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        No me lo pensé dos veces cuando me surgió la posibilidad de 

investigar sobre una enfermedad tan cruel como el cáncer que se llevó 

gran parte de mi vida. Entonces emprendí un camino nada fácil para 

dedicarme a la investigación. Un camino con muchas trabas puesto 

que a pesar de la preparación que requiere ni está bien pagado ni te 

ofrece algunos derechos básicos de cualquier otro empleo. Además, 

no siempre este camino te lleva a algún sitio. Pero lo importante es 

que puedes construir nuevas vías que guíen futuras investigaciones y 

eso es lo realmente gratificante de la investigación. Adoquín tras 

adoquín conseguiremos nuestras metas. 

Por ello quiero dar las gracias a todas las personas que me 

apoyaron y ayudaron a emprender este camino, así como a todas las 

que me han guiado a lo largo de él. También quiero agradecer la lucha 

que muchos mantuvieron cuando trataron de cortar el camino que 

todos juntos estábamos construyendo. A ellos les digo que pueden 

habernos detenido, pero no lograrán impedir que reemprendamos 

nuestra marcha. 

Finalmente quisiera ser un poco más crítico para dirigir todos 

mis “desagradecimientos” a esos políticos que intentaron cortar 

nuestros caminos y también a esos adoquines sueltos que te vas 

encontrando a lo largo de ellos. 

 

“La reflexión es el camino hacia la inmortalidad; la falta de reflexión, 

el camino hacia la muerte.”  (Siddhartha Gautama, Buda). 
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1- El cáncer 

El cáncer es una de las principales causas de muerte en el 

mundo. En 2008 murieron por cáncer 7.6 millones personas en 

todo el mundo, lo que representa aproximadamente el 13% del 

total de defunciones a nivel mundial (GLOBOCAN 2008). Para 

el año 2012 se estima que unas 200.000 personas pueden sufrir 

cáncer en España, de las que alrededor de 100.000 morirán 

(Sánchez et al. 2010). Además, la incidencia del cáncer está en 

aumento y se considera que a lo largo del siglo XXI el cáncer 

puede convertirse en la principal causa de muerte en los países 

desarrollados. Uno de los principales factores de riesgo para el 

desarrollo de la enfermedad es la edad. De hecho, más del 60% 

de los cánceres detectados y más del 70% de las muertes por 

cáncer proceden de personas con más de 65 años (Fulop et al., 

2011). Por lo tanto, el aumento de la esperanza de vida en los 

países desarrollados y el envejecimiento de su población 

constituyen un importante factor que explica el aumento de la 

incidencia de cáncer. El segundo factor de riesgo es el estilo de 

vida. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS, 2012), 

“aproximadamente un 30% de las muertes por cáncer son 

debidas a cinco factores de riesgo conductuales y dietéticos: 

índice de masa corporal elevado, ingesta reducida de frutas y 

verduras, falta de actividad física, consumo de tabaco y 

consumo de alcohol. Sin embargo, en la aparición del cáncer 

también se encuentran implicados otros factores además de la 
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edad y el estilo de vida. Factores como la predisposición 

genética o la presencia de enfermedades como la obesidad o 

ciertos virus pueden influir en el desarrollo del cáncer (Zhang et 

al., 2011; Roberts et al. 2010; Rubin 2011). 

La transformación de una célula normal en una célula 

maligna (tumorogénesis) es un proceso que requiere de la 

acumulación progresiva de alteraciones genéticas que confieren 

a las células ventajas proliferativas (Nowell 1976). Este modelo 

de la progresión tumoral presupone que el tumor está formado 

por una población celular heterogénea que tiende a mantenerse 

en una proporción de equilibrio estocástico entre las distintas 

subpoblaciones (Gupta et al. 2011). Los cambios genéticos 

sufridos por las células cancerosas pueden ser debidos a cambios 

epigenéticos, mutaciones puntuales y translocación, 

amplificación o deleción de genes (Roa et al. 2000; Boerma et 

al. 2009; Wong et al. 2006; Ruiter et al. 2011). Hay genes cuyas 

mutaciones son más susceptibles de dar lugar a cáncer debido a 

que regulan procesos esenciales como la estabilidad 

cromosómica y reparación del DNA, la señalización celular, 

crecimiento y diferenciación celular, pero tras su expresión 

anormal son capaces de inducir transformación tumorogénica 

(Pappou & Ahuja 2010). Estos cambios genéticos pueden dar 

lugar a la ganancia o pérdida de función de los genes afectados. 

Los genes con ganancia de función en cáncer se conocen como 

oncogenes, denominándose protooncogenes cuando se 

encuentran en su estado normal o silvestre. La acumulación 
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progresiva de anormalidades genéticas y epigenéticas conduce a 

la activación de oncogenes o inactivación de supresores 

tumorales (Weinstein 2000; Greenman et al. 2007). Ejemplos de 

protooncogenes son Ras, ciclinas, RARα y c-Myc (Pylayeva-

Gupta et al. 2011; Sanchez et al. 2008; Zelent et al. 2001; 

Albihn et al. 2010). Los genes con pérdida de función en cáncer 

se conocen como supresores tumorales. Un gen supresor tumoral 

es un gen capaz de evitar la transformación de una célula normal 

en una célula cancerígena mediante mecanismos involucrados 

en la regulación de la estabilidad cromosómica, la proliferación 

celular y la apoptosis. La inactivación de un supresor tumoral 

altera el equilibrio normal de estos procesos, favoreciendo la 

transformación maligna de la célula. Ejemplos de supresores 

tumorales son APC, PTEN, BRCA1, BRCA2, etc. (Chung et al. 

2007; Hollander et al. 2011; Roy et al. 2011). 

Fundamentalmente, las alteraciones fisiológicas que les 

confieren a las células cancerosas la capacidad de sufrir una 

transformación maligna son: autosuficiencia en señales de 

proliferación, insensibilidad a señales inhibitorias de la 

proliferación, evasión de la apoptosis, capacidad replicativa 

ilimitada, angiogénesis y capacidad de invadir tejidos 

(metástasis). En los siguientes apartados desarrollaremos cada 

una de las alteraciones fisiológicas mencionadas a partir del 

estudio realizado por Hanahan & Weinberg en el año 2011. 
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1.1- Señales de proliferación 

Las células requieren de señales de crecimiento 

mitogénicas para pasar del estado quiescente al proliferativo. 

Estas señales pueden ser factores de crecimiento, componentes 

de la matriz extracelular o moléculas de interacción/adhesión 

célula-célula que se unen a receptores transmembrana, los cuales 

activan vías de señalización que culminan en la expresión de 

genes implicados en la proliferación (Hanahan & Weinberg 

2000). Las células normales dependen de estas señales para 

proliferar. Sin embargo, las células cancerosas pueden 

sobreexpresar especies moleculares que dan lugar a la 

sobreactivación de rutas de señales proliferativas. La 

sobreexpresión de factores de crecimiento es un evento muy 

frecuente en células cancerosas, actuando de forma auto- y 

paracrina para promover la proliferación celular y su propio 

crecimiento (Zhang et al. 2012; Minjgee et al. 2011). Además 

del propio estímulo con señales proliferativas, las células 

cancerosas desarrollan otras estrategias para obtener autonomía 

de crecimiento, como la sobreexpresión de receptores 

hormonales y de factores de crecimiento, aumentando la 

sensibilidad de la célula al estímulo proliferativo (Schrevel et al. 

2011; Selvaggi et al. 2004). Las células cancerosas también 

pueden presentar alteraciones en la expresión de receptores de la 

matriz extracelular (integrinas), favoreciendo la transmisión de 

señales de crecimiento (Lukashev & Werb 1998).  
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Otros mecanismos más complejos que confieren 

autonomía en señales de crecimiento son la alteración de los 

circuitos intracelulares activados por estas señales. Un ejemplo 

clásico es la vía de SOS-RAS-RAF-MAPK, donde RAS es una 

proteína frecuentemente mutada (mayoritariamente KRAS) en 

cánceres de cólon y páncreas (Rogosnitzky & Danks 2010) que 

permite la activación de señales mitogénicas sin necesidad de 

que se produzca la activación previa de los receptores celulares 

(Agbunag & Bar-Sagi 2004). De igual modo, se han encontrado 

mutaciones activantes de la quinasa citosólica BRAF, por lo que 

nuevos y prometedores inhibidores específicos están siendo 

actualmente utilizados en la clínica (Bottos et al. 2012).  

Finalmente, otro mecanismo por el que las células 

cancerosas consiguen una alta capacidad proliferativa se basa en 

bloquear los sistemas de retroalimentación negativa que atenúan 

las señales proliferativas. Un ejemplo es la fosfatasa PTEN, que 

contrarresta los efectos de PI3K defosforilando su producto 

(PIP3). Mutaciones inactivantes en PTEN, o deleciones o 

cambios epigenéticos que le hacen perder su expresión, 

provocan un aumento de la señalización por PI3K promoviendo 

la tumorogénesis, tal y como se demuestra en una amplia 

variedad de modelos experimentales de cáncer (Jiang & Liu 

2009). 
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1.2- Señales inhibidoras de proliferación 

En el tejido normal hay señales antiproliferativas que 

regulan la homeostasis tisular manteniendo las células en estado 

quiescente. Estas señales pueden ser inhibidores del crecimiento, 

solubles o inmovilizados en la matriz extracelular y/o en la 

superficie de células vecinas (Hanahan & Weinberg 2000). La 

proliferación se puede bloquear por dos vías: por una 

desactivación transitoria que fuerza a las células a entrar en fase 

quiescente (G0), o por una desactivación permanente que 

introduce a la célula en estados postmitóticos como la 

diferenciación celular. La mayoría de los programas que regulan 

negativamente la proliferación celular dependen de la acción de 

los genes supresores tumorales como por ejemplo RB y TP53 

(Hanahan & Weinberg 2011).  

Las células cancerosas son capaces de evadir las señales 

antiproliferativas. Un claro ejemplo de insensibilización a 

señales de crecimiento es la desregulación de la vía de la 

proteína del retinoblastoma (RB). En estado hipofosforilado, RB 

bloquea la proliferación al interaccionar con los factores de 

transcripción E2F, inactivándolos e impidiendo la expresión de 

numerosos genes implicados en la progresión de la fase G1 a S 

del ciclo celular (Seville et al. 2005; Gordon & Du 2011). Por lo 

tanto, las células cancerosas con defectos en la vía RB sufren 

una pérdida del control de la progresión en el ciclo celular 

permitiendo una proliferación persistente. Otro caso frecuente 
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de evasión de las señales inhibidoras de la proliferación 

involucra al factor de transcripción TP53. TP53 es el guardián 

del genoma porque en él converge la maquinaria de reparación 

del DNA con el control de genes antiproliferativos y también 

apoptóticos que llevan al suicidio de la célula cuando la 

reparación del DNA no es factible. Es por ello que es muy 

frecuente encontrar mutado a TP53 en células cancerosas (Goh 

et al. 2011). Por ello se han diseñado diversas estrategias 

terapéuticas anticancerosas para reactivar la vía de TP53 (Brown 

et al. 2009).  

La proliferación celular también se detiene cuando se 

produce la diferenciación terminal de una célula. Sin embargo, 

la fisiología de la célula cancerosa es capaz de inhibir la 

diferenciación terminal, permitiendo así que pueda seguir 

proliferando. Una estrategia para evitar la diferenciación 

terminal involucra directamente al factor de transcripción c-Myc 

que promueve la proliferación celular y ayuda a mantener la 

pluripotencialidad de las células progenitoras manteniéndolas 

indiferenciadas (Takahashi et al. 2007; Cartwright et al. 2005). 

c-Myc se encuentra sobreexpresado en diversos tipos de 

cánceres y está asociado con tumores agresivos y poco 

diferenciados, siendo su sobreexpresión un evento oncogénico 

temprano dentro de la evolución progresiva del tumor (Vita & 

Henriksson 2006).  
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1.3- Apoptosis 

La muerte celular programada es un proceso celular 

esencial para el desarrollo y el mantenimiento de la homeostasis 

de los tejidos adultos. Su misión, además de la implicada en el 

desarrollo embrionario, es eliminar las células dañadas, 

infectadas o transformadas. Numerosos estudios han establecido 

que la muerte celular programada por apoptosis sirve como 

barrera natural contra el desarrollo del cáncer (Adams & Cory 

2007; Lowe et al. 2004), por este motivo, la evasión de la 

apoptosis es un evento frecuente en células cancerosas. 

Las células que sufren apoptosis muestran unos cambios 

morfológicos característicos como contracción celular, 

condensación de la cromatina, fragmentación nuclear y 

formación de vesículas en la membrana plasmática, aunque 

siguen manteniendo la integridad de la membrana plasmática 

para ser rápidamente internalizadas por otras células (He et al. 

2009). Las señales que desencadenan la apoptosis son de distinta 

índole e incluyen el daño celular causado por radiaciones 

ionizantes, la infección vírica o las señales extracelulares 

(Ghardi et al. 2012; Wan & Chen 2010; Andera 2009). 

La apoptosis está señalizada por dos clases de proteasas 

especializadas: las caspasas iniciadoras y las caspasas efectoras. 

Las caspasas son cisteína proteasas que se expresan como 

zimógenos inactivos y se procesan al estado activo por 

proteólisis. La actividad de las caspasas conduce a la 
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degradación de proteínas específicas, dando lugar a los 

siguientes procesos (Cascales 2003): 

- cortar los contactos con células vecinas, 

- reorganizar el citoesqueleto, 

- activar las endonucleasas para fragmentar el DNA, 

- desmantelar las laminas nucleares (condensación de la 

cromatina), 

- expresar señales de fagocitosis (fosfatidilserina), y 

- activar proteínas específicas que preparan a la célula 

para el cese de las funciones metabólicas. 

Se han descrito dos vías que desencadenan la apoptosis: la 

vía extrínseca que tiene lugar a través de receptores de muerte y 

la vía intrínseca o mitocondrial. Ambas vías no son totalmente 

independientes y existe una señalización recíproca y cruzada 

entre intermediarios de ambas rutas (Igney & Krammer 2002). 

Finalmente, ambas vías culminan en la activación de proteasas 

que se encuentran normalmente latentes (caspasas 8 y 9 

respectivamente), las cuales inician la cascada proteolítica 

llevada a cabo por las caspasas efectoras responsables de la 

ejecución de la fase de apoptosis (Hanahan & Weinberg 2011). 

La vía intrínseca se activa por estrés celular y requiere la 

disrupción de la membrana mitocondrial y la liberación de 

proteínas tales como citocromo c y Smac/DIABLO (“Second 

mitochondria-derived activator of caspases / Direct Inhibitor of 
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Apoptosis-Binding protein with a LOw isoelectric point”). El 

citocromo c funciona uniéndose a APAF-1 (factor activador de 

la proteasa apoptótica) para inducir la activación de caspasa-9 y 

la consecuente activación de la cascada de caspasas (Adams & 

Cory 2007; Garrido et al. 2006). Por otro lado, Smac/DIABLO 

se une y neutraliza al inhibidor de las proteínas apoptóticas 

(IAP), que inhibe a las caspasas, antagonizando su inhibición y 

permitiendo así la activación de caspasas (Garrido et al. 2006). 

