de PINX1 transfectado, la actividad transcripcional del ER 

disminuye. Adicionalmente, se utilizaron líneas celulares de cáncer de mama que 

expresan endógenamente el ER (MCF7 y T47D), Figura 8C, y aquellas que son 

el ER negativas (MDA-MB-231 y MDA-MB-453), Figura 8D. En todas las líneas 

celulares se observa que al incrementar la concentración de PINX1, la actividad 

transcripcional del ER en presencia de E2 se ve abatida (Fig. 8C). Esto sugiere 

que PINX1 funciona como un correpresor del ER en presencia de E2. Cuando se 

realizaron los ensayos en presencia de tamoxifén, para determinar si PINX1 

podría potenciar el efecto negativo del SERM, se observa que en células MCF7, 

PINX1 no modifica el efecto inhibitorio de tamoxifén (Fig 8E). La figura 8F, muestra 

el efecto que tiene el abatir por medio de shRNA, la expresión de PINX1, sobre la 

actividad transcripcional de ER, en celulas MCF7, observandose un incremento 

en esta actividad en presencia de E2, mas no asi en ausencia del ligando o 

presencia del antagonista Tamoxifen. Dicho efecto es revertido cuando se 

sobreexpresa PINX1, teniendose como resultado el restablecer su efecto de 

correpresor de ER en presencia de E2, lo cual se puede comparar con lo 

reportado en las figuras 8 C y E. 

 

 

 

 

 



 

39 
 

A)            B) 

 

 

 

 

 

C)                

D)        

E)       F) 

 

 

 

 

 

 

 

MCF7 



 

40 
 

Figura 8. PINX1 inhibe la actividad transcripcional de ER en líneas celulares de cáncer de mama. Se 

realizaron ensayos de luciferasa, transfectando concentraciones crecientes de PINX1 en presencia y ausencia 

de E2 o tamoxifén. Se utiliza el coactivador SRC-1 como control positivo y pcDNA3.1 como control negativo. 

A) Western blot de la expresión de PINX1 transfectado en células COS7; B) Ensayos de transactivación en 

células CV-1 con 50 ng de plásmido transfectado de ERy diferentes concentraciones de PINX1, en 

presencia (barras negras) y ausencia (barras blancas) de E2; C) Ensayos de transactivación en células MCF7 

y T47D de cáncer de mama con ER endógeno. D)  Ensayos de transactivación en células MDA-MB-231 y 

MDA-MB-453, transfectadas con 50 ng de ER. E) Ensayos de transactivación en células MCF7 de cáncer de 

mama, que expresa ER en presencia y ausencia de E2 y TAM (barras grises). F) En este ensayo, se 

transfectan células MCF7 con shE1, shPINX1, shPINX1/pcDNA-PINX1 y SRC1, todo esto con la finalidad de 

comprobar el papel de correpresor de PINX1, sobre la actividad de ER. En todos los experimentos se 

muestra la actividad coactivadora de SRC-1 como control positivo. Los datos se muestran como Unidades 

Relativas de Luz (URL) de luciferasa sobre URL de -galactosidasa (control de transfección), reportándose 

como la media ± SEM de un ensayo representativo llevado a cabo por lo menos tres veces por triplicado. 

 

 

Para determinar si la actividad represora de PINX1 se lleva a cabo 

mediante la región de transactivación AF-1, realizamos ensayos de actividad 

transcripcional utilizando fragmentos que contienen los dominios AF-1 y AF-2 de 

manera independiente. Se utilizó la línea celular HepG2 porque se sabe que AF-1 

tiene actividad independiente de AF-2 o sinérgica en estas células (Tzukerman 

MT, 1994). La figura 9 demuestra que al incrementar las concentraciones de 

PINX1, se inhibe tanto la actividad transcripcional mediada por AF-1, como aquella 

mediada por AF-2, en presencia de E2 y Tamoxifén. Esto se compara con la 

actividad del coactivador SRC-1 que potencia ambas funciones de activación 

transcripcional (Fig. 9 A y B).  Esto apoya lo observado en los ensayos de co-

inmunoprecipitación, donde observamos interacción con la región C-terminal que 

aún cuando podría ser indirecta, es funcional y fructífera. 
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Figura 9.  Efecto de PINX1 sobre los dominios de transactivación, AF1 y AF2, del ER en 

células HepG2. Se determinó el efecto de concentraciones crecientes (50-400 ng) de vector vacío 

(pcDNA3.1), PINX1 o SRC en ausencia (barras blancas) o presencia de 10 nM de E2 (barras 

negras) o 100 nM de TAM (barras grises) sobre las dos regiones de transactivación de ER por 

separado. A) Ensayos de transactivación de la región N-terminal (TAF1 aa 1-282) del ER. Se 

utiliza etanol (EtOH) como vehículo. B) Ensayos de transactivación de la región C-terminal (TAF2 

aa 144-595). Los datos se muestran como Unidades Relativas de Luz (URL) de luciferasa sobre -

galactosidasa. Los ensayos se realizaron por triplicado y las barras indican error estándar. Se 

muestra una gráfica representativa de por lo menos tres experimentos independientes realizados 

por triplicado. 

 

 

BCAS2, se posiciona junto con ER en diferentes promotores de genes 

blanco de E2 

Mediante ensayos de ChIP se determinó que BCAS2 y ER se reclutan en 

promotores dependientes de E2 como son pS2, E2F2, WISP2 y CREB1, y esta 

localización se va incrementando conforme pasa el tiempo de exposición a E2 (10, 

20, 30, 60, 120 y 180 min), tal como se muestra en la figura 10 (panel A, B y C). 

Con lo cual podemos concluir que la interacción de ER y BCAS2, se lleva a cabo 

en promotores con elementos a respuesta a estrógenos y que esta interacción 

está influenciada directamente por el tiempo de exposición a estradiol. Se 

B) A) 
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utilizaron en estos ensayos dos marcas de cromatina abierta (H3k27Ac y 

H4k12Ac) y una marca de comatina cerrada (H3K4me3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. BCAS2, se posiciona al mismo tiempo que ER, sobre elementos a respuesta de estrógenos 

sobre promotores de genes que responden a E2 (pS2, E2F2, WISP2 y CREB1). BCAS2 endógeno se 

posiciona sobre estos promotores, en presencia de estradiol (100nM) en células MCF7. Los ensayos fueron 

realizados después de 48h en ausencia de suero y posteriormente a diferentes tiempos de tratamiento con 

B) 

A) 

C) 
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estradiol (0 a 180 minutos). A) Se muestran los ensayos a tiempos prolongados que fueron evidenciados por 

PCR de punto final y B y C) los ensayos a diferentes tiempos (0´, 10´, 20´, 30´, 1h, 2h y 3h) se detectaron por 

PCRqTR utilizando SYBR green en un termociclador LightCycler 480 Master I (Roche, Indianapolis, IN). Se 

utilizaron como marca abierta de cromatina a H3k27Ac y H4k12Ac, y como marca cerrada a H3k9m3. 

