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Resumen

El cancer de ovario ocupa el décimo lugar a nivel mundial en incidencia con una
muy alta mortalidad. Diversos estudios epidemiolégicos y el analisis de biopsias de
esta neoplasia han sugerido que el cancer de ovario podria tener una estrecha
regulacion mediada por hormonas esteroideas con la participacion de otras
moléculas moduladoras de la transcripcién como lo son los correguladores. PinX1
es una proteina cuya disminuciébn se ha reportado en biopsias de diversos
canceres, con funciones relacionadas a la inhibicion de la telomerasa, y de
manera novedosa, descrita como un corregulador de receptores de hormonas
esteroideas en cancer de mama y de préstata. De manera particular se ha
reportado una expresion decrementada de PinX1 en la progresion del cancer de
ovario lo que sugiere una funcion critica de esta proteina en el desarrollo de la

neoplasia.

Para analizar los mecanismos por los cuales PinX1 podria ejercer cierta regulacion
sobre el desarrollo del cAncer de ovario y su papel en la modulacion de receptores
de hormonas esteroides en este tejido, se determiné la presencia de los
receptores de hormonas esteroideas, asi como la molécula de interés, para varias
lineas celulares de diferentes subtipos histolégicos de céncer de ovario,
encontrando positividad en su expresion y una localizacion predominantemente
nuclear de estas moléculas. De manera interesante se observa una expresion
disminuida de Pinx1 en las lineas celulares TOV-112D y OV-90 a comparacion de
las lineas celulares OVCAR-3, SK-OV-4 y TOV-21G, sugiriendo que la pérdida de
PinX1 podria ser caracteristica de ciertos subtipos histoldégicos y etapas
avanzadas de esta neoplasia. La sobrepresion estable de PinX1 fue capaz de
inhibir la proliferacion celular y la formacion de colonias, presumiblemente por sus
multiples acciones: ejerciendo una inhibicion de la telomerasa, participando en la
correcta segregacion cromosomal y en la modulacién de cascadas de sefializacion

involucradas con la regulacion del crecimiento celular.
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Finalmente, se determina que PinX1 tiene un papel como coactivador del receptor
ERa y AR, de manera dependiente y/o independiente de hormona, sugiriendo que
esta molécula posee una funcibn como corregulador dependiente del contexto
celular en relacién al receptor y el tejido sobre el cual se analice, apoyando la idea
de que la activacion o inhibicion de la transcripcion génica depende del
microambiente celular y el efecto observado en la célula dependera de los genes

diana sobre los cuales actue la modulacién de la actividad transcripcional.

Abstract

Ovarian cancer ranks tenth in incidence worldwide with a high rate of mortality.
Several epidemiological studies and the analysis of biopsies have suggested that
ovarian cancer could be regulated by steroid hormones with the participation of
other transcriptional modulators such as corregulators. PinX1 is a protein whose
decreased expression has been reported in biopsies of various cancers, with
functions related to telomerase inhibition. It has recently been described as a
corregulator of steroid hormone receptors in breast and prostate cancer.
Specifically, decreasing expression of PinX1 has been reported in the progression
of ovarian cancer, which suggests a critical role of PinX1 in the development of this

disease.

To analyze the mechanisms by which PinX1 could regulate the progression of
ovarian cancer and its role in regulating steroid hormone receptor activity we
examined the presence of steroid hormone receptors, as well as the molecule of
interest, for several cell lines of different histological cancer subtypes, finding
positivity in their expression and a predominantly nuclear location of these
molecules. Interestingly, a decreased expression of Pinx1 is observed in the TOV-
112D and OV-90 cell lines compared to OVCAR-3, SK-OV-4 and TOV-21G cell
lines, suggesting that the loss of PinX1 could be characteristic of certain
histological subtypes and advanced stages of this cancer. The stable

14



overexpression of PinX1 can strongly inhibits cell proliferation and colony
formation, presumably due to its multiple mechanisms: exerting telomerase
inhibition, participation in correct chromosomal segregation, modulation of

signaling pathways involved in the regulation of the cell growth.

Finally, we determined that PinX1 has a role as a coactivator of the steroid
hormone receptors ERa and AR, in a hormone-dependent and/or independent
manner, suggesting that the coregulator function of PinX1 is dependent on the
cellular context in relation to the receptor and the tissue analyzed, supporting the
idea that the activation or inhibition of gene transcription depends on the cellular
microenvironment and the effect observed in the cell will depend on the selection

and modulation of target gene expression.
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1. Introduccién

1.1. Cancer de ovario

1.1.1. Fisiologia del ovario

El ovario es un organo del sistema reproductor femenino, cuya unidad
fundamental es el foliculo ovarico, el cual contiene al ovocito que eventualmente
serd ovulado, y si es fecundado se convertira en un embrién. El foliculo ovérico
también se encarga de secretar hormonas esteroideas principalmente, las cuales
son necesarias para el mantenimiento del ciclo ovarico, el desarrollo de caracteres
sexuales secundarios y la preparacion del Utero para la implantacién del embridn
(Carlson, 2014; Richardson, 1966).

Durante el periodo fetal, posterior al inicio de la primer meiosis, la ovogonia
desnuda comienza a rodearse de células de la granulosa formando los foliculos
primordiales, posteriormente el ovocito primario queda revestido por un par de
capas completas de estas células formando el foliculo primario. En los afios
prepuberales, varios de los foliculos primarios aumentan de tamafio, generando
mas capas de células granulosas, convirtiéndose en un foliculo secundario. Una
cubierta celular derivada del tejido conjuntivo del ovario (estroma), comienza a
formarse alrededor de las capas de células de la granulosa, la cual se denomina
teca folicular y que posteriormente se diferenciara en una teca interna y una teca
externa. La maduracién folicular a partir de la pubertad requiere la accion de la
hormona luteinizante (LH), la cual actia sobre las células de la teca las cuales
producen andrégenos, que atraviesan la membrana granulosa hasta llegar al
interior de estas células. La hormona foliculo estimulante (FSH) actia sobre las
células de la granulosa, induciendo la sintesis de la enzima aromatasa que
convierte los andrégenos provenientes de las células de la teca en estrégenos, los
cuales ejerceran su efecto en diversos tejidos diana y el mismo tejido ovarico. Por
efecto de estas influencias hormonales, el foliculo aumenta de tamafio con rapidez
y presiona contra la superficie del ovario, en este momento se denomina foliculo

terciario y durante la ovulacion el foliculo protruye de la superficie del ovario,
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disrumpiendo el epitelio superficial y ocasionando la salida del ovocito secundario
hacia las fimbrias de las tubas uterinas para su posterior trasporte hacia el utero
(Carlson, 2014).

El epitelio superficial del ovario (OSE) es una monocapa de células escamosas-
cuboidales, caracterizadas por poseer queratina tipo 7, 8, 18 y 19, expresar el
antigeno de mucina MUC1, 178 hidroxiesteroide deshidrogenasa y cilios. El
contacto intercelular y la integridad de este epitelio se mantiene por desmosomas
simples, uniones comunicantes incompletas y cadherinas. EI OSE que cubre el
ovario mientras no ocurre la ovulacibn es en mesotelio estacionario con
caracteristicas epiteliales y mesenquimales, retiene la capacidad de alterar su
estado y diferenciarse en respuesta a estimulos, iniciando una respuesta

regenerativa (Auersperg et al, 2001).

El OSE se encarga de transportar moléculas hacia y desde la cavidad peritoneal y
tiene un papel durante la ruptura ciclica de epitelio durante la ovulacion y posterior
reparacion. Varias de estas funciones varian con el ciclo ovarico y son
dependientes de hormonas. Esta bien establecido que el epitelio superficial del
ovario sufre un proceso de proliferacion para reparar la pérdida de continuidad del
epitelio que sucede durante la ovulacién. Diversos reportes basados en
microscopia electronica e histoquimicas han sugerido que el OSE contienen
inclusiones lisosémicas y produce enzimas proteoliticas que contribuyen a la
ruptura durante la ovulacion. También se han planteado evidencias las cuales
mencionan que poco antes de la ovulacién, la pérdida de continuidad de este
epitelio es causado por un proceso de apoptosis inducido por prostaglandinas y
posiblemente mediado por el antigeno Fas. Durante el proceso de reparacion, el
OSE sintetiza componentes de tejido epitelial y conectivo y posee actividad
contractil que asemejan a los fibroblastos durante el proceso de curacion de
heridas (Auersperg et al, 2001; Hussein, 2005).
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1.1.2. Epidemiologia del cancer de ovario

El cdncer de ovario ocupa el décimo lugar a nivel mundial en incidencia (Fig. 1), el

octavo lugar en poblacion femenina a nivel mundial (Fig. 2) y es la neoplasia

ginecoldgica mas letal, representando el 4% de los canceres en mujeres. Debido a

la falta de métodos confiables para su detecciéon temprana y la ausencia de

sintomas especificos, cerca del 70% de las pacientes son diagnosticadas en

etapas tardias, razon por la cual s6lo aproximadamente el 53% de las pacientes

con cancer de ovario sobreviven 5 afos tras el diagnéstico. El prondstico depende

en gran medida de la extensién de la enfermedad al momento de la deteccion,

siendo que las mujeres diagnosticadas con neoplasia local tienen un porcentaje

del 95% de supervivencia, mientras que aquellas diagnosticadas con neoplasia

extendida tienen el 31% (Globocan, 2018; Kuffe et al, 2003).
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Data source:GLOBOCAN 2018 ASR (World) per 100 000

Graph production: Global Cancer Observatory {http://gco.iarc.frf)
© International Agency for Research on Cancer 2019

Figura 1. Estadisticas de morbilidad y mortalidad en canceres a nivel mundial, ambos sexos

(Globocan, 2018).
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Figura 2. Estadisticas de morbilidad y mortalidad en canceres a nivel mundial, poblacién femenina
(Globocan, 2018).

La edad media de diagnostico del cancer de ovario se encuentra en el rango de
60-65 afos, siendo una enfermedad caracteristica de mujeres postmenopausicas.
Esta neoplasia ocurre esporadicamente en la poblacion, anicamente el 5-10% de
este cancer esta asociado a componentes hereditarios. Segun datos del Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) de 2013, en México, el cancer de
ovario tiene una morbilidad promedio de 24.8 casos por cada 100 mil habitantes, a
partir de los 20 afios (0.024%). Con el mayor pico de incidencia en el rango de
edad de 65 a 74 afios, con una tasa de mortalidad de 5.46 por cada 100,000
habitantes (0.005%) (INEGI, 2016; Kuffe et al, 2003).

No se ha reportado como tal, una causa exdgena para el desarrollo de cancer de
ovario. Se propone que un agente etiolégico o un potenciador oncogénico puede
entrar a la cavidad peritoneal a través del canal genital y esparcirse por el utero y
las tubas uterinas. Se han estudiado posibles carcinbgenos como agentes
infecciosos y quimicos, y algunos estudios han vinculado componentes
ambientales, como la exposicidn a talcos con asbesto en lavados vaginales, con el
desarrollo de tumores epiteliales. También se han hecho asociaciones con este
tipo de neoplasia con poblaciones de raza blanca, con dietas altas en grasa y
galactosa (Kuffe et al, 2003).
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Aquellos canceres vinculados a componentes hereditarios estan asociados a
mutaciones en BRCAL1 y BRCA2, también hay canceres asociados al sindrome Li-

Fraumeni que ocurre por mutaciones en p53 de lineas germinales.

La prognosis del cancer de ovario se puede correlacionar con numerosos factores
clinicos y biologicos. Se ha demostrado que los canceres de ovario son
comunmente aneuploides y que existe una correlacion entre la etapa FIGO
(Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia) y la poliploidia (canceres
de etapa temprana tienden a ser diploides, mientras que los de etapas tardias son
aneuploides). La mayor parte de los canceres esporadicos evolucionan de una
sola célula clonal; cuando son comparados los canceres primarios con los
metastasicos, se encuentra que mas del 90% comparten los mismos patrones de
pérdida de heterocigosidad, inactivacién del mismo cromosoma Xy, si es el caso,
las mismas mutaciones en p53. El cancer de ovario puede hacer metastasis por

varias rutas, como otras neoplasias epiteliales (Kuffe et al, 2003).

1.1.3. Variables epidemioldgicas asociadas al cancer de ovario

Dentro de las variables epidemiolégicas, la historia reproductiva y el nimero de
ciclos de ovulacion tienen el mayor impacto en el desarrollo de la enfermedad.
Dentro de los factores considerados de riesgo para el desarrollo de cancer de
ovario se encuentran la nuliparidad y la infertilidad. El desarrollo de endometriosis,
definida como la presencia y crecimiento de tejido endometrial fuera de la cavidad
uterina, también se considera un factor de riesgo, y esta asociado con carcinoma
de célula clara. Los farmacos para inducir fertilidad, como el citrato de clomifeno o
las gonadotropinas para inducir ciclos de ovulacion, también representan un factor
de riesgo. La alta incidencia de cancer de ovario en mujeres nuliparas sugiere que
una ovulacién continua, ininterrumpida por embarazos o uso de anticonceptivos,

puede predisponer el desarrollo de esta enfermedad (Kuffe et al, 2003).
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Durante los ciclos de ovulacién, la superficie epitelial del ovario sufre disrupcion
del tejido y posterior reparacion, como consecuencias, las células epiteliales que
cubren su superficie son estimuladas para proliferar, por lo que un mayor niumero
de ciclos incrementa la probabilidad de sufrir mutaciones espontaneas en genes

supresores de tumor o protooncogenes, lo cual contribuye a la oncogénesis.

Por otra parte, dentro de los factores asociados con una disminucion del riesgo de
desarrollar cancer de ovario se encuentran el uso de anticonceptivos orales,
reportando una disminucién del 30%, incluso con periodos cortos de uso (a partir
de 6 meses) y encontrandose un 20% de disminucion de riesgo por cada 5 afios
de uso. La paridad esta intimamente relacionada con una disminucion en el riesgo,
otorgando un 30% de proteccién para un primer embarazo a término, y confiriendo
un 10% adicional por cada embarazo a término posterior. De igual manera la
ligacibn de tubas uterinas se reporta como factor de reduccion de riesgo,
aportando una reduccién aproximada del 30%, al igual que la histerectomia (Ness
et al, 2000; Braem et al, 2010; Tsilidis et al, 2011; Riman et al, 2004).

1.1.4. Diagnostico del cancer de ovario y estadificacion

Los primeros signos de alarma en el diagnéstico de cancer de ovario suelen ser
sintomas inespecificos y facilmente atribuibles a otras patologias, las sospechas
de presentar esta neoplasia son acompafiadas de la informacién proveniente de la
historia clinica, prestando especial énfasis en los factores de riesgo y de
proteccion para el desarrollo de esta neoplasia. En estudios de casos y controles
se ha propuesto un indice prondstico sintomatico que incluye: dolor pélvico, dolor
abdominal, incremento del tamafio/volumen abdominal, inflamacion, dificultades
para comer o saciedad temprana. Los sintomas se evalUan retrospectivamente y
se considera positivo si el sintoma ha estado presente al menos 12 veces al mes
en los dltimos 12 meses. Se demostré que este instrumento tenia una baja
sensibilidad (56.7%) para la enfermedad en etapas tempranas, pero alta

sensibilidad (79.5%) en la enfermedad en etapas tardias. La especificidad fue de
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90% en mujeres de 50 aflos y mas y de 86.7% en mujeres mas jévenes (Doubeni
et al, 2016; Goff et al, 2007).

Tras la historia clinica y la evaluacion de la sintomatologia, si existe una sospecha
de la presencia de esta neoplasia, se realiza un examen fisico que incluye
examinacion rectovaginal con vejiga vacia para evaluar masas pélvicas o
abdominales. Las dificultades que presenta esta exploracidon es que puede resultar
inespecifica, sobre todo en pacientes obesas, dificultando la palpacién de la masa.
También se buscan signos de disfuncionalidad endocrina, sindromes
paraneoplasicos y enfermedad metastasica, incluyendo linfoadenopatias
inguinales o supraclaviculares, efusién pleural y masa umbilical (Doubeni et al,
2016; Timmerman 2010).

Posteriormente se realiza un ultrasonido transvaginal, que determina la
arquitectura del ovario y su vascularizacién, es capaz de diferenciar entre quistes y
masas solidas y detectar ascitis. La sensibilidad de esta herramienta para
discriminar entre lesiones benignas de malignas es del 86-94% (Doubeni et al,
2016).

Estos métodos diagndsticos se complementan con estudios de laboratorio que
incluyen biometria hematica y quimica sanguinea con examen de funcion
hepética, también se pueden incluir algunos marcadores de suero como en
antigeno de cancer 125 (CA125) y HE4 (Human Epididimys Protein 4) (Doubeni et
al, 2016).

La estadificaciéon del cancer de ovario se realiza de acuerdo a los parametros
propuestos por la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO).
Los estadios iniciales del cancer de ovario comprenden los estadios I, Il y los
estadios avanzados comprenden los estadios Il y IV (Pratt et al, 2014).

Estadio |I: Cancer limitado a los ovarios.

Estadio IA: Cancer limitado a un ovario, sin ascitis, capsula intacta, sin

tejido tumoral en la superficie externa.
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Estadio IB: Cancer en ambos ovarios, sin ascitis, capsula intacta, sin tejido

tumoral en la superficie externa.

Estadio IC: Cancer en uno o ambos ovarios y alguna de las siguientes

condiciones:

Estadio IC1: Ruptura de la capsula externa durante la extirpacion

quirargica (derrame quirdrgico intraoperatorio.

Estadio IC2: Ruptura de la capsula externa antes de la intervencion

quirdrgica o tejido tumoral en la superficie.

Estadio IC3: Ascitis o lavado peritoneal con presencia de células

malignas.
Estadio Il: Cancer de ovario con extension pélvica.
Estadio IIA: Diseminacion a Gtero y/o tubas uterinas.
Estadio 1IB: Diseminacion a otros tejidos pélvicos.

Estadio IIC: IIA o IIB con tejido tumoral en la superficie del ovario o ruptura
de la capsula o ascitis o lavado peritoneal con presencia de células

malignas.

Estadio lll: Cancer de ovario con implantes peritoneales fuera de la pelvis y/o

ganglios inguinales o ganglios retroperitoneales

Estadio IlIA: El cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos

retroperitoneales y/o metastasis microscopicas mas alla de la pelvis.

Estadio IlIAL(i): Las metastasis miden 10 milimetros (mm) o

menos.
Estadio IlIAL(ii): Las metastasis miden mas de 10 mm.
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Estadio IlIA2: Diseminacion del cancer con compromiso peritoneal
extrapelviano microscopico, con o sin metastasis a los ganglios

linfaticos retroperitoneales

Estadio IlIB: Metastasis peritoneales macroscopicas mas alla del borde de
la pelvis <2 cm con o sin metastasis en los ganglios linfaticos
retroperitoneales (incluye diseminacion del tumor a la capsula del higado y
el bazo).

Estadio IlIC: Metastasis peritoneales macroscopicas mas alla del borde de
la pelvis >2 cm con o sin metastasis en los ganglios linfaticos
retroperitoneales (incluye diseminacién del tumor a la capsula del higado y

el bazo).
Estadio IV: Metastasis a distancia.
Estadio IVA: Derrame pleural con caracteristicas histoldgicas positivas.

Estadio IVB: Metastasis a 6rganos extra abdominales (incluye ganglios

linfaticos inguinales y ganglios linfaticos fuera de la cavidad abdominal).