La permeabilización de la membrana mitocondrial para la 

liberación de citocromo c y Smac/DIABLO está regulada por las 

proteínas de la familia BCL-2. La familia BCL-2 está formada 

por una red de proteínas caracterizadas por contener hasta 4 

dominios distintos de hélice-α con homología a BCL-2 (BH). 

Esta familia se encuentra a su vez dividida en 3 clases: las 

proteínas BCL-2 antiapoptóticas (p.e. BCL-2, BCL-xL, BCL-w, 

A1 y MCL-1), los efectores BCL-2 proapoptóticos (p.e. BAK y 

BAX) y las proteínas proapoptóticas “BH3-only” (p.e. BID, 

BIM, BAD, BMF, HRK, Noxa y PUMA) (Petros et al. 2004). 

Las proteínas BCL-2 antiapoptóticas se encargan de mantener la 

integridad de la membrana mitocondrial externa (MME). Dicha 

acción la ejercen uniéndose directamente a las proteínas BCL-2 

proapoptóticas e impidiendo su acción. Sin embargo, tras el 

estímulo apoptótico o por estrés acumulado, las proteínas BCL-2 

antiapoptóticas son funcionalmente inhibidas, liberándose las 

proteínas BCL-2 proapoptóticas que permeabilizan la MME y 
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permiten la liberación de citocromo c y de Smac/DIABLO al 

citosol (Elkholi et al. 2011.).  

La vía intrínseca de apoptosis está inducida por diferentes 

estados de estrés celular que regulan transcripcional y 

posttranscripcionalmente las proteínas BCL-2 (Chipuk et al. 

2010). Las proteínas BCL-2 están localizadas en la mitocondria, 

retículo endoplasmático (RE) y citosol, donde regulan la 

apoptosis frente a diferentes situaciones de estrés (Elkholi et al. 

2011). El estrés en el RE está causado por la perturbación de 

cualquiera de sus tres funciones homeostáticas: 1) el 

plegamiento, modificación y secreción de proteínas; 2) el 

almacenamiento de Ca2+ y 3) la síntesis de ácidos grasos, 

esteroles y fosfolípidos. Cualquiera de estas perturbaciones lleva 

a la acumulación de proteínas no plegadas en el lumen del RE 

causante del estrés y conocida como UPR (“Unfolded Protein 

Response” o respuesta a proteinas no plegadas) (Schröder 2007). 

Finalmente, BAK y BAX se unen a la proteína quinasa 

transmembrana del retículo endoplasmático IRE1α (enzima 

dependiente de inositol 1α), regulando así su señalización y 

proporcionando una unión física entre los miembros del núcleo 

apoptótico con los de UPR (Hetz et al. 2006). 

Por otra parte, la vía extrínseca se inicia por unión de un 

ligando con su receptor transmembrana (FAS, TNFR, TRAIL, 

etc.) para activar a las caspasas iniciadoras (caspasa-8 y -10), 

que a su vez activan por proteólisis a las caspasas efectoras 
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(caspasa-3 y -7) tal y como ocurre en la vía intrínseca (Adams & 

Cory 2007). Esta vía puede ser regulada por diferentes factores, 

entre ellos el inhibidor de las proteínas apoptóticas (IAP), que 

afecta tanto a caspasas iniciadoras como a efectoras. 

La resistencia a apoptosis en células cancerosas puede ser 

adquirida mediante diferentes estrategias. La forma más 

frecuente de resistencia a la apoptosis afecta a mutaciones en el 

supresor tumoral TP53, que induce apoptosis aumentando la 

expresión de NOXA y PUMA (Junttila & Evan 2009). Otra vía 

que suele estar activada es la de PI3K/AKT, implicada en la 

transmisión permanente de señales de supervivencia y 

antiapoptóticas en muchos tumores. La fosforilación de BAD 

por AKT promueve su disociación de BCL-XL y la subsiguiente 

interacción con 14-3-3, permitiendo la supervivencia celular 

(Zha et al. 1996; del Peso et al. 1997). Esta vía se activa por 

señales extracelulares como IGF-I, IL-3, IL-4, insulina y EGF 

entre otros (Evan & Littlewood 1998; Tang et al. 2006; Hunker 

et al. 2006 ;Jang & Lee 2006 ), por señales intracelulares a partir 

de RAS (Larizza et al 2009), o por pérdida del supresor tumoral 

PTEN, una fosfolípido fosfatasa que atenúa las señales de 

supervivencia de AKT (Cantley & Neel 1999; Tang et al. 

2006;). En el programa de muerte celular interviene la 

transcripción y traducción de genes por factores de transcripción 

específicos. Un ejemplo es FOXO3, un factor de transcripción 

que transcribe genes proapoptóticos y que actúa como supresor 

tumoral (Arden 2007; Paik et al. 2007). Se ha observado en 
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células cancerosas que la actividad transcripcional de FOXO3 

está disminuida por su exclusión del núcleo o por su 

degradación (Weidinger et al. 2011; Tsai et al. 2010). Por otro 

lado NFkB transcribe genes antiapoptóticos y su sobreactivación 

es esencial en el desarrollo de muchos cánceres humanos 

(Ramos et al. 2011). De hecho, la terapia con Bortezomib del 

mieloma múltiple, linfoma de células del manto y 

neuroblastomas de alto riesgo, se basa en impedir la activación 

de NFkB (Ramos et al. 2011). 

 

1.4- Capacidad replicativa 

Las células de mamíferos poseen un programa de 

autonomía celular que limita su capacidad replicativa de forma 

independiente a las vías de señalización explicadas 

anteriormente. Esta limitación ha sido asociada básicamente a 

dos barreras de la proliferación: 1) senescencia, que consiste en 

la entrada irreversible a un estado no proliferativo pero viable, y 

2) crisis, la cual conlleva a la muerte (Hanahan & Weinberg 

2011). Este proceso se encuentra regulado por la longitud de los 

telómeros o zonas terminales de los cromosomas. Los telómeros 

están compuestos por múltiples repeticiones de hexanucleótidos 

(TTAGGG) que protegen las terminaciones de los cromosomas 

frente a la degradación del DNA (Donate & Blasco 2011). La 

enzima encargada de añadir las repeticiones de hexanucleótidos 

en los telómeros es la telomerasa. La telomerasa se expresa en 
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mayor medida en las células madre y durante las primeras fases 

de desarrollo embrionario. La actividad telomerasa también está 

presente en las células madre de adultos, pero su actividad no es 

suficiente para prevenir el constante acortamiento de los 

telómeros tras cada división celular (Blasco 2005). Los 

telómeros se van acortando progresivamente, llegando a perder 

su capacidad de proteger las terminaciones de los cromosomas. 

Esta inestabilidad produce fusiones entre las terminaciones de 

diferentes cromosomas y genera cromosomas dicéntricos 

inestables que conducen a la inviabilidad celular (Hanahan & 

Weinberg 2011). Las células en cultivo tienen una capacidad 

limitada de divisiones, conocida como límite de Hayflick 

(Hayflick & Moorhead 1961), pasado el cual el cultivo deja de 

dividirse. De manera eventual se pueden activar los mecanismos 

celulares que conducen a su reprogramación e inmortalización y 

que están vinculados a la progresión tumoral. Esta 

inmortalización ha sido atribuida a la capacidad de dichas 

células para mantener las longitudes teloméricas del DNA 

suficientes y evitar la entrada en senescencia y muerte celular 

(Hanahan & Weinberg 2011). Muchas células cancerosas son 

capaces de reactivar la telomerasa para mantener la longitud de 

los telómeros y seguir proliferando (Artandi & DePinho 2009). 

Sin embargo, también hay casos en los que es importante una 

disminución transitoria de la actividad telomerasa para facilitar 

la progresión maligna. Se ha observado en lesiones 

preneoplásicas que los telómeros son frecuentemente más cortos 
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que en el tejido normal y que en carcinomas mamarios 

avanzados los telómeros pueden llegar a ser tanto largos como 

muy cortos (Raynaud et al. 2010). Por otra parte, aunque de 

manera menos frecuente, la inmortalización de una célula puede 

ocurrir por una vía alternativa basada en la recombinación 

permitiendo el mantenimiento de los telómeros (Hanahan & 

Weinberg 2011). La recombinación de los telómeros es la 

elongación del telómero a partir de la combinación con otro 

telómero. Esto se produce debido a que las terminaciones de los 

cromosomas son muy repetitivas e idénticas en todos los 

telómeros. Esto permite que la terminación 3’ de un cromosoma 

pueda invadir a un segundo cromosoma y usar su secuencia 

como plantilla para la elongación del telómero por la DNA 

polimerasa (Nabetani & Ishikawa 2011). 

 

1.5- Angiogénesis 

El aporte de nutrientes y de oxígeno a las células es 

esencial para su buen funcionamiento y su supervivencia. Con el 

fin de asegurarse este suministro, los tumores alteran el balance 

entre inductores e inhibidores de la angiogénesis, aumentando la 

misma y permitiendo el crecimiento del tumor y la posterior 

metástasis a tejidos distantes (Hanahan & Folkman 1996). 

Mientras que los inhibidores de la angiogénesis actúan como 

barrera frente al crecimiento de los tumores, los inductores de la 

angiogénesis lo favorecen. Uno de los principales inductores de 
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la angiogénesis es el factor de crecimiento del endotelio vascular 

(VEGF), el cual se encuentra sobreexpresado tanto por hipoxia 

como por la señalización de oncogenes (Ferrara 2009; Mac 

Gabhann & Popel 2008; Carmeliet 2005). Además, VEGF 

puede ser secuestrado en la matriz extracelular para ser activado 

por proteasas como MMP-9 (Kessenbrock et al. 2010).  

 

1.6- Invasión de tejidos y metástasis 

En la progresión tumoral, la capacidad adquirida de un 

tumor para invadir otros tejidos le permite colonizar nuevos 

nichos y poder encontrar mayor disponibilidad de nutrientes. 

Para que una célula pueda invadir tejidos colindantes debe sufrir 

una serie de cambios en los acoplamientos físicos con las células 

de alrededor, activándose proteasas extracelulares que degradan 

la matriz extracelular y permiten la migración celular. Las 

proteínas afectadas por estos cambios son las moléculas de 

adhesión celula-célula (CAMs) como inmunoglobulinas y 

cadherinas; y las integrinas, que unen las células a la matriz 

extracelular (Okegawa et al. 2004). 

El acoplamiento entre dos células adyacentes con uniones 

por E-cadherina da lugar a señales que inhiben el crecimiento. 

Además, E-cadherina forma un complejo proteico con β-

catenina, actuando de reservorio del contenido celular de β-

catenina. La liberación de β-catenina al citosol conlleva su 
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fosforilación y ubicuitilación por el complejo GSK-3β, anexina 

y APC, enviándola a su degradación por el proteasoma. Sin 

embargo, la activación clásica de Wnt inhibe esta degradación y 

permite la nuclearización de β-catenina, donde se une y activa al 

factor de transcripción LEF/TCF (Tian et al. 2011). La función 

de E-cadherina se pierde en la mayoría de cánceres epiteliales 

debido a mutaciones que inactivan o reprimen 

transcripcionalmente a E-cadherina, favoreciendo la transición 

epitelio-mesénquima, una característica de la progresión tumoral 

en tumores de origen epitelial (Schmalhofer et al. 2009). 

Adicionalmente, mutaciones que impiden la degradación de β-

catenina, como mutaciones inactivantes de APC, promueven la 

sobreactivación de TCF y la transcripción de genes 

proliferativos que favorecen la agresividad del tumor (Sanchez-

Tilló et al. 2011). 
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2- DRO1 

DRO1, también conocido como CCDC80 o por sus 

homólogos SSG1 (rata), URB (ratón), equarina (pollo) y CL2 

(rata), fue inicialmente descrito como un gen regulado por 

estrógenos asociado a carcinogénesis de glándula mamaria en 

ratas (Marcantonio et al. 2001a) y por andrógenos en próstata 

(Marcantonio et al. 2001b). DRO1 se encuentra sobreexpresado 

en el tejido adiposo marrón de ratones deficientes en el receptor 

de Bombesina 3 (Aoki et al. 2002). Estudios posteriores 

revelaron que su expresión es abundante en grasa, pero está 

disminuida en obesidad (Okada et al. 2008). Además, DRO1 

tiene un papel importante en la regulación de la adipogénesis a 

través de la inhibición de la vía de señalización Wnt/β-catenina 

y de la inducción de C/EBPα y PPARγ (Tremblay et al. 2009). 

DRO1 está también expresado en células de la papila dérmica 

(Cha et al. 2005) y participa en la formación del ojo (Mu et al. 

2003). Su expresión también está confinada a células del 

estroma de médula ósea humana, sugiriendo un papel en 

esqueletogénesis (Liu et al. 2004). Es interesante destacar que 

DRO1 sensibiliza a las células frente a estímulos apoptóticos, 

siendo su expresión muy reducida en cánceres de colon y 

páncreas (Bommer et al. 2005), apoyando su papel como 

supresor tumoral. 
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2.1- Secuencia y estructura de DRO1 

La secuencia de DRO1 se encuentra muy conservada en 

las diferentes especies de vertebrados analizadas, manteniendo 

una homología próxima al 90% (Marcantonio et al. 2001a; Aoki 

et al. 2002; Liu et al. 2004; Visconti et al. 2003; y Bommer et al. 

2005). Marcantonio y colaboradores (2001a) fueron los 

primeros en clonar el DRO1 ortólogo de rata (SSG1), 

constituido por 3719 pb con una pauta abierta de lectura de 1158 

pb, lo que da lugar a una proteína de 385 aminoácidos de 41.8 

KDa de peso molecular. Sin embargo, los demás ortólogos de 

DRO1 descritos poseen una pauta abierta de lectura mucho más 

grande, dando lugar a una proteína de 949 (Urb), 950 (DRO1) y 

958 (Equarina-L) aminoácidos en ratón, humano y pollo 

respectivamente (Aoki et al. 2002; Liu et al. 2004). Esta 

discrepancia en el número de aminoácidos se debe a pequeñas 

diferencias en la secuencia de DNA que cambian la pauta de 

lectura. Visconti y colaboradores encontraron en rata otro cDNA 

mayor (CL2), con un tamaño más similar al de estos últimos 

(949 aminoácidos y unos 108 KDa), sugiriendo que la primera 

secuencia descrita para DRO1 en rata mostraba errores en su 

secuenciación o era una variante de empalme alternativo del 

mRNA. 

Como podemos observar en la Figura 1, la secuencia de 

aminoácidos de DRO1 contiene tres repeticiones o dominios que 

guardan una similitud del 30% con el quinto dominio de la 
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proteína SRPX/DRS/ETX (“Sushi Repeat-containing Protein, X 

chromosome / Down Regulated by Src”) (Aoki et al. 2002). 