 

 

PINX1, se posiciona tardíamente en promotores de genes blanco en 

presencia de E2 

 

Para comprobar que los efectos de PINX1 se llevan a cabo sobre 

promotores de genes blanco del ER, realizamos ensayos de inmunoprecipitación 

de cromatina (ChIP) a diferentes tiempos de exposición de E2 (Fig 11). Estos 

ensayos demostraron que ER y PINX1 colocalizan sobre el promotor pS2 a partir 

de 60 min de incubación en presencia de E2, en células MCF7. A tiempos de 

incubación más cortos (10, 20, 30 min), no se encontró interacción de PINX1 con 

los promotores blanco estudiados. Con esto comprobamos que la interacción de 

ER y PINX1 se lleva a cabo en promotores con EREs, sin embargo, solo se lleva 

a cabo a tiempos prolongados de exposición de E2. Igualmente, al analizar otras 

secuencias promotoras que contienen ERE (E2F2, WISP2 y CREB1), se observó 

un nivel bajo o nulo de la proteína PINX1 a tiempos cortos (menores de 60 min), 

como se demuestra en la figura 11B, donde los ensayos fueron detectados por 

PCRqTR utilizando SYBR Green, la presencia de esta proteína se va 

incrementado sobre estos promotores conforme aumenta el tiempo de exposición 

a E2 (Figura 11 A y C). 
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Figura 11. PINX1, se colocaliza tardíamente con ER, sobre promotores de genes que 

responden a E2. Se realizaron ensayos de ChIP sobre los promotores de pS2 E2F2, WISP2 y 

CREB1, a tiempos largos que fueron evidenciados por PCR de punto final (0, 60 y 120 min) (A) y los 

ensayos a diferentes tiempos (0´, 10´, 20´, 30´, 1h, 2h y 3h) se detectaron por PCRqTR utilizando SYBR green 

en un termociclador LightCycler 480 Master I (Roche, Indianapolis, IN) (B y C), en presencia de estradiol 

(100nM) en células MCF7. Los ensayos fueron realizados después de 48h en ausencia de suero y 

B) 

A) 

C) 
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posteriormente a diferentes tiempos de tratamiento con estradiol. Se observa el posicionamiento de 

PINX1 endógeno sobre los promotores de pS2 E2F2, WISP2 y CREB1 a partir de 60 min de 

incubación con E2 1 mM. Las figuras muestran un ensayo representativo realizado tres veces por 

triplicado. Se utilizaron como marca abierta de cromatina a H3k27Ac y H4k12Ac, y como marca cerrada a 

H3k9m3. 

 

 

BCAS2 tienen un efecto sobre la expresión de genes blanco de SHR  

Para determinar el efecto que tiene este corregulador sobre algunos genes 

blanco de estradiol, se realizó RT-PCR en tiempo real. La sobre expresión de 

BCAS2, en ausencia y presencia de E2, afecta la expresión de algunos genes que 

contienen elementos de respuesta al receptor ER, como se puede observar en la 

figura 12. Se observa que al sobreexpresar BCAS2 en células MCF7, en presencia 

e inclusive ausencia de E2, incrementa el transcrito de pS2, C3, IGFBP2 y CTSD, 

a diferencia de CASP8, que solo se ve incrementado en ausencia de E2, y MYC 

que prácticamente no se ve afectado.  Esto nos podría indicar que BCAS2 es un 

coactivador de ER y que su acción dependerá del promotor. Adicionalmente, se 

observó que al tratar a las células con ICI, un antagonista total de ER, 

disminuyen los niveles de expresión de genes como pS2 y Catepsina D (datos no 

mostrados), sugiriendo que el incremento transcripcional en presencia de BCAS2 

es mediado por el ER, al menos de estos genes. 
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Figura 12. La sobre-expresión de BCAS2, regula la expresión de genes blanco del ER.  En 

éstas graficas se reporta la expresión de diferentes transcritos en presencia y ausencia de E2. La 

sobre-expresión de BCAS2, regula el incremento de los transcriptos de genes como; C3, IGFBP2, 

pS2 y CTSD, en presencia de E2,en cambio para CASP8 solo hay un efecto en ausencia de esta 

hormona y sobre cMYC no se observa cambios. Las células MCF7 fueron transfectadas con 

pcDNA-BCAS2 y tratados con E2 a 10 nM durante 24 h. La cuantificación de los productos génicos 

se realizó mediante PCR en tiempo real y se normalizaron los ensayos utilizando mRNA de la 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa humana (GAPDH). Se reportan unidades relativas de 

mRNA. Las figuras muestran un ensayo representativo realizado tres veces por duplicado. 
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La sobre-expresión de PINX1 tiene un efecto inhibitorio sobre la expresión 

de genes blanco de SHR  

 

Para determinar el efecto que tiene PINX1 sobre genes blanco del ER, 

realizamos RT-PCR en tiempo real. Se observó que al sobre-expresar PINX1, 

disminuye la expresión de algunos genes que responden a E2, como es el caso de 

IGFBP2, Caspasa 8 (CASP8), pS2, Catepsina D (CTSD), cMYC y el PR (Fig. 13). 

Sin embargo, la expresión de algunos otros genes regulados como C3, PSA, c-

Fos y EFGR no se vió abatida en células MCF7 y T47D (datos no mostrados).  

Primeramente, estos datos confirman la actividad que hemos observado en los 

ensayos de transactivación sobre un sitio ERE sintético. Sin embargo, también 

sugiere que la actividad inhibitoria de PINX1 sobre ER depende del contexto del 

promotor. De manera general, la sobre-expresión de PINX1 mantiene niveles 

bajos de algunos transcritos regulados por E2, que están relacionados con 

desarrollo, diferenciación y regulación de ciclo celular. 
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Figura 13. La sobreexpresión de PINX1, regula la expresión de genes blanco del ER.  En 

éstas graficas se reporta la expresión de diferentes transcritos en presencia y ausencia de E2. La 

sobre- expresión de PINX1, regula a la baja la expresión de genes como; IGFBP2, CASP8, pS2, 

CTSD cMYC y PR, en presencia de E2. Las células MCF7 fueron transfectadas con pcDNA-PINX1 

y tratados con E2 a 10 nM durante 24 h. La cuantificación de los productos génicos se realizó 

mediante PCR en tiempo real y se normalizaron los ensayos utilizando mRNA de la gliceraldehído-

3-fosfato deshidrogenasa humana (GAPDH). Se reportan unidades relativas de mRNA. Las figuras 

muestran un ensayo representativo realizado tres veces por duplicado. 
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Efecto de BCAS2 sobre la actividad transcripcional de AR y PR 

  

Se sabe que gran número de correguladores actúan sobre varios 

receptores de hormonas esteroides, por lo que realizamos ensayos de actividad 

transcripcional con el PR en una línea celular de cáncer de mama, T47D MTVL 

(Fig. 14A) y con el AR en líneas celulares de cáncer de próstata 22Rv1 (Fig 14B) y 

DU145 (datos no mostrados). La sobre-expresión de BCAS2 mostró un efecto 

positivo sobre la actividad transcripcional mediada por ambos receptores en 

presencia de sus ligandos agonistas (Progesterona y DHT, respectivamente), tal 

como vimos con BCAS2 sobre la actividad transcripcional mediada por el ERα 

(Fig. 6). El incremento en la actividad transcripcional fue similar al que es inducido 

al transfectar SRC-1 a las mismas concentraciones. Adicionalmente, se realizaron 

experimentos sobre AR en presencia del ligando antagonista, Flutamida, 

encontrando que la expresión de BCAS2 no modifica la actividad inhibitoria de 

este ligando (Fig. 14B). Esto sugiere que BCAS2 es un coactivador de receptores 

hormonales, y que su efecto es igual o mayor al SRC1, que fue usado como 

comparativo.  