1.1.5. Clasificacion histologica del cancer de ovario

El 90% de los tumores en ovario son carcinomas epiteliales y con base en su
morfologia celular se clasifican posteriormente en 5 tipos histolégicos diferentes:
carcinoma seroso de bajo grado (LGSC), carcinoma seroso de alto grado (HGSC),
carcinoma de célula clara, carcinoma endometroide y carcinoma mucinoso (Cho y
Shih, 2009).

Se cree que los diversos tipos histoldgicos de los tumores epiteliales se derivan de
distintos tejidos. Por ejemplo, los canceres serosos de alto grado surgen de la

superficie epitelial del ovario y/o de las trompas de Falopio distales. Los

24



carcinomas endometroides y de células claras vienen de lesiones
endometridsicas, mientras que la mayor parte de los tumores mucinosos surgen a
partir de metastasis al ovario desde el tracto gastrointestinal, incluyendo el colon,
apéndice y estbmago (Bell, 2005; Nezhat et al, 2008; Lee y Young, 2003; Kelem y
Kobel, 2011; Zaino et al, 2011).

El 70-80% de los casos de céncer de ovario son de tipo seroso de alto grado
(HGSC por sus siglas en inglés), de manera caracteristica, este subtipo histolégico
expresa WT-1 (Wilm’s tumor-1), ERa (Receptor de Estrégenos alfa) y PAX-8 en la
mayoria de los casos analizados. También presenta un alto indice proliferativo
Ki67. Hasta en el 10% de los casos se presentan alteraciones genéticas en
BRCA1 o BRCAZ2. Las alteraciones genéticas especificas asociadas a este subtipo
son de las moléculas: TP53 (hasta en el 96% de los casos), NF1, RB1, CDK12,
PTEN y PIK3CA (Kurman et al, 2013; Vaughan et al, 2011; Bell et al, 2011).

Los carcinomas serosos de bajo grado (LGSC por sus siglas en inglés)
representan menos del 5% de los casos de cancer de ovario. Estos muestran en
bajo indice proliferativo Ki67, expresion normal de p53, usualmente expresan WT-
1, ERa y PR. Las mutaciones caracteristicas asociadas son de las moléculas
KRAS y BRAF (Vang et al, 2009).

El 10% de los casos de cancer de ovario son del subtipo histolégico carcinoma
endometroide. Estas células expresan vimentina, ERa, PR, PAX-8 y CA125.
También presentan mutaciones en CTNNB-1 (B-catenina), PTEN, PIK3CA y
ARID1A. El otro 10% de los casos corresponden a carcinomas de células claras,
éstos expresan HIF-1 a (Hypoxia Inducible Factor 1 alpha), glypican-3 y HNF-1 3
(Hepatocyte nuclear factor 1-beta). Las alteraciones genéticas para este subtipo
incluyen: ARID1A KRAS, PTEN y PIK3CA (Vaughan et al, 2011; Catasus et al,
2004; Moreno-Bueno et al, 2001; Lee et al, 2007; Stadlmann et al, 2007; Kato et
al, 2006; Tan et al, 2006).

Ademas, los tumores de ovario se han clasificado en tipo I, que incluye los serosos
de bajo grado, mucinosos, endometroides de bajo grado y de células claras; y en
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tumores tipo Il, que incluyen los serosos de alto grado, endometroides de alto
grado y carcinomas indiferenciados y mixtos. Los tipo | tienden a tener mutaciones
en KRAS, BRAF, PTEN y CTNNB-1, mientras que los tipo Il estan usualmente

asociados a mutaciones en p53 (Kurman et al, 2008).

Finalmente, se ha realizado una clasificacion de la patogénesis en el cancer de
ovario de acuerdo con sus principales origenes anatémicos, ya sea proveniente de
tejido derivado propiamente de ovario o de la tuba uterina. Los subtipos
provenientes del ovario vienen del epitelio de la superficie del ovario que deriva del
mesotelio celdmico que cubre a los ovarios. Se ha hipotetizado que este tipo de
carcinoma viene de inclusiones o quistes corticales que han llevado a cabo una
metaplasia Mulleriana. Por otra parte, los subtipos que vienen de la tuba uterina
provienen de celoma, ya sea de los conductos mullerianos o paramesonéfricos. Se
ha observado que la mayoria de los tumores serosos parecen venir de células

secretoras en la tuba uterina distal (akahKoshiyama et al, 2017).

1.2. Papel de las hormonas esteroides en el cancer de ovario

Dada la importante correlacion epidemioldgica entre los factores de riesgo
reproductivos y hormonales con el cdncer de ovario, se sugiere que las hormonas
esteroideas juegan un papel clave en la etiologia de la enfermedad. De igual
manera, la presencia de receptores de hormonas esteroideas (SHR), tanto en
tejido normal de ovario como en tumores epiteliales malignos, sugieren un papel
critico de las hormonas esteroideas en el proceso de inicio y progresion del cancer
de ovario. Especificamente, estudios in vitro y evidencias epidemiolégicas,
muestran el papel potencial de estrégenos, progesterona y andrégenos en la
regulacion, proliferacion e invasion de las células epiteliales cancerosas en ovario
(Akahira et al, 2001; Wada-Hiraike et al, 2006; Zhao et al, 2011; Siegel et al,
2011).
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1.2.1. Estrogenos

La evidencia que relaciona los estrogenos con el cancer de ovario epitelial (EOC,
por sus siglas en inglés) es diversa. Por una parte, se sabe que el embarazo
(factor de proteccion) eleva los niveles de estrogeno circulantes, pero reduce los
niveles intraovaricos. Los anticonceptivos orales (factor de proteccién) reducen los
niveles endogenos de estrogeno. Las terapias de reemplazo hormonal, con
correlacion positiva para el desarrollo de cancer de ovario, aumentan los
estrogenos circulantes. La endometriosis (factor de riesgo) estd asociada con un
incremento en la produccion de estradiol, asi como un incremento en la expresion
del ERa. Ademas, los niveles de estradiol circulante estan aumentados en las
etapas peri-menopdausicas (el inicio del pico de incidencia), comparados con los
niveles en edad reproductiva. De manera conjunta, estos datos indicarian que los
niveles circulantes de estrogenos aumentados estan asociados con un incremento

del riesgo de desarrollar cancer de ovario (Killick et al, 1987; Prior, 2005).

Sin embargo, hay otros factores que no apoyan esta correlacion entre los
estrogenos y EOC, por ejemplo, factores como menarca temprana y menopausia
tardia, asociados a una exposicion mayor de estrogenos, no han sido
correlacionados consistentemente con el desarrollo de EOC, a diferencia del

cancer de mama el cual tiene una fuerte correlacion.

Se han propuesto otras asociaciones del cancer de ovario con estados patolégicos
como la obesidad. Se sabe que el tejido adiposo es un tejido enddcrino capaz de
secretar moléculas como citocinas, factores de crecimiento, y estrogenos, entre
otros. Ademas, se ha descrito que la leptina, molécula encargada de regular la
ingesta de alimentos y cuyos niveles séricos son proporcionales a la cantidad de
tejido graso, es capaz de activar a los receptores de estrogenos, aumentando la
transcripcion de este gen en lineas celulares de cancer de ovario. Hay diversos
estudios que demuestran una asociacion positiva entre el estado hiperestrogénico
que se da en la obesidad, con el desarrollo del cancer de ovario; de manera

particular, estas observaciones se han asociado con un mayor riesgo de presentar

27



cancer de ovario endometroide, sugiriendo que los altos niveles de estrogenos en
la obesidad podrian predisponer a un subtipo histologico en especifico (Valladares
et al, 2014; Foong y Bolton, 2017).

1.2.2. Progesterona

Progestinas y progesterona tienen un rol de proteccion para el desarrollo de
cancer de ovario. Los anticonceptivos orales con contenido de progestinas (factor
de proteccion) elevan los niveles de progesterona hasta 3 veces mas. El
embarazo (factor de proteccion), también eleva los niveles de progesterona. La
infertilidad ovulatoria (factor de riesgo) esta asociada con una produccion reducida
de progesterona. La endometriosis (factor riesgo) estd asociada a una resistencia
a la progesterona la cual se ha dicho, es causada por la presencia de la isoforma
inhibitoria PR-A y la ausencia de la isoforma mas transcripcionalmente activa PR-
B (Rosenberg et al, 1994; Haning et al, 1985; Brinton et al, 1989; Attia et al, 2000).

1.2.3. Andrégenos

Los anticonceptivos orales, la ligadura de tubas uterinas y la histerectomia
(factores de proteccion) reducen los niveles circulantes de andrégenos. Mientras
qgue el sindrome de ovario poliquistico, el cual esta fuertemente asociado con el
desarrollo de EOC, es una condicién hiperandrogénica. También se ha reportado
que existe un posible riesgo aumentado de desarrollar cancer de ovario asociado
al uso de agentes androgénicos exdgenos. De manera conjunta, estos datos
indican que los andrégenos circulantes aumentados, presentan un mayor riesgo
de desarrollar cancer de ovario (Gaspard et al, 1983; Davison et al, 2005; Danforth
et al, 2010).

A pesar de la evidencia epidemioldgica del importante rol de estas hormonas
esteroideas (androgenos, estrogenos y progesterona) en el desarrollo y progresion
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del cancer de ovario, también existen estudios que no son concluyentes y en
ocasiones incluso son contradictorios. Una posible explicacion para este fendmeno
es que la relacién entre las hormonas y el riesgo de presentar cancer de ovario
depende mas del ambiente intraovarico que de los niveles circulantes de estas
hormonas. También es posible que los tiempos de exposicion, por ejemplo, en los
afios pre 0 post menopausicos puedan ser criticos para el rol que juegan estas
hormonas posteriormente. Finalmente, es importante mencionar que los estudios
realizados consideran el cancer de ovario epitelial como enfermedad Unica, sin
embargo, estudios recientes han demostrado que la asociacién de hormonas
circulantes y el cancer de ovario difiere segun la histologia del tumor y grado de
invasion (Lukanova y Kaaks, 2005; Lukanova et al, 2003; Modugno y Edwards,
2012).

1.3. Estructura y funcién de los receptores de hormonas esteroideas

Gran parte de la regulacién de las hormonas esteroideas es a través de su
interaccién con receptores nucleares. La super familia de receptores nucleares
(NR) son considerados factores de transcripcion que regulan la expresién génica
en respuesta a ligandos y reclutamiento de correguladores (McKenna y O’Malley,
2002).

Respecto a su estructura, se sabe que estos receptores nucleares contienen una
region N-terminal, con un dominio regulador que contiene la funcion de activacion
AF-1, independiente de ligando, esta activacion transcripcional puede ser débil o
fuerte dependiendo del receptor, y tiene un efecto independiente o sinérgico con la
actividad dependiente de ligando AF-2 dependiendo del tejido o del promotor. En
la regién central tiene el dominio de union a DNA (DBD por sus siglas en inglés) el
cual tiene una region conservada con dos dedos de zinc que se unen directamente
al DNA en secuencias denominadas elementos de respuesta a hormonas (HRE,
por sus siglas en inglés). Posteriormente, tiene una region bisagra que conecta el
dominio DBD y el dominio de union a ligando (LBD, por sus siglas en inglés). El
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dominio LBD, que también ayuda a la dimerizacion del receptor, se encuentra
moderadamente conservado en secuencia, pero altamente conservado a nivel
estructural entre diversos receptores; en esta region se encuentra la funcion de
activacion 2 (AF-2) dependiente de ligando (Fig. 3) (Evans, 1988; Tsai y O’'Malley,
1994).

NTD DBD LBD

ERo b AB ACHORNER R 5o
ERp hAB. BclDhnEnnd s

PRBE b AB DBl ss3
PRA | AB [ CIDhuBud 7

AR b aB Db Bl 919

AF-1 AF-2

Figura 3. Estructura modular y dominios funcionales de receptores de hormonas esteroides. NTD,
dominio amino Terminal; DBD, dominio de unién a DNA; LBD, dominio de unién a ligando; AF-1y
AF-2, regiones de activacion transcripcional 1 y 2. (Modificado de Tsai y O’Malley, 1994)

Los receptores nucleares se dividen en distintas categorias: los receptores tipo |
se encuentran en el citosol y tras la unién del ligando se disocian las proteinas de
choque térmico que los acompafian, lo que ocasiona su translocacion nuclear y la
formacion de homodimeros que se unen a sitios de reconocimiento de DNA (HRE,
elementos de respuesta a hormonas). En esta clasificacion se encuentran los
receptores androgénicos, de estrogenos, de glucocorticoides, de progesterona,
entre otros. Los receptores tipo Il son retenidos en el nudcleo sin importar la
presencia del ligando, y se unen formando heterodimeros, usualmente formando
un complejo con el receptor X retinoide (RXR). Aqui se incluyen el receptor de
acido retinoico, X retinoide y el de hormona tiroidea. También existen receptores
llamados receptores “huérfanos” dado que sus ligandos no han sido aun
identificados (Fig. 4) (Giguere, 1999; Mangelsdorf y Evans, 1995).
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Figura 4. Receptores nucleares tipo | y Il. Receptores nucleares “huérfanos” (Imai et al, 2013).

1.4. Correguladores de receptores de hormonas esteroideas

Gran parte del efecto ejercido por los receptores nucleares sobre los elementos de
respuesta a hormona depende del reclutamiento de proteinas adicionales
llamadas correguladores transcripcionales. Estos han emergido como reguladores
esenciales en la expresion génica a través de su interaccion y modulacion de la
actividad de los receptores nucleares y otros factores de transcripcion. De acuerdo
al resultado funcional que se obtiene de su accion, se han dividido en dos grandes
clases: coactivadores, los cuales estan asociados con los receptores nucleares
unidos a ligandos agonistas y provocan la induccion de la expresion génica; y los
correpresores, los cuales reprimen la expresién génica a través de su interaccion
con receptores nucleares sin ligando o con su respectivo ligando agonista o

antagonista (Fig. 5).
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Figura 5. Mecanismo de accion de los receptores esteroideos sobre la transcripcion génica en el
contexto de correpresores y coactivadores. (Modificado de O’Malley et al, 2009)

Tras la union del ligando agonista a los receptores ocurre un cambio
conformacional que ocasiona un incremento de afinidad de union de las proteinas
coactivadoras. Una caracteristica estructural recurrente de los coactivadores es el
motivo a-hélice LXXLL, también llamado caja NR, el cual se encuentra en una o
varias copias en diversos coactivadores. Los coactivadores tienen una amplia
gama de funciones, incluyendo la actividad de acetiltransferasa de histonas, las
cuales actlan para generar un ambiente transcripcionalmente permisivo en la

zona del promotor (McKenna y O’Malley, 2002).

Por otro lado, la unién de ligandos antagonistas induce un cambio conformacional
en los receptores que ocasiona una inhibicion de la union de coactivadores y un
incremento en la afinidad de unién de proteinas correpresoras, éstas a su vez,
pueden reclutar enzimas como las desacetilasas de histonas o el factor Sin3, el
cual posee actividad desacetilasa de histona, que al reducir los grupos acetilo en
las histonas crearan un ambiente no permisivo a la transcripcion. Los
correpresores también pueden unirse en ausencia de ligando o en presencia de
ligandos agonistas, en ciertos casos. El reconocimiento de algunos de estos
correpresores por el receptor nuclear es mediado por “cajas CoRNR” las cuales

son peéptidos helicoidales anfipaticos (Nagy et al, 1997).
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Los mecanismos por los cuales logran estos efectos de activacion o represion
génica son variados e incluyen el reclutamiento de complejos remodeladores de
cromatina, union de enzimas acetilasas/desacetilasas o la estabilizacion de la
magquinaria transcripcional a través de la union de otras proteinas correguladoras,
por mencionar algunos. Ya que estos correguladores tienen una enorme influencia
sobre la actividad de diversos receptores nucleares y factores de transcripcion,
ejercen un amplio efecto en las cascadas de sefializacibn y contribuyen

significativamente al desarrollo y progresién de multiples neoplasias.

Desde el descubrimiento de SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator-1) en 1995, se
han identificado mas de 400 correguladores, de los cuales se han demostrado sus
roles particulares en procesos de crecimiento y desarrollo, siendo que mas de la
mitad de ellos tienen importantes papeles en diversas patologias reproductivas,
metabdlicas y neoplasicas. La expresion alterada de correguladores de los
receptores nucleares representan el mayor porcentaje de correguladores
relacionados a patologias. Aunque es cierto que es posible que esta
sobrexpresion o subexpresion de correguladores es mas una consecuencia de la
neoplasia que una causa, es cierto que la expresion alterada de factores
regulatorios que integran las redes de sefalizacion en una célula cancerosa
provee el potencial para amplificar las sefiales que llevan a la progresion de la
enfermedad, asi como contrarrestar las propiedades de ciertos farmacos
terapéuticos. De igual manera, se han descrito muchos genes diana de estos
correguladores que juegan un papel fundamental en la progresiéon y desarrollo de
diversos canceres, como lo son: BCAS2, BCAS3, caveolina 1, ciclina A2, D1, D3,
entre muchos genes mas (O’'Malley et al, 2009; Lanz et al, 2008; Le Marchand et
al, 2003; Shu et al, 2005).

La evidencia actual indica que la definicibn operacional de un coactivador o
correpresor, en realidad depende del contexto celular, la via de sefializacion
involucrada, los genes diana e incluso el tejido en el cual se observa su efecto.
Los correguladores existen y funcionan en complejos multiprotéicos. Las funciones

habituales en las cuales estan involucradas las proteinas coactivadoras incluyen:
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remodelacion de la cromatina, inicio de la transcripcién, elongacion de cadenas de
RNA, splicing de mRNA e incluso terminacién proteolitica de la respuesta
transcripcional. También se ha descrito que ciertos correguladores pueden ejercer
un efecto fuera del nucleo, en procesos como la traduccién de mRNA, funciones
mitocondriales y motilidad (McKenna et al, 2002; Nagaich et al, 2004; Lonard et al,
2007; O’Malley et al, 2009).

La concentracion de coactivadores y correpresores en el ambiente celular es
critica para ejercer sus efectos. Frecuentemente, estos niveles de proteina son
regulados mediante la velocidad de degradacion post traduccional, dando como
resultado que una alta concentracion celular de uno o varios coactivadores
conlleve a una sefial amplificada rio abajo de la sefializacion mediada por los
receptores nucleares, mientras que una alta concentracion de correpresores
ejerce el efecto contrario. Ademas, se ha demostrado una importancia
fundamental del “codigo post traduccional” en los efectos mediados por estas
moléculas, siendo que ciertas combinaciones de modificaciones post
traduccionales pueden llevar a funciones ligeramente distintas de la misma
secuencia proteica. Aumentando su afinidad a formar ciertos complejos
multiprotéicos y, por ende, interactuando de manera preferencial con ciertos
elementos reguladores de genes diana y ejecutar distintas funciones en una
misma célula. Por ejemplo, se han descrito mas de 40 modificaciones post
traduccionales distintas en el coactivador SRC-3, las cuales incluyen
fosforilaciones, metilaciones, acetilaciones, ubiquitinaciones, SUMOilaciones,
entre otras, lo que crea un enorme potencial de formacién de complejos con

distintas combinaciones (Lonard et al, 2000; Lonard et al, 2008).

