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RESUMEN 

CRM-1 (Chromosome region maintenance 1) y CRT (Calreticulina) son dos 

proteínas que actúan como exportinas para algunos receptores nucleares, además 

de tener otras funciones críticas para la homeostasis celular. En varios tipos de 

cáncer, CRM-1 y CRT se encuentran sobreexpresadas sugiriendo un desequilibrio 

en sus funciones. Sin embargo, la regulación de CRM-1 y CRT como sus 

implicaciones biológicas, no son completamente conocidas. En este estudio 

evaluamos a CRM-1 y CRT en el cáncer de mama que expresa al receptor de 

estrógenos alfa (REα) denominado REα+ y en cáncer de mama que no expresa al 

receptor de estrógenos alfa (REα) nombrado también REα-. Se observó una 

sobreexpresión de CRM-1 y CRT en tumores mamarios, además los niveles de 

ARNm y proteína de CRM-1 y CRT fueron más elevados en el cáncer de mama 

REα- en comparación al REα+. Además, ambas proteínas se distribuyeron tanto en 

el citoplasma y núcleo en los dos tipos de cáncer. Es importante destacar la 

identificación de nuevas interacciones de estas exportinas. La primera fue la de 

CRM-1 con CRT y esta interacción pueda ser necesaria para el exporte de ciertas 

proteínas. La segunda encontrada es PR en específico con su isoforma A que 

interacciona con CRT y no con CRM-1, receptor nuclear relevante en el cáncer de 

mama. Por lo tanto, los datos obtenidos sugieren que los niveles de expresión para 

CRM-1 y CRT, la interacción entre estas exportinas puede ser un elemento 

importante en el transporte de núcleo a citoplasma de moléculas. Además CRT 

podría mediar específicamente la exportación de la isoforma A de PR. La 

desregulación de estos elementos puede tener implicaciones en la progresión del 

cáncer de mama. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El cáncer de mama (CM) es un grave problema de salud a nivel mundial, y en 

México es la primera causa de muerte por neoplasias en las mujeres (INEGI 2015). 

Lo que se sabe del CM es que los estrógenos pueden actuar como carcinógenos, 

además se ha reportado que en CM se secretan factores de crecimiento entre ellos 

el TGF, FGF, PDGF que podrían estar activando vías específicas para la síntesis 

de proteínas responsables del crecimiento y proliferación de las células tumorales, 

igualmente supresores de tumores como p53 y pRb se han visto mutados alrededor 

del 30% de los casos de CM, también que el 50 al 85% de pacientes con mutaciones 

en el gen supresor BRCA1 desarrollan este cáncer y el oncogén c-myc se ha visto 

incrementado en un 15 a 25% de los pacientes con CM y este oncogén  puede ser 

activado por el REα (Hernández  2016). 

En el 70% de todos los casos de CM se caracterizan por tener alta expresión y 

actividad del receptor de estrógeno alfa (REα), el cual es un miembro de la familia 

de los receptores nucleares (RNs) que clásicamente tienen función de factores de 

transcripción, su estructura está conformada por un dominio de unión al ligando 

(LBD) que reconoce a la hormona estradiol, un dominio de unión al ADN (DBD), y 

dos dominios de función de activación AF-1 y AF-2 localizados en el los extremos 

N- y C-terminal del REα , encargados del reclutamiento de proteínas correguladoras 

(Figura 1A) (Olesfsky 2001, Huang et al 2010, Roshan-Morini et al 2014, Tecalco-

Cruz 2018). 

La estructura del REα, le permite desencadenar una vía de señalización genómica, 

que inicia cuando el ligando se une al receptor, induciendo un cambio 
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conformacional que favorece su translocación al núcleo, su unión a secuencias 

específicas del ADN y el reclutamiento de correguladores para llevar a cabo la 

trascripción de genes, muchos de ellos asociados al desarrollo de tumores 

mamarios (Bai y Gust 2009). Las terapias endócrinas incluyen el uso de 

antiestrógenos como el Tamoxifeno y el Fulvestrant que inhiben la actividad del REα 

e inducen su degradación, respectivamente, sin embargo, un problema común es la 

resistencia a estos tratamientos, y los mecanismos implicados no son del todo claros 

(Chang 2012, Tecalco-Cruz y Ramirez-Jarquin 2017).  

El REα puede localizarse fuera del núcleo celular, tanto asociado a la membrana 

plasmática después de la modificación postraduccional palmitoilación, asociado con 

receptores transmembranales o con diferentes proteínas en el citoplasma. Como 

resultado, el REα puede mediar varias cascadas de señalización que implican la 

activación de cinasas, la participación de segundos mensajeros y la activación de 

otros factores de transcripción, constituyendo vías de señalización no genómicas 

que han sido relacionadas con la resistencia a las terapias endócrinas (Tecalco-

Cruz et al 2017). De este modo, la distribución del REα en el núcleo y citoplasma 

resulta crítica en el control de sus funciones. 

La presencia y ausencia de este RN igualmente es utilizado para una clasificación 

general del CM ya que como se mencionó el 70% de los casos de CM presentan al 

REα y se les denomina REα+ y al 30% restante de le denomina REα- al no expresar 

al REα (Lumachi et al 2013).  

Por otra parte, cerca del 60% de los tipos de CM REα+, expresan al receptor de 

progesterona (PR) de igual manera, y se ha propuesto que la expresión de PR en 
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estos tipos de cáncer es un indicador positivo de respuesta a las terapias endócrinas 

(Dunnwald et al 2007, Honma et al 2014). Se ha reportado que PR tiene tres 

distintas isoformas, además de ser blanco de modificaciones postraduccionales 

como fosforilación, y muchas de estas fosforilaciones son específicas para cada 

isoforma realizadas por diferentes cinasas y así teniendo diferentes funciones entre 

las isoformas (Figura 1B) (Hagan et al 2012).   

Además, hay que resaltar que a pesar de que el REα es importante para la mayor 

parte de los casos de CM, el 30% de los casos carecen de la expresión de este 

receptor, y dentro de este grupo se encuentra el cáncer triple negativo, por no 

expresar al REα, PR y un receptor transmembranal de nombre HER2, por lo que no 

se cuentan con tratamientos endocrinos eficientes para este tipo de cáncer, que se 

caracteriza por ser altamente metastásico. Recientemente se ha reportado la 

desregulación de otros RNs en CM tanto REα+ y REα- los cuales podrían estar 

implicados en el desarrollo tumoral y sensibilidad a las terapias (Lin et al 2015). De 

este modo, diversos RNs podrían ser funcionalmente importantes en CM y su 

actividad podría ser modulada por su distribución subcelular, en adición a otros 

mecanismos. 
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Figura 1. A) Estructura del REα, mostrando los dominós DBD y LBD, AF-1 en el extremo 

N-terminal y AF-2 en el extremo C-terminal. B) Esquema de isoformas de PR A, PR B y 

PR C. Cada isoforma muestra las cinasas que las fosforilan y la región donde acurre 

esta modificación. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Exportación nuclear de los RNs.  

Los mecanismos que se conocen hasta ahora para la regulación de las RNs son: 

La expresión de estos, modificaciones postraduccionales, su estabilidad a nivel de 

proteína, reclutamiento de corrreguladores y su transporte de núcleo a citoplasma 

siendo este último el menos estudiado (Ortega-Domínguez et al 2015).  