 

 

Figura 14. Efecto del coactivador BCAS2 sobre la actividad transcripcional del PR y AR. A) 

Ensayos de actividad transcripcional de PR en presencia y ausencia de progesterona 10 nM, en 

células T47D de cáncer de mama que expresan de manera estable un gen reportero de luciferasa 

con un promotor MMTV. B) Ensayos de actividad transcripcional de AR en líneas celulares de 

cáncer de próstata, 22Rv1 en presencia y ausencia de DHT 1 nM.  Los datos se muestran como 

Unidades Relativas de Luz (URL) de luciferasa sobre URL de -galactosidasa. Los ensayos se 

A) B) 
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realizaron por triplicado y las barras indican error estándar.  Se muestra un ensayo representativo 

de por lo menos tres repeticiones de cada ensayo por triplicado. 

 

PINX1 tiene un efecto positivo sobre la actividad transcripcional de AR y PR 

 

Se sabe que gran número de correguladores actúan sobre varios 

receptores de hormonas esteroides, por lo que realizamos ensayos de actividad 

transcripcional con el PR en una línea celular de cáncer de mama, T47D MTVL 

(Fig. 15A) y con el AR en líneas celulares de cáncer de próstata 22Rv1 (Fig 15B) y 

DU145 (datos no mostrados). Sorprendentemente, la sobre-expresión de PINX1 

mostró un efecto positivo sobre la actividad transcripcional mediada por ambos 

receptores en presencia de sus ligandos agonistas (Progesterona y DHT, 

respectivamente), contrario al efecto inhibitorio de PINX1 sobre la actividad 

transcripcional mediada por el ERα (Fig. 8). El incremento en la actividad 

transcripcional fue similar al que es inducido al transfectar SRC-1 a las mismas 

concentraciones. Adicionalmente, se realizaron experimentos sobre AR en 

presencia del ligando antagonista, Flutamida (Fig. 15 B), encontrando que la 

expresión de PINX1 modifica la actividad inhibitoria de este ligando. Esto sugiere 

que PINX1 puede tener un papel regulatorio diferencial dependiendo del receptor 

con el que se encuentre interactuando o que su efecto depende del contexto 

celular.   
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Figura 15. Efecto de PINX1 sobre la actividad transcripcional del PR y AR. A) Ensayos de 

actividad transcripcional de PR en presencia y ausencia de progesterona 10 nM, en células T47D 

de cáncer de mama que expresan de manera estable un gen reportero de luciferasa con un 

promotor MMTV. B) Ensayos de actividad transcripcional de AR en líneas celulares de cáncer de 

próstata, 22Rv1 en presencia y ausencia de DHT 1 nM.  Los datos se muestran como Unidades 

Relativas de Luz (URL) de luciferasa sobre -galactosidasa. Los ensayos se realizaron por 

triplicado y las barras indican error estándar.  Se muestra un ensayo representativo de por lo 

menos tres repeticiones de cada ensayo por triplicado. 

 

BCAS2 afecta la viabilidad celular en líneas celulares de cáncer hormono-

regulado.  

 

Al sobre-expresarse BCAS2 en células de cáncer de mama (MCF7), se 

observa un efecto positivo sobre la viabilidad celular, tanto en presencia de E2 

como en ausencia de este ligando, a diferentes concentraciones celulares y 

tiempos de medición, como se observa en las figuras 16A y 16B. Al inhibir la 

expresión de BCAS2 mediante RNA de interferencia, se observa el efecto 

contrario, es decir, disminuye la viabilidad celular de las células MCF7, en 

presencia o ausencia de E2 en células MCF7 transfectadas con shRNA-BCAS2 

(Fig. 16C). 

 

Ensayos similares se realizaron en células de cáncer de próstata, para 

poder verificar si BCAS2 al ser un coactivador de receptores hormonales como es 

el caso de AR, afectaba también en células que son hormono-reguladas por este. 

Las células 22Rv1, se transfectaron con el plásmido pcDNA-BCAS2 y se 

mantuvieron en ausencia y presencia de DHT (1nM), durante el tiempo establecido 

en la metodología, según fuera el tipo de ensayo realizado (Figura 17 A y B). En 

los resultados de los dos diferentes ensayos observamos de manera similar que 

BCAS2, afecta la viabilidad de esta línea celular y que al paso del tiempo este 

efecto se ve más marcado (Fig. 17B). 
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Figura 16.  La sobre-expresión de BCAS2 favorece la viabilidad celular inducida por E2 en 

células de cáncer de mama MCF7. La figura A muestra viabilidad a partir de diferentes diluciones 

de células, después de 96 horas de crecimiento. B) Viabilidad de células MCF7 al sobre-expresar 

BCAS2 en función del tiempo, como un acercamiento a la proliferación celular, mostrando un 

incremento estadísticamente significativo (p<0.001) de la proliferación celular entre la viabilidad en 

presencia y ausencia de la sobre-expresión de BCAS2. C) Se muestra un ensayo de viabilidad 

inhibiendo la expresión de BCAS2 mediante shRNA con un decremento estadísticamente 

significativo (* p<0.001). El silenciamiento de BCAS2 fue confirmado por western blot, usando 

como control un shRNA inespecífico y GAPDH como control. Los ensayos fueron realizados 

utilizando MTT como marcador de células vivas. Se realizaron comparaciones entre células con o 

sin transfectar y con o sin E2 (n=4). Las barras de error indican SEM. La estadística se realizó 

mediante Análisis de varianza (ANOVA) para muestras repetidas.  

 

        

 

Días 
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Figura 17. BCAS2 tiene un efecto positivo sobre la viabilidad de las células de cáncer de 

próstata. Se utilizaron células 22Rv1 en presencia de DHT, en relación a los diferentes tiempos de 

lectura (0, 2, 4, 6 y 8 días). Los ensayos fueron comparados con células sin transfectar con o sin 

tratamiento (n=6). La sobreexpresión BCAS2 mostró una incremento significativa en el crecimiento 

(* P <0.001), tanto en presencia como en ausencias de DHT, comparado con células no 

trasnfectadas con pcDNA-BCAS2.   Las barras muestran error estándar. 

 

 

PINX1 afecta la viabilidad celular y la clonogenicidad en líneas celulares de 

cáncer hormono-regulado.  