EL SRC-3, es uno de los correguladores mejor estudiados, y ha servido como
prototipo para explicar la gran variedad de funciones y mecanismos de estas
moléculas. Se ha reportado sobre expresado en una gran variedad de canceres
como cancer de mama, nasofaringeo, de prostata, entre otros. Adicionalmente,
esta sobreexpresion se ha asociado con resistencia a inhibidores de ER como

tamoxifén y disminucion en la expresion de p53 y HER2. El potencial oncogénico
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de SRC-3 se ha demostrado en modelos in vivo, en ratones transgénicos, en los
cuales, la sobreexpresion de esta molécula causa desarrollo espontaneo de
tumores malignos, mientras que en ratones SRC-3 -/-, se ha demostrado una
resistencia a la induccién de cancer via carcind6genos quimicos y tumorigenesis
inducida por virus. A pesar de haber sido descritos consistentemente sus
mecanismos de accion como oncogén, SRC-3 puede actuar, paradéjicamente,
como un supresor de tumores en el sistema linfatico, siendo que estos ratones
SRC-3 -/- desarrollan espontaneamente linfoma de células B (Osborne et al, 2003;
Lanz et al, 2008; Kuang et al, 2005; Coste et al, 2006).

Respecto a su estructura y dominios de interaccion, SRC-3, junto con el resto de
su familia que incluye a SRC-1y 2, posee un dominio C-terminal capaz de mediar
su unién con acetiltransferasas de histonas y los correguladores CBP y p300,
mientras que su dominio N-terminal puede interactuar con correguladores
adicionales como CoCoA (coiled-coil coactivator), GAC63 (Gripl-associated
coactivator 63) y CARM1 (Coactivator associated arginine methyltransferase 1).
Ademas, se ha descrito que, estas relaciones pueden estar moduladas por
fosforilaciones postraduccionales de SRC-3, dando como resultado una afinidad
diferencial por estas moléculas, dependiendo del sitio y extension de la
fosforilacién. Todas estas observaciones plantean un panorama en el cual pueden
existir multiples interacciones y combinaciones diferentes mediadas por una sola
proteina correguladora, lo que da indicios de la complejidad de la formacién de los

complejos multiprotéicos reguladores (Chen et al, 2005; Wu et al, 2014).

Como se mencion6 brevemente con SRC-3, se ha demostrado que existen
correguladores que pueden funcionar tanto como coactivadores como
correpresores. Un ejemplo muy claro de este fenémeno es el corregulador MTA1
(Metastatic tumor antigen), el cual se ha identificado como parte del complejo
NuRD, siendo que su blanco directo es el ERa, y presenta una importante
interaccién con HDACSs, ocasionando la represiéon de la actividad transcripcional
de ER y promoviendo el crecimiento tumoral independiente de hormona en cancer

de mama. Ademas de la desacetilacion de histonas, el complejo MTA1-HDAC
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interactua y desacetila proteinas como HIF1a, p53 y el mismo ERa, afectando los
mecanismos de accion de estas moléculas. Por otra parte, se han descrito
mecanismos de MTAL1 como coactivador sobre BCAS3 (breast cancer-amplified
sequence 3) y Pax5, gracias a su interaccion con la polimerasa de RNA IIl.
También se ha descrito que actia como coactivador de ciertos genes involucrados
en la transicion epitelio-mesénquima y procesos de inflamacion. Se han planteado
varias hipoétesis para tratar de explicar esta funcidén dual de la misma molécula, se
ha mencionado que podria deberse a modificaciones postraduccionales
diferenciales de MTAL que ocasionen distintas interacciones proteina-proteina, a
la abundancia relativa o estabilidad de los complejos de correpresores vs
coactivadores, las influencias tiempo-espaciales de la cromatina alrededor de los
genes diana o el desplazamiento o competencia entre los complejos proteicos de
correguladores con HDACs. En la ultima década se han descrito diversos
correguladores que muestran esta funcion dual, lo que recalca la diversidad y
versatilidad de acciones que ejercen estas moléculas, dependiendo del contexto
celular y tejido donde se observe su funcion (Zhang et al, 1999; Mazumdar et al,
2001; Gururaj et al, 2006; Balasenthil et al, 2007; Rogatsky et al, 2001; Xu et al,
2001).

Por otra parte, también se han descrito correguladores con multiples funciones
mas alla de sus propiedades como coactivadores o correpresores. PCBP1 (poly-C
binding protein 1) posee multiples funciones en procesos de transcripcion, splicing
y traduccion. Originalmente, fue una proteina descubierta por sus propiedades de
union a RNA, participando en el procesamiento de mRNA en diversas etapas en el
citoplasma, esta funcion de inhibicion de la traduccion de mRNAs es dependiente
de su fosforilacion por p2l1l. Paralelamente, PCBP1 fosforilada es capaz de
translocarse al nlcleo donde participa en eventos de transcripcion y splicing, como
proteina correguladora se une a el F4E estimulando la transcripcion, ademas es
capaz de interactuar con otros correguladores como Caper-alpha, lo que afecta el
reclutamietno del complejo del spliceosoma incrementando la tasa de mRNA
maduro. Se ha descrito que esta funcibn de PCBP1 como coactivador, es

dependiente de su fosforilacién y su localizacion nuclear, lo que da indicios de la

36



capacidad de esta molécula para cambiar entre sus distintas funciones
dependiendo de su localizacion subcelular y estado de fosforilacion y, por ende, la
gran capacidad de responder a los cambios en las sefiales del ambiente celular
(Meng et al, 2007; Choi et al, 2009).

Especificamente para los correguladores que interactian con receptores
nucleares, se han determinado diversos coactivadores o correpresores propios de
cada tipo de neoplasia, en su gran mayoria canceres enddcrinos, y que ejercen su

accion sobre determinado receptor nuclear (Tabla 1).

SRC-1 PR, ER, GR, TR, AR Mama, préstata

PR, ER, GR, TR, AR, RARgq,
SRA PPARS, VDR Mama, ovario

Cervicouterino, mama, préstata, leucemia,

EGAP ER, AR, PR, GR, TR, RAR linfoma

ER, GR, TR, RAR, SNF, AP1, NF-
ASC2 KB Mama, urotelial, pulmén, colon
PIAS AR, GR, PR, ER Prostata, testiculo
BRCA1 ER, PR, AR, GR Mama, ovario, prostata
UbcH7 PR, AR, GR, RAR, ER Mama
SH3YL1 AR Prostata, mama
Zimp AR Prostata
SRC-2 ER-a, AR Mama, Prostata
TBLR1 AR, ER Prostata, Mama

Tabla 1. Principales correguladores involucrados en cancer (Obeid et al, 2016; Daniels et al, 2014;
Fenne et al, 2013).

1.5. Mecanismo y vias de sefializacion mediadas por el receptor de estrégenos

(ER) en cancer de ovario

El receptor de estrogenos (ER) tiene dos formas generadas a partir de distintos
genes: ERa y ER[, ambos contienen los dominios funcionales caracteristicos de la
super familia de los receptores nucleares, con distintos porcentajes de homologia.

La funcion de activacion AF-1 constitutiva en la region A/B tiene tan solo el 20% de

37



homologia entre los receptores, el dominio de unién a DNA presenta una alta
homologia, la regién bisagra tiene una homologia del 30%, mientras que el
dominio de union a hormona en el que se encuentra la funcién de activacion de la
transcripcion AF2 tiene un 55% de homologia, la secuencia de aminoacidos
Unicamente difiere en 2 posiciones, sin embargo esto tiene como consecuencia la
formacion de una cavidad mas reducida en ER, lo que podria tener significancia
en la unién especifica de ligandos. Dado que son receptores de tipo I, en ausencia
de ligando se encuentran de forma monomérica unidos a proteinas de choque
térmico. Al unirse el ligando, se disocian de éstas y forman homodimeros, los
cuales a su vez forman un complejo con multiples moléculas correguladoras,
posicionandose en un elemento de union a ER en la regibn promotora de sus
genes diana para alterar el patron de transcripcion de éstos (Osborne et al, 2001;
Zhao et al, 2008; Delaunay et al, 2000).

Se ha encontrado una expresion diferencial de ERa en los diversos subtipos
histoldgicos. Lee y colaboradores (2005), en un estudio inmunohistoquimico de
332 muestras de carcinoma primario de ovario, encontraron que el 77.3% de los
casos mostraban positividad para ER, siendo que el méas alto porcentaje se
encontraba en los subtipos histoldgicos serosos y endometroides. No se encontrd
una asociacion significativa entre la presencia de ER y la sobrevida de las
pacientes. Anteriormente, Cardillo y colabores (1998) encontraron una expresion
de ER en el 74.19% en un andlisis de tumores de ovario, se encontr6 una
correlacion entre la expresion del receptor con la etapa FIGO (Lee et al, 2005;
Cardillo et al, 1998).

Sieh y colaboradores (2013) encontraron una correlacion significativa entre la
expresion de ER y la sobrevida de las pacientes, pero Unicamente en carcinomas
endometroides (Sieh et al, 2013).

Se sabe que ER esta altamente expresado en tejido normal de ovario, como las
células de la granulosa, las células de la teca, el cuerpo luteo, los ovocitos, asi

como cultivos primarios de superficie epitelial de ovario. Bardin y colaboradores
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(2004) demostraron una expresion variable de ERPB a nivel de mRNA,
demostrando una expresion del 72.7% en tejido normal de ovario, 57.1% en
quistes de ovario y 29.31% en carcinomas. Ademas, Chan y colaboradores (2008)
mostraron una expresion significativamente mayor en tejidos normales
comparados con tejidos con tumores malignos, al igual que una expresion
significativamente mayor en tumores etapa |, comparados con etapas II-IV. Se ha
demostrado que su expresion se pierde progresivamente durante el desarrollo y
progresion del cancer, y esta pérdida no sélo esta asociada a un nivel génico,
también hay evidencia que puede ser resultado de cambios epigenéticos,
especificamente la hiper metilacion de su promotor. De igual manera, se ha
demostrado que ERP tiene una localizacién nuclear en tejidos normales de ovario,
pero se localiza en citoplasma en tejidos tumorales (Lau et al, 1999; Bardin et al,
2004; Chan et al, 2008).

Por otra parte, se ha encontrado que una mayor expresion de ERP esta
significativamente correlacionada con mayor sobrevida, asi como periodo libre de

enfermedad de las pacientes (Chan et al, 2008).

Se sabe que ERB inhibe la proliferacién y motilidad de las células cancerigenas de
ovario, también facilita la apoptosis. En estudios de susceptibilidad genética, se ha
encontrado que las mujeres con el genotipo rs1271572 TT poseian un riesgo
significativamente mas alto de desarrollar EOC que las mujeres con el alelo G,
esta asociacion era aun mayor en mujeres mayores de 50 afios. rs1271572 esta
localizado en el promotor del gen para ERB (ESR2), mapeado en el sitio de union
para MyoD y AP-4, los cuales se ha demostrado, son importantes para la
expresion de ERp (Lurie et al, 2011; Bardin et al, 2004; Cheng et al, 2004; Treeck
et al, 2007).

Por otra parte, el ERa mantiene su expresion o incluso se ve aumentado en una
variedad de tumores de ovario. Bardin y colaboradores (2004) demostraron que no
hay una diferencia significativa en la expresiéon de ERa en muestras de tejido de

ovario normales, quistes y carcinomas, siendo que los tres grupos tienen niveles
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detectables de esta isoforma. Numerosos estudios han identificado los genes
diana del ERa activados por estrégeno, los cuales estan involucrados en la
proliferacion, invasion, y regulacion del ciclo celular en cancer de ovario. Algunos
de estos genes son catepsina D, c-fos, pS2, ciclinas, TGFa, fibulina, c-myc, SDF-
1, PR y miembros de la familia de la semaforina. También se han descrito ciertos
IGFBPs regulados por estrogeno (Rao y Slotman, 1991; Chan et al, 2008; Bardin
et al, 2004).

Para demostrar la funcién de ERa como aquel que estimula la proliferacion en
células malignas, se han realizado experimentos en lineas celulares tratadas con
ligandos especificos para el receptor alfa y beta, mostrando que los tratamientos
con PPT, el ligando especifico para ERa, pero no con el ligando DNP, especifico
para ER[, tienen como resultado una estimulacién en el crecimiento de estas
células, confirmando el rol de ERa en la proliferacion mediada por estrégenos.
Dado el rol diferencial de estas formas del receptor, la sobreexpresiéon de ERP
resulta en una inhibicién de la movilidad e invasién de células de cancer de ovario
(O’Donnell et al, 2005; Feng et al, 2011).

También se han encontrado otras moléculas involucradas en la regulacion del
ciclo celular las cuales son afectadas de manera diferencial por las dos proteinas.
Utilizando la linea celular PEO14 de céancer de ovario, negativa para ER y
realizando transfecciones con ERa o ERpB, se encontr6 que ERa es capaz de
activar la expresion de fibulina 1C y el receptor de progesterona (PR) en presencia
de 17B-estradiol, mientras que ERB no muestra este mismo efecto. Ademas, ERa
induce la expresion de ciclina D1 en presencia de estradiol, mientras que ERP
inhibe la expresion de esta ciclina de manera independiente de ligando. La
introduccion de ERP en las células cancerosas es capaz de incrementar cerca de
dos veces los niveles de expresion de p21 de manera independiente de ligando.
Dados sus efectos sobre moléculas de control del ciclo celular, se demostré que
ERPB es capaz de inhibir la proliferacién celular hasta en un 60%, comparado con
células transfectadas con ERa o vector vacio. Igualmente, se demostré6 una

invasion significativamente menor, en ensayos de cierre de herida, en aquellas
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células con ERPB comparadas con transfecciones con ERa o vector vacio.
Finalmente, se ha demostrado un incremento en la apoptosis tras la transfeccion
con ERB, no asi con ERa (Bardin et al, 2004).

Es importante mencionar que la estimulacion y activacion mediada por estrégenos
sobre las dos formas es diferente, siendo que, en ensayos de activacion de gen
reportero con elementos de respuesta a estrogenos, ERa muestra una fuerte
activacion mientras que ER[ tiene una activacion de la mitad, comparada el a
(Bardin et al, 2004).

De manera general, los genes regulados por estrégeno pueden ser factores de
crecimiento, receptores de factores de crecimiento u otras moléculas de
sefalizacion. Su mas potente activador en ambos subtipos es el 17B-estradiol
(E2). También tiene ligandos conocidos como moduladores selectivos que pueden
modificar al receptor de maneras diversas, por ejemplo, el ligando tamoxifén
puede ejercer efectos agonistas y antagonistas dependiendo de la especie, tejido
y gen diana. Se sabe que este ligando es agonista en hueso y endometrio, pero es
antagonista en genes de proliferacion celular y supervivencia en mama. Esta
accion diferencial est4d relacionada con la formacidbn de complejos con
correguladores que tienen la capacidad de afectar la actividad de ER unido a
ligando. Los ligandos esteroideos anti estrogénicos como fulvestrant, también se
unen a ER, pero con un efecto diferente, estos ligandos inhiben la dimerizacion y
la unién a DNA. También antagonizan las funciones de activacion 1y 2, asi como

promover la degradacion del mismo ER.

Hay varias vias de sefalizacion que estan involucradas en la modulacién de la
actividad de ER, asi como en la proliferacion de células tumorigénicas, como la via
AKT, la proliferacion celular mediada por MAPKs, ERK1 y 2, y las vias inducidas
por estrés mediadas por JNK y p38 MAPKs. A pesar de la complejidad de
sefalizacion de estas vias, cada una de ellas puede modular independientemente
la actividad de ER. Diversos estudios han demostrado que los estrogenos ejercen
una accion pro proliferativa en la progresion del cancer que puede ser bloqueada
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con farmacos antiestrogénicos. Hay evidencia que muestra a los estrégenos como
mediadores de una movilidad incrementada e invasion de las células cancerigenas
de ovario (Osborne et al, 2001; Galtier et al, 1992; Langdon et al, 1994; Hua et al,
2008).

Gran parte de esta actividad pro proliferativa de los estrogenos ha sido explicada
gracias a la identificacion de los genes diana de ERa activado, los cuales estan
involucrados en cascadas de sefalizacion de division y diferenciacion celular, sin
embargo también se han descrito otros mecanismos como la proteina
transmembranal acoplada a proteina G con funcion de ER transmembranal,
llamada GPER, que tiene la capacidad de unir estrégenos y activar sistemas de
segundos mensajeros que pueden desencadenar respuestas rapidas. Se ha
demostrado que esta cascada de sefializacion activa a ERK-1/2.

1.6. Mecanismo y vias de sefializacibn mediadas por el receptor de

progesterona (PR) en cancer de ovario

El receptor de progesterona tiene dos isoformas PR-A y PR-B, las cuales difieren
por 164 aminoacidos en el extremo N-terminal, los cuales se encuentran en PR-B,

pero no en PR-A. Estas isoformas son producto del mismo gen.

Respecto a la expresion de este receptor nuclear en carcinomas de ovario, Diep y
colaboradores (2013), en un estudio de cohorte de 504 casos, encontraron un
porcentaje de expresion de PR en el 35% de los tumores, siendo que la expresion
mayor de PR se encontraba en el subtipo endometroide (67%), seguido de
carcinomas serosos de bajo grado (64%) y serosos de alto grado (35%). Utilizando
el consorcio internacional Ovarian Tumor Tissue Analysis, con cerca de 3,000
tumores epiteliales invasivos de ovario analizados, se encontré una expresion
mayoritaria de PR en carcinomas endometroides (67%), seguidos de carcinomas
serosos de bajo grado (57%) y serosos de alto grado (31%). Adicionalmente, se

confirmdé que la expresion de PR en carcinomas serosos de alto grado y
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endometroides esta correlacionado con un aumento significativo en la sobrevida
de las pacientes, la expresion de PR en carcinomas endometroides esta asociado
con un incremento en el periodo libre de enfermedad de las pacientes. En el
estudio antes mencionado de Lee y colaboradores (2005), se encontré6 que PR
estaba expresado en el 26.2% de los casos, de estos casos positivos para PR, el
64.2% era de tipo endometroide, en este estudio se encontré una asociacion
significativa entre la presencia de PR y la sobrevida de las pacientes.
Anteriormente, Cardillo y colaboradores (1998) encontraron una expresion del
41.16% de PR en tumores de cancer de ovario (Lee et al, 2005; Cardillo et al,
1998, Sieh et al, 2013; Diep et al, 2013).

Respecto a las isoformas de PR, se ha reportado una expresion diferencial de
éstas en tumores de céncer de ovario. Se ha determinado una dominancia de la
expresion de PR-B en los tumores, sin importar el subtipo histoldgico,
encontrandose una mayor expresion de PR-B en los carcinomas serosos. Por otra
parte, en un estudio que consolidé informacion de 12 estudios distintos con 4788
casos y 7614 controles acerca de un SNP funcional (+331/CT), en el receptor de
progesterona, el cual altera la transcripcion relativa de las dos isoformas PR-A y
PR-B, no se encontré una asociacion significativa entre el desarrollo de cancer de

ovario y las variantes de PR (Pearce et al, 2008; Akahira et al, 2001).