SRPX contiene cinco dominios sushi, tres de ellos formados por 

seis residuos conservados de cisteína, otro dominio tipo sushi y 

un quinto dominio con dos residuos de cisteína capaces de 

formar puentes disulfuro entre ellos (Ichinose et al. 1990). Este 

quinto dominio sushi se encuentra muy conservado, tanto en los 

ortólogos de DRO1 como en la proteína SRPX e incluso en 

células procariotas, por lo que se ha propuesto la existencia de 

una nueva familia de proteínas con el dominio P-DUDES 

(Prokaryotes-DRO1-URB-DRS-Equarin-SRPUL) (Pawlowski et 

al. 2010). 

Además, la proteína de DRO1 cuenta con un alto 

porcentaje de lisinas entre los dominios 1 y 2, característica que 

augura a la proteína una localización nuclear (Liu et al. 2004). 

Esta región ha sido pronosticada con una estructura coiled-coil o 

de hélice superenrollada (Lupas et al. 1991), estructura presente 

en factores de transcripción e involucrada en funciones 

biológicas tan importantes como la regulación de la expresión de 

genes. Por otra parte, en esta misma zona también existe una 

región rica en treoninas (Liu et al. 2004) con gran similitud al 

receptor 2 de apolipoproteína E (ApoER2), lo que sugiere que 

DRO1 podría estar involucrado en el acoplamiento con la matriz 

extracelular (Pawlowski et al. 2010). Asimismo, se cree que 

toda esta región entre los dominios 1 y 2 no tiene una estructura 

organizada y definida (Linding et al. 2003). Finalmente, esta es 
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una región larga, flexible y desordenada que puede permitir 

muchas interacciones entre los dominios P-DUDES 

covalentemente unidos unos con otros por puentes disulfuro 

(Pawlowski et al. 2010). 

Además, a lo largo de la proteína se han encontrado tres 

sitios susceptibles a N-glicosilación correspondientes a los 

aminoácidos 467, 666 y 834 del homólogo de ratón (Aoki et al. 

2002). También se ha descrito la presencia de una pareja de 

aminoácidos básicos que permitiría la hidrólisis de la proteína en 

el residuo 523 por la enzima endoproteolítica furina (Aoki et al. 

2002), así como un péptido señal en el extremo N-terminal de 

reconocimiento por enzimas proteolíticas (Liu et al. 2004; 

Bommer et al. 2005). Por otra parte, la región N-terminal de 

DRO1 es muy hidrófoba (Aoki et al. 2002), sugiriendo que 

podría ser una proteína de secreción ya que los picos 

hidrofóbicos en N-terminal (NHP) son característicos de 

proteínas de secreción (Gorr & Darling 1995). Estas secuencias 

actúan como péptido señal que facilita la translocación de la 

proteína al retículo endoplasmático donde muchas proteínas de 

secreción son N-glicosiladas (Miyakawa et al. 1999). 
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2.1.1- Estructura y función del dominio P-DUDES: 

Los dominios P-DUDES, según métodos de predicción de 

la estructura, están compuestos por 4 hebras β formando una 

hoja laminar central y 3 ó 4 hélices α, cuyo orden estructural es 

β1, α1, β2, α2, β3, β4 y α3. Las proteínas P-DUDES difieren en 

el tamaño de la región α2, teniendo SRPX y SRPX2 una corta y 

DRO1 una larga (Pawlowski et al. 2010). Esta estructura forma 

el núcleo de una típica proteína plegada tipo tioredoxina (Qi and 

Grishin 2005). La familia de las proteínas tioredoxinas (Trx) es 

Figura 1: Dominios estructurales de las proteínas DRO1 y SRPX. 

Representación esquemática de los domínios de las proteínas SRPX y DRO1. 

Los números representan las posiciones de los aminoácidos (aa) desde N-

terminal (izquierda) hasta C-terminal (derecha). Cada dominio está 

representado por un rectángulo coloreado de manera diferente en cada caso y 

cuyos nombres se indican en la leyenda inferior de la imagen. 
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muy grande y diversa, mostrando un dominio estructural 

CxxxxR común que cataliza reacciones redox usando residuos 

conservados de cisteína (Atkinson and Babbitt 2009). Estas 

reacciones redox pueden ser de formación de puentes disulfuro, 

reacciones con glutatión y reacciones de reducción de 

hidroperóxidos. Respecto a las funciones de las proteínas 

tioredoxinas, las principales son la defensa frente a estrés y la 

señalización por peróxido (Hall et al. 2009). 

Al igual que las proteínas tipo Trx, algunas proteínas P-

DUDES (entre ellas DRO1) contienen dos residuos cisteína 

conservados CxxxxR. Sin embargo, la hipótesis de que el 

motivo CxxxxR en las proteínas P-DUDES sea el responsable 

de la función peroxirredoxina no está demostrada, pudiendo 

existir otras dos alternativas: una primera en la que las proteínas 

P-DUDES no tienen función oxidorreductasa y una segunda en 

la que la función oxidorreductasa en P-DUDES puede ser 

mediada por otros residuos diferentes al CxxxxR, como por 

ejemplo DNxxYF (Pawlowski et al. 2010). Los tres motivos P-

DUDES de DRO1 tienen conservados sus residuos de cisteína 

catalíticos. Según Pawlowski (2010), una hipótesis es que 

funcionen como un heterotrímero de subunidades, posiblemente 

como parte de un multímero mayor, aunque los dímeros son la 

forma prevalente en las estructuras de peroxirredoxinas. 
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2.2- Expresión de DRO1. 

2.2.1- Tejidos en los que DRO1 se expresa. 

La expresión de DRO1 ha sido localizada en distintos 

tejidos según diversos estudios realizados con distintas especies 

(Tabla 1): 

Tejidos Especie Referencia 

(+) útero, hígado, pulmón, bazo, riñón, vesícula 

biliar, músculo esquelético y cerebro 

(–) glándula mamaria e intestino 

Rata Marcantonio et 

al. 2001a 

(+) próstata Rata Marcantonio et 

al. 2001b 

(+) tejido adipoco, cerebro, estómago, colon, 

recto, hígado, pulmón, riñón y testículos 

Ratón Aoki et al. 2002 

(+) corazón, cerebro, hígado, médula espinal y 

nódulos linfáticos 

(–) médula ósea 

Humano Visconti et al. 

2003 

(+) células del estroma de médula ósea Ratón Liu et al. 2004 

(+) corazón, timo, placenta, páncreas y bazo 

(–) cerebro, músculo esquelético, riñón, hígado 

y pulmón. 

Humano Liu et al. 2004 

(+) células de la papila dérmica Humano Cha et al. 2005 

(+) tejido adipoco Humano y 

ratón 

Okada et al. 2008 

(+) cartílago Ratón Manabe et al. 

2008 
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2.2.2- Regulación de la expresión de DRO1. 

DRO1 fue descrito inicialmente por Marcantonio y 

colaboradores (2001a) como un gen regulado por estrógenos. En 

su estudio emplearon ratas ovarectomizadas (el ovario es el 

principal órgano productor de estrógenos) para identificar 

nuevos genes que respondieran al tratamiento con 17-β-estradiol 

(E2). En estas condiciones observaron que la expresión de 

DRO1 disminuía tras el tratamiento con E2, llegando a la 

conclusión de que DRO1 es un gen reprimido por estrógenos. 

En su estudio localizaron la presencia de 4 medios sitios del 

elemento de respuesta a estrógenos (ERE) en las bases -1061/-

1066, -745/-750, 321/326 y 911/916 del promotor de DRO1. Por 

el contrario, los niveles de mensajero de DRO1 en la glándula 

mamaria no cambiaron, aunque si aumentó la expresión de la 

proteína tras el tratamiento con E2. Esto sugiere que,  además de 

la regulación transcripcional, la regulación de DRO1 depende de 

otros mecanismos de regulación postraduccionales que darían 

lugar a una mayor velocidad de traducción y/o a una reducción 

en el reciclado de la proteína. Alternativamente, dado que el 

Tabla 1: Tejidos en los que se expresa DRO1. En la columna de la izquierda 

se identifican los diferentes tejidos humanos, de rata y ratón en los que se ha 

descrito la expresión de DRO1. Los símbolos (+) y (-) precediendo a los 

tejidos indican si la expresión de DRO1 es apreciable o no apreciable, 

respectivamente, en dichos tejidos. 
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tamaño de la proteína de DRO1 mostrado por Marcantonio y 

colaboradores es muy inferior al realmente esperado, el 

tratamiento con E2 pudiera en realidad estar aumentando el 

reciclado de DRO1 y, por tanto, aumentar los productos 

derivados de su degradación, por lo que sería una interpretación 

totalmente distinta a la propuesta por los mencionados autores. 

Los estrógenos no son las únicas hormonas esteroideas que 

regulan la expresión de DRO1, sino que también los andrógenos 

son capaces de hacerlo (Marcantonio et al. 2001b). A este 

respecto, la supresión de andrógenos por castración de ratas da 

lugar al aumento de los niveles de mRNA de DRO1 en la 

próstata ventral. Por el contrario, si estas ratas son tratadas con 

andrógenos como la testosterona o la dihidrotestosterona, los 

niveles de mensajero de DRO1 disminuyen. Estos resultados 

apoyan que la expresión de DRO1 está reprimida por 

andrógenos. No obstante, de forma similar a lo que ocurre en la 

mama de ratas tratadas con E2, los niveles de proteína aumentan 

en la próstata de ratas tratadas con andrógenos, lo contrario que 

ocurre con los niveles de mRNA. Estos resultados sugieren que 

además de la regulación transcripcional de DRO1, las 

regulaciones postraduccionales de la proteína juegan un papel 

importante en los niveles celulares de DRO1. 

Además de por hormonas esteroideas, la expresión de 

DRO1 también está reprimida por oncogenes como β-catenina, 

γ-catenina, K-Ras, c-Myc y Gli (Bommer et al. 2005). Esta 
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regulación está mediada por represión transcripcional a través de 

la unión de dichos represores entre las bases -2504/-2032 de la 

región promotora de DRO1, puesto que su eliminación impide la 

acción represora de estos oncogenes. Además, la expresión de 

DRO1 está reprimida en varios tipos de cáncer (Visconti et al. 

2003; Bommer et al. 2005; Pawlowski et al. 2010). Por tanto, es 

necesario un mayor conocimiento de los mecanismos que 

regulan los niveles de DRO1 para poder establecer la relevancia 

de DRO1 en la patogenia del cáncer con posibilidad de ser 

considerado como un marcador tumoral e incluso como una 

potencial diana terapéutica. 

 

2.3- Funciones biológicas de DRO1 

2.3.1- DRO1 como supresor tumoral 

Visconti y colaboradores (2003) fueron los primeros en 

proponer a DRO1 como supresor tumoral tras comprobar que se 

encontraba reprimido en diferentes carcinomas tiroideos. De 

hecho, observaron que la expresión de DRO1 era claramente 

detectable tanto en tejidos normales de tiroides humanos como 

en desórdenes hipoproliferativos como el bocio, mientras que 

era muy baja o indetectable en varias líneas celulares de 

carcinomas y en la mayoría de los tumores tiroideos, tanto 

malignos como benignos. Además, también observaron que 

DRO1 se encontraba reprimido en células PC Cl3 (células 
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tiroideas diferenciadas) transformadas con oncogenes como v-

mos, v-src y PyMLV (virus del polioma de la leucemia murina) 

dando lugar a células indiferenciadas y tumorogénicas. 

Coincidiendo con estos resultados, Bommer y 

colaboradores (2005) descubrieron que DRO1 está reprimido 

por los oncogenes β-catenina, γ-catenina, K-Ras, H-Ras, c-Myc 

y Gli en células epiteliales RK3E procedentes de riñón de rata. 

De igual modo, destacaba la expresión reducida de DRO1 tanto 

en líneas celulares de cáncer de páncreas y colon como en 

muestras de cánceres colorectales. DRO1 se expresa en tejidos 

epiteliales que son frecuentemente afectados por 

transformaciones neoplásicas asociadas con desregulación de las 

vías Wnt y Ras/Raf (Bommer et al. 2005) y defectos en la vía de 

señalización Wnt/APC/β-catenina/TCF juegan un papel 

importante en la iniciación de la carcinogénesis colorrectal 

(Bienz and Clevers, 2000; Kolligs et al. 2002). 

Además de estar reprimido en diferentes cánceres, la 

función de DRO1 como supresor tumoral viene dada también 

por su papel en la regulación de la proliferación y de la 

apoptosis. La expresión ectópica de DRO1 en células de cáncer 

que carecen de DRO1 endógeno da lugar a una reducción de la 

proliferación (Bommer et al. 2005). Para ello, Bommer y 

colaboradores estudiaron el efecto de la expresión de DRO1 en 

cultivos de células en suspensión y en cultivos de células en 

condiciones adherentes crecidas en placas de cultivo. En este 
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sentido, la expresión DRO1 es capaz de disminuir la 

proliferación en cultivos de células en suspensión, mientras que 

no se observaron diferencias en la velocidad de proliferación de 

células adheridas. Además, la expresión de DRO1 en los 

cultivos de células en suspensión también condujo a un aumento 

de la población celular en sub-G0/G1. Este fenómeno, conocido 

como anoikis, se debe a la inducción de muerte celular causada 

por una interacción inapropiada entre la célula y la matriz 

extracelular (Gilmore 2005). Por tanto, DRO1 ejerce un control 

negativo del crecimiento en células no adherentes por anoikis. 

Por el contrario, la expresión de DRO1 en células adherentes no 

produjo apoptosis, aunque fue capaz de sensibilizar las células a 

estímulos apoptóticos producidos con anticuerpos contra 

Apo1/CD95 (Bommer et al. 2005). 

 

2.3.2- Papel de DRO1 en diferenciación celular y 

desarrollo 

La diferenciación celular es el proceso por el que una 

célula no especializada, denominada célula madre, sufre 

cambios citológicos dando lugar a una célula descendiente con 

unas funciones especializadas. Este proceso se encuentra muy 

regulado y durante su desarrollo se produce la regulación de 

genes específicos, activándolos o reprimiéndolos con el fin de 

obtener el linaje requerido de células diferenciadas. La 
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diferenciación celular tiene lugar tanto en el estado embrionario 

como durante la vida del organismo pluricelular, dando lugar a 

los diferentes órganos y a su mantenimiento durante la fase 

adulta. 

En el humano adulto, las células del estroma de médula 

ósea (BMSC) son células madre mesenquimales capaces de 

diferenciarse a condrocitos, osteoblastos y adipocitos en 

respuesta a diferentes estímulos externos (Pittenger et al. 1999; 

Muraglia et al. 2000). Se ha observado que DRO1 se encuentra 

expresado preferentemente en células BMSC indiferenciadas 

(Liu et al. 2004). En estas células, tras 7 días de inducción de 

diferenciación osteogénica se redujeron los niveles de mRNA de 

DRO1, siendo incluso indetectables a días 14 y 30 (Liu et al. 

2004). Además, en este estudio también se observó que la 

expresión de DRO1 estaba regulada durante el desarrollo 

embrionario de ratón de forma que iba aumentando desde la 

primera semana postconcepción hasta los días 15-17del 

desarrollo embrionario, manteniéndose luego estable hasta el 

nacimiento. Estos datos indican que DRO1 podría estar 

involucrado en la embriogénesis y en la osteogénesis. 