 

Al sobre-expresarse PINX1 en células de cáncer de mama (MCF7), se 

observa un efecto negativo sobre la viabilidad celular, tanto en presencia de E2 

como en ausencia de este ligando, a diferentes concentraciones celulares y 

tiempos de medición, como se observa en la figura 18A y 18B. Al inhibir la 

expresión de PINX1 mediante RNA de interferencia, se observa el efecto contrario, 

es decir, se incrementa la viabilidad celular de las células MCF7, en presencia o 

ausencia de E2 (Fig. 18C). Dando esto un papel no solo de correpresor de ER 

PINX1, si no de afectar el crecimiento de células hormono-reguladas. 
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Figura 18.  La sobre-expresión de PINX1 disminuye la viabilidad celular inducida por E2 en 

células de cáncer de mama MCF7. La figura A muestra viabilidad a partir de diferentes diluciones 

de células, después de 96 horas de crecimiento en presencia de E2, la sobreexpresión PINX1 

mostró una reducción significativa en el crecimiento (* P <0.001). B) Se muestra un ensayo de 

viabilidad inhibiendo la expresión de PINX1 mediante shRNA. El silenciamiento de PINX1 fue 

confirmado por western blot, usando como control un shRNA inespecífico y GAPDH como control. 

Se encontraron diferencias significativas en el crecimiento celular, tanto en presencia de E2 (* P 

<0.01) en los pozos que contienen 50x103 células/pozo o más; como en ausencia de E2, en los 

pocillos que contienen 25 x103 células o más (** P <0.001). C) Viabilidad de células MCF7 al 

sobreexpresar PINX1 en función del tiempo, se observó un decremento en la proliferación celular 

estadísticamente significativo (* P<0.01) entre la sobreexpresión de PINX1 y las células no 

x103 Células/pozo x103 Células/pozo 

C 

Días 
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transfectadas. Los ensayos fueron realizados utilizando MTT como marcador de células vivas. Se 

realizaron comparaciones entre células con o sin transfectar y con o sin E2 (n=4). Las barras de 

error indican SEM. La estadística se realizó mediante Análisis de varianza (ANOVA) para muestras 

repetidas. 

 

Cuando se realizaron ensayos de viabilidad con células de cáncer de 

próstata, en presencia y ausencia de DHT, se encontró el efecto contrario. Es 

decir, se incrementó la viabilidad celular en presencia de PINX1 (Fig. 19A y 19B).  

Adicionalmente, se observó que PINX1 promueve un incremento en viabilidad aún 

en ausencia de ligando, sugiriendo que su sobreexpresión podría jugar un papel 

en la activación de AR bajo estas condiciones.  

 

 
 

 

Figura 19.   PINX1 presenta un efecto positivo sobre la viabilidad de las células de cáncer de 

próstata. Se utilizaron células 22Rv1 en presencia de DHT, en relación a los diferentes tiempos de 

lectura (0, 2, 4, 6 y 8 días). Los ensayos fueron comparados con células sin transfectar con o sin 

tratamiento (n=6). La sobreexpresión PINX1 mostró una incremento significativa en el crecimiento 

(* P <0.001), tanto en presencia como en ausencias de DHT.  Las barras muestran error estándar.  

 

 

Para cuantificar el potencial de crecimiento a largo plazo de las células 

MCF7 tras abatir la expresión de PINX1, usamos un ensayo clonogénico. Se 

sembraron diferentes concentraciones de células en placas de cultivo de 6 pozos 

Días 
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a 37ºC y se dejaron crecer durante 10 días. Se compararon células transfectadas 

con el shRNA de PINX1 o utilizando como control negativo células transfectadas 

con shE1. La eficiencia de formación de colonias en las células tratadas con 

shPINX1 presenta un potencial 4 veces mayor al de las células que se utilizaron 

como control comparativo (transfectadas con shE1) (Fig. 20). Adicionalmente, el 

tamaño de éstas es mayor en comparación a las células control. Este ensayo 

corrobora que PINX1, no solo se ve implicado en la proliferación celular de la línea 

MCF7, sino también en la capacidad que tiene ésta para formar colonias, ya que la 

deleción de la expresión endógena de esta proteína promueve la formación de 

colonias y por lo tanto esto se correlaciona con malignidad o agresividad 

tumorigénica. 

 

 

Figura 20. La inhibición de la expresión de PINX1, presenta un efecto potenciador sobre la 

formación de colonias en la línea células MCF7. A) Ensayo clonogénico en células MCF7. Se 

transformaron células MCF7 con shPINX1 o shE1, y posteriormente se sembraron 500, 1000 y 

2000 células por pozo y las colonias se tiñeron y se contaron después de 10 días. B) Se reporta en 

forma de gráfica del número de colonias contadas con respecto al número de células sembradas 

tanto para las transformadas con shPINX1 como las shE1, en donde se observa hasta 4 veces 

A) B) 
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más la potencialidad de formar colonias cuando está abatida la expresión PINX1, en las diferentes 

densidades celulares que se usaron en este ensayo.  

 

BCAS y PINX1, se expresan diferencialmente en líneas primarias de cáncer 

de mama en diferentes estadios. 

Se cuenta con un acervo de líneas celulares primarias de diferentes 

estadios de cáncer de mama, que fueron donadas por el Dr. Primitivo Olivera 

González, y a las cuales sometimos a las mismas condiciones en presencia y 

ausencia de E2, por 48h y posterior extrajimos el mRNA y realizamos un RT-PCR 

convencional. Los resultados de estos ensayos nos demuestran, que BCAS2 es 

expresada en todas estas líneas primarias, tanto en presencia, como en ausencia 

de E2, siendo mayor su expresión cuando en el medio está presente esta 

hormona, comparado al tejido ductal normal. En las células MCF7, se observa una 

expresión no diferencial al tratamiento y esto puede ser comparado con análisis de 

expresión producidos a partir de diferentes genotecas de líneas celulares de 

cáncer de mama (ver Anexo 2 y 3). Los análisis in silico, revelaron algunos 

motivos putativos (AP-1 y Sp-1) en la región promotora que podrían estar 

relacionados con su expresión (Datos mostrados en Anexo 4). 

Por otro lado, al analizar los transcritos de PINX1, se observa que este gen 

se expresa indistintamente en las muestras de cultivos primarios que fueron 

tratados en presencia de E2 a diferencia cuando no se trataron con esta hormona, 

donde se observa una expresión menor. La expresión de este transcripto, se ve 

decrementado en ausencia de E2 en el caso de células estables (MCF7), y hay un 

aumento en presencia de esta hormona, lo que nos da una orientación hacia que 

la expresión de PINX1, se ve influenciada por E2, lo que concuerda en algunas 

bases de datos y genotecas (datos observados en el Anexo 2 y 3), de líneas 

primarias y secundarias de cáncer de mama hormono regulado, tomando en 

cuenta que la expresión no es significativa, comparando con otros tipos de cáncer 

(Liao et al., 2000.). El análisis in silico, reveló la presencia de algunos sitios 

putativos de unión a factores de transcripción que responden a estrógenos (AP-1 y 
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Sp-1), en su región promotora. Adicionalmente, sobre la secuencia de aa, 

localizamos un parche G y una caja tipo NR (LXXLL) (Datos mostrados en Anexo 

4). 