Algunos estudios muestran que los tratamientos con progesterona resultan en una
disminucién de la proliferacion celular y un incremento de la apoptosis. Esta
induccién estd asociada con una disminucion en la expresion de TGFB1 y un
incremento en la expresion TGFBR2 y TGFB3, lo que sugiere que esta regulacion
diferencial de la familia de TGF@ podria tener un rol en la induccién de la apoptosis
mediada por progestinas. Ademas de esta induccién de la apoptosis, la activaciéon
de PR también ocasiona arresto del ciclo celular y senescencia. Con estudios en
lineas celulares y micro arreglos, se han identificado una serie de genes regulados
por progesterona entre los que destacan ATF3, caveolina-1, DLC1 y nm23-H2, los
cuales se ha demostrado que son genes diana directos de PR activado, y dado

que tienen propiedades antitumorales y anti invasivas, se ha propuesto que la
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induccion de estos genes podria estar relacionada con los efectos antitumorales
inducidos por progesterona. También hay cierta evidencia que demuestra que la
progesterona podria actuar en sinergia con otros farmacos quimioterapéuticos
para inducir la apoptosis, sin embargo, se han reportado efectos opuestos. Esta
controversia podria deberse, en parte, a la accién de las isoformas del receptor de
progesterona, PRA y PRB y su expresion diferencial en células diana (Rodriguez
et al, 2002; Syed et al, 2007; Takahashi et al, 2009).

1.7. Mecanismo y vias de sefializacion mediadas por el receptor de androgenos
(AR) en cancer de ovario

Se sabe que el AR se encuentra expresado tanto en tejido normal de ovario como
en cancer de ovario, y se ha descrito su presencia tanto en tumores como en
lineas celulares caracterizadas (OVCAR-3 y OSEC2). Kohan-lvani vy
colaboradores (2016), reportaron un incremento significativo de la expresion de
AR en tejidos de carcinoma seroso comparados con tejidos sin afectacion. Cardillo
y colaboradores (1998) reportaron una expresion de AR en el 84% de tejidos de
tumor de ovario analizados. Se ha reportado una expresion diferencial de AR en
los distintos tipos histolégicos de esta neoplasia. Lee y colaboradores (2005)
encontraron una expresion de AR en 43.7% de los casos de carcinoma primario
de ovario analizados, siendo que los carcinomas serosos representaron el mas
alto porcentaje de expresion entre los subtipos histolégicos (47.5%). También se
ha evaluado la relacion entre la expresion de AR con otras caracteristicas clinicas
patolégicas. Jonsson y colaboradores (2015) demostraron que la negatividad de
AR estaba asociada con carcinomas de alto grado, sin embargo, estudios previos
han demostrado que no hay una asociacion entre la presencia de AR y la etapa
FIGO en tumores malignos de ovario (Cardillo et al, 1998; Jonsson et al, 2015;

Butler et al, 2013; Lee et al, 2005; Kohan-Ivani et al, 2016).

44



Diversos estudios han demostrado que el epitelio superficial del ovario es un tejido
responsivo a androgenos. Edmondson y colaboradores (2012), utilizando cultivos
primarios de células epiteliales superficiales de ovario, demostraron que el
tratamiento con andrégenos causa un incremento en la proliferacion y una
disminucién en la apoptosis. Por otra parte, Syed y colaboradores (2001)
demostraron que la testosterona y 5a-dihidrotestosterona (DHT) estimulan
significativamente el crecimiento y proliferacion en lineas celulares epiteliales de
ovario tanto benignas como malignas, ademas esta estimulacion mediada por
andrégenos es revertida por el cotratamiento de estas células con el
antiandrégeno 4-hidroxiflutamida. Sheach y colaboradores (2009), demostraron un
aumento en la proliferacion en lineas celulares benignas y malignas de cancer de
ovario bajo el estimulo de DHT, asi como un incremento en la fraccion celular en
fase S bajo este estimulo androgénico, ademas, se encontré una correlacién
positiva entre el incremento en la localizacion nuclear de AR con el incremento de
la fraccidn en fase S. Estos efectos eran revertidos por la adicién del antagonista
especifico de AR, Casodex, apoyando la dependencia de AR para causar estos

fendmenos (Sheach et al, 2009; Elattar y Edmondson, 2012; Syed et al, 2001).

Se han explorado algunas vias de sefalizacion que podrian estar reguladas por
AR en la progresion y desarrollo de cancer de ovario. Se ha propuesto un rol de
AR en el aumento de la proliferacién celular mediado por la regulacion negativa de
la accion de TGF-B, proteina con un papel fundamental en la proliferacién y
diferenciacion celular y que actiia como un inhibidor del crecimiento de las células
epiteliales de ovario. Evangelou y colaboradores (2000) demostraron una
disminucién a nivel de mRNA de los receptores para TGF- (TGFBR1 y TGFBR2),
betaglicano y endoglina, al tratar distintas lineas celulares de ovario con DHT. Se
encontré que la disminucion de TGFBR2 es dosis dependiente de DHT, y que el
tratamiento con DHT previene la inhibicion del crecimiento mediado por TGFB-I
exégeno. Kohan-lvani y colaboradores (2016) igualmente demostraron una

disminucién de TGFBR1 y TGFBR2 a nivel de proteina, bajo tratamiento con DHT,
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mientras que los niveles de proteina se recuperaban bajo tratamiento con DHT,
indicando la posible actividad de AR-DHT sobre la expresién de las proteinas
TGFBR1y TGFBR2 (Evangelou et al, 2000; Kohan-lvani, 2016).

Por otra parte, también se ha reportado una disminucion en la presencia de p21 en
células de cancer de ovario bajo tratamiento con DHT, asi como una degradacion
de p27 via proteosoma, bajo este mismo tratamiento (Kohan-lvani, 2016; Shi et al,

2011).

Respecto a otras vias de sefializacion involucradas en la proliferacion celular, se
ha encontrado un efecto positivo del tratamiento con DHT en células de cancer de
ovario sobre la secrecion de IL-6 e IL-8, dando como resultado un incremento en
la proliferacion celular. De igual manera se determiné que el tratamiento con
Flutamida inhibe tanto la proliferacién celular como la misma produccion de estas
citocinas. Aunado a esto, se encontré que, en ausencia de andrégenos, IL-6 e IL-8
promueven la expresion de AR, asi como la activacion de su promotor, dando un
panorama en el cual hay una importante regulacién entre AR y estas citocinas

(Wang et al, 2007).

También se ha demostrado que este efecto de los andrégenos sobre la
proliferacion celular est4 asociado a la telomerasa, incrementando su expresion,
actividad y fosforilacion. De igual manera, la activacion de AR parece estimular la
invasion celular en cancer de ovario, como han reportado Ligr y colaboradores
(2011), existe una mayor invasion celular de las lineas SKOV-3 y OVCAR-3 bajo
tratamiento con andrégenos sintéticos comparados con medios libres de hormona
(Shi et al, 2011; Edmondson et al, 2002; Sheach et al, 2009; Gogoi et al, 2008;
Ligr et al, 2011).

Respecto de los genes diana del AR, se han identificado mas de 100 genes en la
linea celular OVCAR-3, la mayoria estan relacionados con transcripcion,

proliferacion y sefalizacion por proteinas G. Las proteinas G que fueron inducidas
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de manera significativa por este tratamiento de andrégenos son GNA13, ELKS,
GSTPI, RERG, Rab25, Rab45 y Rab35. Rab25 es una GTPasa que ha
demostrado participacién en la proliferacion, supervivencia e invasion en lineas
celulares de céancer de ovario y también se ha demostrado su sobreexpresion en
canceres ovario agresivos (Sheach et al, 2009; Yang et al, 2006; Cheng et al,
2004).

Como se ha mencionado anteriormente, se sabe que gran parte del efecto de
estos receptores nucleares estd altamente controlado por proteinas
correguladoras, por lo que éstas cumplen una importante funcion en la activacion
o represion de los receptores esteroideos y pueden tener un rol importante en el
desarrollo y progresiéon del cancer de ovario. Por ejemplo, se conoce que

SRC3/AIB1 esta amplificado hasta en un 25% en cancer de ovario.

El corregulador p44/Mep50/WDR77 incrementa la actividad de ER y AR y estimula
la proliferacion y la invasion en cancer de ovario en un contexto dependiente de
ligando, ejerciendo sus efectos sobre los receptores en presencia de estrégenos o
andrégenos, respectivamente. Este corregulador muestra una localizacion
citoplasmatica en células superficiales epiteliales de ovario y células epiteliales de
tuba uterina, mientras que es mayoritariamente de localizacion nuclear en
carcinomas invasivos de ovario. El coactivador ARA70 (Androgen Receptor-
Associated protein 70), uno de los coactivadores mejor estudiados para el AR, es
capaz de incrementar hasta 10 veces la actividad de AR, amplificando la accion de
los andrdégenos sobre lineas celulares de cancer de ovario. Se ha demostrado una
mayor presencia de este coactivador en tejidos de carcinomas invasivos de ovario

comparados con tejido normal (Ligr et al, 2011; Shaw et al, 2001).

Finalmente, los correpresores también parecen jugar un papel importante en el

cancer de ovario, se ha demostrado que el 35% de los tumores de ovario
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expresan NCoR vy el 71% expresan NCoR/SMRT (Bautista et al, 1997; Tanner et
al, 2000; Ligr et al, 2011; Shaw et al, 2001; Havrilesky et al, 2011).

Dado el caracter variable de accion de los receptores nucleares dependiente del
ligando unido, asi como los correguladores involucrados, resulta de suma
importancia la identificacién y caracterizacion de estos correguladores que forman

el complejo que efectuara la activacion o inhibicién de los genes diana.
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2. Antecedentes

2.1. PinX1 como nuevo corregulador de receptores de hormonas esteroideas

En el Instituto Nacional de Cancerologia, en el laboratorio a cargo de la Dra.
Elizabeth Langley, se ha caracterizado a PinX1, como un nuevo corregulador en
cancer de mama y cancer de préstata. PinX1 ya se ha visto involucrada en
procesos tumorigénicos en diversos tipos de cénceres y se han identificado
multiples funciones putativas de esta proteina.

La proteina 1 de interaccion con Pin2 (PinX1) ha sido identificada como un
inhibidor de telomerasa, y un posible supresor de tumores. Fue originalmente
identificada y caracterizada por Zhou y colaboradores en 2001. Constantemente
se ha encontrado desregulada en diversos tipos de canceres como mama,
cervicouterino, préstata, entre otros. Se encuentra en la region cromosomica 8p23,
donde es frecuente la pérdida de heterocigocidad en tumores. La desregulacién de
PinX1 se encuentran en mayor proporcion en carcinomas, donde su expresion es
reducida (Zhou et al, 2001; Banik et al, 2004; Zhou et al, 2011).

La elongacion telomérica es un evento comun en una gran variedad de canceres
epiteliales y se relaciona con etapas avanzadas de progresién del cancer y mal
pronéstico. En células de mamifero, la vigilancia de la accion de la telomerasa es
llevada a cabo por 3 proteinas de unién a DNA: TRF1, TRF2 y POT1, asi como
sus proteinas asociadas. TRF2 y POT1 mantienen la integridad de los telémeros y
TRF1 mantiene los teldmeros en la longitud adecuada, por lo que proteinas que
interaccionan con TRF1 tienen influencia sobre la longitud del telémero. PinX1
regula directamente la funcion de mantenimiento de TRF1 a través de un
mecanismo de retroalimentacion negativo y por su interaccion con la telomerasa
transcriptasa inversa (TERT). Cuando la telomerasa extiende la region telomérica,
ésta permite la union de TRF1 que a su vez recluta PinX1, esta proteina inhibe la

actividad de la telomerasa evitando la adiciobn de mas repeticiones al teldmero.
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Pero cuando la region extendida es mas corta, se unird menos TRF1 que a su vez
reclutara a menos PinX1 por lo que no habra inhibicibn de la adicion de
repeticiones, creando una secuencia telomérica mas larga, de esta manera se
mantiene una longitud adecuada de esta region. Una expresion reducida de PinX1
evita la inhibicion de la accion de la telomerasa ocasionando alargamiento de los
telomeros y causando inestabilidad cromosomica (Fig. 6) (Zhou et al, 2001; Banik
et al, 2004; Zhou et al, 2011).

AN\, C TERT

TER

A telomere shortens due to DNA replication;
Fewer TRF1 and PinX1 bind to the telomere

AN... &
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Telomerase elongate the telomere;
More TRF1 binds to the telomere
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PINX1 . PINX1 PINX1 l

TER

TRF1 recruite more PinX1 to the telomere;
Telomerase activity is inhibited

Figura 6. Mecanismo de accién de PinX1 sobre la telomerasa (Zhou, 2011).

Ademas de esta funcion como inhibidor de la telomerasa, se le han descrito otras
funciones putativas. Se ha observado que en la regulacién de la telomerasa
mediada por PinX1 en cancer gastrico estd involucrada la via de sefalizacion
Mad/c-Myc. Ademas, se han reportado que PinX1 es una proteina de unién a
microtubulos esencial para la segregacion cromosomica durante la mitosis, siendo
qgue la supresion de PinX1 mediante siRNAs evita la correcta segregacion de
cromosomas. Adicionalmente, en el promotor de PinX1 se han identificado varios

sitios de union putativos para factores de transcripcion como CREB, p53, E2F,
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GATA-1, USF, HNF, NF-kB y C/EBP. Recientemente, se ha demostrado que la
expresion de PinX1 es directamente activada por p53 en células de cancer
cervicouterino, y se ha observado que la proteina HPV16 E6 es capaz de inhibir la
expresion de PinX1 via la supresion de la actividad transcripcional de p53, y por
ende aumentar la actividad de la telomerasa. Finalmente, se ha descrito que
PinX1 es capaz de inhibir la migracion e invasion de células ccRCC y BC de tejido
renal a través de la supresion de expresion y actividad de MMP-2 y MMP-9
respectivamente, via la transcripcion dependiente de NF-kB (Wang et al, 2010;
Yuan et al, 2009; Wang et al, 2004; Wu et al, 2014).

Respecto a su estructura, PinX1 es una proteina de 328 aminoacidos, cuyo peso
molecular tedrico es de 37.035 kDa, sin embargo, de manera experimental se ha
reportado como una proteina de 45 kDa. También se ha descrito una segunda
isoforma de PinX1 de 174 aminoacidos con un peso tedrico de 19.714 kDa sin
reporte de peso exprimental. En su segmento carboxilo terminal se encuentra su
dominio de inhibicién a la telomerasa (TID), el cual contiene 74 aminoacidos y va
de la posicion 254 a 328. Especificamente su regién 254-289 es la que se une a
Pin2/TRF1, esta interaccion tiene un papel fundamental en la estabilizacién de los
telomeros. La region 290-328 contiene una sefal de localizacion nucleolar, y es
aquella que se puede asociar con TERT para efectuar la inhibicién de la actividad
de telomerasa. Su segmento amino-terminal contiene un dominio rico en residuos
de glicina (G-patch), el cual estd involucrado en el proceso de maduracion de
rRNA y snoRNA y metabolismo del telémero. De manera paralela el G-patch tiene
una influencia negativa sobre la localizacion nucleolar de PinX1. Entre su
segmento C-terminal y N-terminal, se localiza un dominio central, el cual tiene
cierto efecto mediando la localizacion nucleolar de TERT (Fig.7) (Chen et al, 2010;
Guglielmi et al, 2002; Chen et al, 2014; Yoo et al, 2009; Lin et al, 2007; Zhan et al,
2014).
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Figura 7. Principales dominios de la proteina humana PinX1 (Li et al, 2016).

Se han realizado diversos estudios para determinar la sobrexpresion o
subexpresion de PinX1 en diversos tipos de canceres y buscar relaciones
significativas con factores como prondstico de paciente, etapa de progresion de la
neoplasia, metastasis, entre otros. Se ha observado que la expresion de PinX1
difiere dependiendo del tipo de tumor. Kondo y colaboradores (2005) determinaron
una expresion reducida de PinX1 en 68.5% de casos estudiados de cancer
gastrico, siendo que estos tejidos con expresion reducida mostraban una mayor
actividad de la telomerasa a comparacion de aquellos con expresion normal de
PinX1. La pérdida de heterocigosidad en el locus de PinX1 se detecto en el 33.3%
de los casos de cancer gastrico analizados y fue relacionada significativamente
con una expresion reducida de PinX1. De igual manera, Ma y colaboradores
(2009) reportaron una mayor frecuencia de pérdida de heterocigosidad en los
casos de cancer gastrico con metastasis a nddulo linfatico y una mayor etapa de
progresion. En conjunto, estos datos han demostrado que la pérdida de PinX1
podria relacionarse con una mayor progresion de este tipo de cancer (Kondo et al,
2005; Ma et al, 2009).

Respecto a otros tipos de canceres, Liu y colaboradores (2013) han reportado una
disminucién de PinX1 tanto a nivel de mMRNA como proteina en muestras de
cancer de vejiga comparado con tejido normal, ademas, los niveles de PinX1 se
observaron inversamente correlacionados con la multiplicidad tumoral, mayor
etapa de progresion, mayor indice de proliferacion y menor sobrevida en los
pacientes. Shi y colaboradores (2014) han reportado una expresion reducida de
PinX1 en tejidos de cancer de prostata, y sus niveles de expresion se han visto

inversamente correlacionados con etapa de progresion avanzada, puntaje mayor
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de Gleason, metastasis positiva a ganglio linfatico y metastasis a distintos sitios
(Liu et al, 2013; Shi et al, 2014).

Por otro lado, algunos estudios han demostrado un perfil de expresion de PinX1
contrario a lo observado usualmente en varios tipos de canceres. Quian y
colaboradores (2013) demostraron que PinX1 esta frecuentemente sobre
expresado en tejidos de carcinoma esofagico de células escamosas. Tian y
colaboradores (2014) encontraron una sobrexpresion de PinX1 en tejidos de
carcinomas primarios cervicouterinos de células escamosas, asi como en 5 lineas
celulares malignas de cancer cervicouterino. Esta informacion sugiere que las
funciones de PinX1 en el desarrollo y progresion tumoral pueden ser diversas y
depender del tipo de carcinoma sobre el cual se analiza (Quian et al, 2013; Tian et
al, 2014).

Ahondando en el tipo de alteraciones que PinX1l podria poseer, Huang y
colaboradores (2017) exploraron las alteraciones que PinX1 podria tener a nivel
génico, tras el andlisis de 105 estudios usando la plataforma de cBioportal Web,
encontraron que la delecion de PinX1 parece ser comun en el genotipo de
pacientes con distintos tipos de cancer, representando la mas alta frecuencia de
alteraciones génicas en comparacién con mutaciones y amplificaciones. Se
observa que las mutaciones de PinX1 son mas comunes en ciertos tipos de
canceres: carcinoma urotelial de vejiga, adenocarcinoma de pulmén, y melanoma.
Se encontraron mas de 33 sitios de mutacion distintas localizadas entre los
aminoécidos 150-328, de los cuales Unicamente 3 sitios se consideran mutaciones
nivel 2 (S161N/R, A175T, R209C/H), y se localizan en el dominio funcional de la
proteina, el dominio de localizacién nucleolar y el dominio de inhibicién a la
telomerasa, lo que impediria la formacion del complejo PinX1-TRF1-TERT, y por
ende promoveria la elongacion de los telomeros en estas células. Como se ha
mencionado antes, es frecuente la pérdida de heterocigocidad en el cromosoma
8p23 en diversas neoplasias, explicando la mayor frecuencia de deleciones de
PinX1 en los casos de estudio. Aparentemente, la copia homologa de PinX1

resulta insuficiente para ejercer su accion completa de inhibicién de la actividad de
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la telomerasa, resultando en la inmortalizacion de las células afectadas. Estas
observaciones sugieren que las mutaciones somaticas en el gen de PinX1, no son
el mecanismo predominante para la inactivacion de PinX1, siendo mas relevante
la pérdida de heterocigocidad que parece jugar el papel fundamental en la
inactivacién de PinX1 (Johnson et al, 2011; Cheung et al, 2017; Zhou et al, 2011;
Kim et al, 2012; Huang et al, 2017).