La exportación de los RNs desde el núcleo al citoplasma es un mecanismo de 

modulación de las funciones nucleares y extranucleares de los RNs (Ortega-

Domínguez et al 2015, Tecalco-Cruz 2018). El proceso de exportación nuclear 

requiere de las proteínas denominadas exportinas, las cuales se unen a 

secuencias ricas en leucinas conocidas como secuencias de exportación nuclear 

(NES), que están presentes en las proteínas a transportar. La unión de la exportina, 

a la proteína a transportar y a RanGTP forma un complejo de transporte, que es 

liberado fuera del núcleo tras la hidrólisis de RanGTP a RanGDP y una vez 

terminado este proceso, el complejo se disocia (El-Tanani et al 2016, Tecalco-Cruz 

et al 2017).   

Para los RNs se ha reportado que el DBD y LBD contienen secuencias ricas en 

leucinas que tienen función de NES en el transporte núcleo-citoplasma de estos 

receptores (Black et al 2001, Xu et al 2012). Las principales exportinas reportadas 

solamente para algunos de los RNs son CRM-1 (chromosome region maintenance 

1) y Calreticulin/CRT (calcium binding protein localized to the 

endoplasmic/sarcoplasmic reticulum membranes) (Figura 2). A pesar de ello, estas 
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CRM-1, 23

CRT, 20

CRM-1 y CRT, 10

N/A, 47

%

CRM-1 CRT CRM-1 y CRT N/A

exportinas no están relacionadas ni en secuencia ni en estructura. Además, unos 

cuantos RNs son transportados específicamente por alguna de estas exportinas, 

mientras que algunos otros ocupan a ambas exportinas (Figura 2), y los 

mecanismos implicados no son del todo claros de todos los RNs (Figura 3) (Tecalco-

Cruz 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Grafica de RNs exportados por CRM-1, CRT o ambos. En humano se han 

reportado 48 genes que codifican para RNs. El 23% de estos RN son exportados por 

CRM-1, el 20% por CRT el 10% podría ocupar diferencialmente ambas, mientras que 

para el 47% hasta ahora se desconocen sus mecanismos de exportación nuclear. 
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Figura 3. Mecanismos para la exportación nuclear de RNs. 

1. Elementos para la exportación nuclear. Un complejo trimérico es formado por 

Ran-GTP, la exportina y el RNs. 

2. Algunos RNs son exportados por CRT y algunos otros por CRM-1. 

3. Heterodímeros de RNs con RXR pueden usar diferentes exportinas. 

4. La presencia o ausencia del ligando, modificaciones postraduccionales, 

proteínas adaptadoras e interacciones proteína-proteína específicas pueden 

regular la exportación nuclear de los RNs en contextos celulares específicos. 

5. CRT y CRM-1 podrían usarse alternativamente o cooperativamente para la 

exportación nuclear de algunos RNs específicos. 

6. Los RNs pueden ser excluidos del núcleo junto con otros factores de 

transcripción. 

1) 
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2.2 Las exportinas CRM-1 y CRT 

CRM-1 nombrada igualmente XPO1, y es una proteína de 112 kDa con diversas 

funciones además de ser una exportina para los RNs, que incluyen el mantener 

organizada la estructura del cromosoma, la exportación de ARN codificantes y no 

codificantes, diversos factores de transcripción y otras proteínas (Popa et al 2002, 

Hutten y Kehlenbach 2007, Okamura et al 2015), la biogénesis de microRNAs, la 

unión a la cromatina y la regulación de la expresión génica (Ortega-Domínguez et 

al 2015,Oka et al 2016, Martínez et al 2017). 

En cambio, CRT es una proteína de 49 kDa, que se ha reportado localizada en el 

retículo endoplásmico, núcleo, citoplasma, y superficie celular, tiene diversas 

funciones como modular las concentraciones de Ca2+ intracelular, adhesión celular, 

regulación en estabilidad de ARNm (Eggleton y Michalak 2003, Gold et al 2010, Lu 

et al 2015, Ortega-Domínguez et al 2015,) La función como exportina de CRT fue 

inicialmente descrita para la proteína  (protein kinase inhibitor) PKI formando el 

complejo trimérico PKI/CRT/RanGTP en un mecanismo similar al descrito 

previamente (Holaska et al 2001). Posteriormente, se ha reportado que CRT es una 

exportina para otros RNs que incluyen a GR, LXR, VDR, LRH1, RXRα, RXRβ, 

RXRγ, TRα, TRβ, PPARα, PPARβ, PPARγ (Tecalco-Cruz 2018). 

Por lo tanto, CRM-1 y CRT son proteínas multifuncionales, con una participación 

central en el transporte núcleo-citoplasma de proteínas, entre ellas RNs.  
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2.3 Exportación nuclear en cáncer 

Lo que se sabe del exporte nuclear en el contexto de cáncer hasta la fecha es muy 

limitado. Se ha reportado que en una condición normal el transporte de p53, p21, 

pRb que son supresores de tumores, FOXO un factor de transcripción, hace que 

estas proteínas se encuentren tanto en núcleo y citoplasma, pero en células de 

cáncer el transporte se ve afectado provocando una acumulación en el citoplasma 

de estas moléculas, y para verificar que el exporte nuclear es la posible causa de 

esta alteración en el transporte en cáncer, se aplicaron inhibidores de CRM-1, (que 

es una proteína importante en el exporte nuclear) en una condición de cáncer y se 

observó que las proteínas que se concentraban en el citoplasma ahora se 

localizaban en el núcleo igualmente, así sugiriendo que en el cáncer el exporte 

nuclear puede estar alterado y como consecuencia la acumulación de proteínas 

importantes en el citoplasma y ser este un posible factor para el desarrollo del 

cáncer (Gravina et al 2014) . 

Y se ha observado que la expresión de las exportinas CRM-1 y CRT en algunos 

tipos de cáncer es más elevada con respecto a tejido normal como en el cáncer de 

colon, cáncer de estómago (Shintani et al 2016), cáncer de pulmón (Van Der Watt 

et al 2015), y en CM se sugiere que también se encuentran una mayor expresión de 

estas exportinas, pero estudios profundos sobre esto no se han realizado. 

2.4 El transporte desde núcleo a citoplasma del REα y PR  

Adicionando a lo ya mencionado se ha reportado que el transporte del REα de 

núcleo-citoplasma depende de CRM-1 (Lombardi et al 2008).  
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Mientras que de acuerdo con lo reportado PR también se puede expresar en el de 

cáncer de mama REα+ regulando procesos de proliferación y supervivencia celular 

del tejido mamario (Hagan et al 2012), pero de manera interesante, la expresión de 

PR en cáncer de mama REα+ también se ha propuesto con un factor positivo en la 

sensibilidad a la terapia endócrina y mayor tiempo de vida para las pacientes con 

esta enfermedad (Honma et al 2014).  

Un estudio indica que su exportación nuclear es independiente de CRM-1, debido a 

que al utilizar el tratamiento con Leptomicina B, un inhibidor de CRM-1, no se 

afectaba la salida del núcleo de PR (Tyagi et al 1998). Otro trabajo sugiere que la 

inhibición de la fosforilación de PR por MAPK y de CRM-1 por leptomicina, inducen 

un incremento de la estabilidad de PR en el núcleo celular (Qiu et al 2003).  

. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

CRM-1 y CRT son las principales exportinas asociadas al transporte desde el núcleo 

al citoplasma de los RNs, los cuales funcionan como reguladores de la transcripción, 

pero también como mediadores de vías de señalización fuera del núcleo. El 70% de 

los casos de CM conocidos como REα+, tienen una alta expresión y mayor actividad 

del REα, mientras que el 30% restante de los tipos de cáncer de mama 

denominados REα-, no expresan al REα y pueden presentan la desregulación en la 

expresión y actividad de otros RNs (Lin et al 2015). Por lo tanto, en estos contextos 

patológicos, el transporte núcleo-citoplasma de algunos RNs por CRM-1 y CRT 

resulta crítico ya que en el cáncer este mecanismo puede estar alterado.  

A pesar de que la expresión de ambas exportinas es elevada en distintos tipos de 

cáncer, en comparación con una condición normal, no ha sido completamente 

estudiada la expresión y la abundancia de estas exportinas en células derivadas de 

tumores mamarios REα- con respecto a las células derivadas de tumores mamarios 

REα+, no se conocen otras determinantes moleculares que pudieran afectar su 

expresión o su función. Esto es importante dado que las células derivadas de cáncer 

de mama REα+ tienen diferencias entre las REα -, las REα+ pueden ser responsivas 

a terapias endócrinas y son menos agresivas. En contraste, las células derivadas 

de cáncer de mama REα- tienen una mayor capacidad de migración y no son 

responsivas a los tratamientos endócrinos. Y al tener varias diferencias entre las 

REα+ y REα- podría ser que también los niveles de las exportinas sean distintos en 

estos tipos de cáncer. 
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Por tanto, los mecanismos que controlan el transporte núcleo-citoplasma molecular 

de oncoproteínas, supresores de tumores y otras proteínas importantes como los 

RNs, podrían estar diferencialmente modulado en células derivadas de cáncer de 

mama REα- y REα+, y en estos procesos las exportinas CRM-1 y CRT son dos 

participantes centrales. En consecuencia, la regulación de su expresión, de la 

función y de las interacciones proteína-proteína de estas exportinas, podrían ser 

cruciales en el contexto de cáncer de mama. 

Consiguientemente, este estudio permitirá explorar y analizar las diferencias en la 

expresión, abundancia de CRM-1 y CRT, así como sus posibles implicaciones en el 

transporte núcleo-citoplasma de RNs como interacciones de puedan tener las 

exportinas en células de cáncer de mama REα- y REα+. 

Por lo tanto, nuestras preguntas de interés son: 

▪ ¿Cómo es la expresión, abundancia y distribución subcelular de las 

exportinas CRM-1 y CRT en células derivadas de tumores mamarios REα- y 

REα+? 

▪ ¿Podrían ambas exportinas interactuar para funcionar cooperativamente? 

▪ ¿PR que es importante en cáncer de mama podrían estar asociados a estás 

exportinas, en particular a CRT? 
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4. HIPÓTESIS 

La expresión, abundancia y distribución subcelular de las exportinas CRM-1 y CRT 

podría ser diferente en células derivadas de cáncer de mama REα- y REα+ ya que 

estos tipos de cáncer tienen varias diferencias entre ellas y los niveles de las 

exportinas puede ser otra de ellas.  

Además, como se ha sugerido que CRM-1 y CRT podrían actuar cooperativamente 

es posible que interactúen y ser parte de un complejo para la exportación nuclear 

de RNs. 

Adicionalmente, PR, un RN importante en cáncer de mama, podría estar asociada 

a la exportina CRT al ser una de las exportinas más importantes, ya que si ha visto 

que es independiente de CRM-1 para su salida del núcleo y CRT podría ser la 

exportina que interactúe con él para su exporte del núcleo al citoplasma. 
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5. OBJETIVOS  

5.1 Objetivo general 

Determinar la expresión, abundancia, distribución y asociaciones de CRM-1 y CRT 

en células derivadas de cáncer de mama REα- y REα+.  

5.2 Objetivos particulares 

1. Evaluar la expresión de CRM-1 y CRT en tumores mamarios REα- y REα+ 

con ensayos bioinformáticos con la base de datos Oncomine. 

2. Determinar la abundancia y distribución subcelular de CRM-1 y CRT en 

líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 por medio de extractos totales y 

fraccionamiento subcelular evaluados por Western Blot y ensayo de 

inmunofluorescencia.  

3. Analizar la asociación entre las exportinas CRM-1 y CRT por el ensayo de 

Inmunoprecipitación en líneas celulares AD293, MCF-7 y MDA-MB-231. 

4. Evaluar a PR como un posible RN asociado a la exportina CRT por medio 

de Inmunoprecipitación en líneas celulares T47D y ZR-75-1. 
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  
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7. MATERIAL Y MÉTODO  

7.1 Modelo de Estudio 

Se usaron las líneas celulares MCF-7, MDA-MB-231, ZR-75-1, T47D y AD293 en 

estado de confluencia de alrededor del 90% de las cajas con medio de cultivo y 

cada experimento se hizo por triplicado. Las células MCF-7 son una línea de 

adenocarcinoma derivada de glándula mamaria en proceso metastásico. Esta línea 

conserva varias características de epitelio mamario diferenciado incluyendo la 

capacidad de responder a la hormona estradiol a través de la expresión del REα y 

expresa a PR (Holliday y Speirs, 2011). En cuanto a la MDA-MB-231 es una línea 

celular de adenocarcinoma derivado de un derrame pleural, esta línea es triple 

negativo al no expresar el REα, PR y al receptor transmembranal HER2. Las AD293 

son células embrionarias de riñón humano inmortalizadas y que son un modelo 

adecuado para transfectar y observar interacciones entre proteínas como se 

describe más adelante. Las ZR-75-1 y T47D son células derivadas de carcinoma de 

mama REα+ que expresan en mayor cantidad a PR que las MCF-7. Todas las 

células fueron cultivadas en medio DMEM al 10% de SFB con antibióticos a 37 °C / 

5% de CO2. Y los anticuerpos primarios anti-CRM-1 (H-300, sc-5595), anti-CRT (H-

170, sc-11398) anti-tubulina (B7, sc-5286), así como los anticuerpos secundarios 

anti-ratón (sc2005) y anti-conejo (sc-2004) conjugados con peroxidasa de rábano 

picante se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE. UU), el 

anti-lamina B1 (D4Q4Z) se obtuvo de Cell Signaling Technology (Danvers, MA, EE. 

UU.),  el anti-Flag (M2, F3165) de Sigma-Aldrich y los secundarios para los ensayos 

de inmunofluorescencia Alexa Fluor 647 anti-mouse (ab150107) y 
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Alexa Fluor 488 anti-conejo (ab150073) se obtuvieron de Abcam 

(Cambridge, Reino Unido). 

7.2 Western Blot  

Con el propósito de observar y analizar la abundancia de las proteínas CRM-1 y 

CRT en las diferentes líneas celulares de CM, se realizó la técnica de Western Blot 

(WB).  

El WB es una técnica utilizada para el estudio de proteínas. Esta permite la 

detección de proteínas especificas dentro de una muestra biológica por medio de la 

utilización de un anticuerpo primario que reconoce y se une a un epítope de la 

proteína de interés y a través de un anticuerpo secundario unido a una peroxidasa 

que actúa sobre su sustrato especifico generando una señal luminiscente, 

proporcional a la abundancia de la proteína. 