 

          

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Expresión diferencial de BCAS2 y PINX1, en líneas primarias de cáncer de mama 

de diferentes estadios. Se reporta un ensayo de RT-PCR convencional, en líneas primarias de 

cáncer de mama en diferentes estadios, así como de la línea celular MCF7, transfectada (pcDNA-

BCAS2 y pcDNA-PINX1) -/+ hormona. El control utilizado tanto en cáncer de mama como de 

testículo, es el plásmido pcDNA-BCAS2 y pcDNA-PINX1, para verificar el PCR. También se hace 

uso de una línea primaria de testículo, que se usa como control de tejido externo. Los cultivos 

celulares se sembraron por duplicado en cajas de 25 cm2 y se les mantuvo durante 48h en medio 

DMEM/F12 blanco con sFBS, con y sin E2 10nM, al término de este tiempo se extrajo el RNA total 

con TRIzol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los cDNA se obtuvieron a partir 

de 100 ng de RNA total utilizando SuperScript VILO cDNA synthesis (Invitrogen) y se amplificaron 

por PCR con oligonucleótidos específicos para BCAS2 y PINX1.  Para normalizar estos ensayos se 

utilizó el mRNA de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).  
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DISCUSIÓN 

 

En los últimos años, ha ido en aumento la cantidad de trabajos reportados en 

relación a correguladores de receptores nucleares. Estos correguladores interactúan con 

factores de transcripción al unirse al DNA, jugando así un papel esencial en la acción de 

estos. Por otra parte, estos correguladores pueden reclutar complejos multiprotéicos que 

también modulan la transcripción. Los correguladores transcripcionales pueden 

subdividirse en coactivadores, que median la activación de genes, y correpresores, que 

median el silenciamiento de genes; o correguladores bifuncionales que pueden hacer las 

dos cosas. Este estudio tiene como objeto aportar nueva información respecto a dos 

correguladores que fueron identificados a través de un ensayo de doble hibrido en 

levaduras, donde se tamizó una genoteca de cáncer de próstata contra la región amino 

terminal del ER. Esta búsqueda nos llevó a la identificación de dos proteínas: BCAS2 y 

PINX1, y por consiguiente nos dimos a la tarea de su identificación molecular. 

 

BCAS2 

En una investigación anterior, BCAS2, había sido definido como coactivador de 

ER (Qi C et al., 2005). En el presente estudio, se define aún más a la molécula como 

coactivador de ER y de otros receptores hormonales (PR y AR). Nosotros, después de 

haber encontrado esta molécula a través de su interacción con la región amino terminal 

de ER, demostramos que esta interacción se lleva a cabo de forma directa (en el caso 

de ER y ER), y que la actividad observada por el grupo de Qi et al., sobre la región 

carboxilo-terminal, se lleva a cabo de manera indirecta. Nuestros ensayos de pull-down 

muestran que hay interacción con ER completo en presencia de E2, esto también lo 

comprobamos a través de Co-inmunoprecipitaciones en células COS7 y HEKT 293, en 

donde observamos que se une a ER en ausencia y presencia de E2 o Tamoxifén, y no 

solo en presencia de E2, como lo habían mencionado Qi y colaboradores en 2005.  

Realizamos ensayos de actividad transcripcional, similares a los que realizaron estos 

investigadores, con las regiones amino y carboxilo por separado, para ver cuál era la 

región necesaria para llevar la actividad coactivadora de ER, pero en nuestro caso 

transfectamos células HepG2, donde los dominios que utilizamos que presentan AF-1 y 
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AF-2 actúan de manera independiente, lo cual no pasa en cualquier tipo celular, como es 

el caso de COS7 (Thompson et al., 2003; Mérot et al., 2004). Nosotros observamos que 

existe una relación proporcional entre el incremento de la actividad de AF-1 y el 

incremento de BCAS2. El mismo fenómeno se observa sobre AF-2, solo en presencia de 

ligando (Fig. 7B). Como control positivo para comparación utilizamos SRC-1 que potencia 

ambas funciones de la activación transcripcional de ER (Benecke, 2000; Sheppard et al., 

2001; Garcia-Becerra et al., 2010). Además, debido a que BCAS2 carece del motivo 

LXXLL típico encontrado en la mayoría de correguladores de los receptores nucleares 

(Heery. et al., 1997; Nguyen et al., 2012), especulamos que la interacción ocurre a través 

de un motivo hasta ahora no identificado (He y Wilson 2003; Kim et al., 2003; Lonard et 

al., 2007).  

 

Los coactivadores se caracterizan por potencializar la actividad transcripcional, en 

este caso de los receptores hormonales. Nosotros realizamos varios ensayos de 

transactivación de ER, para confirmar lo que ya se había reportado en trabajos 

anteriores (Qi, et al., 2005 y Kuo et al. 2009), pero llevándolo a cabo en diferentes líneas 

celulares de cáncer de mama, tanto en aquellas que expresan o no endógenamente el 

receptor de estrógenos, obteniendo como resultado la misma tendencia en todos los 

casos, un aumento en la activación transcripcional del receptor. Esto reafirma que esta 

proteína participa en la regulación estrogénica, llevando a la pregunta, ¿BCAS2, es capaz 

de afectar la actividad transcripcional de otros receptores hormonales?, así que, también 

realizamos transfecciones transitorias en células de cáncer de próstata y una línea de 

cáncer de mama que expresa al RP y contiene un promotor MMTVLuc, que responde a 

Progesterona. Los resultados fueron afirmativos, ya que BCAS2, resulto funcionar 

también como coactivador de AR, en líneas de cáncer de próstata (no todos los datos se 

muestran) y PR, tanto en presencia como en ausencia de sus ligandos agonistas y 

antagonistas (Fig. 6 y 14), y en ambos casos se observó un aumento en esta actividad 

transcripcional de los receptores, mayor o similar a la que tiene SRC1 sobre estos 

receptores, en presencia de su ligando agonista. Esto se reportó muy recientemente por 

(Kuo, et al., 2015) que proponen a BCAS2 como un estabilizador de AR), pero es la 

primera vez que se demuestra que es un coactivador de AR y PR. Sin embargo, es 

importante demostrar si esta interacción es directa o a través de otras proteínas.  
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Se demostró que la sobreexpresión de BCAS2 estimula la expresión de genes 

estrógeno-regulados como C3, IGFBP2,  pS2 y CTSD, tanto en presencia como en 

ausencia de E2, y no como se observa con el gen CASP8, que solo se ve afectado al 

sobre expresar a BCAS2, en ausencia de E2. La elección de estos genes blancos fue 

basada en la presencia de ERE, en sus promotores, asi como su papel fisiológico en la 

generación y progresión del cáncer de mama (Jeltsch et al., 1987; Weisz y Bresciani., 