Por otro lado, la diferenciación de células progenitoras 

mesenquimales a adipocitos empieza con una cascada 

transcripcional que da lugar a la inducción de los factores de 

transcripción C/EBPα, β, y δ, KLF5 y PPARγ (Farmer 2006). 

En la diferenciación de adipocitos también están involucrados 
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eventos de señalización extracelular mediados por factores de 

secreción como las proteínas Wnt. La vía de señalización 

canónica de Wnt a través de β-catenina es crucial en la 

regulación negativa de la adipogénesis ya que la represión de la 

actividad transcripcional dependiente de β-catenina da lugar a la 

inducción de C/EBPα y PPARγ (Bennett et al. 2002). 

Durante la adipogénesis DRO1 se expresa de manera 

bifásica, siendo sus niveles muy bajos en cultivos preconfluentes 

de preadipocitos 3T3-L1, mientras que los niveles aumentan al 

llegar a confluencia (día 0) y disminuyen 24h después del 

estímulo adipogénico para volver a aumentar a los 8 días cuando 

el adipocito está completamente diferenciado (Tremblay et al. 

2009). La relevancia de DRO1 durante la adipogénesis queda 

reflejada en este estudio al impedirse la diferenciación tras el 

silenciamiento de DRO1. Sin embargo, la diferenciación se 

recupera al añadir medio condicionado de cultivos normales, 

sugiriendo que DRO1, al igual que otras adipocitoquinas, es 

secretado al medio. 

Además, se ha observado que el silenciamiento de DRO1 

en células 3T3L1 conducía a la represión de C/EBPα y PPARγ y 

a la activación de KLF5, resultando en la disminución de la 

expresión de genes implicados en la absorción de ácidos grasos 

(CD36 y LPL), en la síntesis de triacilglicéridos (DGAT1 y 

DGAT2), en el metabolismo de lípidos (SCD1 y SCD2), y en la 

disminución del transportador de glucosa GLUT4 (Tremblay et 
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al. 2009). Sin embargo, el silenciamiento de DRO1 no produjo 

cambios en la expresión de los factores de transcripción C/EBPβ 

y C/EBPγ, los cuales actúan al inicio de la adipogénesis. Puesto 

que durante la adipogénesis el aumento de la expresión de 

C/EBPα y PPARγ requiere de la inhibición de la señalización de 

Wnt/β-catenina (Farmer 2006), cabría esperar que DRO1 

reprimiese esta vía. Efectivamente, Tremblay y colaboradores 

demostraron que DRO1 era necesario y suficiente para la 

represión de la vía Wnt/β-catenina durante la adipogénesis. 

Además, también observaron que la expresión ectópica de 

DRO1 en células HepG2 (que tienen reprimido a PPARγ por 

sobreexpresar β-catenina) era capaz de regular la actividad 

transcripcional de TCF produciendo un aumento de PPARγ sin 

afectar a la expresión de β-catenina. No obstante, la 

sobreexpresión de DRO1 no producía mayor adipogénesis sino 

que la inhibía. Por tanto, Tremblay y colaboradores concluyeron 

que DRO1 modula la adipogénesis de forma bidireccional. Es 

decir, que DRO1 activa la adipogénesis inhibiendo la actividad 

transcripcional del complejo TCF/β-catenina después del inicio 

de la adipogénesis. Pero por otra parte, DRO1 inhibe la 

adipogénesis por mecanismos independientes de la vía canóniga 

de Wnt. Es por ello que para que transcurra la adipogénesis se 

debe lograr un balance y una expresión temporal de DRO1 que 

permitan la activación de C/EBPα y PPARγ. 
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2.3.3- Papel de DRO1 en metabolismo 

El hecho de que DRO1 esté expresado en tejido adiposo y 

que sea fundamental durante la adipogénesis indica que puede 

tener un papel importante en el metabolismo. En este sentido, 

Aoki y colaboradores (2002), tratando de identificar genes 

relacionados con obesidad encontraron sobreexpresión de DRO1 

en el tejido adiposo de ratones deficientes en el receptor de 

bombesina 3 (BRS-3-/-). Estos ratones sufren hiperfagia, índice 

metabólico reducido y una obesidad moderada que se inicia en 

el estadio adulto (Ohki-Hamazaki et al. 1997). Entonces, los 

ratones BRS-3-/- son obesos a los 8 meses de edad pero no a las 

7 semanas. En estos ratones, DRO1 se expresa tanto en tejido 

adiposo blanco como en el marrón. No obstante, los niveles de 

mRNA de DRO1 en el tejido adiposo blanco son similares en 

los ratones silvestres, tanto a los 8 meses de edad como a las 7 

semanas. Sin embargo, en la grasa marrón, mientras que los 

niveles de DRO1 se mantienen iguales en ratones BRS-3-/- y 

ratones silvestres con 7 semanas de edad (no obesos), a los 8 

meses (ratones obesos) los niveles de DRO1 son 4 veces 

mayores en los ratones BRS-3-/- con respecto a los ratones 

silvestres. A diferencia del tejido adiposo blanco (encargado de 

almacenar energía en forma de lípidos) el tejido adiposo marrón 

(caracterizado por su actividad termogénica) se encarga de 

consumir energía y disiparla en forma de calor. Por tanto, Aoki 

y colaboradores sugieren que la sobreexpresión de DRO1 es 
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tejido dependiente y tiene un papel importante en la regulación 

del metabolismo energético. 

El tejido adiposo no es exclusivamente un tejido estático 

encargado de almacenar energía en forma de grasa, sino que 

también es un órgano endocrino que produce y secreta 

moléculas activas conocidas como adipocitoquinas. Cabe 

destacar que DRO1 también es secretado por adipocitos (Okada 

et al. 2008), sugiriendo una función semejante a la de alguna 

adipocitoquina. La desregulación en la producción de 

adipocitoquinas como la adiponectina da lugar al síndrome 

metabólico, caracterizado por obesidad abdominal, dislipidemia, 

hipertensión e hiperglucemia (Ryo et al. 2004). Curiosamente, 

los niveles de expresión de adiponectina están directamente 

relacionados con los de DRO1 en tejido adiposo. De hecho, 

ambos están disminuidos en el tejido adiposo blanco de modelos 

obesos de ratón ob/ob y KKAy, así como en ratones obesos 

inducidos por dieta (Okada et al. 2008). Además, la insulina, 

TNFα y los mecanismos de estrés inducidos por H2O2 e hipoxia, 

producen una disminución en la expresión de DRO1 y 

adiponectina (Okada et al. 2008). Estos resultados sugieren que 

al igual que la adiponectina, DRO1 también pudiera tener un 

papel protector antiinflamatorio y de favorecer la sensibilidad a 

insulina en tejidos periféricos. 
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3-  AIB1 

3.1- La familia p60 de coactivadores 

transcripcionales 

3.1.1- Introducción y clasificación de las proteínas 

SRC 

Las hormonas esteroideas, tiroideas, retinoides, vitamina 

D, prostaglandinas y ácidos biliares regulan eventos importantes 

en el desarrollo y en las funciones fisiológicas del organismo 

tras la unión a sus respectivos receptores nucleares y la 

activación de la transcripción de genes diana específicos para 

cada uno de ellos. Tras la unión del ligando a su respectivo 

receptor, como el de estrógenos (ERα y ERβ), progesterona 

(PR-A y PR-B), andrógenos (AR), glucocorticoides (GR) y 

mineralocorticoides, éstos cambian su conformación, 

liberándose de proteínas corepresoras como HSP70 y 

dimerizándose. Una vez activados, los dímeros se unen a sus 

respectivos elementos de respuesta a hormona (HRE) en el 

DNA, donde reclutan a proteínas coactivadoras que facilitan y 

amplifican la transcripción de los genes diana. En ausencia de 

ligando, los receptores nucleares que forman heterodímeros con 

el receptor X retinoide (RXR), como el receptor de hormonas 

tiroideas (TR), el receptor del ácido retinoico (RAR) y receptor 

de vitamina D, permanecen unidos a sus HRE asociados a 
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corepresores que inhiben la transcripción de sus genes diana 

(revisado en Xu and Li 2003). En presencia del ligando se 

produce la consecuente activación del complejo transcripcional, 

asociándose a moléculas coactivadoras que permiten la 

transcripción de los genes diana. 

Muchas proteínas coactivadoras forman parte de 

complejos correguladores multiproteicos que poseen dos tipos 

de actividades enzimáticas (Rosenfeld et al 2006): 1) atividades 

enzimáticas que producen modificaciones covalentes en histonas 

mediante acetilaciones/desacetilaciónes y metilaciones/ 

desmetilaciones, o por fosforilación/desfosforilación, poli(ADP) 

ribosilasa, ubicuitina-ligasa y SUMO-ligasa; 2) actividades 

enzimáticas que producen remodelación de la cromatina de 

forma dependiente de ATP. Regulando la transcripción génica 

podemos encontrar diferentes complejos de coactivadores que 

poseen las actividades citadas anteriormente. Por ejemplo, un 

complejo coactivador es el BRG/Brm (“Brahma-Related-Gene-

1”), que tiene actividad ATPasa y produce la remodelación de la 

cromatina de forma ATP-dependiente (Rosenfeld & Glass 

2001). Por otra parte se encuentra el complejo coactivador 

TRAP/DRIP (“TR-Associated Protein/ vitamin D Receptor 

Interacting Protein”), encargado del reclutamiento de la RNA 

polimerasa II (Rosenfeld & Glass 2001). Un complejo que 

puede metilar la histona H3 es el formado por ASC-2 

(“Activating Signal Cointegrator 2”) (Goo et al. 2003). Otro 

complejo coactivador es el complejo formado por SRC (“Steroid 
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Receptor Coactivator”) junto con acetiltransferasas (CBP, p300) 

y metiltransferasas (CARM1 y PRMT1), los cuales son 

reclutados en los promotores a través de la interacción entre el 

receptor nuclear y el coactivador SRC de forma dependiente de 

ligando (McKenna & O’Malley 2002; Xu & O’Malley 2002). 

La familia de coactivadores del receptor de esteroides (SRC) 

está formada por tres miembros homólogos: 

-SRC-1: el coactivador del receptor de esteroides-1 es un 

gen localizado en el cromosoma 2 (p23) en humanos (Carapeti 

et al. 1998). La proteína que expresa interacciona con los 

receptores PR, ER y TR unidos a ligandos (Oñate et al. 1995; 

Takeshita et al. 1996; Kamei et al. 1996). SRC-1 está implicado 

en el desarrollo y función del cerebro, en metabolismo 

energético junto con PPARγ y otras funciones biológicas (Auger 

et al. 2000; Puigserver et al. 1999). Por otra parte, SRC-1 

promueve la metástasis en tumores de mama mediante la 

coactivación de PEA3 en la expresión de Twist (Qin et al. 

2009). Sin embargo, aunque SRC-1 facilita la formación de 

metástasis, no tiene ningún efecto sobre la formación o 

iniciación del tumor primario (Wang et al. 2008). 

-SRC-2: SRC-2, también conocido como GRIP-1 

(Proteina de interacción con el receptor de glucocorticoides 1), 

TIF2 (Factor intermediario transcripcional 2) o NCoA2 

(Coactivador de receptores nucleares 2) se encuentra 

genéticamente localizado en el cromosoma 8 (q21) en humanos. 
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Interacciona con los receptores GR y ER. Además, tiene un 

papel importante en el eje reproductor y en el comportamiento 

reproductivo (Apostolakis et al. 2002) y en el metabolismo de 

lípidos y balance energético (Picard et al. 2002). 

-SRC-3: SRC-3, AIB1 (Amplificado en cáncer de mama 

1), pCIP (Proteína de interacción con p300/CBP), NCoA3 

(Coactivador de receptores nucleares 3), RAC3 (Coactivador 

asociado a receptores 3), ACTR (Acetiltransferasa) o TRAM1 

(Molécula activadora del receptor de hormonas tiroideas 1) fue 

inicialmente identificado como un gen amplificado en 20q12 en 

cánceres de mama y ovario (Anzick et al. 1997). Además, las 

principales funciones fisiológicas de AIB1 son diferentes de las 

de SRC-1 y SRC-2. De hecho, a diferencia de los ratones SRC-

1-/- y SRC2-/-, los ratones AIB1-/- muestran retraso en el 

crecimiento y menor peso en adultos (Xu et al. 2000; Wang et 

al. 2000). Asimismo, AIB1 es el único de la familia que ha sido 

relacionado con la iniciación del cáncer (Yan et al. 2006; Tien, 

et al. 2009; Lahusen et al. 2009; Zhou et al. 2010), lo que ha 

dado lugar a un exhaustivo estudio de sus funciones biológicas y 

patológicas. 
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3.1.2- Mecanismo molecular de la activación 

transcripcional por SRC 

Las proteínas SRC participan en la remodelación de la 

cromatina y activación transcripcional a través de un mecanismo 

molecular secuencial. En primer lugar se forman los complejos 

transcripcionales SRC que contienen, además de las proteínas 

SRC, las proteínas acetiltransferasas CBP y p300, y las 

metiltransferasas CARM y PRMT1. Estos complejos son 

reclutados en la cromatina por unión directa de SRC al receptor 

nuclear presente en el promotor de un gen diana. Como 

resultado, se produce la metilación y acetilación de histonas y la 

consecuente destrucción de los nucleosomas y apertura de la 

cromatina, facilitando el inicio de la transcripción. A 

continuación, el complejo de remodelación de la cromatina 

SWI/SNF es reclutado en la cromatina mediante interacciones 

directas o indirectas con CBP/p300. El reclutamiento del 

complejo es estabilizado tras la acetilación de las colas de 

histonas por CBP/p300. La actividad histona acetiltransferasa de 

este complejo depende de ATP y fomenta los cambios de la 

topología del DNA. El complejo mediador TRAP es también 

reclutado a los promotores activos a través de la interacción con 

las proteínas SRC o con los receptores nucleares. El complejo 

TRAP se comunica directamente con la maquinaria de 

transcripcional basal y activa la expresión génica. Todo este 

proceso puede ocurrir de forma cíclica, siendo regulado por 
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fosforilaciones en la zona C-terminal de la RNA polimerasa II, 

el intercambio secuencial de los coactivadores integrantes del 

complejo y por fosforilaciones y acetilaciones de los 

coreguladores (revisado en Ferrero and Font de Mora 2011). 

Además de interaccionar con los receptores nucleares, los 

miembros de la familia SRC también interaccionan directamente 

con factores de transcripción como AP-1 (Lee et al. 1998), 

NFκB (Werbajh et al 2000), STAT3 (Arimura et al. 2004) y 

E2F1 (Louie et al. 2004), activando la expresión de sus genes 

diana. Esta gran promiscuidad de los coactivadores SRC les 

otorga una gran relevancia en un gran número de procesos 

celulares y fisiológicos, incluyendo la proliferación y 

diferenciación celular, el desarrollo embrionario, el eje 

reproductor y el metabolismo. 