Parece ser que la regulacion ejercida por PinX1 es tejido especifica y sus
funciones en la progresion y desarrollo de diversos tipos de cancer podrian tener
una importante participacion de otras moléculas correguladoras. Utilizando
igualmente el portal cBioportal, se encontraron ciertos genes con una correlacion
positiva con PinX1 entre los que destacan: NEIL2, R3HCC1, POLR3D, GTF2E2 e
INTS10. Respecto a las funciones de los productos de estos genes, se sabe que
NEIL2 participa en la reparacion de DNA por escision de bases en dafios por
especies reactivas de oxigeno. POLR3D participa en el blogqueo de la progresion
del ciclo celular en G1. GTF2E2, también llamado TFIIE, es parte del complejo de
iniciacion de la polimerasa Il de RNA. INTS10 es una subunidad del complejo
integrador que se asocia con la polimerasa Il de RNA y patrticipa en la maduracién
de los mRNAs, asi como el procesamiento de los snRNAs Ul y U2. Ademas, se
determind que PinX1 es capaz de interactuar con TERT, DCK1, PTGES3 y
HSP90AA1l, moléculas conectadas con procesos celulares como: el
mantenimiento de los telémeros, reparaciéon de DNA y procesos de sefalizacion
(Huang et al, 2017; Dou et al, 2003; Ittmann et al, 1994; Kuschal et al, 2016; Baillat
et al, 2005; Hope et al, 2008; Patel et al, 2016; Marcos-Carcavilla et al, 2008).

Especificamente, para el cancer de ovario se ha demostrado que existe una
expresion disminuida de la proteina PinX1 en esta enfermedad, y se ha
encontrado una correlaciéon con el desarrollo tumoral y como un factor de mal
prondéstico. En un analisis de tejidos de tumores de ovario epiteliales se encontro
un 100% de positividad para PinX1 en tejidos catalogados como normales, un
84% para cistoadenomas, 76% para tumores “borderline” y 66% para carcinomas

de ovario, demostrando una fuerte correlacion entre la expresion reducida de
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PinX1 con pacientes con mal prondstico, caracterizado por metastasis de nédulo
linfatico, metastasis distante y etapa tardia segun FIGO. También se encontré una
importante correlacion entre la pérdida de PinX1 y el acotamiento de supervivencia

de la paciente (Cai et al, 2010).

De acuerdo con datos de la plataforma Oncomine, Lu y colaboradores (2004)
reportan una aparente sobreexpresion de PinX1 a nivel de mRNA en distintos
tipos de cancer de ovario en comparacion con tejido normal. Yoshihara y
colaboradores (2009) reportan una disminucion en los niveles de PinX1 a nivel de
MRNA en tejidos de adenocarcinoma seroso de ovario en comparacion con tejido
normal. Mientras que un reporte de TCGA, conjuntando mas de 1000 casos
analizados, reporta una disminucion de expresion de PinX1 en tejidos de
cistoadenocarcinoma seroso de ovario en comparacion con tejido normal (Lu et al,
2004; Yoshihara et al, 2009; TCGA, 2013).

Finalmente, Huang y colaboradores (2017) demostraron que la inhibicién de PinX1
mediante siRNAs (KD) potencializa la proliferacion en lineas celulares de diversos
tipos de canceres, entre las que se encuentran las lineas celulares SKOV-3 y Hey,

de cancer de ovario (Huang et al, 2017).

Aunado a estos mecanismos de accion de PinX1, en estudios en nuestro
laboratorio se ha mostrado que esta proteina interactla de manera directa con
receptores de hormonas esteroideas. Se ha mostrado que PinX1 interactla con
ERa y ERpB en su dominio N-terminal en presencia de su ligando E2. PinX1 funge
como correpresor del ERa en lineas celulares de cancer de mama, reprimiendo la
activacion transcripcional de manera dependiente de E2, y se observa que es
reclutado al promotor de genes diana del complejo ERa-ligando. Tras la
sobrexpresiéon de PinX1 y la adicién de E2, se observa una expresion disminuida
de los genes IGFBP2, CASP8, pS2, y PR, es interesante notar que los genes
CSTD y C-MYC poseen una regulacion a la baja tras la sobrexpresion de PinX1 de
manera independiente de E2, sugiriendo un posible papel regulador de PinX1

sobre estos genes de manera independiente de hormona. Igualmente, en lineas
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celulares de cancer de mama, se observa que PinX1 es un coactivador de PR
dependiente de la adicion de P4. Se ha mostrado que la sobreexpresion de PinX1
en células cancerigenas de mama inhibe proliferacion de manera dependiente de
E2, y que la depleciébn de PinX1 incrementa la proliferacion celular, tanto en
presencia como en ausencia de E2. De igual manera la deplecién de PinX1

ocasiona un aumento en la formacion de colonias (Noriega-Reyes et al, 2015).

Por otra parte, también se ha reportado que PinX1 es capaz de interactuar de
manera directa con AR tanto en presencia como en ausencia de ligando. En lineas
celulares de cancer de prostata, PinX1 actia como coactivador de AR de manera
dependiente de la adicibn de DHT y con menor significancia de manera
independiente de ligando. De manera dependiente de DHT, la sobrexpresion de
PinX1 induce la expresiéon del gen PSA y tras la adicion de su ligando antagonista
Flutamida, induce la expresiéon del gen Nkx.3. Ademas, en estas lineas celulares,
se observa que PinX1 actia como correpresor de ERa en presencia de su ligando
especifico PPT y coactivador de ERJ en presencia de DPN. De manera contraria a
lo observado en lineas celulares de cancer de mama, la sobrexpresion de PinX1
da por resultado un incremento en la proliferacién andrégeno regulada en células
de cancer de proéstata, asi como un aumento en la migracion celular. Estos datos
mostrados en cancer de mama y cancer de préstata dan indicios de la importancia
de analizar a la proteina PinX1 en un contexto celular especifico, en el cual sus
funciones como activador o represor de la actividad transcripcional mediada por
receptores de hormonas esteroideas dependen tanto del tejido analizado como del
recetor sobre el cual actia (Flores-Ramirez et al, en preparacion; Noriega-Reyes
et al, 2015).

Finalmente, dada su relevancia hasta ahora demostrada como gen supresor de
tumores y sus multiples funciones reguladoras sobre funciones celulares, se han
realizado diversos estudios que describen su posible eficacia como blanco
terapéutico. Por ejemplo, se ha demostrado que la sobreexpresion de PinX1
suprime el crecimiento de células de hepatocarcinoma, mientras que la inhibicion

de PinX1 potencializa el crecimiento celular. También se ha descrito que Pinx1

56



disminuye la invasion y metastasis en carcinomas renales y de mama, tanto de
manera in vitro como in vivo, lo cual también se ha observado para otros tumores
como fibrosarcoma, carcinoma hepatocelular, linfoma de Burkitt, carcinoma
nasofaringeo y céncer esofagico. Aunado a estas observaciones, ya se han
comenzado a estudiar posibles mecanismos de sobreexpresién de esta molécula
con fines terapéuticos. Chen y colaboradores (2011), fusionaron el dominio TID de
PinX1 con un polipéptido capaz de translocarse a través de la membrana celular,
obteniendo una eficiente transduccion de esta proteina en células de carcinomas
hepatocelulares y células de hepatoblastoma en ratones, se observé un
acortamiento del telémero, proliferacion limitada e inhibicibn de crecimiento de
tumores de estas células. Zang y colaboradores (2011) generaron proteinas
recombinantes conteniendo mBAFF (un ligando para terapia dirigida contra
neoplasias con receptor BAFF positivo) y PinX1, para atacar células de linfoma,
exitosamente, estas proteinas de fusion fueron capaces de matar las células
positivas para BAFF en linfomas de Burkitt. Experimentos terapéuticos usando
proteinas de fusion conteniendo el carboxilo terminal de PinX1 en ratones SCID
implantados con células Raji, mostraron una prolongacion en la supervivencia, lo
gue indica las posibles propiedades antitumorales de esta proteina (Li et al, 2015;
Zhang et al, 2009; Chen et al, 2011; Zhang et al 2011, Lai et al, 2012; Zuo et al,
2013).

Explorando su posible sinergia con otras moléculas terapéuticas, Long Yy
colaboradores (2014) combinaron doxorrubicina con un siRNA para PinX1 en una
nanoparticula, encontrando que este compuesto tiene un rol efectivo en la
inhibicién de gliomas. También se ha demostrado que la sobreexpresion de PinX1
puede potencializar la sensibilidad a 5-fluorouracilo en lineas de cancer gastrico.
Se ha descrito que el knockdown de PinX1 potencializa la citotoxicidad de
paclitaxel a células escamosas de carcinoma cervicouterino, asi como la
sensibilidad a la radioterapia y quimioterapia en el tratamiento de esofagico de

células escamosas (Long et al, 2014; Wang et al, 2011; Tan et al, 2014).
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3. Justificacion

Segun datos epidemiolégicos que reportan la presencia de receptores de
hormonas esteroideas en biopsias de cancer de ovario, asi como la activacion de
la transcripcion de ciertos genes en este tejido, los cuales son dependientes del
complejo receptor-ligando, se ha determinado que el cancer de ovario podria tener
una estrecha regulacion mediada por hormonas esteroideas. La regulacién
ejercida por este receptor y su respectivo ligando es dependiente de un contexto
celular en el cual se ven involucradas moléculas denominadas correguladores, los

cuales son capaces de aumentar o inhibir las funciones de transcripcion.

PinX1 es una proteina ampliamente descrita en biopsias de diversos canceres,
con funciones relacionadas a la telomerasa, y de manera novedosa, descrita como
una molécula correguladora de receptores de hormonas esteroideas. Se ha
reportado una expresion decrementada de PinX1 en la progresion del cancer de
ovario (Cai et al, 2010), lo que sugiere una funcion critica de PinX1 en el desarrollo
de esta neoplasia. Dada la informacion reportada de PinX1 como corregulador en
cancer de mama y préstata, siendo estas neoplasias reguladas por hormonas
igualmente, resulta de interés determinar los efectos de PInX1 sobre los
receptores de hormonas esteroideas en células de cancer de ovario, asi como los
efectos de su sobrepresion en el crecimiento celular in vitro, con el fin de
comenzar a dilucidar las funciones de PinX1 sobre la regulacion de esta

enfermedad.
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4.  Planteamiento del problema/ Pregunta de investigacion

Debido a que no se conoce si PinX1 tiene funciones de corregulador en las células
de cancer de ovario, y si es capaz de aumentar o inhibir la actividad transcripcional
de los receptores de hormonas esteroideas ERa y AR, y si su sobrexpresion es
capaz de modular funciones de crecimiento celular in vitro, se plantean las

siguientes preguntas de investigacion:

¢La proteina PinX1 es capaz de actuar como corregulador de los receptores de
hormonas esteroideas ERa y AR, aumentando o disminuyendo su actividad

transcripcional, en lineas celulares de cancer de ovario?

¢La sobrexpresion estable de PinX1 en lineas celulares de cancer de ovario es

capaz de inhibir la proliferacion celular y la formacion de colonias?
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5. Hipotesis

La proteina PinX1 actia como corregulador de los receptores nucleares ERa, y
AR en lineas celulares de cancer de ovario, y su sobrexpresion inhibe la

proliferacion celular y la formacion de colonias en estas células.
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6. Objetivo General

Caracterizacion de la actividad de PinX1 como modulador de los efectos de
hormonas esteroides, estradiol (E2) y dihidrotestosterona (DHT), mediadas por
sus receptores nucleares especificos en células de cancer de ovario y determinar
los efectos de su sobreexpresion sobre la proliferacion celular y la clonogenicidad

en estas células.

6.1. Objetivos particulares

1. Caracterizacion de lineas celulares de ovario para determinar la presencia
de receptores nucleares, ER, PR y AR, y PinX1, en términos de expresion
de mensajero y proteina.

2. Determinar la localizacion de PinX1 dentro de la célula y su colocalizaciéon
con receptores nucleares.

3. Determinar los efectos de la sobreexpresién de PinX1 sobre los receptores
de hormonas esteroides en presencia de sus respectivos ligandos
agonistas.

4. Determinar los efectos proliferativos de la sobreexpresiéon de PinX1 en
presencia y ausencia de estradiol y dihidrotestosterona.

5. Determinar los efectos de la sobreexpresion de PinX1 sobre la
clonogenicidad de lineas celulares de cancer de ovario en presencia y

ausencia de ligandos agonistas y antagonistas de ER y AR.
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7. Materiales y métodos

7.1. Cultivo celular

Se utilizaron las lineas celulares de cancer de ovario: OV-90, TOV-21G, TOV-
112D y SK-OV-3 en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (FBS) al
5% y 100 U/mL penicilina/estreptomicina, CO2 al 5%, en atmdsfera humidificada y
37°C. La linea celular OVCAR-3 fue cultivada en medio RPMI suplementado al 8%
con suero fetal bovino (FBS). Para los tratamientos con hormonas, se reemplazo
el medio de cultivo por medio libre de rojo fenol adicionado con suero fetal bovino
tratado con carbdn activado (sFBS) al 3%, DMEM o RPMI segun la linea celular.

Caracteristicas de las lineas celulares:
SK-OV-3

Tejido de ovario (ascitis), morfologia epitelial, adenocarcinoma, hipodiploide. Sin
reporte de receptores nucleares en ATCC. Reportado receptor ERa, ERB (Lau et
al, 1999).

La linea celular SKOV3 se ha descrito como resistente a los tratamientos con
estrogenos y antiestrogenos, lo cual esta asociado con la pérdida de PR y la
sobreexpresion de HER-2. También se ha descrito una delecién de 32 pares de

bases en el exdn 1 del ERa en esta linea celular (Hua et al, 1995; Lau et al, 1999).
OVCAR-3

Tejido de ovario (ascitis), morfologia epitelial, adenocarcinoma, aneuploide.
Positiva para ER, AR y PR segun ATCC, AR positivo (Sheach et al, 2009).
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OV-90

Tejido de ovario, derivada de sitio metastasico (ascitis), morfologia epitelial,
adenocarcinoma papilar seroso maligno, grado 3, etapa IlIC. Sin reporte de

receptores nucleares en ATCC.
TOV-21G

Tejido de ovario, morfologia epitelial, adenocarcinoma primario maligno, grado 3,

etapa lll, carcinoma de célula clara. Sin reporte de receptores nucleares en ATCC.
TOV-112D

Tejido de ovario, morfologia epitelial, adenocarcinoma primario maligno, grado 3,
etapa IlIC, carcinoma endometroide. Sin reporte de receptores nucleares en
ATCC.

7.2. Extraccion RNA y obtencion de cDNA

Se realiz6 la extraccion de RNA de las lineas celulares antes mencionadas
utilizado el reactivo TRIzol Reagent (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del
proveedor. Se verificod la presencia de las 2 bandas propias de las subunidades
ribosomales (18S y 28S) en un gel de agarosa al 1%. Posteriormente se procedio
a tratar 1ug del RNA obtenido con DNAsa para eliminar los trazos de DNA,
utilizando el reactivo DNase |, RNase Free (Invitrogen), segun instrucciones del
proveedor. Se obtuvo cDNA a partir del RNA previamente tratado utilizando el
reactivo SuperScript IV Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) segun

instrucciones del proveedor.
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7.3. PCR a partir de cDNA

A partir del cDNA obtenido, se amplificaron los receptores ERa, ERpB, AR, PR, GR
y como control GAPDH segun los oligonucleétidos disefiados (Tabla 2).

Primer Secuencia Tm (°C) | Long. producto
ERa fw GTGTACCTGGACAGCAGCAAG 58.2 192 nt
ERa rev CGGAGACACGCTGTTGAGTG 58.3
ERa fw GTGGTCCATCGCCAGTTATC 55.6 169 nt
ERa rev CATCCCTCTTTGAACCTGGAC 55.4
PR fw CAGCTGCTGGAAGACGAAAG 56.2 214 nt
PR rev CTTCCTCCTCCTCCTTTATC 51.5
AR fw CGCTTCTACCAGCTCACCAA 60.0 111 nt
AR rev AAAGTCCACGCTCACCATGT 59.9
GR fw CGGGAGAAGACGATTCATTC 53.0 150 nt
GR rev CTGTTTTCACTTGGGGCAGTG 56.7
GAPDH fw CCTCAACGACCACTTTGTCA 551 169 nt
GAPDH rev CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT 55.6

Tabla 2. Oligonucleoétidos para la amplificacién de receptores nucleares y GAPDH.

7.4. Western Blot

Se realiz6 un protocolo de Western Blot para determinar la presencia de los SHR
en las lineas celulares, asi como GAPDH y PinX1 a nivel de proteina. Se realizo la
extraccidn y cuantificacion proteica a partir de las lineas celulares antes
mencionadas, cultivadas en medio rojo fenol en ausencia de hormona o ligando

especifico y hasta alcanzar el 80% de confluencia.

Para cuantificar la concentracion de proteina se utilizé un ensayo con curva tipo de
BSA (Invitrogen), para determinar la concentracion proteica de las muestras. Se
analizaron en un gel SDS-PAGE, 20 ug de proteina en cada pozo, y se utilizo el
marcador PageRuler™ (Thermo Scientific). Para la separacion de las proteinas a
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analizar se utilizé un gel espaciador SDS-PAGE a una concentracion del 12% y

5% para el gel concentrador.

Se utilizo el anticuerpo primario del control GAPDH de la marca Santa Cruz a una
dilucion 1:5000, y el anticuerpo para PinX1 de la marca Abcam a una dilucién
1:5000; posteriormente el anticuerpo secundario correspondiente, a una diluciéon

de 1:10,000 de la marca Jackson ImmunoResearch Laboratories.

e GAPDH (I-18) sc-48167 goat polyclonal
e PinX1 (ab190252) rabbit monoclonal

7.5. Inmunofluorescencia

Se realizé un protocolo de deteccion de receptores nucleares, asi como la
molécula de interés PinX1 a través de una técnica de inmunofluorescencia
indirecta, de manera individual y colocalizada, con el uso de microscopia confocal
(Leica Microsystems). Se determind la expresion de estas moléculas en células
cultivadas en medio rojo fenol en ausencia de hormona o ligando, hasta alcanzar
una confluencia del 70% en todas las lineas celulares. Las células se fijaron con
paraformaldehido al 2% durante 20 minutos, posteriormente se bloqued con PBS
Triton al 1% y PBS con FHS (suero fetal de caballo) al 5% durante una hora cada
uno. Se utilizaron anticuerpos primarios de la marca Santa Cruz para los
receptores nucleares, asi como el anticuerpo PinX1 de la marca Abcam, con la

dilucion recomendada en la hoja técnica (1:50):

e ERa (D-12) sc-8005 mouse monoclonal
e ERP (H-150) sc-8974 rabbit polyclonal
e AR (441) sc-7305 mouse monoclonal

e PR (H-100) sc-7208 rabbit polyclonal

e PinX1 (ab190252) rabbit monoclonal
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Los anticuerpos secundarios acoplados a fluorescencia utilizados fueron los

siguientes de la marca Invitrogen:

e Alexa fluor 647 donkey antimouse

e Alexa fluor 488 goat antirabbit

Para la tincién del nucleo su utilizé una solucion de DAPI durante 2 minutos y

posteriormente se sellaron las laminillas con Vecta-Shield (Vecto Laboratories).