Para realizar esta técnica, se obtuvieron extractos de proteínas totales de las células 

MCF-7 y MDA-MB-231 usando la solución amortiguadora de lisis TNTE 0.5% (50 

mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.5% Triton-X100, 5 mM EDTA) con Inhibidores de 

proteasas. A 50-100 g del extracto se le añadió solución Laemmli 6x y 

posteriormente, las muestras se calentaron a 100 °C por 4 min. Las proteínas se 

separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Este gel 

de bis/acrilamida permite la separación de proteínas de acuerdo con su peso en 

condiciones desnaturalizantes. En primer lugar, las proteínas cargadas 

negativamente mediante la acción del detergente dodecilsulfato de sodio (SDS) son 

sometidas a un campo eléctrico y migran al electrodo positivo; debido a que el SDS 
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iguala la carga negativa de todas las proteínas, estas migran en función de su peso 

molecular. La concentración del gel de poliacrilamida fue de 7.5%, para visualizar 

nuestras proteínas de interés que oscilan de 40 a 150 kDa. 

Luego del corrimiento de las muestras, se realizó la transferencia de las proteínas 

a una membrana de Polivinildifluoruro (PVDF). Esta membrana es un soporte solido 

que une e inmoviliza las proteínas, permitiendo que la hibridación con el anticuerpo 

se pueda llevar a cabo, la transferencia se realizó a 100 voltios por 80 min. La 

membrana fue bloqueada durante 1 hora con leche descremada al 5% diluida en 

TBS-T (TBS 10X 100 mL, Tween-20 1 mL, volumen final 1L)(TBS 10X Trsi-base 

200mM, NaCl 1.37 M, HCl 1N 38 mM, pH 7.6) para disminuir las uniones 

inespecíficas, transcurrido el tiempo de bloqueo se incubo con el anticuerpo primario 

anti-CRM-1 (1:1000), anti-CRT (1:3000), anti-PR (1:1000) (producidos en conejo) o 

anti-Flag (1:2000) (producido en ratón) en TBS-T, durante toda la noche. Al 

siguiente día se retiró el anticuerpo primario y se realizó un lavado a la membrana 

con TBS-T y se incubó con el anticuerpo secundario (conjugado con peroxidasa) 

anti-conejo o anti-ratón (1:10,000) dependiendo del primario usado por 1 hora, 

terminada la incubación se realizaron 3 lavados de 2 min con TBS-T a la membrana 

y se prosiguió al revelado en un cuarto oscuro, utilizando los reactivos de 

quimioluminiscencia SuperSignal West Pico (Thermo Fisher Scientific) o Immobilon 

Western HRP Substrate (EMD Millipore, Billerica, MA, 

USA) y detectando la señal en placas radiográficas. 
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7.3 Fraccionamiento subcelular  

El fraccionamiento subcelular es una técnica que nos permite estudiar un 

compartimento celular en específico para investigar allí las proteínas de interés. En 

nuestro estudio es importante separar la fracción nuclear de la citoplasmática y 

evaluar la distribución subcelular de CRM-1 y CRT basales. 

Primero se realizaron cultivos de las líneas celulares MCF7, MDA-MB-231, T47D, 

ZR-75-1, después se retiró el medio de cultivo y se lavaron las células con PBS frio, 

a continuación, se retiró el PBS y con ayuda de una solución amortiguadora de 

homogenización (Sacarosa 250 mM, Imidazol 3 mM) con inhibidores de proteasas 

se recolectaron las células, esta solución amortiguadora permite que las células se 

despeguen de la caja de cultivo y mantener condiciones óptimas para la célula. Las 

células obtenidas se pasaron 15 veces por una aguja de 22G, este homogenizado 

se centrifugo a 3,400 rpm 10 min a 4 °C hasta formar una pastilla en el fondo del 

tubo (fracción nuclear), se tomó el sobrenadante (fracción citoplasmática) y se 

colocó en otro eppendorf, con solución amortiguadora  RIPA (Tris-HCl, NaCl, EDTA/ 

ácido desoxicolico 0.5%, NP-40 1%, dodecilsulfato de sodio 0.1%) se llevó acabo la 

lisis de la fracción nuclear y citoplasmática, cada fracción se incubo a 4 °C por 45 

min, terminado el tiempo se centrifugo a 14,000 rpm por 5 min a 4 °C, y se recuperó 

el sobrenadante de cada fracción, después a 100 g de estas fracciones lisadas 

citoplasmáticas y nucleares fueron usadas para la detección de CRM-1, CRT, PR 

mediante WB. 
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7.4 Inmunoprecipitación 

Esta técnica nos permite buscar interacciones entre proteínas. Se obtuvieron 

extractos totales, citoplasmáticos y nucleares de la línea celular MCF7, MDA MB-

231, ZR-75-1 y T47D como se describió previamente. Una vez obtenido los 

extractos, se añadió 2 µL del anticuerpo anti-CRT, a los eppendorf que contenían 

los extractos correspondientes y se dejaron incubando a 4 °C toda la noche, al día 

siguiente a cada muestra se le agrego 90 µL de proteína G(A)-sefarosa, y se dejó 

incubando durante una hora y media a 4 °C, pasado el tiempo se centrifugo a 14,000 

rpm por 10 segundos, se desechó el sobrenadante, y la pastilla (proteína G) que se 

formó se le realizaron 3 lavados con 1 mL de solución amortiguadora TNTE 0.1% ( 

50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.1% Triton-X100, 5 mM EDTA) frio, entre cada 

lavado se centrifugo a 14,000 rpm y el sobrenadante era desechado. Terminado los 

lavados de la muestra y con ayuda de una punta colibrí se retiró todo el exceso de 

líquido, una vez seca la pastilla se le agrego 25 µl de Laemmli 2X , se calentó a 100 

°C por 4 min para desnaturalizar por completo a las proteínas, y después se utilizó 

la técnica de WB como se describió previamente, al haber inmonuprecipitado a CRT 

usando su anticuerpo especifico, y usar el anticuerpo primario anti-CRM-1, anti-Flag 

o Anti-PR (1:1000) en el WB se observó si existía una interacción entre CRT y  CRM-

1, Flag-CRM-1 o PR, la incubación del secundario fue anti-conejo o anti-ratón 

(1:10,000) dependiendo del primario y el revelado se realizó como se describió 

previamente. 
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7.5 Inmunofluorescencias 

Esta técnica nos permite ver presencia y distribución de proteínas. Para realizar la 

técnica primero se preparó una caja de 6 pozos con cubreobjetos tratados con 

polilisina en estos se sembraron las células que se utilizaron en la técnica. La 

elaboración de la caja con los cubreobjetos tratados con polilisina fue que en cada 

pozo se colocó un cubreobjetos a estos se les realizó 3 lavados con 1 mL de alcohol 

etílico, después un lavado con 1 mL de PBS estéril, posteriormente se agregó 1 mL 

de polilisina a cada pozo con cubreobjetos por 10 min, pasado los 10 min se retiró 

la polilisina y se lavaron con 1 mL de PBS estéril y se dejó a luz UV por 30 min. Una 

vez preparada la caja, en cada uno de los pozos se sembraron las células y se 

dejaron crecer, cuando las células saturaron los cubreobjetos, se retiró el medio de 

cultivo y se realizaron 3 lavados con PBS, después de los lavados se fijaron con 

Paraformaldehido (PFA) al 4% por 8 min, terminada la fijación las células fueron 

lavadas 3 veces con PBS, posteriormente se permeabilizaron con Tritón-100X al 

0.1% por 5 min y así los anticuerpos podrán ingresar a las células, una vez 

permeabilizadas las células se bloquearon con albumina al 10% por 1 hora para 

evitar inespecificidad en los anticuerpos, terminado el bloqueo se agregó el 

anticuerpo primario (anti-CRM-1 y Anti-Flag 1:100) y se dejaron incubando toda la 

noche a 4 °C, al día siguiente se lavaron las células con PBS tres veces de 5 min 

cada lavado, y después se colocó el anticuerpo secundario (anti-conejo y anti-ratón 