 

3.1.3- Estructura y dominios de las proteínas SRC 

Las proteínas de la familia SRC tienen un peso molecular 

aproximado de 160 KDa. Cada proteína SRC tiene más de 1400 

aminoácidos con una alta homología de secuencia entre sí, 

alcanzando el 50-55% de similitud y hasta un 43-48% de 

identidad entre los tres miembros. De hecho, todas contienen los 

siguientes dominios (Figura 2): 

- Dominio bHLH/PAS: Localizado en la región N-terminal, es el 

dominio más conservado entre los tres miembros de la familia. 



 53

Esta región posee un dominio bHLH (basic helix-loop-helix) 

similar al de muchos reguladores transcripcionales (Murre et al. 

1989) y dos dominios PAS (Per-AhR-Sim) característicos de 

muchas proteínas nucleares como Per, AhR y Sim (Swanson and 

Bradfield 1993). Este dominio se encuentra involucrado en la 

dimerización entre las proteínas que contienen este motivo 

(Huang et al. 1993) y es importante para la interacción con 

factores miogénicos como miogenina y MEF-2C (Chen et al. 

2000). 

- Región S/T: La parte central de la secuencia es una región rica 

en serinas y treoninas, por lo que es una zona susceptible de 

sufrir fosforilaciones. Estas modificaciones postraduccionales 

juegan un papel muy importante en la regulación y actividad de 

AIB1. 

- Motivos LXXLL o LLXXL (L = Leucina; X = cualquier 

aminoácido): Son motivos conservados a lo largo de la región 

central de la secuencia de las proteínas SRC. Los tres dominios 

centrales (Dominios de interacción con receptores, RID) son los 

responsables de la interacción con los receptores nucleares, 

formando una hélice α anfipática que se une a los surcos 

hidrofóbicos expuestos por los receptores nucleares tras la unión 

del ligando (Shiau et al 1998). La preferencia de interacción de 

un coactivador SRC con un determinado receptor nuclear 

depende de la distancia entre los distintos dominios LXXLL así 
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como de la secuencia de aminoácidos entorno a cada uno de 

estos dominios. 

- Dominio de activación 1 (AD1): Responsable de la interacción 

con las metiltransferasas CBP y p300, aunque no interacciona 

con los receptores nucleares (Voegel et al. 1996; Li et al. 1997; 

Oñate et al. 1998). Esta interacción con CBP y p300 se efectúa a 

través sus hélices hidrofóbicas con los motivos LXXLL 

presentes en el dominio de activación 1 de las proteínas SRC. 

De hecho, la mutación de estos motivos impide la unión de SRC 

con CBP (Mclnerney et al. 1998).     

- Dominio de activación 2 (AD2): Se encuentra en la posición 

C-terminal de las proteínas SRC y es el responsable de su 

interacción con histona-metiltransferas como CARM-1 y 

PRMT-1 (Chen et al. 1999; Koh et al. 2001). 

- Dominio histona-acetiltransferasa (HAT): Está presente en la 

zona C-terminal de SRC-1 y AIB1. Es un dominio que tiene 

actividad histona-acetiltransferasa intrínseca, por lo que podría 

estar directamente relacionado con la remodelación de la 

cromatina, aunque no se ha comprobado su relevancia (Chen et 

al. 1997).  

- Región rica en glutaminas (Q) y cadena de poliglutaminas 

(poliQ): Los miembros de la familia SRC poseen en la zona C-

terminal una región rica de glutaminas (Xu & Li 2003). 

Además, AIB1 también tiene una cadena de poliglutaminas cuya 

longitud (entre 26 y 32 glutaminas) es un polimorfismo en 
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humanos que se ha intentado correlacionar con susceptibilidad a 

cáncer. De hecho, se ha observado en diferentes carcinomas de 

ovario que los genotipos que poseen una cadena de 

poliglutaminas más corta son más agresivos (Li et al. 2005). Sin 

embargo su importancia biológica es desconocida y en otros 

cánceres como el de mama existe una contradicción en los 

estudios existentes. Estos estudios no relacionan la agresividad 

de los genotipos en función de la longitud de la cadena de 

poliglutaminas cuando los genes BRCA1 y BRCA2 están 

mutados (Haiman et al. 2000; Spurdle et al. 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Dominios estructurales y funcionales de las proteínas de la 

familia SRC: Representación esquemática de los dominios de las proteínas 

SRC. Los números representan las posiciones de los aminoácidos desde N-

terminal (izquierda) hasta C-terminal (derecha). Cada dominio está 

representado por un rectángulo coloreado indicado en la leyenda inferior de 

la figura. 
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3.2- Funciones fisiológicas y patológicas de AIB1  

De manera similar a los otros miembros de la familia SRC, 

AIB1 está expresado en muchos tejidos. Se ha detectado mRNA 

de AIB1 en placenta, páncreas, pulmón, riñón, cerebro, hígado, 

intestinos, útero, oocitos, epitelio vaginal, hipocampo, bulbo 

olfatorio, pituitaria, músculo esquelético, músculo liso 

(endotelio), glándula mamaria y testículos. A nivel de proteína 

se ha detectado su expresión en testículos, pulmón, hígado, 

cerebro, corazón, glándula mamaria y ovario (Xu and Li 2003; 

Xu et al. 2000; Yuan et al. 2002). Curiosamente, AIB1 no se 

expresa en endometrio uterino, un tejido extremadamente 

sensible a los esteroides del ovario, mientras que sí lo hace con 

grandes niveles en la glándula mamaria, lo que muestra que la 

expresión de AIB1 no es estrictamente ubicua (Xu et al. 2000). 

AIB1 juega un papel importante en diferentes funciones 

fisiológicas como el desarrollo, la reproducción y el 

metabolismo. Además, también participa en otros procesos 

como la vasoprotección y la respuesta inmune. Por otra parte, 

AIB1 se encuentra implicado con gran protagonismo en 

diferentes procesos patológicos como es el cáncer. A 

continuación se detalla en mayor profundidad estos procesos. 

 

 

 



 57

3.2.1- Papel de AIB1 en el desarrollo. 

Se ha observado en ratones transgénicos que 

sobreexpresan AIB1 en la glándula mamaria que existen altos 

niveles del IGF-1R y AKT fosforilados debido a una mayor 

activación de la vía PI3K/AKT (Torres-Arzayus 2004). Esta 

mayor actividad coincide con la mayor secreción de IGF-I que 

actuaría de forma auto- y paracrina (Torres-Arzayus 2004). En 

este sentido, los niveles de IGF-1 circulantes están disminuidos 

en ratones AIB1-/- y conducen a un retraso en el crecimiento 

(Wang et al. 2000; Xu et al. 2000; Zhou et al. 2003). A 

diferencia de los ratones SRC1-/- y SRC2-/- , los ratones AIB1-/-  

muestran retraso y disminución del crecimiento debido a los 

bajos niveles de IGF-1 y resistencia parcial de los tejidos a IGF-

1 (Xu et al. 2000). Además, las hembras tienen bajos niveles de 

estrógenos y muestran un pobre desarrollo alveolar de la 

glándula mamaria debido a la deficiente respuesta a estrógenos y 

progesterona, lo que sugiere que AIB1 está implicado en la 

proliferación celular dependiente de hormonas esteroideas y la 

diferenciación durante el desarrollo de los alvéolos mamarios 

(Xu et al. 2000). 

 

3.2.2- Papel de AIB1 en reproducción. 

El retraso en el crecimiento suele ir acompañado de un 

retraso en el inicio de la pubertad. De hecho, los ratones AIB1-/- 



 58

sufren un retraso en la maduración sexual posiblemente por la 

disminución de la capacidad de producir estrógenos (Xu et al. 

2000). Además, en ratones machos AIB1-/- está disminuida la 

función reproductiva y en las hembras el desarrollo y función 

del sistema reproductivo es anormal mostrando una ovulación 

disminuida, menor frecuencia de embarazos, camadas más 

pequeñas y un ciclo estral más largo (Xu et al. 2000). 

 

3.2.3- Papel de AIB1 en metabolismo. 

Los ratones AIB1-/- tienen un mayor metabolismo 

mitocondrial en el tejido adiposo marrón y músculo esquelético 

(Coste et al. 2008). El metabolismo mitocondrial puede ser 

activado por PGC-1α (PPARγ coactivator-1α) (Puigserver et al. 

1998; Lin et al. 2005). La expresión de AIB1 se encuentra 

inducida por un exceso de aporte calórico provocando la 

inhibición de PGC-1α y el gasto energético. La restricción 

calórica disminuye los niveles de AIB1, lo que conduce a un 

aumento de la actividad PGC-1α y del gastó calórico (Coste et 

al. 2008). Además, los ratones AIB1-/- muestran una 

disminución del peso corporal y del tejido adiposo (Louet et al. 

2006). AIB1 actúa de manera sinérgica con C/EBP para 

controlar la expresión de PPARγ2, un factor de transcripción 

esencial en la diferenciación adipocítica Por tanto, AIB1 es 

necesario en la diferenciación de adipocitos hasta el punto de 
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que ésta se encuentra significativamente impedida en ausencia 

de AIB1 (Louet et al. 2006). 

 

3.2.4- Otras funciones fisiológicas de AIB1. 

Puesto que AIB1 coactiva al receptor de estrógenos, es 

normal que AIB1 tenga funciones fisiológicas compartidas con 

los estrógenos. Un efecto bien reconocido de los estrógenos es el 

de vasoprotector, de forma que las mujeres premenopáusicas 

sufren menos enfermedades cardiovasculares que las 

postmenopáusicas (Mendelson & Karas 1999). En este sentido 

se ha observado que AIB1 se expresa junto con ERα y ERβ en 

células endoteliales y músculo liso vascular, favoreciendo los 

efectos vasoprotectores mediados por los estrógenos e 

inhibiendo la formación de la neoíntima después del daño 

vascular (Yuan et al. 2002). 

Otra función fisiológica en la que AIB1 está implicado es 

la respuesta inmune  y la inflamación. Concretamente, se ha 

observado que AIB1 interacciona con la quinasa IκB (IKK) la 

cual lo fosforila (Wu et al. 2002). IKK es responsable de la 

degradación de IκB dando lugar a la activación de NF-κB, un 

factor de transcripción muy importante en la regulación de genes 

implicados en la respuesta inflamatoria y la supervivencia 

celular (Pennington et al. 2001). La fosforilación de AIB1 por 

IKK produce su translocación desde el citosol al núcleo donde 

activa la actividad transcripcional de NFκB dando lugar a la 



 60

expresión de genes proinflamtorios como caspasas 4 y 5 (Wu et 

al. 2002). 

 

3.2.5- Función de AIB1 en cáncer. 

Por otra parte, AIB1 también juega un papel muy 

importante en diferentes patologías humanas, principalmente en 

cáncer. De hecho, AIB1 está amplificado en 20q12 en un 5% de 

cánceres de mama y ovario y está sobreexpresado en el 60% de 

distintos tipos de cáncer, estando relacionado con un fenotipo 

agresivo y un mal pronóstico de la enfermedad (Gojis et al. 

2010; Luo et al. 2008; Li et al. 2005; Wang et al. 2002; Anzik et 

al. 1997). Aunque los primeros estudios de AIB1 sugerían que el 

papel de AIB1 en cáncer estaba vinculado al receptor de 

estrógenos y otras hormonas esteroideas, hoy en día apuntan a 

que la expresión de otros genes como Her2 son también de gran 

importancia. De hecho, la expresión de proteína AIB1 en 

diferentes cánceres está correlacionada con la amplificación del 

gen Her2 y no con el del receptor de estrógenos (Lee et al. 

2011). La sobreexpresión de AIB1 se ha hallado en cáncer de 

próstata (Hsing et al. 2002; Platz et al. 2000), carcinoma de 

endometrio (Glaeser et al. 2001; Kershah et al. 2004; Sakaguchi 

et al 2007; Balmer et al. 2006), así como en otros cánceres como 

carcinoma de células escamosas del esófago, cáncer gástrico, 

carcinoma colo-rectal, cáncer pancreático, carcinoma 

hepatocelular y cáncer de uretra (Gojis et al. 2010; Xu et al. 
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2007; Sakakura et al 2000; Xie et al. 2005; Henke et al. 2004; 

Wang et al. 2002; Luo et al. 2008). AIB1 también está 

implicado en cáncer del tracto respiratorio superior como el 

carcinoma nasofaríngeo (Liu et al. 2008). Asimismo, AIB1 tiene 

un papel fundamental en diferentes cánceres del sistema 

nervioso central como en los meningiomas (Carroll et al 2000). 

 

3.3- Modificaciones postraduccionales de AIB1  

El potencial oncogénico de AIB1 no sólo depende de sus 

niveles de expresión, sino que la actividad de AIB1 también se 

encuentra regulada por diferentes modificaciones 

postraduccionales como fosforilaciones, ubicuitilaciones, 

sumoilaciones, metilaciones y acetilaciones (Ferrero & Font de 

Mora 2011). AIB1 es fosforilado en, al menos, 11 residuos: T24, 

S101, S102, S505, S509, S543, S601, S857, S860, S867 e 

Y1357 (Amazit et al. 2007; Li et al. 2008; Wu et al. 2004; 

Zheng et al. 2005; Wu et al. 2007; Giamas et al 2009; Oh et al. 

2008). La activación de receptores de factores de crecimiento 

como HER2/neu o IGF-IR desencadena la señalización a través 

de distintas quinasas citosólicas entre las que se incluye MAPK 

(Font de Mora & Brown 2000; Migliaccio et al. 1996). Tras esta 

activación, MAPK fosforila a AIB1 en múltiples sitios del 

entorno del dominio de activación de la transcripción AD1, 

permitiendo el reclutamiento de p300 y aportando al complejo 

transcripcional la actividad histona-acetiltransferasa (Font de 



 62

Mora & Brown 2000). La fosforilación de AIB1 por MAPK 

despliega posiblemente su estructura conformacional, que 

permanecía inhibida por impedimento estérico impidiendo su 

interacción con p300. Además, la fosforilación de T24, S857 y 

S860 por MAPK es esencial para la translocación de AIB1 al 

núcleo y su posterior unión y coactivación de ER (Amazit et al. 

2007). También se ha descrito el mecanismo molecular por el 

que la activación de ER por estrógenos también da lugar a la 

activación de MAPK a través de la tirosina quinasa Src 

(Migliaccio et al. 1996). Este cruce de señales constituye un 

mecanismo de retroalimentación en el que AIB1 participa como 

una molécula clave en la encrucijada de señalización entre 

hormonas esteroideas y factores de crecimiento. Por otra parte, 

la activación de la vía NFκB por TNFα conduce a la 

fosforilación de AIB1 en S857 por IKK, permitiendo la 

translocación de AIB1 al núcleo y la coactivación del factor de 

transcripción NFκB (Wu et al. 2002). Por tanto, la combinación 

de múltiples fosforilaciones de AIB1 da lugar a una compleja 

respuesta de AIB1, participando en diferentes vías de 

señalización y proporcionando un enclave por el cual diferentes 

señales pueden actuar a través de AIB1 modulando diferentes 

respuestas fisiológicas. 