1988; Augereau et al., 1994; Fan et al., 1997; Liu J, et al., 2007; Peters et al. 2009). Esto 

sugiere que BCAS2 es un importante regulador de genes inducidos por E2 en células de 

mama, a través de ER. Para saber si esta interacción se llevaba a cabo sobre promotores 

naturales, realizamos ensayos de ChIP, observando que al menos en los promotores de 

los genes pS2, E2F2, WISP2 y CREB1, se posicionan tanto el receptor ER, como 

BCAS2 a los primeros 10 minutos y que esto se va incrementando al tiempo de 

exposición con E2. El reclutamiento en promotores con ERE, se ha estudiado de manera 

sistemática, resultado de la observación de varios trabajos, en donde se comprueba el 

reclutamiento inicial de coactivadores junto con otras proteínas que incrementan la 

actividad transcripcional de ER (Perissi et al., 2004, Zwart. et al., 2011, Foulds et al., 

2013), por lo que podemos contribuir con este trabajo, que BCAS2, es una de esas 

proteínas reclutadas en un corto lapso de tiempo, junto con ER. Este proceso fue 

realizado en estado de cromatina laxa, lo cual fue monitoreado utilizando una marca de 

cromatina abierta, la cual también fue aumentando a lo largo del lapso de tiempo 

establecido. 

 

Ensayos de transfección transitoria demostraron que la sobreexpresión de BCAS2 

produjo un aumento significativo en la transactivación de ER y la proliferación mediada 

por estrógenos en todas las líneas celulares ensayadas. En contraste, el knockdown con 

shRNA redujo la proliferación mediada por estrógenos en la línea celular MCF7. También 

realizamos ensayos de proliferación mediados por andrógenos en dos líneas de cáncer de 

próstata, aqui se reportan los resultados obtenidos en la línea celular 22Rv1, las cuales 

aumentaban su proliferación en presencia de DHT y esto se aumenta más al 

sobreexpresar a BCAS2, de manera estadísticamente significativa.   
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En varios trabajos se ha demostrado que BCAS2 se encuentra amplificado y se 

sobreexpresa en tumores de mama (Nagasak., et al., 1999; Worsham et al., 2006; 

Sengupta et al., 2014) y que esto podría influir en la resistencia de tamoxifén, como 

sucede con otros coactivadores (Schiff et al., 2003, Zhao et al., 2009; Nagalingam et al., 

2012; Redmond et al., 2015), y por lo tanto la sobreexpresión de BCAS2 impactaría en el 

entorno fisiológico de las células de mama dependientes de estrógenos. En este estudio, 

mostramos que al sobreexpresar BCAS2, la proliferación y la expresión de algunos genes 

se incrementan aún en ausencia de ligando, lo cual podría apoyar esta teoría. Sin 

embargo, esta es una hipótesis que aún necesita ser apoyada por una investigación 

independiente más profunda. Ensayos de RT-PCR, fueron realizados a partir de 

diferentes cultivos primarios de biopsias de cáncer de mama de diferentes estadios y 

orígenes, dando como resultado una sobre expresión del transcripto de BCAS2, tanto en 

ausencia como en presencia de E2, siendo mayor en esta última condición, comparada 

con tejido normal (Fig 21, carril 1). No se observó una variación significativa entre las 

diferentes muestras y etapas de cáncer de mama, por lo que es necesario incrementar el 

número de muestras, para poder asegurar que no hay una diferencia. Estos resultados 

confirman la importancia fisiológica de BCAS2 y confirman el claro papel que juega sobre 

la actividad de ER y sobre otros receptores hormonales, como AR y PR.  

 

PINX1 

 La identificación y caracterización de correguladores que modulan la actividad del 

ER, es un paso crucial en el entendimiento, no solo de los mecanismos que controlan la 

expresión de genes estrógeno-regulados, sino de los mecanismos que controlan la 

progresión del cáncer de mama.  En este estudio, hemos identificado una función 

novedosa para PINX1 como un correpresor del ER. Siendo una proteína que se ha 

caracterizado previamente como un inhibidor de la telomerasa (Banik y Contra, 2004; 

Cheung et al., 2012), PINX1 se ha propuesto como supresor de tumores en una serie de 

tumores epiteliales, incluyendo hepáticos (Liao et al., 2000.), mama (Shi et al., 2014a), 

esófago (Zuo et al., 2013), próstata (Shi et al., 2014b), etc. 
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 Se utilizaron varios métodos para confirmar la interacción de PINX1 con ER. 

Nuestros datos demuestran que PINX1 interactúa directamente con ER en presencia de 

E2, y que esta interacción se realiza exclusivamente vía la región N-terminal. 

Adicionalmente, los resultados de nuestros ensayos de interacción in vitro demuestran 

que interactúa con el mismo dominio del ER. Esto nos sugirió que podría tener un efecto 

sobre otros receptores de hormonas esteroides, aún cuando la región N-terminal muestra 

la mayor variabilidad entre miembros de la superfamilia de RN. En general, no se tiene un 

conocimiento claro sobre motivos de interacción de correguladores con las regiones N-

terminales de los SHR, sino que se ha propuesto que estas interacciones dependen de la 

configuración tridimensional de las proteínas que pudieran ser similares entre los diversos 

receptores, aún cuando las secuencias sean muy divergentes. Sin embargo, el hecho de 

que los ensayos de CoIP muestran la interacción adicional en ausencia de ligando o la 

presencia de TAM sugieren que dentro de un contexto celular, la interacción puede ser 

promovida o estabilizada bajo estas circunstancias, permitiendo a PINX1 tener un impacto 

de la actividad del receptor. Esto podría ser a través de aportaciones de otras proteínas 

correguladoras o de modificaciones post-traduccionales. 

 

 Nuestros resultados evidencian que PINX1 tiene un efecto inhibitorio sobre la 

actividad transcripcional del ERLos ensayos de transactivación, tanto en líneas 

celulares de cáncer de mama como en líneas heterólogas, muestran una clara inhibición 

de la actividad transcripcional mediada por este receptor, lo cual se refleja en una 

disminución en el RNA mensajero de varios genes regulados por E2, como son pS2, PR, 

c-Myc, CTSD y Caspasa 8. Curiosamente, la expresión del RNAm de dos de estos genes, 

pS2 y CTSD, también se inhibió en ausencia de ligando. Esto sugiere que la configuración 

específica del promotor del receptor o sus interacciones con otros correguladores puede 

modular la unión PINX1 y la actividad en ausencia de E2. Adicionalmente, observamos 

que la inhibición de la transactivación mediada por ER, no sólo se lleva a cabo mediante 

la región que contiene AF-1, sino que también afecta la transactivación mediada por AF-2 

en presencia de ligando. Los datos sugieren que además de interactuar directamente con 

la región N-terminal, PINX1 es capaz de modular indirectamente a AF-2, probablemente 

reclutado por medio de otros correguladores. Se sabe que las funciones de 

transactivación AF-1 y AF-2 pueden actuar de manera independiente o sinérgica, 

dependiendo del contexto celular y del promotor.  Existen varios coactivadores, como 
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SRC-1 y TIF2, que actúan sobre ambas regiones de transactivación y promueven el 

sinergismo entre estas regiones (Benecke, 2000). Sin embargo, parece que la inhibición 

de la función dependiente de ligando AF-2 puede ser indirecta, ya que no observamos 

una interacción directa de PINX1 con el dominio de unión a ligando in vitro.  