1:750, correspondiente para cada anticuerpo primario) que tiene un fluoróforo en 

ellos y se dejaron incubando por 1 hora en oscuridad, los siguientes pasos se 

realizaron en oscuridad, pasada la hora se lavaron con PBS 3 veces de 5 min cada 
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lavado, por último, se colocaron los cubreobjetos sobre portaobjetos con DAPI para 

montarlos, ya montados los cubreobjetos se cubrieron de la luz y fueron observadas 

al microscopio. 

7.6 Minipred 

Este procedimiento se realizó con el fin de obtener plásmidos para las exportinas 

CRM-1 y CRT (Flag-CRM-1 y Flag-CRT) empleados en los experimentos de 

interacción proteína-proteína. Primero, dichos plásmidos fueron transformados en 

las bacterias competentes DH5 mediante choque térmico. Para esto en un tubo 

eppendorf se agregaron 50 µL de bacterias competentes y 50 µL de solución 

amortiguadora KCM y se agregó el plásmido (Flag-CRT o Flag-CRM-1) 

incubándose 30 min en hielo. A continuación, se realizó el choque térmico a 42 oC 

por 2 min, colocando el tubo inmediatamente después en hielo. Se adicionó 1 mL 

de medio LB y se incubó la muestra a 37 oC. Transcurrido el tiempo, se centrifugó 

la muestra a 2,000 rpm se desechó el sobrenadante, y en 100 µL de medio con la 

pastilla resuspendida se sembraron en una caja Petri con medio LB agar con 

kanamicina y se incubaron toda la noche a 37 oC, para así asegurarse que solo 

crecerán bacterias con el plásmido ya que este es resistente a este antibiótico. 

Posteriormente se seleccionó a una de las colonias y se sembró en un matraz con 

medio LB (500 mL) y se dejó incubando a 37 oC. Con este cultivo se llevó a cabo el 

Minipred para la purificación de los plásmidos de las exportinas CRM-1 y CRT. 

Para el Minipred se concentraron las bacterias mediante centrifugación (6000 rpm 

por 7 min). La pastilla se trató con los amortiguadores P1 con ARN asa para 

resuspender la pastilla, después con el P2 se agitó por inversión y se incubó por 5 
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min para la lisis alcalina, y finalmente con el P3 para la neutralización también con 

agitación por inversión incubándose 15 min. en hielo, para su posterior 

centrifugación. 

A una columna del kit Minipred (qiagen) para purificar el ADN se le agregó el 

sobrenadante del centrifugado anterior. La columna previamente se equilibró con 4 

mL de QBT (solución amortiguadora de equilibrio). Después de que toda la muestra 

paso por la columna se agregó 4 ml de QC (solución amortiguadora de lavado) 3 

veces para lavar la columna. Finalmente se agregaron 4 ml de solución 

amortiguadora de elución y se adicionó a la muestra recuperada 3.5 volúmenes de 

isopropanol y se centrifugó a 12,000 rpm por 40 min recuperando el ADN pastilla. 

La pastilla que se formó después del centrifugado se lavó con alcohol al 70% y se 

centrifugó nuevamente a 14,000 rpm por 10 min. se decantó el sobrenadante y se 

dejó secar la pastilla y por último se agregó a la pastilla agua de grado molecular. 

Para asegurarse de que el ADN fue purificado correctamente se realizó una 

electroforesis en un gel de agarosa al 1% (preparado con 0.5 g de agarosa, 50 mL 

de TAE (40mM Tris, 20 mM acetato, 1mM EDTA) y un 1µl de colorante), en el gel 

se cargaron las muestras de los plásmidos que se mezclaron con solución 

amortiguadora de corrida y agua de grado molecular, la electroforesis se realizó a 

75 voltios, una vez terminada el gel se observó en un transiluminador de luz UV. El 

análisis del gel, así como su cuantificación, confirmó que la purificación se llevó 

correctamente y la calidad del plásmido para ser usado en los experimentos de 

transfección es la adecuada y así los experimentos de transfección se pudieron 

realizar de la mejor manera. 
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7.7 Transfección 

De los plásmidos obtenidos del Minipred se usaron para realizar la transfección de 

Flag-CRM-1 o Flag-CRT, ya que esta técnica nos permite hacer que haya una 

expresión de proteínas deseadas (CRM-1 y CRT) dentro de la línea celular AD293 

para poder observar con la ayuda de la inmunoprecipitación si hay alguna 

interacción entre estas proteínas, y distinguirla de las proteínas endógenas. En un 

tubo A se adicionaron 500 µL de medio sin suero con el ADN (3 µg del plásmido de 

Flag-CRM-1 o Flag-CRT) y en otro tubo B se colocó 15 µL de lipofectamina 2000 

con 500 µL de medio sin suero. Se realizó la mezcla de A con B, se resuspendió 

suavemente y se dejó reposar por 15 min. Posteriormente la mezcla se adicionó a 

la caja de células correspondiente. Tras 4 horas de incubación se cambió el medio 

y se esperaron 48 horas para el procesamiento de las células para la realización de 

inmunoprecipitación y WB. 

7.8 Análisis in silico de la expresión de CRM-1 y CRT 

Para observar si la expresión de las exportinas CRM-1 y CRT se encuentran 

desreguladas en los tipos de cáncer REα+ y REα-, se buscó con la ayuda de la base 

de datos Oncomine que proporciona información de la expresión de estas proteínas 

de tumores de pacientes de cáncer de mama REα+ y REα-. 

Para ello dentro de la base de datos Oncomine se utilizó el conjunto de datos 

(TCGA) para comparar la expresión de CRM-1 y CRT en tejido normal y tumores de 

cáncer de mama, y después comparar la expresión de CRM-1 y CRT dentro de los 

diferentes tipos de cáncer REα+ y REα-. 
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7.9 Análisis estadístico y densitometría 

El análisis estadístico nos permitió ver si en los ensayos in silico de la expresión de 

CRM-1 y CRT, hay diferencia estadísticamente de la expresión de CRM-1 y CRT en 

tejido normal con respecto a tumores de cáncer de mama, y entre los tipos de cáncer 

REα+ con respecto a REα-, para este análisis se usó el programa estadístico 

GraphPad Prism en su versión 7.04. 