Por otra parte, la ubicuitilación es un proceso enzimático 

secuencial por el que se une covalentemente una pequeña 

proteína de 8 KDa (ubicuitina) a una lisina específica de la 

proteína diana para producir un efecto reversible 
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(monoubicuitilación) o irreversible (poliubicuitilación) que 

conduce a la degradación de la proteína por el proteasoma (Li & 

Shang 2007). AIB1 puede ser ubicuitilado en los residuos K723, 

K786 y K1194. La monoubicuitilación de AIB1 en K723 y 

K786 da lugar a un aumento de su capacidad coactivadora del 

ER, mientras que la poliubicuitilación conduce a su degradación 

por el proteasoma 26S (Wu et al. 2007). 

La sumoilación es un proceso similar a la ubicuitilación, 

en el que el marcaje con la proteína SUMO modifica las 

propiedades funcionales de la proteína diana, dirigiendo su 

localización subcelular o su actividad, incluyendo la regulación 

transcripcional (Li & Shang 2007). AIB1 es también sumolilado 

en los residuos K723, K786 y K1194. La sumoilación de AIB1 

ocurre en el núcleo y da lugar a una disminución de su actividad 

transcripcional. Además, la fosforilación y sumoilación de AIB1 

ocurre de forma coordinada (Wu et al 2006). Es decir, la 

fosforilación de las serinas S505, S543, S860 y S867 por MAPK 

impide la sumoilación de AIB1. Al mismo tiempo, la 

sumoilación de las lisinas K723, K786 y K1194 impide la 

fosforilación de AIB1. Esto es entendible cuando la 

fosforilación induce la actividad transcripcional y la sumoilación 

la inhibe. 

AIB1 también puede sufrir acetilación y metilación en 

diferentes residuos. Tras la acetilación de histonas e inicio de la 

transcripción, la acetilación de AIB1 tiene lugar en los residuos 
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K629 y K630 por las acetiltransferasas CBP/p300, neutralizando 

las cargas positivas de los residuos y conduciendo a la 

disociación del complejo coactivador. Por tanto, la acetilación 

reprime la señalización del coactivador proporcionando un bucle 

de retroalimentación para mantener la transcripción de genes 

diana bajo control (Chen et al. 1999). Por otro lado, AIB1 

también tiene dos sitios de metilación entre las Arg 1163-1195 y 

839-961 que dan lugar a una restricción en su actividad 

transcripcional (Naeem et al. 2006). Todas estas modificaciones 

transcripcionales dan un ajuste mucho más fino en la regulación 

enzimática de AIB1 y denotan la gran relevancia de AIB1 en la 

fisiología celular. 

 

3.4- Mecanismos moleculares de la oncogénesis 

mediada por AIB1 

3.4.1- Vía de transducción dependiente de hormona 

La sobreexpresión de AIB1 se ha relacionado con cánceres 

de próstata hormonodependientes (Hsing et al. 2002; Platz et al. 

2000) o carcinoma de endometrio (relacionado con estrógenos) 

(Glaeser et al. 2001; Kershah et al. 2004; Sakaguchi et al 2007; 

Balmer et al. 2006). Aproximadamente el 70% de los cánceres 

de mama expresan los receptores de hormonas ERα y/o PR, 

siendo biomarcadores indicativos de la dependencia a hormona 

(Miller et al. 2011). Puesto que la tumorogénesis en muchos 
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tipos de cáncer está estrechamente relacionada con la actividad 

hormonal, no es de extrañar que uno de los mecanismos por los 

que AIB1 media su capacidad oncogénica sea a través de la 

coactivación de los receptores hormonales. De hecho, la 

coactivación de ER por AIB1 da lugar a un aumento de la 

expresión de ciclina D1 y c-Myc (Planas-Silva et al. 2001; 

Zhang et al. 2004), dos genes implicados en proliferación celular 

cuya sobreexpresión está estrechamente vinculada con el 

desarrollo del cáncer (Figura 3). 

 

3.4.2- Vías de transducción independientes de 

hormona 

AIB1, además de interaccionar y coactivar a receptores 

hormonales, también es capaz de interaccionar con otros 

factores de transcripción como AP-1 (Nakuci et al. 2006), NFκB 

(Werbajh et al. 2000), STATs (Arimura et al. 2004) y E2F1 

(Louie et al 2004), produciendo la activación de la expresión de 

sus genes diana. Como resultado de la expresión de estos genes 

se favorece la progresión del ciclo celular de forma 

independiente de hormonas. De hecho, la fuerte expresión de la 

proteína de AIB1 en cáncer de mama es un factor de mal 

pronóstico, especialmente en cánceres ER-negativos (Lee et al 

2011). Por lo tanto, puesto que más del 30% de los cánceres de 

mama son negativos para ER (Normanno et al. 2005) es muy 
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trascendental conocer los mecanismos independientes de 

hormona en los que AIB1 está implicado. Además, es 

importante señalar que la proliferación celular independiente de 

hormona es responsable de gran parte de las resistencias a las 

terapias endocrinas empleadas en el tratamiento de muchos 

cánceres. Sin embargo, la pérdida de expresión de ER solo es 

responsable del 17% de los casos de resistencia a tamoxifeno 

(Gutierrez et al. 2005), lo que sugiere que los mecanismos 

independientes de hormona son de mayor importancia. Por lo 

tanto, es de gran interés elucidar estos mecanismos con el fin de 

proporcionar las bases necesarias para el desarrollo de nuevas 

terapias más eficaces contra el cáncer. 

 

3.4.2.1- Vía de señalización E2F1 

E2F1 es un factor de transcripción que regula la 

proliferación celular modulando la expresión de proteínas 

requeridas para la progresión de la fase G1 a la fase S del ciclo 

celular, así como de proteínas necesarias para la síntesis de 

DNA. Durante G0 y las fases tempranas de G1, E2F1 se 

encuentra hipofosforilado y unido a RB impidiendo su actividad 

transcripcional. A medida que la célula avanza en G1 se produce 

la fosforilación de RB por CDK permitiendo la liberación de 

E2F1 para activar la transcripción (Harbour & Dean 2000). En 

el primer exón de AIB1 existen tres regiones evolutivamente 

conservadas, siendo la segunda de ellas (pb -250/+350) 
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poseedora de dos sitios de unión a E2F1 y de varios sitios de 

unión para el factor de transcripción Sp1 (Proteína específica 1). 

Sin embargo, la activación del promotor de AIB1 por E2F1 no 

se produce por unión a los elementos consenso del DNA para 

E2F1 sino que lo hace mediante la cooperación con el factor de 

transcripción Sp1 (Mussi et al. 2006). Una vez expresado AIB1, 

éste interacciona con E2F1 dando lugar a la expresión de ciclina 

A, ciclina E, Cdk2 y de los propios E2F1 y AIB1 que da lugar a 

un bucle de retroalimentación positiva acelerando la progresión 

de G1 a S (Figura 3) (Louie et al. 2004; Louie et al. 2006). La 

expresión de estos genes proliferativos puede ser un mecanismo 

importante para la proliferación celular independiente de 

hormonas. De hecho, la inducción de la expresión de AIB1 en 

células de cáncer de mama conduce a un aumento de la 

proliferación independiente de hormonas que requiere la 

asociación de AIB1 con E2F1 pero no con ER (Louie et al, 

2004). Esto refuerza la relación de AIB1 en su papel oncogénico 

independiente de estrógenos. 

 

3.4.2.2- Vía de señalización IGF-I/PI3K/AKT 

La vía de señalización IGF-I/PI3K/AKT juega un papel 

muy importante en crecimiento celular, diferenciación, 

supervivencia y metástasis. Los efectos biológicos de los IGFs 

están mediados por el receptor de IGF-I (IGF-IR), un receptor 

tirosina quinasa con alta homología al receptor de insulina 



 68

(Rosenzweig & Atreya et al. 2010). Tras la activación de IGF-

IR se produce la fosforilación de su sustrato (IRS-1 o IRS-2) que 

permite el reclutamiento de otros efectores a través de sus 

dominios SH2 o PTB (Baserga 2009). Entre los distintos 

efectores destaca PI3K (“Phosphatitidylinositol 3-kinase”), cuya 

translocación a la membrana permite la fosforilación de su 

sustrato generando PIP3 (“Phosphatitidylinositol 3,4,5-

triphosphate”), el cual actúa como segundo mensajero en 

diferentes vías de transducción de señales (Toker & Cantley 

1997). PIP3 promueve la activación de AKT, una 

serina/treonina quinasa que fosforila y activa a mTOR, NFκB y 

MDM-2, e inhibe a GSK-3, FOXO3 y BAD (Figura 3) (Karar & 

Maity 2011; Ozes et al. 1999; Levav-Cohen et al. 2005; Yan et 

al. 2012; Matheny & Adamo 2009). 

En estudios realizados en líneas celulares se ha observado 

que AIB1 tiene la capacidad de activar la ruta IGF-I/PI3K/AKT, 

promoviendo su acción proliferativa por una vía independiente 

de estrógenos. En la línea celular de cáncer de mama MCF-7, la 

disminución de la expresión de AIB1 conduce a una 

disminución en la expresión de IGF-IR e IRS-2 además de 

producir una disminución del crecimiento independiente de 

anclaje celular mediado por IGF-IR (Oh et al. 2004). Estos 

resultados se observan también en presencia de antiestrógenos, 

apoyando el papel de AIB1 en la activación de la vía de AKT de 

manera independiente a estrógenos. Por otra parte, en las líneas 

celulares de cáncer de próstata LNCaP y PC3, la sobreexpresión 
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de AIB1 promueve el crecimiento celular de manera 

independiente de andrógenos aumentando la actividad AKT 

(Zhou et al. 2005). Además, la sobreexpresión de AIB1 en estas 

células produce el aumento en los niveles de expresión de 

diferentes componentes de la vía IGF-I/PI3K/AKT como son 

IGF-I, IGF-II, IRS-1, IRS-2, PI3CA y AKT1, mientras que la 

eliminación de AIB1 reduce la expresión de estas proteínas (Yan 

et al. 2006). Todos estos resultados sugieren que AIB1 tiene un 

papel importante en la proliferación celular dependiente de IGF-

I en cáncer de mama y próstata. 

La implicación de AIB1 en la vía IGF-I/PI3K/AKT ha sido 

también observada en estudios realizados con modelos murinos. 

Se ha observado que la sobreexpresión de AIB1 en ratones 

transgénicos está relacionada con el aumento de IGF1 circulante 

(Torres-Arzayus et al 2004). Como consecuencia, en la glándula 

mamaria normal y en los tumores de los ratones transgénicos de 

AIB1 se encuentra sobreactivada toda la ruta que depende de 

IGF-I (Torres-Arzayus et al 2004). Por el contrario, la supresión 

de AIB1 en ratones “knock-out” conduce a una disminución de 

los niveles de IGF-I y a un retraso en el crecimiento (Wang et al. 

2000; Xu et al. 2000; Zhou et al. 2003). Además, los niveles de 

IRS-1 e IRS-2 se encuentran reducidos cuando AIB1 es 

suprimido en ratones que expresan el oncogén Ras (Luang et al. 

2004), sugiriendo que AIB1 desempeña también un papel 

mediador en la señal de otros oncogenes. En conjunto, estos 

resultados apoyan el papel de AIB1 en la regulación de la 
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expresión de moléculas de la vía IGF-I/PI3K/AKT que son 

importantes para el desarrollo de tumores. 

 

3.4.2.3- Vía de señalización NFκB 

El factor de transcripción NFκB es importante en 

crecimiento, diferenciación y prevención de apoptosis. NFκB se 

encuentra inactivo en el citosol formando un complejo 

constituido por tres subunidades, p50 y p65, que son las que se 

unen al DNA, e IKB, que retiene al complejo en el citosol 

manteniéndolo inactivo (Lin & Karin 2003). Tras la 

estimulación de la célula por citoquinas como interleukina-1 

(IL-1) o el factor de necrosis tumoral α (TNF-α) se produce la 

fosforilación y activación de la quinasa IκB (IKK) (Schwabe & 

Sakurai 2005). Tras la activación de IKK, esta es capaz de 

fosforilar la subunidad inhibitoria de NFκB, IKB. La 

fosforilación de IKB promueve su ubicuitilación, siendo 

rápidamente degradado por el proteasoma, liberando a NFκB de 

su inhibición que ahora es capaz de entrar al núcleo para regular 

la transcripción de genes (Ghosh & Karin 2002) (Figura 3). 

Además, se ha descrito que IKK interacciona con AIB1, el 

cual es fosforilado por las dos subunidades catalíticas de IKK 

(IKKα e IKKβ) (Wu et al. 2002). La fosforilación de AIB1 en la 

serina S857 por IKK conduce a su translocación al núcleo. En el 

núcleo, AIB1 se une a la subunidad p65 de NFκB coactivando la 
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expresión de sus genes diana (Werbajh et al. 2000) tales como 

caspasas proinflamatorias e IRF-1 (Factor regulador del 

interferón 1), uno de los principales mediadores de la respuesta 

inmune producida por NFκB (Wu et al. 2002). Por otra parte, el 

promotor de IL-6 posee varios sitios de unión a NFκB y su 

expresión también es regulada por AIB1, jugando un papel 

importante en inflamación y en metástasis (Pages et al. 1999).  

 

3.4.2.4- Vía de señalización HER2/neu/MAPK 

HER2/neu es el oncogén de gran incidencia en cáncer de 

mama y está correlacionado con un mal pronóstico de la 

enfermedad. Este oncogén pertenece a la familia de receptores 

del factor de crecimiento epidermal (EGFR o ErbB). HER2/neu 

está formado por un dominio extracelular, un dominio 

transmembrana hidrofóbico y un dominio citosólico con 

actividad tirosina quinasa y con varios residuos tirosina cuya 

fosforilación es la responsable del acoplamiento de los efectores. 

El ligando (EGF) se une al dominio extracelular y estabiliza a 

HER2/neu en una conformación extendida que conduce a la 

dimerización del receptor. Uno de los dominios citoplasmáticos 

del dímero actúa como monómero regulador estabilizando el 

dominio tirosina quinasa. Mientras, el otro actúa como 

monómero catalítico en la conformación activa y presenta los 

residuos tirosina del monómero regulador al sitio catalítico del 

monómero catalítico. De esta forma, la dimerización de 
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HER2/neu permite la fosforilación de tirosinas (Revisado en 

Foley et al. 2010). Tras la activación de HER2/neu por EGF, 

tiene lugar una cascada de activación de diferentes quinasas 

como RAS/RAF/MEK/MAPK y PI3K/AKT/mTOR que 

concluye con la expresión de genes importantes en proliferación, 

diferenciación, metabolismo, supervivencia y migración celular 

(Figura 3) (Holbro et al. 2003; Tamborini et al. 2010; Zhang et 

al. 2011). 