 

Adicionalmente, se muestra que PINX1 ha sido reclutado sobre los promotores de 

genes blanco después de 1 h de tratamiento con E2, lo que sugiere que puede estar 

involucrado en la interrupción de la actividad de algunos correguladores en promotores 

blanco o en la finalización de la transcripción de genes previamente activados. Un número 

de complejos correpresores se han visto implicados en el silenciamiento de actividades, 

uniéndose en tiempos similares durante el ciclo de la transcripción, tales como aquellos 

en el complejo NuRD, que recluta HDACs al promotor diana, o un complejo SWI / SNF-

HDAC (Perissi et al., 2010; Merrell et al., 2011; Metivier et al., 2003). Bajo este esquema, 

la inactivación de estas moléculas puede llevar a la sobreexpresión de genes hormono-

regulados involucrados en crecimiento y proliferación, mientras que su sobreexpresión 

inhibiría este crecimiento. El mecanismo mediante el cual PINX1 inhibe la actividad del 

ER, no se ha dilucidado, sin embargo, este pudiera ser un mecanismo de acción de 

PINX1 que será necesario investigar. El mecanismo directo a través del cual PINX1 ejerce 

su efecto represivo está relacionado a la unión de este con ER; por lo tanto, será 

importante determinar qué otras proteínas son reclutadas con PINX1 a los promotores de 

blanco, y cómo interactúa con otros coactivadores y correpresores en el complejo. La 

inactivación de estas moléculas represivas, como se ha encontrado en muchos tumores 

de mama, podría dar lugar a la sobreexpresión de genes regulados por estrógenos 

implicados en el crecimiento y la proliferación, mientras que su sobreexpresión daría lugar 

a la inhibición del crecimiento. 

 

 Al estudiar los efectos de PINX1 sobre la actividad transcripcional de otros 

receptores hormonales, encontramos que PINX1 regula positivamente la actividad del PR 

y AR. Esto sugiere que es un corregulador diferencial de receptores de hormonas 

esteroides, siendo correpresor del ER y coactivador de AR y PR. Este efecto se confirmó 

en los estudios de proliferación celular andrógeno-regulada en células de cáncer de 

próstata, donde observamos que la sobreexpresión de PINX1 incrementa la proliferación 
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en presencia de DHT. Conforme ha incrementado nuestro conocimiento sobre los 

correguladores de receptores nucleares, se ha hecho más importante el estudiar el 

contexto celular de sus actividades. Como ejemplo, se ha reportado que la proteína 

SMILE inhibe al ER de manera dependiente del contexto celular (Xie, 2008) y es un 

correpresor del receptor de glucocorticoides (GR) y HNF4, pero utiliza mecanismos 

distintos para la represión de estos receptores nucleares (Xie, 2009). Adicionalmente, es 

un coactivador del factor de transcripción ATF. Por otra parte, Peterson et al., encontraron 

que el correpresor SMRT, pero no NCoR, puede incrementar la actividad transcripcional 

del ER en presencia de E2, mientras que potencia el efecto inhibitorio de tamoxifén, 

dependiendo del contexto celular. Este es un papel completamente novedoso e 

inesperado de SMRT cuyo mecanismo no está completamente dilucidado.  

 

Otros correguladores bifuncionales que pueden actuar tanto como coactivadores 

como correpresores de NRs también se han reportado recientemente, y los ejemplos 

incluyen una proteína de dedos de zinc de ratón, un regulador de la apoptosis y detención 

del ciclo celular (ZAC1) (Huang y Stallcup, 2000); proteína que interactúa con Ski (SKIP) 

(Leong et al., 2004); y RIP140 (Augereau et al., 2006). La evidencia sugiere que no sólo 

es importante el intercambio de coactivadores y correpresores en los promotores (Perissi 

et al., 2004), si no que pueden coexistir dos tipos de proteínas en el mismo complejo junto 

con el receptor (McKenna y O'Malley, 2002). En este sentido, se ha observado una 

interacción entre NCoR y SRC-3, donde NCoR facilita el reclutamiento del coactivador al 

receptor de hormona tiroidea en ausencia de ligando, esencialmente formando un 

complejo activador (Li X et al., 2002). Además, SMRT y SRC-3 pueden formar un 

complejo trimérico con ER unido a E2, para activar genes regulados por este receptor 

(Karmakar et al., 2010). Esto sugiere que el contexto celular y el complejo proteico 

asociado al receptor juegan un papel crítico en el resultado funcional. 

 

 El papel que PINX1 podría tener en cáncer de mama se comenzó a dilucidar 

mediante ensayos de viabilidad celular donde observamos que la sobreexpresión de 

PINX1 inhibe la proliferación celular estrógeno-regulada de células MCF-7, mientras que 

su inactivación, mediante shRNA, incrementa significativamente la proliferación de éstas 

células, mediante la influencia que tiene al incrementar la actividad transcripcional de ER 
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como se observa en la figura 8F. Adicionalmente, la inhibición de PINX1 promueve la 

formación de colonias, lo cual sugiere que su expresión podría ser de buen pronóstico 

para la agresividad y malignidad de tumores mamarios. Esto se apoya en el hecho de que 

varios grupos han observado que los niveles de PINX1 se encuentran reducidos en 

tumores y líneas celulares de mama (Zhou et al., 2011) tumores gástricos (Kondo, et al., 

2005) y de hígado (Liao et al., 2000). Esta inhibición de PINX1 en tumores de mama, no 

solo promueve la inhibición de la telomerasa y la inestabilidad cromosómica (Zhou et al., 

2011), sino que nuestros datos sugieren que también está involucrado en promover el 

crecimiento hormono-regulado. Esto es apoyado por la evidencia recientemente publicada 

por Shi et al., (2014a) donde muestran que la sobreexpresión de PINX1 inhibe el 

crecimiento y clonogenicidad de las líneas celulares MDA-MB-231 y BT-549 (Shi et al., 

2014a).  