La densitometría nos ayudó a analizar de manera cuantitativa la abundancia de 

CRM-1 y CRT en las células derivadas de cáncer de mama REα+ (MCF-7) y REα- 

(MDA-MB-231) y su análisis estadístico de la abundancia de las exportinas se 

realizó empleando el mismo programa estadístico ya mencionado (la cuantificación 

es respecto a las células MCF-7, tomando en cuenta que se compararon los datos 

con respecto a la cantidad de la proteína total de las células MCF-7).  
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8. RESULTADOS 

8.1 Expresión de CRM-1 y CRT en tejido mamario normal y cáncer de mama 

Con el objetivo de evaluar y comparar la expresión de CRM-1 y CRT en tumores 

mamarios con respecto al tejido mamario normal, se realizó un análisis in silico 

utilizando la base de datos Oncomine. Esta base proporciona datos reunidos de 

tumores mamarios analizados de diferentes pacientes para el estudio de la 

expresión de genes. Para evaluar los niveles de expresión de CRM-1 y CRT en 

tejidos mamarios normales y tumores de cáncer de mama, se empleó uno de los 

conjuntos de datos más amplios disponibles en Oncomine (TCGA). Al hacer la 

comparación de los niveles de expresión del ARNm se identificó que la expresión 

de CRM-1 y CRT en cáncer de mama invasivo desarrollado en los ductos mamarios, 

es más elevada en comparación con el tejido mamario normal, y esta diferencia es 

estadísticamente significativa (Figura 4A y 4B).   

A)                                                           B) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. A) Niveles de expresión de CRM-1 en tejido mamario normal y cáncer de mama 

invasivo ductal. B) Niveles de expresión de CRT en tejido mamario normal y cáncer de 

mama invasivo ductal. 
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8.2 Expresión de CRM-1 Y CRT en cáncer de mama REα+ y REα- 

Debido a la sobreexpresión del ARNm de CRM-1 y CRT en cáncer de mama, se 

analizó in silico si en los tipos de cáncer REα+ y el REα- podría haber alguna 

diferencia en la expresión de estas exportinas. Se utilizó nuevamente la base de 

datos Oncomine y el conjunto de datos (TCGA), y se analizaron los niveles de 

expresión de CRM-1 y CRT en tumores mamarios clasificados como REα- y REα+. 

De este modo, se determinó que los niveles de expresión de CRM-1 y CRT fueron 

mayores en los tumores REα- que en los tumores mamarios REα+ (Figura 5A y 5B). 

A)                                                                   B) 

 

 

 

 

 

 

8.3 Abundancia de las proteínas CRM-1 y CRT en células derivadas de cáncer 

de mama REα+ y REα- 

Dado que los niveles de la expresión del CRM-1 y CRT se encontraron 

sobreexpresados en tumores de cáncer de mama con respecto al tejido normal, y 

que dentro de los casos de cáncer de mama la expresión de CRM-1 y CRT es mayor 

en los tumores mamarios REα- que en los REα+, se utilizaron líneas celulares 

Figura 5. A) Niveles de expresión de CRM-1 en cáncer de mama REα- y REα+. B) 

Niveles de expresión de CRT en cáncer de mama REα- y REα+.   
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derivadas de cáncer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 para evaluar si esta diferencia 

también se encuentra a nivel de proteína. Las células MCF-7 provienen de tumores 

mamarios REα+, mientras que las células MDA-MB-231 se derivan de células de 

cáncer de mama triple negativo, por no expresar al REα, PR y HER2, las cuales son 

altamente metastásicas.  

En la figura 6 se aprecia la morfología que tienen las células MCF-7 y MDA-MB-231. 

Las células MCF-7 presentan una morfología epitelial, observándose agrupadas en 

colonias. Por otro lado, las células MDA-MB-231 su morfología es de tipo 

mesenquimal y no forman colonias (Figura 6A y 6B).  

Considerando lo anteriormente descrito, se ocuparon estas líneas celulares como 

modelo de células derivadas de cáncer de mama REα- y REα+ para analizar la 

abundancia de las exportinas CRM-1 y CRT.  Para ello se utilizaron extractos totales 

de estas células, y mediante la técnica de WB utilizando anticuerpos específicos se 

detectaron a las proteínas CRM-1 y CRT, así como a la tubulina, como control de 

carga. Los resultados mostraron que los niveles de las exportinas CRM-1 y CRT 

son más elevados en las células MDA-MB-231, con respecto a las MCF-7 (Figura 

6C), y la densitometría mostro que la diferencia en la abundancia de las exportinas 

entre las MCF-7 y MDA-MB-231 es estadísticamente significativo (Figura 6D). Estos 

resultados sugieren que células derivadas de tumores REα- presentan mayor 

abundancia de ambas exportinas que las células derivadas de tumores REα+. 
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A) B) 

D) C) 

 

 

 

                                                                        

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

8.4 Distribución subcelular de las exportinas CRM-1 y CRT en las células MCF-

7 y MDA-MB-231 

Considerando que los niveles de las exportinas fueron diferentes entre las líneas 

celulares MCF-7 y MDA-MB-231, se realizó el fraccionamiento subcelular para 

observar la distribución de CRM-1 y CRT dentro del compartimiento nuclear y 

Figura 6. A) Imagen de la morfología de las células MCF-7. B) Imagen de la morfología 

de las células MDA-MB-231. C) Abundancia de CRM-1 y CRT en células MCF-7 y MD-

MB-231 detectado por WB, D) Densitometría de abundancia de CRM-1 y CRT de MCF-

7 y MDA-MB-231 (la cuantificación es respecto a las células MCF-7).  

* 

* 
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citoplasmático de estas células. Los resultados obtenidos mostraron que tanto en 

MCF-7 y MDA-MB-231, las exportinas se encontraban en ambos compartimientos 

celulares. La tubulina se empleó de control de carga para la fracción citoplasmática 

y la lámina para el control de carga para la fracción nuclear (figura 7A y 7B). 

A)                                                            B)     

 

 

 

 

 

 

 

8.5 Análisis de la asociación de las exportinas CRM-1 y CRT 

Una vez que se observó que los niveles de CRM-1 y CRT se encontraban 

incrementados en las células derivadas de cáncer de mama, y principalmente en el 

tipo REα- y que también se encontraban tanto en núcleo-citoplasma, se buscaron 

posibles interacciones que podrían tener estas proteínas, y que podrían ser 

importantes dentro del contexto de CM, y en el proceso de la exportación nuclear.  

Figura 7. A) Fraccionamiento subcelular de abundancia de CRM-1 y CRT en células 

MCF-7 detectado por WB. B) Fraccionamiento subcelular de abundancia de CRM-1 y 

CRT en células MDA-MB-231 detectado por WB.  
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La primera interacción que se planteó fue la de CRM-1 y CRT debido a que la 

interacción de estas exportinas podría ser necesaria para el exporte nuclear de 

moléculas específicas, entre ellas, RNs. 

Primero se estudió esta posible asociación de CRM-1 y CRT en un sistema 

transfectado con Flag-CRM1 en las células AD293 (que provienen de células 

embrionarias de riñón humano). Se empleó la inmunoprecipitación (IP) contra CRT 

endógena y el WB contra Flag-CRM-1 para ver si esta interacción ocurría cuando 

ambas proteínas estaban presentes. Como se observa en la figura 8A, Flag-CRM-

1 se detectó en la condición donde se transfectó, mientras CRT endógeno se 

detectó en ambas condiciones. Además, únicamente se observó una banda que 

corresponde a Flag-CRM-1, en el inmunoprecipitado endógeno contra CRT 

proveniente de los extractos celulares transfectados. Por lo tanto, este resultado 

demostró la interacción entre las exportinas Flag-CRM-1 y CRT (Figura 8A). 