Estudios clínicos en pacientes con cáncer de mama 

muestran que la sobreexpresión de HER2/neu se correlaciona 

con la de AIB1 y está asociada con mal pronóstico y con la 

resistencia a tamoxifeno (Osborne et al. 2003). La 

sobreexpresión de Her2/neu ocurre en un alto porcentaje de 

pacientes durante la terapia. Esto sugiere que AIB1 es capaz de 

realizar su función de manera independiente a estrógenos 

mediante la activación de HER2/neu. La expresión de Her2/neu 

y el desarrollo de resistencia a la terapia ocurren por la 

competición entre AIB1 y PAX2 por ER en el sitio de 

regulación transcripcional de Her2/neu. La represión de 

Her2/neu por ER-PAX2 pasa a activación cuando PAX2 es 

desplazado por la sobreexpresión de AIB1 o en pacientes que 

adolecen de expresión de PAX2 (Hurtado et al. Nature 2008). 

Este mecanismo es a su vez fomentado por otras dos vías que 

llevan a la activación y estabilización de AIB1. La activación de 

MAPK por EGF da lugar a la fosforilación de AIB1 y a su 

asociación con CBP/p300, aumentando la coactivación de ER 
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(Font de Mora & Brown 2000). Además, la activación de AKT 

por EGF inhibe la degradación de AIB1, dando lugar a su 

acumulación y sobreexpresión (Ferrero et al 2008). Por otra 

parte, la proteína quinasa Abl, que también es activada por la 

acción de EGF, es capaz de fosforilar a AIB1 en la tirosina 

Y1357 permitiendo la asociación con ERα, p300 y CARM1 (Oh 

et al. 2008). Esta asociación produce la trasnscripción de genes 

dependiente de AIB1 conduciendo a cambios en el fenotipo así 

como crecimiento celular. Sin embargo, la inhibición de Abl por 

Imatinib es capaz de impedir esos cambios, lo que aporta una 

posible diana terapéutica para los cánceres resistentes a 

tamoxifeno que muestran elevada expresión de AIB1 y 

HER2/neu. Se ha observado en líneas celulares de tumores 

epiteliales que AIB1 es necesario para la proliferación 

independiente de anclaje inducida por EGF (Lahusen et al. 

2007). Además, la expresión de AIB1 en tumores de ratones 

transgénicos que sobreexpresan Her2/neu, aumenta la 

fosforilación de Her2/neu, la expresión de ciclina D1 y ciclina 

E, y la sobreactivación de las vías de señalización de AKT y 

JNK (Fereshteh et al. 2008). 

 

3.4.2.5- Vía de señalización PAK/FAK 

EGF también es capaz de inducir la transducción de 

señales entre EGFR y FAK (Kinasa de adhesión focal) dando 

lugar a la migración celular. La migración celular es un evento 
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esencial para el crecimiento celular y la formación de metástasis 

en cáncer. EGF activa a su receptor (EGFR) promoviendo la 

migración celular y metástasis mediante la activación de 

diferentes proteínas quinasas como c-Src (Goi et al., 2000), 

PAK1 (Kinasa acivada por p21) (Bokoch 2003) y FAK (Sieg et 

al. 2000). FAK es una tirosina quinasa intracelular que es 

activada y autofosforilada en Y397 por unión a complejos de 

integrinas (Schlaepfer & Mitra 2004). Tras la activación de FAK 

se produce el reclutamiento de la quinasa c-Src por unión a la 

tirosina Y397 a través de su dominio SH2 (Eide et al. 1995). 

Finalmente, c-Src fosforila a FAK en diferentes tirosinas, lo que 

produce una modificación en la interacción de FAK con otras 

proteínas promoviendo la migración celular (Revisado en Long 

et al. 2010) (Figura 3).  

Es importante destacar que la inhibición de la expresión de 

AIB1 produce una alteración en la localización de FAK 

promoviendo la movilidad de las células de carcinoma de ovario 

(Yoshida et al. 2005). Por el contrario, la sobreexpresión de 

AIB1 estimula la activación de FAK y la invasión en carcinoma 

de próstata (Yan et al. 2008). Sin embargo, la isoforma truncada 

de AIB1 que carece del exon 4 (SRC-3∆4) es la encargada de 

mediar la interacción entre EGFR con FAK para promover la 

migración celular (Long et al. 2010). En este estudio, Long y 

colaboradores establecen que SRC-3∆4 es fosforilado en las 

serinas S659 y S676 por la quinasa PAK1, dirigiendo a SRC-

3∆4 a la membrana celular donde interacciona con EGFR y con 
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FAK a través de las S659 y S676 fosforiladas. Esta interacción 

hace de puente entre EGFR y FAK para promover la migración 

celular, lo que hace de SRC-3∆4 una potencial diana terapéutica 

para luchar contra las metástasis en cánceres que presentan esta 

deleción de AIB1. 

 

3.5- Papel de AIB1 en proliferación celular y 

apoptosis y su implicación en cáncer  

Una característica fundamental del cáncer es la pérdida del 

equilibrio entre la proliferación celular y la apoptosis. Diversos 

estudios apoyan que AIB1 tiene un papel importante en ambos 

procesos. Durante la involución de la glándula mamaria, la 

apoptosis se encuentra reducida en ratones transgénicos que 

sobrexpresan AIB1 en el epitelio mamario (Torres-Arzayus et 

al. 2004). En cambio, tanto el desarrollo evolutivo de la mama 

como durante el embarazo revela mayor proliferación epitelial 

en los ratones transgénicos de AIB1. A partir de los 8 meses de 

edad se encontró que el 76% de los ratones transgénicos de 

AIB1 desarrollaron tumores, frente al 5% de los ratones control. 

Estos datos indican que AIB1 tiene actividad antiapoptótica y 

favorece la proliferación celular, desestabilizando el equilibrio 

entre ambos procesos y explicando su capacidad para inducir el 

desarrollo del cáncer. Otros estudios refuerzan el papel 

antiapoptótico de AIB1 afirmando que AIB1 promueve la 
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supervivencia celular en respuesta a estrés celular tras exponer a 

los cultivos a privación de suero, radiación ultravioleta o bajas 

temperaturas (Horiguchi et al. 2006). En este caso se observa 

que en células DT40 (linfocitos B de pollo) sometidas a estrés 

existe una mayor muerte celular en las células en las que se ha 

provocado una disminución de la expresión de AIB1 (células 

AIB1-KD) con respecto a las que expresan AIB1. Además, la 

pérdida de AIB1 en estas células da lugar a un aumento en la 

activación de la vía JNK/c-Jun inducida por estrés y previene la 

activación de la subunidad RelA de NFκB (Horiguchi et al. 

2006). La presencia de AIB1 es necesaria para la fosforilación 

de AKT inducida por estrés, dando lugar a la replicación del 

DNA y favoreciendo la progresión en la fase S del ciclo celular. 

Por tanto, AIB1 es un intermediario molecular entre la 

supervivencia inducida por AKT/p65 y la muerte celular 

regulada por JNK/c-Jun en respuesta al estrés celular.  

La pérdida de regulación del ciclo celular es importante en 

cáncer y, precisamente, AIB1 juega un papel muy importante en 

el transcurso del ciclo celular. El ciclo celular se encuentra 

controlado por un programa transcripcional dinámico 

responsable de la expresión temporal de ciclinas, Cdks y 

proteínas con funciones en síntesis y replicación del DNA. Este 

programa está mediado principalmente por ciclina D1 y por 

proteínas de la familia E2F. La ciclina D1 es un gen diana de ER 

y se ha demostrado que AIB1 coactiva la transcripción mediada 

por ER produciendo un aumento de ciclina D1, lo que favorece 
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la progresión en el ciclo celular (Planas-Silva et al 2001). AIB1 

también es necesario para la transición de la fase G1 a S del 

ciclo celular de forma independiente de estrógenos gracias a su 

asociación con el factor de transcripción E2F1 (Louie et al. 

2004). Al mismo tiempo, AIB1 es necesario para la expresión de 

genes con funciones críticas en la replicación del DNA como 

son ciclina A2, ciclina E, Cdk2, Cdc2, Cdc6, Cdc25A y MCM7 

(Louie et al 2006). Otro dato importante es que el silenciamiento 

de AIB1 produce una disminución de la población celular en 

fase S mientras que aumenta en las fases G1 y G2/M. 

Notablemente, en células epiteliales de la mama del ratón se 

observa que la nuclearización de AIB1 coincide con el paso por 

la fase S del ciclo celular (Avivar et al 2006). Además de la 

función de AIB1 en la progresión G1-S, estos resultados 

sugieren que AIB1 también tiene un importante papel durante o 

después de la fase S del ciclo celular. 

Todos estos datos apuntan al papel de AIB1 en la 

progresión del ciclo y en la supervivencia celular. El control de 

ambos procesos es fundamental en el desarrollo del cáncer y 

explicaría el comportamiento oncogénico de AIB1. Por lo tanto, 

lograr un mejor conocimiento de los mecanismos por los que 

AIB1 regula ambos procesos es muy importante para localizar 

dianas farmacológicas con el fin de desarrollar nuevas terapias 

frente a cánceres dependientes de AIB1. Aunque algunos de los 

mecanismos moleculares por los que AIB1 regula la progresión 

del ciclo celular han sido descritos con cierto detalle, la 
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regulación de la prevención de apoptosis por AIB1 es muy poco 

conocida y constituye uno de los objetivos del proyecto de 

investigación de esta tesis doctoral. 
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1- Cultivos celulares y reactivos utilizados  

Durante los diferentes experimentos se emplearon distintas 

líneas celulares en función de las necesidades experimentales y 

de las características intrínsecas de cada una de ellas, las cuales 

se indican en la tabla 2. Las líneas celulares empleadas requerían 

de diferentes medios de cultivo y suplementos para garantizar 

las condiciones óptimas de crecimiento (Tabla  3 ). Los sueros 

empleados como suplemento fueron previamente inactivados a 

55ºC durante 30 minutos. Los cultivos celulares se mantuvieron 

en crecimiento exponencial evitando que llegaran a confluencia. 

Antes de confluencia, las células se despegaron de la superficie 

de la placa de cultivo mediante tratamiento con Tripsina-EDTA 

(Invitrogen) y se dividieron adecuadamente en nuevas placas de 

cultivo. El crecimiento de todas esta líneas celulares se realizó a 

37ºC en atmósfera al 5% de CO2 y 95% de humedad relativa. En 

los casos requeridos de ayuno, se cambió el medio de cultivo de 

células exponencialmente creciendo al mismo medio sin FBS, 

manteniéndose el cultivo 24 h adicionales. Cuando lo que se 

requirió fue la ausencia de estrógenos, los cultivos se 

mantuvieron una semana en medio DMEM sin rojo fenol 

(Gibco) suplementado con FBS 10%, tratado con carbón activo 

y dextrano (Hyclone) para eliminar los estrógenos y 

glucocorticoides. Los reactivos y condiciones empleados en los 

diferentes experimentos se muestran en la tabla 4.
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Línea celular Especie Tejido Características 

MCF7 Homo sapiens Adenocarcinoma de 

mama 

Alta expresión de AIB1 
y baja expresión de 

DRO1. Alta 
sobrexpresión de ERα 

HeLa Homo sapiens Adenocarcinoma de 

cérvix 

Moderada expresión de 
AIB1 y baja expresión 

de DRO1 

ZR75 Homo sapiens Adenocarcinoma de 

mama 

Alta expresión de AIB1 
y baja expresión de 

DRO1. Sobrexpresión 
de ERα y de Her2/neu 

A549 Homo sapiens Adenocarcinoma de 

pulmón 

Expresión similar de 
AIB1 y DRO1 

U2OS Homo sapiens Osteosarcoma Baja expresión de AIB1 
y alta expresión de 

DRO1 

HMEC Homo sapiens Epitelio mamario Cultivo primario no 
canceroso 

MDA-MB-231 Homo sapiens Adenocarcinoma de 

mama 

Crecimiento 
independiente del 

receptor de estrógenos, 
negativa para ERα y 

Her2/neu. P53 mutado 

MDA-MB-468 Homo sapiens Adenocarcinoma de 

mama 

Crecimiento 
independiente del 

receptor de estrógenos 

H1299 Homo sapiens Carcinoma de 

pulmón (NSCLC) 

Baja expresión de AIB1 
y DRO1 

COS-1 Cercopithecus 

aethiops 

Riñón Sistema idóneo para la 
expresión ectópica de 

proteínas 

BOSC Homo sapiens Riñón embrionario Célula empaquetadora 
de retrovirus derivada de 
293 y de alta capacidad 

de expresión de 
proteínas 

MCF-7 TetOn 
pTRE2hygr 
DRO1-Flag 

Homo sapiens Adenocarcinoma de 

mama 

Expresión inducible de 
DRO1-Flag 
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BT474 Homo sapiens Adenocarcinoma de 

mama 

Alta expresión de AIB1 
y baja expresión de 

DRO1. Sobreexpresión 
de Her2/neu y p53 

mutado. 

HUVEC Homo sapiens Células de endotelio 
de vena umbilical 

Crecimiento en 
monocapa 

 

 

 

 

Las líneas celulares se almacenaron durante un tiempo 

prolongado mediante criopreservación. Para ello, células 

exponencialmente creciendo se resuspendieron en FBS con 

DMSO al 12% en criotubos estériles (Corning), y se 

introdujeron en un congelador a -80ºC dentro un contenedor de 

poliestireno de Nalgene con isopropanol para que la temperatura 

disminuyera paulatinamente y así evitar la formación de 

cristales que dañaran las células. 