Para determinar la colocalizacién de los receptores nucleares con la molécula de
interés, se realizaron tratamientos en ausencia y presencia de hormona, con una
duracion de 48 horas previas a la fijacion de células. Los ensayos se realizaron de
la misma manera descrita previamente. Para el procedimiento de colocalizacién,
se coloco el anticuerpo primario durante 24 horas, los anticuerpos fluorescentes
secundarios durante 1 hora para cada ocasion, y el segundo anticuerpo primario,

Pinx1 de la marca Abcam a una dilucion 1:50, se coloc6 durante 60 minutos.

7.6. Transfeccion estable de lineas celulares

Las células fueron cultivadas 24 horas antes de la transfeccion, en medio DMEM o
RPMI, libre de rojo fenol, suplementado con 3% sFBS para obtener un 80-90% de
confluencia. Se utiliz6 el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen) siguiendo
indicaciones del proveedor y realizando la transfeccion del plasmido para PinX1 o
el vector vacio. El constructo del plasmido de PinX1 tiene como base el plasmido
pcDNA3.1/His/A, el cual fue modificado agregando la secuencia codificante de
PinX1. Como vector vacio se utiliz6 pcDNA3.1/His/A. En placas de 6 pozos, se
transfecté 1ug de plasmido de PinX1 o vector vacio en cada pozo con un volumen
de medio de cultivo de 2ml. La transfeccion se retir6 tras 24 horas y se procedio a
seleccionar las células con expresion estable de PinX1 o VV, con el antibiético
G418 a una concentracion de 0.8 mg/ml durante 15 dias.
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7.7. Ensayo de proliferacion celular

Las lineas celulares con la sobrexpresion estable de PinX1 o el vector vacio,
fueron cultivadas en placas de 96 pozos en medio libre de rojo fenol, segun lo
indicado para cada linea celular (DMEM o RPMI) donde se realizaron los
tratamientos en presencia y ausencia de hormonas: EtOH o DHT 20 nM o E2 20
nM. Finalmente, se procedid a medir la viabilidad celular con el reactivo XTT
(Thermo Fisher) segun instrucciones del proveedor, tras 24, 48 y 72 horas de
proliferacion bajo las distintas condiciones de tratamiento. Se realizaron 3
experimentos independientes, los cuales poseen la misma tendencia. Se muestra
la grafica con los datos de un experimento con 5 repeticiones y una prueba t-
student no pareada para determinar diferencias significativas entre los
tratamientos y sobrexpresion estable de PinX1 vs control.

7.8. Ensayo de clonogenicidad celular

Las lineas celulares con la sobrexpresion estable de PinX1 o el vector vacio,
fueron cultivadas en placas de 6 pozos donde se realizaron los tratamientos en
presencia y ausencia de hormonas (E2 20 nM o DHT 20 m), y presencia o
ausencia de ligando antagonista (Tamoxifen 200 nM o Flutamida 200 nM).
Finalmente se procedié a realizar un protocolo de fijacién de las colonias con
Cristal Violeta tras 10 dias de crecimiento celular bajo las distintas condiciones de
tratamiento. Para la tincién de las colonias con Cristal Violeta (1% peso/volumen
en dH20) se realizé un tratamiento durante 30 minutos con el colorante seguido
de 5-6 lavados con dH20 hasta eliminar el colorante residual. Se procedié a tomar
fotografias de las placas.

Para contar las colonias se utilizo el software Clono-Counter, ajustando los
parametros “Threshold”, (ajuste en escala de grises del fondo), “Minimum” (pixeles
minimos que contiene cada colonia visualizada) y “Gray width” (discriminacion

entre una colonia o agrupacién de mdultiples colonias). Se grafic6 con los datos de
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3 experimentos independientes y se realizd una prueba t-student no pareada para
determinar diferencias significativas entre los tratamientos y sobrexpresion estable

de PinX1 vs control.

7.9. Ensayo de luciferasa

Tras 24 horas de crecimiento celular en placas de 24 pozos, alcanzando una
confluencia del ~80% se realizd un protocolo de transfeccién utilizando el reactivo
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) y los siguientes plasmidos: 200 ng plasmido
reportero (MMTV-Luc para los ensayos con el receptor de androgenos o 3XERE-
Luc para los ensayos con el receptor de estrogenos), 10 ng de plasmido reportero
pCMV-B-galactosidasa, 50 ng de plasmidos con los receptores ERa, AR o vector
vacio, y 100 ng de plasmido de expresién para PinX1 (Tabla 3-4). Los extractos
celulares se prepararon tras 48 horas de tratamiento en presencia o ausencia de
17B-estradiol (E2) 20 nM o dihidrotestosterona (DHT) 20 nM. Se efectué un
ensayo de actividad de luciferasa y p-galactosidasa en el mismo tubo utilizando el
equipo GloMax® 96 Microplate Luminometer (Promega). Se realizaron 3
experimentos independientes, los cuales muestran la misma tendencia. Se grafic
con los datos por triplicado de un experimento y se realizé una prueba t-student no
pareada para determinar diferencias significativas entre los tratamientos y

sobrexpresiéon de PinX1 vs control.

200 ng 3XERE-Luc
10 ng B-gal
50 ng ERa 50 ng pcDNA
100 ng 100 ng 100 ng 100 ng
PinX1 pcDNA PinX1 pcDNA

Tabla 3. Plasmidos transfectados para ensayo de luciferasa, actividad de ERa.
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200 ng MMTV
10 ng B-gal
50 ng AR 50 ng pcDNA
100 ng 100 ng 100 ng 100 ng
PinX1 pcDNA PinX1 pcDNA

Tabla 4. Plasmidos transfectados para ensayo de luciferasa, actividad de AR.

7.10. Andlisis estadistico

Para determinar las diferencias significativas entre los distintos tratamientos, se
verificé que los datos tuvieran una distribucién normal mediante la prueba Shapiro-
Wilk, posteriormente se realizaron pruebas t-student no pareadas comprando los
grupos de interés para determinar la existencia de diferencias significativas entre
ellos, calculando el valor de p. Las diferencias significativas son definidas por una
p<0.05 o0 p<0.01. Se realizaron 3 experimentos independientes, los cuales
muestran la misma tendencia, se expone el andlisis estadistico y la grafica de un

experimento representativo.

Para el andlisis por densitometria de PinX1 por Western Blot en las lineas
celulares OVCAR-3, OV-90, TOV-21G, TOV-112D, SK-OV-3 y HEKT-293. Se
realizé un andlisis ANOVA unidireccional con prueba Tukey para determinar lineas

celulares con diferencia significativa.
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8. Resultados

8.1. Determinacion de mRNA de receptores de hormonas esteroideas en lineas

celulares de cancer de ovario por RT-PCR

Con el fin de caracterizar las lineas celulares a analizar, dada la relevancia de los
receptores nucleares para el desarrollo del proyecto, y a falta de literatura que
describiera previamente la presencia 0 ausencia de estas moléculas de interés
para todas las lineas celulares utilizadas, se inicié por determinar la presencia de
los receptores nucleares ERa, ERB, AR y PR a nivel de mRNA en las lineas
celulares OVCAR-3, OV-90, TOV-21G, TOV-112D y SK-OV-3.

Se describe la presencia de los receptores ERa, ERB, AR y PR a nivel de mRNA
en todas lineas celulares antes mencionadas, comparando el fragmento de mRNA
esperado segun su longitud en pares de bases, asi como la comparacion con el
plasmido control que contiene el receptor de interés y el cual fue amplificado
utilizando el mismo protocolo y bajo las mismas condiciones experimentales (Fig.
8).

Todas las lineas celulares analizadas (OVCAR-3, OV-90, TOV-21G, TOV-112D y
SK-OV-3) se reportan positivas para la presencia de mRNA de los receptores
nucleares ERa, ERB, AR, PRy GR (Tabla 5).

Receptor OVCAR-3 OV-90 TOV-21G TOV-112D SK-OV-3
ERa + + + + +
ERB + + + + +
AR + + + + +
PR + + + + +
GR + + + + +

Tabla 5. Presencia de mRNA de los SHR ERa, ERB, AR, PR y GR en lineas celulares de cancer de
ovario OVCAR-3, OV-90, TOV-21G, TOV-112D y SK-OV-3.
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ER-a ER-B PR AR GAPDH GAPDH
Marcador control ER-a control ER-f8 control PR control AR (+) (-)

OVCAR-3
0OV-90
TOV-21G
300- TOV-112D
200 -
100 -
SK-OV-3
300-
200 -

100-

Figura 8.Expresion de mRNA de SHR, productos de RT-PCR a punto final en gel de agarosa al
5%. Lineas celulares OVCAR-3, OV-90, TOV-21G, TOV-112D y SK-OV-3. Se muestran controles
de plasmidos de SHR. Se muestra experimento representativo de 2 repeticiones.
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8.2. Expresion y localizacién de receptores de hormonas esteroideas en lineas

celulares de cancer de ovario por inmunofluorescencia.

Continuando con la caracterizacion de los receptores nucleares en las lineas
celulares, se determiné la presencia de los receptores nucleares ERa, ERB, AR y
PR a nivel de proteina mediante una técnica de inmunofluorescencia en las lineas
celulares OVCAR-3, OV-90, TOV-21G, TOV-112D y SK-OV-3 (Fig. 9).

A B
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Figura 9. Inmunofluorescencia para la linea celular OVCAR-3, marcaje para (A) ERa (rojo) + DAPI,
(B) ERPB (verde) + DAPI, (C) AR (verde) + DAPI, (D) PR (verde) + DAPI. Inmunofluorescencia para
la linea celular TOV-112D, marcaje para (E) ERa (rojo) + DAPI, (F) ERB (verde) + DAPI, (G) AR
(verde) + DAPI, (H) PR (verde) + DAPI.

Las células fueron cultivadas en ausencia de hormona o ligando especifico. Se
encontré positividad para todos los receptores en las lineas celulares, con un
predominio nuclear y/o citoplasmatico dependiendo de la linea celular y SHR en

estudio (Tabla 6). De igual manera para determinar la expresién de los SHR, se
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realizé una técnica de Western Blot, en la cual también se mostrd positividad para

los SHR en las lineas celulares antes mencionadas (Fig. suplementaria 1).

Receptor OVCAR-3 OV-90 TOV-21G TOV-112D SK-OV-3

ERa Nuclear, Nuclear y Nuclear y Predominantemente  Nuclear y
moderadamente  citoplasmatico citoplasmatico  nuclear. citoplasmatico.
en citoplasma.

ERB Nuclear y Nuclear y Nuclear y Predominantemente  Nuclear y
perinuclear. perinuclear. citoplasmético  nuclear. citoplasmatico.

con
dominancia en

nucleo.
AR Nuclear y Nuclear y Nuclear y Citoplasmatico y Nuclear y
perinuclear. perinuclear con ligeramente moderadamente en  citoplasmatico
dominancia en citoplasmético  nucleo. con
nucleo. dominancia en
nucleo.

PR Nuclear y Nuclear y Nuclear y Nuclear y Nuclear y
citoplasmatico citoplasmatico. perinuclear. perinuclear. citoplasmatico.
con dominancia
en nicleo.

Tabla 6. Localizaciéon de SHR en lineas celulares de cancer de ovario OVCAR-3, OV-90, TOV-21G,
TOV-112D y SK-OV-3.

8.3. Expresion de PinX1 en lineas celulares de cancer de ovario por Western
Blot

Se ha descrito que PinX1 es una molécula con niveles de expresion variables
entre diversos canceres, y etapas de progresion. Por lo cual resulta de relevancia
determinar la presencia y cantidad aparente de PinX1 en las lineas celulares a
analizar y determinar si existe una expresion diferencial entre las lineas celulares

representantes de diversos tipos de cancer de ovario.

Se determino la presencia de PinX1 a nivel de proteina mediante Western Blot en
las lineas celulares OVCAR-3, OV-90, TOV-21G, TOV-112D, SK-OV-3 y HEK-293.
Encontrandose positividad para PinX1 en todas las lineas celulares antes
mencionadas (Fig. 10), se observa una menor expresion de Pinx1l en la linea
celular TOV-112D y OV-90 en comparacion con las otras lineas celulares,
mientras que las lineas celulares OVCAR-3 y SK-OV-3 muestran la mayor
expresion de PinX1 a nivel de proteina (Fig. 11).
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. .'” -- I == PinX1 (45 kDa)

OVCAR-3 OV-90 TOV-21G TOV-112D SK-OV3  HEK-293

==  GAPDH (36 kDa)

OVCAR-3 OV-90 TOV-21G TOV-112D SK-OV3  HEK-293

Figura 10. Western Blot para identificacion de PinX1 en las lineas celulares OVCAR-3, OV-90,
TOV-21G, TOV-112D, SK-OV-3 y HEK-293. Se muestra una imagen representativa de 2
experimentos independientes.

Proteina PinX1 en lineas celulares
de cancer de ovario

2.51

2.0

Radio PinX1/GAPDH

Linea celular

Figura 11. Andlisis por densitometria de PinX1 por Western Blot en las lineas celulares OVCAR-3,
0OV-90, TOV-21G, TOV-112D, SK-OV-3 y HEKT-293. Se muestra media y desviacién estandar de 2
experimentos independientes. Se observa una diferencia significativa entre la cantidad de proteina
PinX1 (p<0.0001) por prueba ANOVA unidireccional. Se realiza prueba Tukey para determinar
lineas celulares con diferencia significativa.
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8.4. Localizacibn de PinX1 en lineas celulares de cancer de ovario por

inmunofluorescencia

Se determin6 la presencia de PinX1 a nivel de proteina mediante
inmunofluorescencia en las lineas celulares OVCAR-3, OV-90, TOV-21G, TOV-
112D y SK-OV-3. Encontrandose positividad para la expresion de esta proteina en

todas en las lineas celulares (Fig. 12).

A B
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Figura 12. Inmunofluorescencia para las lineas celulares (A) OVCAR-3 (B) OV-90, (C) TOV-21G,
(D) TOV-112D, (E) SK-OV-3, marcaje para PinX1 (verde) + DAPI.

En la linea celular OVCAR-3 se describe una localizacion nuclear de PinX1. La
linea celular OV-90 muestra una localizacion predominantemente perinuclear de
PinX1 con moderada presencia en nudcleo. En la linea celular TOV-21G, se
observa una localizacion predominantemente nuclear de PinX1. En la linea TOV-
112D se observa una localizacion tanto nuclear como perinuclear de la proteina
PinX1. En la linea celular SK-OV-3, se observa una localizaciébn nuclear y

citoplasmatica de Pinx1.

8.5. Colocalizacion de PinX1 y receptores de hormonas esteroideas en lineas
celulares de cancer de ovario por inmunofluorescencia, en presencia y

ausencia de tratamiento con hormonas

Se ha reportado en la literatura el movimiento de los receptores de hormonas
esteroideas en presencia de ligando al interior del nucleo para efectuar su funcién
candnica. Por otra parte, dadas las funciones descritas de PinX1 como inhibidor
de la telomerasa, participante en la segregacion cromosomica y corregulador de

los receptores de hormonas esteroideas, resulta de relevancia determinar su
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localizacion celular en presencia y ausencia de hormonas. Para observar este
fenbmeno en las lineas celulares analizadas, se determind por
inmunofluorescencia la localizacion de los receptores de hormonas esteroideas,

asi como la molécula de interés PinX1 en presencia y ausencia de ligando.

Especificamente, se determind la presencia de los receptores nucleares ERaq,

ERB, AR y PR junto con PinX1 mediante inmunofluorescencia en las lineas
celulares OVCAR-3, OV-90, TOV-21G, TOV-112D y SK-OV-3, en presencia y
ausencia de tratamiento con hormonas (17-B-estradiol (E2), dihidrotestosterona
(DHT) y progesterona (P4)) (Fig. 13).
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Figura 13. Inmunofluorescencia para la linea celular SK-OV-3, marcaje para (A) ERa + PinX1 +
DAPI. Tratamiento con EtOH. (B) Tratamiento con E2 20 nM. (C) Marcaje para ERB + PinX1 +
DAPI. Tratamiento con EtOH. (D) Tratamiento con E2 20 nM. (E) marcaje para AR+ PinX1 + DAPI.
Tratamiento con EtOH. (F) Tratamiento con DHT 20 nM (G) Marcaje para PR + PinX1 + DAPI.
Tratamiento con EtOH. (H) Tratamiento con P4 20 nM. SHR (rojo), PinX1 (verde).

Se observa una localizacién aparentemente similar de ambas moléculas en todas
las lineas celulares antes mencionadas. También es de notar que se observa una
localizacion citoplasmatica y nuclear de los receptores nucleares y PinX1 en
ausencia de tratamiento con hormonas, mientras que bajo tratamiento con
hormonas se observa una localizacion predominantemente nuclear de los

receptores y PinX1, sin embargo, aun es posible visualizar cierta presencia de
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estas moléculas fuera del ndcleo. También se puede observar una localizacién

nucleolar de PinX1.

Se muestra una imagen representativa de algunas lineas celulares con y sin
tratamiento de hormonas. En color rojo se observa el receptor de hormonas
esteroideas, en color verde se observa PinX1 y en color azul se observa el nucleo

celular.

8.6. Ensayos de proliferacion celular de lineas celulares que sobrexpresan
PinX1 de manera estable

Se ha descrito una importante disminucion en la expresion de PinX1 en diversos
tipos de canceres, y en referencia al cancer de ovario se ha observado una
disminucién en los niveles de PinX1 relacionados al aumento en la agresividad del
tumor y un peor pronostico. Dada la interaccion de PinX1 con los receptores de
hormonas esteroideas para la modulacion de los efectos de estos receptores en
ausencia y presencia de hormonas, se realizaron ensayos de proliferacion con
lineas celulares estables para la sobrexpresion de PinX1 en presencia y ausencia

de hormonas.

Se realiz6 un ensayo de proliferacion celular a diferentes tiempos hasta las 72
horas en las lineas celulares OVCAR-3, TOV-112D y SK-OV-3, comparando la
sobrexpresiéon estable de PinX1 contra la expresion control de un plasmido vacio
(VV). Se observa una disminucion significativa de la proliferacién celular en las
lineas con sobrexpresion de PinX1 comparadas con el control. De igual manera,
se observa este efecto de manera independiente de la presencia de hormonas. Se
muestra una curva de proliferacion representativa de 3 experimentos

independientes para las lineas celulares antes mencionadas.

Se observa una inhibicién de la proliferacion celular tras la sobrexpresion estable

de PinX1 en la linea celular OVCAR-3. Este efecto se observa tanto en presencia
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como ausencia de hormona. La proliferacion en esta linea celular parece no ser
sensible al E2 ni DHT dado que la adicion de cualquiera de estas hormonas al

medio no incrementa la proliferacién celular de una manera significativa (Fig. 14).
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Figura 14. Curvas de proliferacion OVCAR-3 a 72 horas, bajo tratamiento con EtOH, E2 y DHT (20
nM). Se compara con prueba t-student VV EtOH vs PinX1 EtOH, VV E2 20 nM vs PinX1 E2 20 nM
y VV DHT 20 nM vs PinX1 DHT 20 nM (** p<0.01). Se muestra grafica con datos de 5 repeticiones
con media y desviacion estandar. Se muestra grafica representativa de 3 experimentos
independientes.