Subsecuente a la demostración de la interacción que ocurre entre las exportinas 

CRM-1 y CRT, se realizó una inmunofluorescencia en donde se transfectó a Flag-

CRT, y se analizó la localización de la exportina CRM-1 y Flag-CRT. Como 

resultado, se detectó que la localización de CRM-1 y Flag-CRT se da en ambos 

compartimientos celulares, sin embargo, ambas proteínas se detectan 

colocalizadas principalmente en la periferia nuclear y citoplasma (Figura 8B), 

sugiriendo que estos compartimentos CRT y CRM-1 podrían interactuar para mediar 

el transporte núcleo-citoplasma de proteínas blanco en común.  
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A)                                                                B) 

 

 

 

 

 

  

 

8.6 Análisis de asociación endógena de las exportinas CRM-1 y CRT   

Posteriormente, a la determinación de esta interacción entre las exportinas CRM-1 

y CRT en un sistema transfectado, se realizó la IP contra CRT y WB contra CRM-1 

endógena usando las células AD293. De acuerdo con los controles empleados de 

IgG y Mock, se demostró que esta interacción entre las proteínas CRM-1 y CRT es 

específica y también ocurre de manera endógena en estas células (Figura 9A). 

Al observar la interacción entre CRM-1 y CRT en una línea celular proveniente de 

tejido normal de riñón, se analizó la interacción endógena en células de cáncer de 

mama tanto REα- y REα+, utilizando extractos totales (Input) de las células MCF-7 

y MDA-MB-231. Se realizó la IP contra CRT y WB contra CRM-1, en ambos casos 

con sus respectivos controles IgG y mock para confirmar la especificidad de la 

Figura 8. A) Interacción de Flag-CRM-1 y CRT en las células AD293. IP contra CRT y WB 

contra Flag-CRM-1. B) Colocalizacion de Flag-CRT y CRM-1 detectada por 

inmunoflorecencia.  



 

36 
 

interacción, los extractos totales (Input) sirvieron para corroborar la presencia de la 

proteína CRM-1. En ambos casos los controles nos muestran que no hay bandas 

inespecíficas y los extractos totales muestran la presencia de CRM-1, mientras que 

el IP contra CRT indica la interacción de ambas exportinas en las células MCF-7 y 

MDA-MB-231 (Figura 9B y 9C). 

A)                                                                       B)  

 

 

                                           C)   

 

 

 

 

8.7 Análisis del receptor nuclear PR, como blanco de la exportina CRT  

Una vez que se demostró la asociación de las exportinas CRT y CRM-1, se decidió 

evaluar un posible blanco de algunas de estas en específico CRT, uno de los 

posibles blancos que se plantearon para evaluar fue PR por lo descrito 

anteriormente. Altos niveles de PR son detectados en las células derivadas de 

cáncer de mama RE+, T47D y ZR-75-1 en comparación con las MCF-7 (Sweeney 

E.E. et al 2012). Por tal motivo se eligieron estos tipos celulares para los siguientes 

experimentos. 

Figura 9. A) Interacción endógena de CRM-1 y CRT en células AD293 detectada por IP 

contra CRT y WB contra CRM-1. B) Interacción endógena de CRM-1 y CRT en células 

MCF-7 detectada por IP contra CRT y WB contra CRM-1. C) Interacción endógena de 

CRM-1 y CRT en células MDA-MB-231 detectada por IP contra CRT y WB contra CRM-

1.  
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De acuerdo con lo descrito, se utilizaron los extractos totales sin y con estimulo de 

100 nM de progesterona (P4) obtenidos de las células T47D y ZR-75-1 para la 

detección de PR por medio de WB, así como la interacción de este receptor con la 

exportina CRT. A través del WB de los extractos totales de estas células, se detectó 

que nuestro anticuerpo solo reconoció a las isoformas A y B de PR, siendo más 

abundante la isoforma B (Figura 10A y 10B). Cuando ambos tipos de células fueron 

estimuladas con P4 durante 2h se observa una disminución de PRA y PRB (Figura 

11A y 11B). Estos resultados sugieren que P4 induce la degradación de las 

isoformas de PR como previamente se ha reportado (Hagan et al 2012, Lange et al 

2000).  

Al realizar el ensayo de IP contra CRT y WB contra PR para ver si ocurría la 

interacción entre estas proteínas, se observó que en ambos tipos celulares ocurre 

la interacción entre PR y la exportina CRT. Remarcablemente se detectó que esta 

interacción ocurrió con la isoforma A, pero no con la B, y dicha interacción disminuyó 

con el estímulo de P4 (Figura 10A y 10B). 

A)                                                           B)                                                              

 

 

 

 

 
Figura 10. A) WB contra PR y CRT en células T47D con y sin estimulo de P4 y IP contra 

CRT y WB contra PR. B) WB contra PR y CRT en células ZR-75-1 con y sin estimulo de 

P4 y IP contra CRT y WB contra PR. 
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Para finalizar el estudio de esta interacción, se realizó un fraccionamiento subcelular 

Para analizar la distribución de las isoformas de PR y la interacción de CRT y PRA 

en los compartimientos núcleo-citoplasma de las células T47D tratadas con P4 se 

realizó un fraccionamiento subcelular y IP contra CRT y WB contra PR. Ambas 

isoformas de PR se encuentran en ambos compartimientos, pero son más 

abundante en el núcleo celular (Figura 11). Además, se detectó la interacción entre 

CRT y PRA específicamente en ambos compartimientos celulares (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. WB contra PR de extractos citoplasmáticos y nucleares de las células T47D 

estimuladas con P4. IP contra CRT y WB contra PR. 
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9. DISCUSIÓN 

La exportación nuclear es un mecanismo para la regulación de la actividad de 

diversas moléculas, como ARNs, supresores tumorales y factores de transcripción, 

dentro de los cuales, destacan los RNs en el contexto de cáncer de mama (Ortega-

Domínguez 2015 et al, Tecalco-Cruz 2018). Hasta el momento las principales 

proteínas con función de exportinas reportadas para algunos de los RNs son CRM-

1 y CRT, pero los detalles de su mecanismo y su relevancia en cáncer de mama no 

son completamente conocidos (Tecalco-Cruz 2018).  

Es importante notar, que adicionalmente, CRM-1 facilita la exportación de ARN 

codificantes y no codificantes, factores de transcripción, RNs y otras proteínas, 

(Popa et al 2002, Okamura et al 2015), además de participar en la biogénesis de 

microRNAs y estar involucrado en la unión a la cromatina y en la regulación de la 

expresión génica (Ortega-Domínguez et al 2015, Oka et al 2016, Martínez et al 

2017). En cambio, para CRT se ha identificado a PKI, algunos RNs, y se ha 

propuesto a la proteína Tax como blanco de exportación (Holaska et al 2001, 

Alefantis et al 2007 Oka et al 2016, Tecalco-Cruz 2018). CRT también modula las 

concentraciones de Ca2+ intracelular, la adhesión celular y la estabilidad de ARNm 

(Eggleton y Michalak 2003, Ortega-Domínguez 2015, Gold et al 2010). Con estos 

datos es posible entender la importancia que tiene el profundizar en los estudios de 

la regulación de los niveles de CRT y CRM-1, y sus múltiples mecanismos de acción, 

entre ellos, los mecanismos de exportación para los RNs, los cuales modulan la 

disponibilidad y las funciones nucleares y extranucleares de los RNs, teniendo 

repercusiones en los eventos fisiopatológicos en los que participan.   
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En el cáncer de mama se ha observado que la expresión y actividad de varios RNs 

están desreguladas (Lin et al 2015) (Tecalco-Cruz 2018). Por ejemplo, alrededor del 

70% del cáncer de mama presenta una alta actividad del REα, que dentro del núcleo 

regula la expresión génica que promueve el desarrollo de tumores, mientras que 

fuera del núcleo la señalización de este receptor parece estar asociada a la 

resistencia a las terapias endocrinas (Kudo et al 1998, Tecalco-Cruz et al 2017). 