 

Demostramos que la supresión de PINX1 por shRNA, incrementa la formación de 

colonias en células MCF7, lo que sugiere que la expresión de PINX1 puede ser un 

marcador de menor agresividad del tumor de mama y de malignidad. Esto ha sido 

apoyado por una serie de documentos que muestran que los niveles de PINX1 se reducen 

en los tumores y líneas celulares de cáncer de mama (Zhou et al., 2011) y los tumores 

gástricos (Wang et al., 2010). Parece que las acciones de PINX1 son muy variadas. En el 

cáncer de mama, no sólo puede promover la inhibición de la actividad de la telomerasa, 

sino también la inestabilidad cromosómica (Zhou et al., 2011). Por otra parte, Wang y 

colaboradores, sugirieron que PINX1 inhibe la actividad de la telomerasa en células de 

cáncer gástrico, tanto de forma directa, como a través de la inducción de la vía Mad1 / c-

Myc (Wang et al., 2010). Esto es consistente con nuestros hallazgos que PINX1 inhibe la 

expresión de c-Myc ER dependiente. En otro trabajo se demostró que en carcinoma 

urotelial, PINX1 regula la proliferación de estas células a través de modular la expresión 

de p16 y ciclina D1. Los datos mostraron regulación a la baja de la ciclina D1 cuando 

PINX1 está sobre expresado, sabiéndose previamente que este es un gen diana de la 

activación transcripcional de ER (Liu et al., 2013), lo que concuerda con los hallazgos 

hechos por nuestro grupo. En resumen, se describe un mecanismo diferente y novedoso 

por el cual PINX1 puede actuar como un supresor de tumores en las células de cáncer de 

mama ER positivas. Es probable que la baja expresión de PINX1 en tumores de mama 

no sólo afecte a la activación de la telomerasa, sino que también puede afectar 
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indirectamente la proliferación, debido a que no regularía negativamente la expresión de 

genes blancos dependientes de estrógeno que regulen esta propiedad de las células 

tumorigénicas. La inhibición de PINX1 puede ser, en parte, responsable del desarrollo y / 

o la progresión de cáncer de mama humano. 

 

La complejidad y a la vez la sutileza en cómo se lleva a cabo la transcripción de 

genes, no se puede ver de una forma plana y en papel, ya que es un sistema interactivo, 

donde se ven involucrados factores internos como externos en diferentes contextos tanto 

celulares, como circunstanciales. Al tomar una pequeña imagen de este proceso dinámico 

de la transcripción de genes que responden a hormonas sexuales y ubicarnos en el papel 

que pueden tener trascendentalmente los coactivadores y correpresores, nos damos 

cuenta que la regulación ingeniosa y aguda de estos factores, provocan cambios 

importantes en la transcripción de genes blancos y por lo tanto hasta un cambio 

fenotípico, como puede ocurrir en un proceso cancerígeno, es decir, el cáncer al ser un 

proceso de malignidad multifactorial, puede ser influenciado, por la presencia o ausencia 

de este tipo de proteínas correguladoras, que pueden interaccionar directa o 

indirectamente con los receptores hormonales, los cuales están involucrados como 

factores en el proceso de malignidad en canceres hormono-regulados en sus primeras 

etapas., Debe existir un equilibrio entre coactivadores y correpresores en el proceso 

transcripcional, para evitar efectos secundarios, como puede ser la desregulación del 

crecimiento. Este trabajo tiene la finalidad de dar a conocer dos de los muchos 

correguladores de los receptores hormonales, y tratando de exhortar a que se tomen en 

cuenta en un futuro no muy lejano para seguimiento en etapas primarias de cáncer y en 

algún momento como auxiliares en el diagnóstico. 
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CONCLUSIONES 

 

BCAS2, ha sido estudiado como un corregulador de receptores hormonales 

(ER y AR), pero no había quedado muy claro de cómo ocurría esta interacción, por 

lo que nos dimos a la tarea de estudiar dichas interacciones y observamos que 

esta proteína coactivadora se une a ER y ER a través de su región amino y que 

el incremento sobre la actividad transcripcional de ER, es incluso mayor en 

muchos casos que el que presenta SRC-1, en diferentes líneas celulares. 

Adicionalmente incrementa la actividad de AR y promueve la proliferación celular 

dependiente de andrógenos. Siendo este trabajo una contribución al papel que 

juega BCAS2 sobre ER y AR, y aunado a esto una nueva propuesta como un 

coactivador sobre la actividad transcripcional de PR, lo cual abriría un nuevo 

panorama para estudiar esta posible interacción en un futuro.  

 

Hemos encontrado un papel novedoso para PINX1 como un corregulador 

diferencial de receptores de hormonas esteroides, funcionando como un 

correpresor de ER que inhibe la proliferación estrógeno-regulada en células de 

cáncer de mama y como un coactivador de AR y PR, incrementando la 

proliferación andrógeno regulada de células de cáncer de próstata. Va a ser muy 

interesante dilucidar los mecanismos mediante los cuales ejerce esta actividad y 

como se correlacionan con la proliferación celular y su posible papel como gen 

supresor de tumores. Aunado a su función como inhibidor de la telomerasa y el 

hecho de que su expresión se encuentra reprimida en varis tipos de cáncer, 

incluyendo al cáncer de mama, se hace importante estudiar más a fondo sus 

mecanismos de acción y su regulación ya que su activación podría ser una 

herramienta poderosa para utilizarse como agente terapéutico dual en contra el 

cáncer de mama. 
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ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NA = No analizado 

ANEXO 1. Se realizaron los ensayos utilizando un RT-PCR convencional y corriendo los productos 
por PAGE, los resultados fueron analizados con el programa SigmaPlot versión 9. 

 

ANALISIS DE EXPRESIÓN DE LOS GENES BCAS2 Y PINX1 EN 
DIFERENTES LÍNEAS CELULARES 
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ANEXO 2. Análisis in silico de la expresión de BCAS2, en tres diferentes genotecas de líneas 
celulares estables de cáncer de mama, usando el sitio  https://www.oncomine.org 
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ANEXO 2. Análisis in silico de la expresión de PINX1, en tres diferentes genotecas de líneas 
celulares estables de cáncer de mama, usando el sitio  https://www.oncomine.org 
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ANEXO 3. Análisis in silico de la frecuencia de alteraciones en diversas genotecas de cáncer de 
mama y próstata de BCAS2 y PINX1, usando el sitio  http://www.cbioportal.org; Se observa que en 
la mayoría de los estudios, hay una amplificación de BCAS2 y una deleción de PINX1. 
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ANEXO 4. Análisis in silico de la secuencia de aminoácidos y nucleótidos del gen BCAS2; se utilizó 
el programa Antheprot 2.0 y Bioedit, para la secuencia de aa, donde se puede observar algunos 
sitios de miristilación, fosforilación y glicosilación de esta proteína. Para el análisis de la secuencia 
promotora del gen BCAS2, se utilizó el programa Gene2Promoter, se tomó una secuencia de 
600pb nucleotídicas, río abajo del ATG, encontrándose varios sitios de unión a factores de 
transcripción que responden a hormonas, como AP-1.  
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ANEXO 4. Análisis in silico de la secuencia de aminoácidos y nucleótidos del gen PINX1; se utilizó el 
programa Antheprot 2.0 y Bioedit, para la secuencia de aa, donde se puede observar algunos sitios 
de miristilación y fosforilación de esta proteína, el análisis in silico, mostro un parche de glicinas, 
que puede aportar a la proteína de un sitio de interacción con otras proteínas. También este 
análisis mostro una caja NR (LxxLL), pero invertido, lo que podría ser el sitio de unión a los 
receptores hormonales como ER, AR y PR. Para el análisis de la secuencia promotora del gen 
PINX1, se utilizó el programa Gene2Promoter, se tomó una secuencia de 600pb nucleotídicas, río 
abajo del ATG, encontrándose varios sitios de unión a factores de transcripción que responden a 
hormonas, como AP-1 y Sp1.  
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