En la linea celular TOV-112D que sobre expresa a PinX1, se observa una
inhibicion de la proliferacion. Este efecto se observa tanto en presencia como
ausencia de hormona. Sin embargo, la linea celular parece ser sensible a E2,
encontrandose un aumento significativo de la proliferacion celular al adicionar la
hormona al medio. Al realizar los ensayos en presencia y ausencia de DHT,
también se observa una inhibicion de la proliferacion celular que es independiente
del ligando utilizado. Sin embargo, la linea celular parece ser sensible a la
hormona DHT, encontrandose un aumento significativo de la proliferacion celular

al adicionarla al medio (Fig. 15).
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Figura 15. Curvas de proliferacion TOV-112D a 72 horas, bajo tratamiento con EtOH, E2 y DHT (20
nM) Se compara con prueba t-student VV EtOH vs PinX1 EtOH, VV E2 20 nM vs PinX1 E2 20 nM,
VV EtOH vs VV E2 20 nM, DHT 20 nM vs PinX1 DHT 20 nM y VV EtOH vs VV DHT 20 nM (**
p<0.01). Se muestra grafica con datos de 5 repeticiones con media y desviacion estandar. Se
muestra grafica representativa de 3 experimentos independientes.

Se observa una inhibicién de la proliferacion celular tras la sobrexpresion estable
de PinX1 en la linea celular SK-OV-3. Este efecto se observa tanto en presencia
como ausencia de hormona. La linea celular parece ser sensible a la hormona E2,
encontrandose un aumento significativo de la proliferacion celular al adicionar la
hormona al medio, sin embargo, la adicion de DHT no induce un incremento en la

proliferacion celular, por lo que parece no ser sensible a esta hormona (Fig. 16).
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Figura 16. Curva de proliferaciébn SK-OV-3 a 72 horas, bajo tratamiento con EtOH, E2 y DHT (20
nM) Se compara con prueba t-student VV EtOH vs PinX1 EtOH, VV E2 20 nM vs PinX1 E2 20 nM,
VV EtOH vs VV E2 20 nM y VV DHT 20 nM vs PinX1 DHT 20 nM (** p<0.01). Se muestra grafica
con datos de 5 repeticiones con media y desviacion estandar. Se muestra gréfica representativa de
3 experimentos independientes.
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8.7. Ensayos de clonogenicidad celular en lineas celulares estables para la

sobrexpresion de PinX1

Dados los resultados obtenidos en los ensayos de proliferacion celular y los
mecanismos antes descritos de las funciones de PinX1 sobre los procesos de
crecimiento celular, resulta de relevancia describir otro mecanismo mediante el

cual PinX1 pudiera ejercer efectos sobre la supervivencia celular.

Se realiz6 un ensayo de formacion de colonias a 10 dias con la linea celular SK-
OV-3, comparando la sobrexpresion estable de PinX1 contra la expresién control
de un vector vacio. Se observa una disminucion en la formacién de colonias en las
lineas con sobrexpresion de PinX1 comparadas con el control, tanto en presencia
0 ausencia de hormonas. Se encuentra una disminucion significativa en el nimero
de colonias formadas al comparar la linea celular SK-OV-3 con sobrexpresion
estable de PinX1 y la linea celular con expresion estable del vector vacio. Esta
diferencia es significativa (p<0.05) en presencia de etanol como vehiculo control,
asi como bajo tratamiento con DHT 20 nM (p<0.01). La diferencia no se muestra
como significativa bajo tratamiento con flutamida, sin embargo, muestra una

tendencia a la baja (Fig. 17).
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Figura 17. Ensayo de clonogenicidad celular SK-OV-3 tras 10 dias. Bajo tratamiento con EtOH,
DHT (20 nM) y Flutamida (200 nM). Se muestra grafica con media y desviacién estandar de 3
experimentos independientes (* p<0.05, ** p<0.01).

Se encuentra una disminucién significativa en el nimero de colonias formadas al
comparar la linea celular SK-OV-3 con sobrexpresion estable de PinX1 y la linea
celular con expresion estable del vector vacio. Esta diferencia es significativa
(p<0.05) en presencia de etanol como vehiculo control, asi como bajo tratamiento
con E2 20 nM (p<0.05). La diferencia también se muestra significativa bajo

tratamiento con tamoxifén (p<0.01) (Fig. 18).
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Figura 18. Ensayo de clonogenicidad celular SK-OV-3 tras 10 dias. Bajo tratamiento con EtOH, E2
(20 nM) y Tamoxifén (200 nM). Se muestra grafica con media y desviacion estandar de 3
experimentos independientes (* p<0.05, ** p<0.01).
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Al igual que lo observado en los ensayos de proliferacién celular, la sobrexpresion
de PinX1 parece tener un efecto inhibitorio en procesos celulares de crecimiento y
supervivencia, siendo que la sobrexpresion de PinX1 ocasiona una disminucién en
la formacion de colonias, aun en ausencia de hormona esteroidea. Es de notar
que aun bajo el tratamiento con hormonas, la sobrexpresion de PinX1 sigue
disminuyendo de manera significativa la formacion de colonias, siendo que la
adicion de hormona al medio no recupera la formacién de colonias abolida por la

sobreexpresion de PinX1.

8.8. Ensayos de luciferasa tras transfeccion transitoria de PinX1, en presencia y

ausencia de medio adicionado con hormonas

Literatura reciente ha descrito a PinX1 como un corregulador de receptores de
hormonas esteroideas, con propiedades de coactivador para el AR y ERa o
correpresor del ERa. Con el fin de determinar si PinX1 posee actividad de
corregulador en células de cancer de ovario, asi como determinar la actividad que
efectuard sobre los receptores de hormonas esteroideas, ya sea como activador o
correpresor, se realizaron ensayos de luciferasa para determinar los efectos de la
sobrexpresion de PinX1 sobre la actividad de los receptores nucleares ERa y AR.
Después de transfectar tanto PinX1 como el ERa y tratar las células en presencia
y ausencia de ligando durante 48 horas, se observa un aumento en la actividad
transcripcional mediada por ERa, sugiriendo una funcion de PinX1 como
coactivador del ERa, este efecto se observa en presencia y ausencia de E2.Por
otra parte, también se observa un aumento en la actividad transcripcional mediada
por AR tras la sobrexpresion de PinX1, sugiriendo una funciéon de PinX1 como
coactivador del AR, este efecto se observa mayoritariamente en presencia de
DHT.

Para la linea celular OVCAR-3 se observa un aumento significativo (p<0.05) en la
actividad transcripcional mediada por ERa tras la sobrexpresion de PinX1 en

presencia y en ausencia de E2. No se muestran diferencias significativas en la
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activacion de ERa por la adicién de E2, por lo que parece que este efecto es
independiente de ligando. Igualmente se observa un aumento significativo
(p<0.05) en la actividad transcripcional mediada por AR tras la sobrexpresion de
PinX1 en presencia de DHT. Esta activacion de AR se observa Unicamente bajo
adicion de DHT, por lo que se considera dependiente de AR y de ligando (Fig. 19).
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Figura 19. Ensayo de luciferasa en linea celular OVCAR-3 tras transfeccién transitoria de 72 horas.
Bajo tratamiento con EtOH, E2 y DHT (20 nM). Se compara con prueba t-student, ERa (PinX1-)
EtOH vs ERa (PinX1+) EtOH; ERa (PinX1-) E2 20 nM vs ERa (PinX1+) E2 20 nM. Se compara con
prueba t-student, AR (PinX1-) EtOH vs AR (PinX1+) EtOH; AR (PinX1-) DHT 20 nM vs AR (PinX1+)
DHT 20 nM. Se muestra grafica con media y desviacion estandar de observaciones por triplicado.
Se muestra grafica representativa de 3 experimentos independientes.

Para la linea celular OV-90 se observa un aumento significativo (p<0.05) en la
actividad transcripcional mediada por ERa tras la sobrexpresion de PinX1 en
presencia de E2, a diferencia de lo observado con la linea celular OVCAR-3, esta
activacion de ER-a se observa Unicamente bajo la adicion de E2 al medio.
Ademas, se observa un aumento significativo (p<0.05) en la actividad
transcripcional mediada por AR tras la sobrexpresion de PinX1 tanto en presencia
de DHT (p<0.05) como en ausencia de ligando (p < 0.01), comparando con su
control sin transfeccién con de PinX1. Se observa poca diferencia, no significativa

en la activacion de AR por la adicion de DHT en ausencia de PinX1 (Fig. 20).
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Figura 20. Ensayo de luciferasa en linea celular OV-90 tras transfeccion transitoria de 72 horas.
Bajo tratamiento con EtOH, E2 y DHT (20 nM). Se compara con prueba t-student, ERa (PinX1-)
EtOH vs ERa (PinX1+) EtOH; ERa (PinX1-) E2 20 nM vs ERa (PinX1+) E2 20 nM. Se compara con
prueba t-student, AR (PinX1-) EtOH vs AR (PinX1+) EtOH; AR (PinX1-) DHT 20 nM vs AR (PinX1+)
DHT 20 nM. Se muestra grafica con media y desviacion estdndar de observaciones por triplicado.
Se muestra gréfica representativa de 3 experimentos independientes.

Para la linea celular SK-OV-3 se observa un aumento significativo (p<0.01) en la
actividad transcripcional mediada por ERa tras la sobrexpresion de PinX1 en
presencia y en ausencia de E2. A pesar de que no se muestran diferencias
significativas en la activacion de ER-a por la adicion de E2, la hormona parece
potencializar el efecto de la activacion de ER-a mediada por PinX1. Por otra parte,
se observa un aumento significativo (p<0.05) en la actividad transcripcional
mediada por AR tras la sobrexpresion de PinX1 en presencia de DHT. Esta
activacion de AR se observa Unicamente bajo adicion de DHT, por lo que parece

ser dependiente de ligando (Fig. 21).
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Figura 21. Ensayo de luciferasa en linea celular SK-OV-3 tras transfeccion transitoria de 72 horas.
Bajo tratamiento con EtOH, E2 y DHT (20 nM). Se compara con prueba t-student, ERa (PinX1-)
EtOH vs ERa (PinX1+) EtOH; ERa (PinX1-) E2 20 nM vs ERa (PinX1+) E2 20 nM. Se compara con
prueba t-student, AR (PinX1-) EtOH vs AR (PinX1+) EtOH; AR (PinX1-) DHT 20 nM vs AR (PinX1+)
DHT 20 nM. Se muestra grafica con media y desviacion estandar de observaciones por triplicado.
Se muestra gréfica representativa de 3 experimentos independientes.
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9. Discusidn

El cancer de ovario es una neoplasia a la que se han asociado diversas variables
epidemioldgicas relacionadas a las hormonas esteroideas, por lo que, éstas
moléculas y sus respectivos receptores se han postulado como participantes en la
formacién de complejos involucrados con la patogénesis de este cancer. Diversos
estudios han mostrado que cerca del 70% de los tumores epiteliales de ovario
tienen una importante presencia de receptores de hormonas esteroideas (SHR).
Como se ha mencionado anteriormente, la sefalizacion hormonal es mediada por
los SHR, que, tras la unién de su respectivo ligando, se translocan al interior del
nacleo dénde ejercen su funcion de factor transcripcional sobre los promotores de
sus genes diana. La inhibicién o potencializacion de esta funcién es llevada a cabo
por los correguladores compartidos o propios de cada receptor nuclear, los que en
algunas ocasiones son incluso especificos para el tejido donde se encuentra el
receptor. Se han identificado multiples correguladores propios de los SHR en las
células epiteliales del ovario, muchos de los cuales se han observado con una
expresion aumentada o disminuida en tejidos neoplasicos, esto sugiere que la
simple existencia de los receptores y su correspondiente ligando no es suficiente
para efectuar cambios sobre la actividad transcripcional, también se requieren de
estas proteinas correguladoras. Con el enorme potencial que tienen estas
moléculas para modular los efectos de los receptores nucleares, queda claro que
la desregulacién de estos correguladores puede proveer a las células cancerosas

ciertas ventajas en la proliferacion y metastasis.

Para determinar de manera particular el papel de PinX1 sobre la sefalizacion
mediada por los receptores nucleares en las lineas celulares de cancer de ovario,
utilizadas como modelo de estudio, se realizé un proceso de caracterizacion de las
mismas, observando la presencia de los receptores nucleares a nivel de mRNA y

proteina, mostrando positividad en la expresion de los SHR (ERa, ERB, AR, y PR)
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en todas las lineas celulares analizadas (OV-90, OVCAR-3, TOV-21G, TOV-112D
y SK-OV-3).

Como bien se sabe, varios mecanismos moleculares llevados a cabo en el
microambiente del ovario son regulados por los receptores de hormonas
esteroideas y sus respectivos ligandos. Al analizar la literatura disponible respecto
a la expresion de los receptores de hormonas esteroideas en cancer de ovario se
ha encontrado que probablemente el receptor que posee mayor cantidad de
estudios respecto a su expresion es ERa, encontrando desde un 43% hasta un
77.3% de positividad. En la gran mayoria de los estudios, la presencia de ERa se
ha visto asociada con un mejor prondstico. Retomando lo reportado sobre la
literatura respecto a la presencia de otros receptores nucleares, en muestras de
tejido neoplasico, se ha observado hasta 72.7% de positividad para ER, hasta un
41.6% de positividad para PR con predominancia en carcinoma endometroide, y
hasta un 84% de positividad para AR. Siendo que las lineas celulares muestran
diversos subtipos histoldgicos, los resultados obtenidos en esta caracterizacion
parecen representar la positividad de los receptores nucleares en muestras de
tejidos neoplasicos reportados en la literatura. (Lee et al, 2004; Bardin et al, 2004;
Cardillo et al, 1998; Kohan-lvani et al, 2016).

Ademas, se determin6 mediante la técnica de inmunofluorescencia la localizacion
de los receptores nucleares dentro de la célula, observandose una localizacién
predominantemente nuclear en todas las lineas celulares, fenbmeno que se va
aumentado bajo el tratamiento con medio adicionado con hormonas (17-B-
estradiol y dihidrotestosterona). Al analizar los resultados obtenidos mediante la
técnica de inmunofluorescencia es posible determinar la presencia de PinX1
dentro de la célula, observandose una localizacién predominantemente nuclear.
Segun sus funciones reportadas como inhibidor de la telomerasa y corregulador
de receptores nucleares, efectivamente es de esperarse que dicha molécula se
encuentre en esta localizacién celular. Es de interés notar que, tanto PinX1 como
los SHR se observan en localizacidon nuclear, en presencia y en ausencia de

hormona, lo que sugiere que ambas moléculas podrian estar ejerciendo cierta
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funcién en el nucleo de estas células. Por otra parte, se puede observar la
presencia de PinX1 en nucleolo, siendo esta otra posible localizacion de PinX1
segun lo reportado por Eun y colaboradores (2009) quienes mencionan que PinX1
es capaz de regular la acumulacion nucleolar y la asociacion telomérica de TRF1
(Eun et al, 2009).

Al determinar la presencia de la molécula de interés, PinX1, en las células de
estudio, se observa una expresion positiva en cada linea celular mediante la
técnica de Western Blot. De manera cuantitativa, se observa una mayor expresion
de PinX1 en la linea celular SK-OV-3, caracterizada Unicamente como
adenocarcinoma seroso, mientras que la linea celular TOV-112D de
adenocarcinoma primario maligno, grado 3, etapa IlIC, carcinoma endometroide,
parece mostrar la menor cantidad de PinX1 comparadas con las otras lineas

celulares.

Es interesante notar que, aunque todas las lineas celulares analizadas poseen
una expresion positiva de PinX1, cualitativa y cuantitativamente, es posible
distinguir cierta expresion diferencial en la proteina de interés, viendo una
expresion reducida de PinX1 en lineas celulares como TOV-112D y OV-90, ambas
lineas celulares caracterizadas como etapa FIGO IlIC, lo que podria sugerir que la
deficiencia en la expresién de PinX1 podria relacionarse con una estadificacién
mas avanzada del cancer de ovario. De manera general, para varios tipos de
cancer, se ha reportado que la delecion de PinX1 es un genotipo relativamente
comun en pacientes con neoplasias, lo que sugiere que la insuficiente expresion
de PinX1 podria llevar al desarrollo y progresion de la enfermedad, ademas, el gen
qgue codifica para PinX1 se encuentra en la regién cromosémica 8p23, donde es
frecuente la pérdida de heterocigocidad en tumores. Haciendo alusiéon a su
importante funcion como inhibidor de la telomerasa, se sabe que la elongacion
telomérica es un evento comun en una gran variedad de canceres epiteliales y se
relaciona con etapas avanzadas de progresion del cancer y mal prondstico,

reforzando la hip6tesis de que aquellos canceres con etapificacion mas avanzada
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podria presentar una menor expresiéon de PinX1 a comparaciéon de aquellos en

etapas mas tempranas.

Ahondando en esta relacién entre PinX1 y la progresion del cancer de ovario, se
han realizado algunos estudios para determinar la expresion de PinX1 en distintas
etapas de esta neoplasia, Cai y colaboradores en 2010, reportaron el valor
pronostico de la expresion de PinX1, encontrando un 100% de positividad para
PinX1 en tejidos catalogados como normales, un 84% para cistoadenomas, 76%
para tumores “borderline” y 66% para carcinomas de ovario. Para determinar con
precision la positividad y negatividad de la expresidon de PinX1, los autores
realizaron el estudio con curvas ROC para determinar el punto de corte para la
positividad/negatividad de PinX1 segun el parametro clinico-patolégico analizado
(supervivencia, etapa T, N y M, grado histolégico del tumor y tipo histolégico del
tumor). La tasa de expresion de PinX1 fue significativamente mayor en pacientes
con factores pronésticos favorables: ausencia de metéstasis a ganglio linfatico
(p=0.024), sin metastasis distante (p < 0.001) y etapa Figo temprana (p < 0.001).
La expresion negativa de PinX1 se asoci6 significativamente con un acortamiento
en la sobrevida de las pacientes (p < 0.001). Estos datos parecen indicar que la
pérdida en la expresién de PinX1 en cancer de ovario, facilita la progresiéon de la
neoplasia, asi como el proceso de metéstasis, indicando importantes mecanismos
de regulacion celular a cargo de PinX1 en el desarrollo y progresion del cancer.
(Cai et al, 2010).

En esta linea de investigacién, Huang y colaboradores (2017), orientados a
determinar la relacién entre PinX1 y el cancer, determinaron la presencia de esta
proteina a nivel de mRNA en diversos tejidos neoplasicos. Especificamente para
cancer de ovario, se determiné una disminucién en la expresion de PinX1 a nivel
de mRNA, comparado con epitelio normal de ovario, en el 66.7% de las muestras
de cistoadenoma serosos de ovario analizadas. Con ayuda de la plataforma
Oncomine, se compararon otros hallazgos de PinX1 en biopsias, Yoshihara y
colaboradores (2009) reportan una disminucion en los niveles de PinX1 a nivel de

MRNA en tejidos de adenocarcinoma seroso de ovario a comparacion de tejido
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normal, mientras que un reporte de TCGA conjuntando mas de 1000 casos
analizados reporta una disminucion de expresion de PinX1 en tejidos de
cistoadenocarcinoma seroso de ovario a comparacion de tejido normal.
Unicamente Lu y colaboradores (2004) reportan una aparente sobreexpresion de
PinX1 a nivel de mRNA en distintos tipos de cancer de ovario a comparacion de
tejido normal en una muestra de 50 biopsias. (Lu et al, 2004; Yoshihara et al,
2009; TCGA, 2013).