Similarmente, los mecanismos de exclusión nuclear para otros RNs podrían ser 

también importante en esta enfermedad. Uno de los pasos iniciales para empezar 

a entender mejor el proceso de exportación de los RNs, es caracterizar el estado de 

las exportinas involucradas, CRM-1 y CRT, en células de cáncer REα+ y REα-. 

Este proyecto demostró que tanto la expresión de CRM-1 y CRT se encuentran más 

elevadas en cáncer de mama que en el tejido mamario normal, sugiriendo que CRM-

1 y CRT podrían ser potenciales biomarcadores para este tipo de cáncer.  

De manera interesante, la expresión y abundancia de estas proteínas se encuentran 

más elevadas en las de células de cáncer de mama REα- que en las células REα+, 

distribuidas en ambos casos tanto en núcleo como citoplasma. Estos resultados 

sugieren que el trasporte núcleo-citoplasma puede ser diferente en las células 

derivadas de tumores mamarios que son REα+ con respecto a los que son REα-. 

La exclusión fuera del núcleo de factores de trascripción y supresores de tumores 

podría ser mayor en tumores mamarios REα- que en los REα+. Consecuentemente, 

la incrementada localización extranuclear de algunas proteínas podría estar 

asociado con el fenotipo más agresivo del cáncer de mama REα- con respecto al 

REα+ (Figura 12A). 
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Las interacciones que puedan tener CRM-1 y CRT podrían tener un papel sustancial 

en la exportación nuclear en el contexto de cáncer de mama. Una de las 

interacciones que se propuso, consistió en la asociación que podría existir entre 

dichas exportinas. Mediante ensayos de inmunoprecipitación de CRM-1 y CRT se 

encontró la interacción in vivo entre estas exportinas, lo que sugiere que ambas 

proteínas podrían formar un complejo de exporte nuclear para promover el 

transporte núcleo-citoplasma de algunas moléculas en específico, en adición a que 

resulta relevante que ambas exportinas puedan llevar acabo alguna función en 

conjunto o tener una regulación entre ellas. En un estudio previo in vitro usando el 

ensayo de pull-down se reportó que el receptor de la hormona tiroidea fue exportado 

por la interacción CRM-1-CRT (Grespin M.E. et al 2008). Esto nos puede sugerir 

que CRM-1 y CRT pueden estar trabajando conjuntamente para llevar el exporte de 

ciertas proteínas que pueden ser importantes en el desarrollo del cáncer de mama 

u otras enfermedades. No obstante, la interacción endógena que se detectó de 

CRM-1 y CRT fue débil, esto nos sugiere que para que esta interacción se pueda 

llevar acabo, ciertos factores como estímulos, condiciones, o un ambiente celular 

específico podrían ser necesarios para favorecer la formación de la interacción, 

teniendo un comportamiento muy dinámico para la exportación de sus proteínas 

blancos (Figura 12A). Además, en conjunto estos datos, sugieren que algunos RNs 

podrían ser excluidos del núcleo mediante CRT o CRM-1, y que muchos otros 

podrían necesitar la interacción de ambas, promoviendo una eficiente salida desde 

el núcleo al citoplasma. 
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Por otro lado, PR es otro RNs que se asocia con REα, y su presencia se relaciona 

con una mejor respuesta a las terapias endócrinas y mayor tiempo de vida en las 

pacientes con cáncer de mama (Honma et al 2014). Además, se ha reportado que, 

en respuesta a su ligando, PR es fosforilado en la S294, y es degradado vía el 

sistema ubiqutina-proteosoma (Lange et al 2000). Interesantemente, en este 

escenario, CRT se asocia específicamente con la isoforma A de PR, tanto en núcleo 

como en citoplasma, y esta interacción disminuye con el estímulo de P4, por lo que 

la fosforilación podría ser un factor importante para esta interacción. De este modo, 

con este trabajo se demostró una nueva interacción entre PRA y la exportina CRT. 

Dicha interacción podría ser funcionalmente relevante para el transporte núcleo-

citoplasma de PRA, y que este mecanismo podría estar ligado a la fosforilación de 

PRA y su estabilidad, para regular sus funciones y su abundancia nuclear. Así, las 

isoformas de los RNs, como en el caso de PR que CRT es específico para PR A, 

podría ser un factor importante en la exportación nuclear dependiente de CRM-1 y 

CRT (12B). 
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A) 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Modelos propuestos. 

A) La expresión de las exportinas CRT y 

CRM-1 está incrementada en cáncer 

de mama, principalmente en los tipos 

ERα-, en los cuales el transporte 

desde núcleo a citoplasma de RNs y 

supresores tumorales podría estar 

más incrementado que en el cáncer 

de mama ERα+. Los mecanismos de 

exportación nuclear para los RNs 

podrían llevarse por tres vías, una 

dependiente de CRT, otra de CRM-1, 

y alternativamente otra vía 

dependiente de ambas exportinas.  

B) PR es un RN cuya presencia es un 

buen pronóstico para los casos de 

cáncer de mama ERα+. La isoforma A 

de este receptor se asocia a CRT, por 

lo que esta interacción podría ser 

relevante en la exportación nuclear 

específica de este receptor. 
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10. CONCLUSIONES 

La expresión y abundancia de CRM-1 y CRT son diferentes entre el cáncer de mama 

REα+ y REα-, siendo más elevados en el REα-, la expresión de estas exportinas 

podría ser un biomarcador para esta enfermedad al ser más elevados que en una 

condición normal. Además, ambas exportinas se encuentran en ambos 

compartimientos celulares en células de cáncer de mama REα+ y REα-, y pueden 

asociarse formando un complejo de exportación posiblemente para blancos 

específicos. Adicionalmente, PR un RNs con importantes implicaciones en cáncer 

de mama REα+ se asocia con CRT, pero lo hace de manera específica a su 

isoforma A. 

11. PERSPECTIVAS  

Demostrar los mecanismos moleculares y la relevancia funcional de la interacción 

de CRT con PRA en cáncer de mama. 

Identificar RNs blanco de exportación para CRT y/o CRM-1 y sus implicaciones en 

el desarrollo tumoral y en la respuesta a las terapias endócrinas. 

Estudiar las implicaciones de estos mecanismos en la respuesta a los tratamientos 

con inhibidores de CRM-1 que están siendo evaluados en la fase clínica.   
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13. ANEXO 

13.1 Coautoría en el artículo ¨Differential expression and molecular 

interactions of chromosome región maintenance 1 and calreticulin exportins 

in breast cancer cells¨ 
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