Dada esta aparente expresion diferencial de PinX1 en tejidos neopléasicos de
ovario, seria de sumo interés, tras determinar cuantitativamente la expresion
diferencial de PinX1 en las antes mencionadas lineas celulares, asociar
caracteristicas propias del subtipo histolégico con posibles mecanismos

involucrados con PinX1 y la progresion y desarrollo de esta neoplasia.

Segun lo observado en las biopsias de cancer de ovario respecto a la expresion
de PinX1, resulta de interés determinar si esta proteina posee un papel anti
proliferativo en esta neoplasia, por lo que, para determinar el efecto de PinX1
sobre la proliferacién celular y la formacién de colonias, se generaron lineas
celulares estables con expresion aumentada de PinX1, las cuales fueron utilizadas
para realizar los experimentos. Se muestra que la sobre expresion de PinX1 es
capaz de reducir la proliferacion celular, de manera independiente de hormona en
varias lineas celulares de cancer de ovario. Se observa una disminucion en la
proliferacion celular incluso tras 24 horas, la cual se ve consistentemente
disminuida tras 48 y 72 horas. Estos resultados sugieren un potente mecanismo
de PinX1 para inhibir la proliferacién celular, presumiblemente mediada por su
funcibn como inhibidor de la telomerasa y posiblemente mediante otros

mecanismos de accién como la induccion de genes pro apoptoticos.

Es de interés notar que la linea celular OVCAR-3 se observa insensible a E2 y
DHT, no presentando un aumento en su proliferacion celular tras la adicion de la
hormona. La linea celular TOV-112D se muestra sensible a E2 y DHT,

potencializando su proliferacion tras la adicion de estas hormonas. La linea celular
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SK-OV-3 se reporta sensible a E2 e insensible a DHT. De manera general, los
efectos de la inhibicion en la proliferacion celular no parecen ser dependientes de
la adicion de hormona, lo que indica un papel de PinX1 independiente de
hormona, que podria actuar en sinergia o incluso antagonismo a aquel propuesto

por su interaccién con SHR.

En la linea celular SK-OV-3, se determinaron los efectos de la sobrexpresion
estable de PinX1, encontrdndose que la expresion aumentada de Pinx1 es capaz
de inhibir la formacién de colonias, de manera independiente de la adicién de
hormonas al medio o el ligando inhibidor de ERa o AR (tamoxifén o flutamida,
respectivamente), observandose una disminucion significativa en la formacion de
colonias independiente de los ligandos adicionados. Estos datos apoyan la
aparente independencia de presencia de ligandos en los efectos mediados por

PinX1 en la clonogenicidad de estas células.

La inhibicion de la proliferacion celular por expresion amentada de PinX1, parecen
concordar con lo anteriormente reportado por Huang y colaboradores (2017), cuya
investigacibn muestra un aumento en la proliferacion celular tras inhibicion de la
expresion de PinX1 mediada por un siRNA especifico para esta molécula (KD) en
las lineas celulares SKOV-3 y Hey, de cancer de ovario. Estos autores reportan un
incremento significativo en la proliferacion celular a partir de 36 horas tras la

transfeccion (Huang et al, 2017).

Ahondando en los mecanismos por los cuales PinX1 es capaz de ejercer esta
modulacién del crecimiento celular, como se ha mencionado anteriormente, posee
una importante funcién como inhibidor de la telomerasa dada su interaccion con
TRF1 a través de un mecanismo de retroalimentaciébn negativo y por su
interaccion con la telomerasa transcriptasa inversa (TERT), las cuales fueron las
primeras evidencias sobre el papel regulador de PinX1 en la supervivencia celular
(Zhou et al, 2001; Banik et al, 2004).

Ademas, se han descrito otras vias de sefializacion en las cuales se encuentra

involucrado PinX1 y sobre las cuales pudiera ejercer su modulacién anti
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proliferativa. Tian y colaboradores (2017) realizaron estudios sobre lineas
celulares de cancer de pulmon de células no pequefas, reportando que el
silenciamiento de PinX1 mediante un siRNA, es capaz de aumentar la expresion
de la proteina Bcl-2 (antiapoptotica), mientras reduce la expresion de la proteina
Bax (proapoptética). De igual manera, tras el silenciamiento de PinX1 se observa
una disminucién en la expresion de las proteinas P15 y Rb, asi como una aumento
en la expresion de CDK4, CiclinaD1, CiclinaD2 y p-Rb (p-Ser608), indicando que
el efecto de PinX1 sobre la proliferacion celular y la formacion de colonias, podria
estar mediado por el aumento o disminucion del radio Blc-2/Bax asi como la

modulacién de la via de sefalizacion P15/ciclinaD1 (Tian et al, 2017).

Shi y colaboradores (2015), reportan a PinX1 en lineas celulares de cancer de
mama como regulador de la expresion de MMP-9 via NF-kB, encontrado que la
sobrexpresion de PinX1 reduce la expresion de NF-kB y p65 con una subsecuente
disminucién de MMP-9, lo que sugiere otro mecanismo mediante el cual PinX1
podria participar en la inhibicion de la proliferacion celular y metastasis (Shi et al,
2015) .

PinX1 también se ha visto involucrada en via de sefializacion Mad/c-Myc
reportada en carcinoma gastrico, se ha evidenciado su capacidad de inhibir la
migracion e invasion de células ccRCC y BC de carcinoma renal a través de la
supresion de expresion y actividad de MMP-2 y MMP-9, respectivamente, via la
transcripcion dependiente de NF-kB, asi como su funcién dentro de la segregacion
cromosOmica durante la mitosis, presentando funciones como proteina de union a
microtUbulos. Por otra parte, se ha reportado que la expresién génica de esta
molécula esta modulada por diversas proteinas y factores de trascripcion que se
ven comunmente en vias de sefializacidén relacionadas a la proliferacion celular
como lo son: CREB, p53, E2F, GATA-1, USF, HNF, NF-kB y C/EBP. De manera
especifica, se ha mostrado que la expresion de PinX1 es directamente activada
por p53 en células de cancer cervicouterino, y se ha observado que la proteina
HPV16 E6 es capaz de inhibir la expresion de PinX1 via la supresion de la

actividad transcripcional de p53, y por ende aumentando la actividad de la
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telomerasa. Esta importante relacion entre la actividad de p53 y PinX1 podria
ayudar a explicar la gran desregulacién que presenta PinX1 transversalmente en
un gran numero de canceres (Wang et al, 2010; Yuan et al, 2009; Wang et al,
2004; Wu et al, 2014).

Mediante los ensayos de luciferasa se observa que PinX1 tiene un efecto positivo
sobre la actividad transcripcional mediada por ERa, observandose un incremento
en la actividad transcripcional tras la transfeccion de PinX1, este efecto se observa
en presencia y ausencia de hormona en diversas lineas celulares de cancer de
ovario. A pesar de observarse una actividad contraria a la anteriormente reportada
para PinX1 y ERa, en la cual se ha mencionado como un correpresor de la
actividad transcripcional mediada por ERa en cancer de mama, cabe destacar que
aun se desconocen otras interacciones que el complejo PinX1- ERa podria tener
en el contexto de células de cancer de ovario, pudiendo enmascarar los efectos
antes reportados como correpresor de este receptor. Otro dato de interés que
podria explicar este comportamiento es la modulacion por PinX1 de genes diana
de ERa de manera independiente de hormona, el cual ha sido reportada por
Noriega-Reyes y colaboradores (2015). Siendo que las lineas celulares analizadas
muestran una baja sensibilidad a hormonas, seria de interés determinar si PinX1
es capaz de ejercer cierto efecto regulador sobre los elementos de respuesta a
ERa sin reclutamiento del complejo ERa-ligando (Noriega-Reyes et al, 2015).

Analizando la posibilidad de PinX1 como coactivador de ERa e inhibidor de la
proliferacion celular y clonogenicidad, resulta de interés determinar los genes
diana que podrian estar siendo activados por el complejo PinX1-ERa y que
participen en la inhibicion de la proliferacién celular. Uno de los genes activados
por ERa es CASPS8, el cual se ha mostrado como un gen regulado por la
interaccion PinX1-ERa en cancer de mama y se presenta como una posibilidad
para explicar la activacion de genes diana anti proliferativos mediada por la
sobrexpresiéon de PinX1 (Noriega-Reyes et al, 2015).
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Existen otros ejemplos particulares de coactivadores de ERa, capaces de modular
la expresion de genes inhibidores de la proliferacion celular, entre los que se
encuentra SRC-2 (TIF-2) que ha sido caracterizado como un coactivador de ERaq,
perteneciente a la familia de los Coactivadores de Receptores Esteroideos (SRC).
A pesar de estar funcionalmente relacionado con los otros miembros de esta
familia, se han descrito funciones distintas para este coactivador, se cree que esta
especificidad en sus funciones es gracias a su expresion especifica en tejidos,
diferente afinidad por los receptores nucleares, asi como modificaciones

postraduccionales que regulan su actividad (Fenne et al, 2013).

Fenne y colaboradores (2013) sugieren que SRC-2 es importante para la
expresion de diversos genes diana de ERa involucrados en la progresion del
cancer de mama, incluyendo tanto oncogenes como genes supresores de
tumores. En primera instancia se ha demostrado que la deplecion de SRC-2
aumenta la proliferacion de la linea celular MCF-7, sugiriendo un rol
antiproliferativo de esta proteina a pesar de su caracterizacion como coactivador
de ERa. Por otra parte, en otros estudios, se ha demostrado que niveles reducidos
de SRC-2 en pacientes con carcinoma hepatocelular se encuentra asociado con
un peor prondstico, mientras que la expresidon aumentada de SRC-2 en células
tumorales de mesotelioma pleural maligno esta asociado con un mejor prondstico
(Fenne et al, 2013).

De manera puntual, se ha demostrado que la inhibicién en la expresion de SRC-2
mediada por un siRNA, induce una expresion reducida de los genes EGR1,
TAGLN, CAV1, BCL11b y AKR1B10 en comparacién con su control; y, por el
contrario, induce un aumento en la expresion de RET (tv2 y tv4), BCAS1, TFF3,
ADM y CXCR4. Los genes con expresion reducida: EGR1, CAV1, TAGLN vy
BCL11b son genes responsivos a estrogenos descritos como genes supresores de
tumores. Dada la expresion reducida de estos genes al inhibir la expresion de
SRC-2, se sugiere que esta proteina podria ser un coactivador de ER,

aumentando la expresion de este subgrupo de genes supresores de tumor, lo que
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explicaria en parte la capacidad que tiene SRC-2 de inducir una disminucién en la

proliferacion celular de la linea celular MCF-7 (Fenne et al, 2013).

De igual manera, mediante los ensayos de luciferasa se observa que PinX1 tiene
un efecto positivo sobre la actividad transcripcional mediada por AR,
observandose un incremento en la actividad transcripcional tras la transfeccion de
PinX1, este efecto se observa en presencia y ausencia de hormona en diversas
lineas celulares de cancer de ovario. Este efecto de PinX1 como coactivador de
AR se ha observado en lineas celulares de cancer de préstata. Si bien es cierto
gue se han descrito diversas vias en cancer de ovario en las cuales la activacion
de AR lleva a la induccién de la proliferacion celular, varios autores han reportado
la importancia del corregulador involucrado en la activacion del receptor nuclear
para determinar los genes diana cuya transcripcion se ve aumentada. Para el caso
particular de la activacion de AR como mediador de la transcripcion, Daniels y
colaboradores (2014) han descrito al corregulador TBLR1 como coactivador de AR
en cancer de prostata, demostrando el incremento en la expresion de ciertos
genes relacionados con la supresion de crecimiento celular y procesos de
diferenciacion como HUS1, NKX3.1, PMEPAl y KRT18 y JAGL1. Adicionalmente,
han observado un incremento en la expresion de BMPR1B, un gen asociado con
una baja expresion en cancer de préstata, asi como el gen JAGL, el ligando del
receptor Notch 1, al cual se le han descrito posibles funciones como supresor de
tumores en diversas neoplasias. También, se ha descrito que esta sobrexpresion
de TBLR1 ocasiona un aumento en la expresiéon de p27. Respecto a este mismo
coactivador, se ha mostrado que tras su transfeccion y bajo tratamiento con
androgenos no hay incremento en la expresion de genes asociados con
proliferacion celular, como CCNA2 Y CDC6. De manera especifica se ha
observado que TBLR1 efectivamente ocupa las regiones promotoras de los genes
NKX3.1 y HUS1, y este fendOmeno se ve aumentado bajo la estimulacion con
androgenos. Esta investigacion posiciona a TBLR1 como coactivador de AR,
siendo capaz de activar la expresion de genes asociados con la supresion del

crecimiento celular y la diferenciacion, pero sin ser capaz de activar la
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transcripcion de genes pro proliferativos dependientes de AR. (Daniels et al, 2014,

Flores-Ramirez et al, en preparacion).

TBLR1 es un interesante ejemplo de un corregulador dual, el cual se reporta como
correpresor de ERa en céncer de mama y coactivador de AR en cancer de
prostata, y cuya sobrexpresion en lineas celulares de cancer de mama induce un
aumento en la proliferacion celular, mientras que en cancer de prostata induce una
disminucién en la proliferacion celular, efectos contrarios a los esperado por su
accion sobre los SHR involucrados. Estas evidencias resaltan la importancia de
identificar los genes cuya expresion es activada por un coactivador putativo del
receptor de hormonas esteroideas, y plantea la posibilidad de observar un
coactivador cuya funcidn se oriente a la inhibicion del crecimiento y proliferacion
celular (Daniels et al, 2014; Wu et al, 2016).

Como se ha mencionado anteriormente, parece ser que la regulacion ejercida por
PinX1 es tejido especifico y podria depender de la participacion de otras
moléculas correguladoras. Se han identificado ciertos genes con una correlacion
positiva con PinX1 como lo son: NEIL2, R3HCC1, POLR3D, GTF2E2 e INTS10.
Respecto a las funciones de los productos de estos genes, se sabe que NEIL2
participa en la reparacion de DNA por escision de bases en dafios por especies
reactivas de oxigeno. POLR3D participa en el bloqueo de la progresion del ciclo
celular en G1. GTF2E2, también llamado TFIIE, es parte del complejo de iniciacion
de la polimerasa Il de RNA. INTS10 es una subunidad del complejo integrador que
se asocia con la polimerasa Il de RNA y patrticipa en la maduracion de los mRNAs,
asi como el procesamiento de los snRNAs Ul y U2. Ademas, se determiné que
PinX1 es capaz de interactuar con TERT, DCK1, PTGES3 y HSP90AAL,
moléculas conectadas con procesos celulares como: el mantenimiento de los
telomeros, reparacibn de DNA y procesos de sefializacién. Seria de interés
determinar si estas moléculas ya caracterizadas con cierta relacion con PinX1
también se encuentran asociadas a los mecanismos celulares relacionados con

los receptores de hormonas esteroideas (Huang et al, 2017; Dou et al, 2003;
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Ittmann et al, 1994; Kuschal et al, 2016; Baillat et al, 2005; Hope et al, 2008; Patel
et al, 2016; Marcos-Carcavilla et al, 2008).
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10.Conclusiones

e Las lineas celulares OVCAR-3, OV-90, TOV-21G, TOV-112D y SK-OV-3 se
reportan positivas para la expresion de AR, ERa, ERf y PR a nivel de

MRNA y proteina.

e Las lineas celulares OVCAR-3, OV-90, TOV-21G, TOV-112D y SK-OV-3 se
reportan positivas para la expresion de la proteina PinX1, encontrandose
una expresion diferencial entre las lineas celulares, donde las lineas
celulares TOV-112D y OV-90 presentan la menor expresion, mientras que

la linea celular SK-OV-3 presenta la mayor expresion.

e Se observa una localizacion predominantemente nuclear de los SHR en las
células de cancer de ovario. De igual manera se observa a la proteina

PinX1 en una localizacion predominantemente nuclear.

e La linea celular OVCAR-3 se reporta insensible a E2 y DHT, no
presentando un aumento en su proliferacion celular tras la adicion de la
hormona. La linea celular TOV-112D se reporta sensible a E2 y DHT,
potencializando su proliferacion tras la adicion de estas hormonas. La linea

celular SK-OV-3 se reporta sensible a E2 e insensible a DHT.

e La sobrexpresion estable de Pinx1 inhibe la proliferacion celular en las
lineas celulares OVCAR-3, TOV-112D vy SK-OV-3, de manera
independiente de la adicién de las hormonas E2 o DHT. Se observa una
diferencia significativa en la proliferacion celular a partir de las 24 horas.

e La sobrexpresion estable de Pinx1 inhibe la formacion de colonias en la
linea celular SK-OV-3, de manera independiente a adicion de las hormonas

E2 o DHT. El efecto de la inhibiciébn en la clonogenicidad se observa
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igualmente en los 3 escenarios reportados: sin tratamiento con hormona,
bajo la adicion de las hormonas E2 o DHT, y bajo la adicion de los ligandos
antagonistas para los SHR ERa y AR, Tamoxifén o Flutamida

respectivamente.

PinX1 tiene un efecto positivo sobre la actividad transcripcional mediada por
ERa y AR, en las lineas celulares OVCAR-3, OV-90 y SK-OV-3. Se observa
un efecto positivo sobre la actividad transcripcional mediada por ERa de
manera independiente de E2 en las lineas celulares OVCAR-3 y SK-OV-3,
y dependiente de E2 en la linea celular OV-90. Se observa un efecto
positivo sobre la actividad transcripcional mediada por AR de manera
dependiente de DHT en las lineas celulares OVCAR-3 y SK-OV-3, e

independiente de DHT en la linea celular OV-90.
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11. Perspectivas

Por los datos reportados que sugieren una aparente expresion diferencial de
PinX1 en tejidos neoplasicos de ovario y su relacion con la etapa de progresion,
seria de relevancia determinar cuantitativamente la expresion diferencial de PinX1
en las antes mencionadas lineas celulares, asi como en biopsias de tejido
neoplasico de distintos subtipos histologicos, asociando caracteristicas propias del
subtipo histolégico con posibles mecanismos involucrados con PinX1 y la

progresion y desarrollo de esta neoplasia.

Por el efecto que tiene PinX1 sobre procesos de proliferaciéon celular y formacion
de colonias induciendo una aparente inhibicion de los mismos, seria de interés
determinar mediante otras técnicas de migracion celular y apoptosis, los efectos
en la sobrexpresion de esta proteina. De igual manera podria ser interesante
observar los efectos de la subexpresion de PinX1 en las antes mencionadas lineas

celulares.

Por el papel observado como corregulador de los receptores de hormonas
esteroideas, seria de importancia determinar los genes diana cuya transcripcion se
ve activada por al complejo PinX1-SHR, determinando la tasa de cambio en la
expresion de los genes y el efecto que esta sobrerregulacion de su expresion tiene

sobre las células.

Como se ha mencionado anteriormente, parece ser que la regulacion ejercida por
PinX1 es tejido especifico y podria depender de la participacion de otras
moléculas correguladoras, por lo cual también seria de relevancia determinar la

posible participacidén de otras moléculas en el complejo PinX1-SHR.
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Fig. suplementaria 1. Caracterizacién de los receptores nucleares ERa, ERpB, AR,
PR-A y PR-B a nivel de proteina mediante Western Blot en las lineas celulares
OVCAR-3, OV-90, TOV-21G, TOV-112D y SK-OV-3.
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