Tabla 2: Líneas celulares empleadas. Sumario de las líneas celulares 

empleadas durante los diferentes estudios realizados. Se indica la especie 

animal y el tejido de procedencia así como las características intrínsecas de 

cada una por las que se han empleado.  
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Línea celular Medio de 

cultivo 

Suplementos 

MCF-7, HeLa, 
A549, U2OS, MDA-
MB-321, MDA-MB-
468, COS-1, BOSC 

DMEM 
(Invitrogen) 

2mM L-glutamina 1% (v/v) 
(Gibco) 

Penicilina/Estreptomicina (100 
µg/ml) (Gibco) 

Suero bovino fetal 10% 

MCF7 TetOn 
pTRE2hygr DRO1-

Flag 

DMEM 
(Invitrogen) 

2mM L-glutamina 1% (v/v) 
(Gibco) Penicilina/Estreptomicina 
(100 µg/ml) (Gibco) Suero bovino 
fetal certificado sin tetraciclinas 

10% (Gibco) 
G418 (Sigma) 100µg/mL 
Higromicina 100µg/mL 

(Invitrogen)  

BT474, ZR75, 
H1299 

RPMI 1640 
(Invitrogen) 

2mM L-glutamina 1% (v/v) 
(Gibco) 

Penicilina/Estreptomicina (100 
µg/ml) (Gibco) 

Suero bovino fetal 10% 

HMEC MEBM 
(Clonetics) 

MEGM (Clonetics) 

HUVEC EBM2 
(Lonza) 

EGM-2 SingleQuot Kit Suppl. & 
Growth Factors (Lonza) 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3: Medios de cultivo y suplementos empleados. Sumario de las líneas 

celulares empleadas durante los diferentes estudios realizados junto con los 

medios de cultivo y los suplementos requeridos para cada tipo de cultivo. 
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Reactivo Concen- 
tración 

final 

Función Tiempo Casa 
comercial 

17-β- Estradiol 10 nM Agonista del receptor 
de estrógenos 

8-24h Sigma-
Aldrich 

4- Hidroxi-
tamoxifeno 

10 µM Antagonista parcial 
del receptor de 

estrógenos 

8-24h Sigma-
Aldrich 

Brefeldina A 100 ng/ml Inhibe transporte del 
retículo endoplásmico 
al Golgi y la secreción 

proteínas / Induce 
Apoptosis por estrés 

en retículo 
endoplásmico 

6h Sigma-
Aldrich 

Cicloheximida 10 µg/ml Inhibe síntesis de 
proteínas 

1-5h Sigma-
Aldrich 

Doxiciclina 10 µg/ml Inducción del sistema 
TetOn 

48-96h Sigma-
Aldrich 

Estaurosporina 1 µM Inducción de apoptosis 6h Sigma-
Aldrich 

G-418 700 / 100 
µg/ml 

Antibiótico derivado 
de neomicina usado en 
la selección de clones 

estables resitentes a G-
418 

Permanente Sigma-
Aldrich 

Higromicina B 500 / 100 
µg/ml 

Antibiótico usado en 
la selección de clones 
estables resistentes a 

Higromicina B 

Permanente Sigma-
Aldrich 

ICI-182780 1 µM Antagonista puro del 
receptor de estrógenos 

8-24h AstraZeneca 
Pharmaceutic

als 

MG132 20 µM Inhibidor del 
proteasoma 

1-5h Biomol 

Nocodazol 150 ng/ml Bloquea células en la 
entrada de mitosis 

17h (Tras 
24h sin 
FBS) 

Sigma-
Aldrich 

TNFα 50 ng/ml Citoquina 
proinflamatoria 

inductora de apoptosis 
en presencia de 
cicloheximida 

3.5h Sigma-
Aldrich 

 

 

 

Tabla 4: Reactivos empleados. Sumario de los reactivos empleados en los 

diferentes estudios realizados. También se indica la concentración y el 

tiempo a la que fueron empleados así como su función y la casa comercial de 

procedencia. 
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2- Cultivo y transformación de bacterias  

Para la producción de plásmidos recombinantes se 

emplearon cepas bacterianas de Escherichia coli DH5α. Estas 

bacterias se crecieron en medio Luria Bertani (LB) (Sigma) a 

37ºC en agitación, para un crecimiento exponencial, o en placas 

de LB con 20% agar (p/v) para obtener colonias. Para la 

selección de clones y su mantenimiento se emplearon los 

antibióticos ampicilina 100 µg/ml o kanamicina 50 µg/ml, según 

el marcador de selección del plásmido con el que se transformó 

cada línea bacteriana.  

La generación de las células competentes se hizo siguiendo 

el protocolo de Inoue y colaboradores de 1990. Para ello se 

sembraron células E. coli DH5α en una placa de cultivo con 

medio LB que se incubó a 37ºC durante toda la noche. Al día 

siguiente se pasaron 2-3 colonias independientes a 4 mL de 

medio de cultivo SOB (Sigma) sin antibiótico y se dejaron a 

37ºC durante otra noche. A la mañana siguiente se traspasó el 

cultivo a 250 mL de medio SOB fresco en frascos de cultivo de 

2 L. Al día siguiente se midió periódicamente la densidad óptica 

(OD600) de los cultivos empleando medio SOB fresco como 

blanco. Cuando la OD600 de los cultivos alcanzó 0.6-0.8, los 

frascos de cultivo se colocaron en hielo durante 10 minutos. A 

continuación los cultivos se transvasaron a frascos de centrifuga 

y se centrifugaron a 2500 x g durante 10 minutos a 4ºC. El 

precipitado se resuspendió en 80 mL de tampón TB frío (10 mM 
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PIPES Na; 15mM CaCl2; 250 mM KCl; 55 mM MnCl2) y se 

dejó 10 minutos en hielo. Transcurrido ese tiempo se volvió a 

centrifugar a 2500 x g durante 10 minutos a 4ºC. Luego el 

precipitado se resuspendió nuevamente en 20 mL de tampón TB 

frío al que se le añadió DMSO hasta una concentración final del 

7 %, se dejó 10 minutos en hielo y se repartió toda la 

resuspensión bacteriana en alícuotas de 200-300 µL en tubos 

eppendorff estériles. Finalmente, las alícuotas se congelaron en 

nitrógeno líquido durante una noche y se almacenaron a -80ºC 

hasta su uso. 

Para la transformación bacteriana se añadió 10 ng de DNA 

de plásmidos recombinantes a 100 µl de células competentes. 

Sin embargo, si el plásmido recombinante procedía directamente 

de una reacción de ligación, a los 100 µl de células competentes 

se les añadieron 2 µL de los 10 µL de la reacción. La entrada del 

plásmido recombinante en las bacterias se indujo mediante 

choque térmico manteniendo la suspensión 30 minutos en hielo 

seguidos de 45 segundos a 42ºC y dos minutos más en hielo. A 

continuación se añadió 1 ml de LB y se incubó la suspensión 

celular durante 1 h a 37ºC. Seguidamente, se extendieron 100 µl 

de la suspensión en una placa de LB con agar y el antibiótico de 

selección, incubándose 16 h a 37ºC para obtener las colonias 

transformadas. En el caso de transformaciones procedentes de 

una ligación, el mL de suspensión bacteriana se centrifugó 

brevemente, se resuspendió en unos 100 µL de LB y se extendió 

todo en una placa como se ha descrito anteriormente. Todo este 
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procedimiento se realizó en condiciones de esterilidad. 

Finalmente, para comprobar que la transformación había tenido 

éxito se seleccionaron varios clones y se hizo una PCR con 

oligonucleótidos específicos para el inserto introducido. En el 

caso de plásmidos a cuyo inserto le hubiéramos introducido una 

mutación dirigida, se seleccionaron 2 ó 3 colonias para aislar sus 

plásmidos y secuenciar independientemente cada uno de ellos. 

Con el fin de obtener grandes cantidades del plásmido 

recombinante se hizo crecer una colonia transformada en LB y 

se hicieron minipreps o maxipreps con los kits Wizard Plus SV 

Minipreps (Promega) y JETstar Plasmid Purification Maxikit/20 

(Genomed), respectivamente, siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 

 

3- Sobreexpresión y silenciamiento de genes  

3.1- Transfecciones transitorias y estables  

La sobreexpresión de los genes de interés subclonados en 

vectores de expresión convencionales se realizó mediante 

diferentes transfecciones según el tipo celular y siguiendo las 

indicaciones del fabricante en cada caso. La eficiencia de la 

expresión del vector se comprobó mediante inmunotransferencia 

48 h después de la transfección. 
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Línea celular Método de transfección 

COS-1 Fugene HD (Roche) 

HeLa, MCF-7 Lipofectamina 2000 o 

Lipofectamina LTX (Invitrogen) 

 

 

 

Las células MCF-7 del sistema TetOn (Clontech) se 

obtuvieron transfectando en primer lugar el vector pTetOn y 

seleccionando clones estables con G418 (700 µg/mL). 

Seguidamente se transfectó el vector pTRE2hyg DRO1-Flag y 

se seleccionaron clones estables con higromicina (500µg/mL). 

Los clones doblemente estables se mantuvieron con 100 µg/mL 

de G418 e higromicina para que no perdieran la expresión de los 

vectores. Uno de estos clones resultó expresar DRO1-Flag de 

manera inducible al añadir doxiciclina al medio de cultivo.  

 

3.2- Infecciones adenovíricas  

Las células HMEC se infectaron con adenovirus Ad5 para 

expresar AIB1 humano o GFP como control. Para ello se añadió 

al cultivo 40 MOI de adenovirus (40 partículas víricas por 

célula). Transcurridas 48 h desde la infección se cuantificaron 

los niveles de expresión de proteínas y mRNA según los 

Tabla 5: Métodos de transfección empleados en las diferentes líneas 

celulares. 
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protocolos explicados más adelante. Los adenovirus se 

generaron en el servicio del Centro de Biotecnología Animal i 

Terapia Génica de la Universidad Autónoma de Barcelona. 

 

3.3- Silenciamiento mediante siRNA  

DRO1 y AIB1 se silenciaron con diferentes secuencias de 

siRNA de Invitrogen (HSS135766, HSS135767 y HSS136768 

para DRO1 y HSS188686 y HSS112044 para AIB1). Estos 

siRNA son Stealth Select RNAi siRNA (RNAi = RNA 

interferencia; siRNA = short/small interfering RNA) formados 

por duplos de RNA de 25 nucleótidos que han sido 

químicamente modificados para hacerlos más estables. Para el 

silenciamiento de los genes se sembraron 200.000 células por 

pocillo en placas de seis pocillos y se dejaron crecer durante 

toda la noche. Al día siguiente se transfectaron con 40nM de 

siRNA y lipofectamina 2000 siguiendo las indicaciones del 

fabricante. La eficacia del silenciamiento se comprobó a las 48 h 

por inmunotransferencia o por qPCR. 
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4- Técnicas de biología molecular  

4.1- Técnicas con DNA  

4.1.1- Extracción de DNA 

Los diferentes plásmidos recombinantes empleados 

durante los experimentos se obtuvieron a partir de cultivos de la 

cepa DH5α de E. coli transformadas con dichos vectores. Con el 

fin de obtener plásmido recombinante se creció la bacteria en 

LB y se hicieron minipreps o maxipreps con los kits Wizard 

Plus SV Minipreps (Promega) o JETstar Plasmid Purification 

Maxikit/20 (Genomed), respectivamente, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Los distintos plásmidos se 

resuspendieron en Tris-HCl 20mM pH 7.5, se cuantificaron en 

el espectrofotómetro NanoDrop (Thermo Scientific) y se 

almacenaron a -20ºC. 

 

4.1.2- Clonaciones 

El promotor de DRO1 se amplificó a partir del DNA 

genómico de células U2OS mediante PCR convencional. Los 

fragmentos más pequeños del promotor se generaron a partir del 

clon original. Para la PCR se empleó la DNA polimerasa Pwo 

(Roche) en 25 µL de agua con 0.5 µg DNA, 0.2 mM dNTPs 

(Roche) y 0.5 µM de los oligonucleótidos específicos para las 
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diferentes zonas del gen (Tabla 6). El gen DRO1 se amplificó 

del RNA de células U2OS mediante RT-PCR con los 

oligonucleótidos indicados en la Tabla 6. Los fragmentos 

amplificados se resolvieron en gel de agarosa y se purificaron 

con QUIAEX II gel extraction kit (Qiagen). Los fragmentos 

purificados se clonaron en el vector correspondiente tras digerir 

el vector y los insertos con las enzimas de restricción adecuadas 

(New England biolabs), y ligándolos con la enzima DNA ligasa 

T4 (New England biolabs). En la ligación se empleó una 

relación molar plásmido:inserto de 1:3, excepto en los casos en 

los que dicho inserto tenía un tamaño similar al del plásmido, en 

cuyo caso se empleó una proporción 1:6. 

Finalmente, se transformaron bacterias competentes con 

cada uno de las ligaciones, se aislaron clones y se verificó la 

inserción de los distintos fragmentos en el vector. Se comprobó 

que los fragmentos de DNA estaban correctamente insertados 

mediante digestión con enzimas de restricción y también por 

secuenciación. 
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Plásmido Inserto Oligonucleótidos Sitios de 
restricción 

pGL3basic DRO1  

(-4813/-2134)

Fw:5´CTACAAGGTTTCCCCA
GCAA3´ 

Rv:5´GGGCTTCAGAAAATC
CTCCT3´ 

KpnI y NheI 

pGL3basic DRO1  

(-2094/-1) 

Fw:5´AAGCCCCACTTTGCCA
GTGT3´ 
Rv:5´GAGTGAGAAGGCTGT
TCTTTG3´ 

NheI y BglII 

pGL3basic DRO1 
(+5/+1829) 

Fw:5´CTGAGTCCACTCTGAA
CGTGCT3´ 

Rv:5´TTCTCACCTTGCCTCC
TTCCT3´ 

BglII y 
HindIII 

pGL3basic DRO1  

(-4813/-3795)

Fw:5´CTACAAGGTTTCCCCA
GCAA3´ 

Rv:5´GCGCGCTAGCTTCTTC
TTATGTCAGGTGCTGA3´ 

KpnI y NheI 

pGL3basic DRO1 

(-3794/-2745)

Fw:5´GGCCGGTACCCATTA
CAGAAATTGGCTTTGG3´ 

Rv:5´GCGCGCTAGCTTGGTT
CTCTTGCACAAAG3´ 

KpnI y NheI 

pGL3basic DRO1  

(-2744/-2134)

Fw:5´GGCCGGTACCCGGCA
TGTGACAGAAACCC3´ 

Rv:5´GGGCTTCAGAAAATC
CTCCT3´ 

KpnI y NheI 

pcDNA3.1- DRO1-Flag Fw:5´GCGCCTCGAGATGAC
ATGGAGAATGGGACCC3´  

Rv:5´GCGCGAATTCTCACTT
GTCGTCATCGTCCTTGTAG
TCGTAAGGGTATCCATG3´  

XhoI y EcoRI 

pFlagCMV2 DRO1-Flag (Subclonado a partir de digestión 
de pcDNA3.1-DRO1-Flag) 

XhoI/SalI y 
EcoRI 

pTRE2hyg DRO1-Flag (Subclonado a partir de digestión 
de pFlagCMV2-DRO1-Flag) 

BamHI y NotI

pFastBacHis
HTb 

DO1-Flag (A partir de digestión de 
pBlueBacHis2A con DRO1-Flag 

insertado como XhoI/EcorI) 

BamHI/BglII 
y SalI 

 

 

 

Tabla 6: Construcciones de plásmidos empleados. Secuencias de 

oligonucleótidos y sitios de restricción empleados para generar las diferentes 

construcciones empleadas. También se muestran los oligonucleótidos 

empleados para amplificar la secuencia de interés del DNA genómico y 

clonarlo en el plásmido de interés. (Bases subrayadas: secuencia de Flag) 
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4.1.3- Mutagénesis dirigida 

La mutación de pares de bases específicas se llevó a cabo 

mediante el empleo del QuickChange
TM

 Site-Directed 

Mutagenesis Kit de Stratagene siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Los oligonucleótidos empleados para la mutación de 

la serina 728 de AIB1 a alanina y a ácido glutámico (S278A y 

S728E) fueron 5’GTCAAGCAGGAGCAGCTAGCTCCTAAGAA 

GAAGGAGAAT3’ y 5’GTCAAGCAGGAGCAGCTAGAACCTA 

AGAAGAAGGAGAAT3’ respectivamente. En la reacción de 

mutagénesis dirigida se emplearon también los oligos 

complementarios respectivos para cada caso. Tras la mutación el 

plásmido se amplificó en bacterias competentes DH5α y se 

comprobó la presencia de la mutación deseada mediante 

secuenciación. 

 

4.1.4-Visualización del DNA y secuenciación 

Visualización del DNA en geles de agarosa: los 

fragmentos de DNA se resolvieron en geles de agarosa al 0.8% 

para tamaños mayores de 1kb y al 2% para fragmentos mayores 

de 1kb. La agarosa se disolvió por ebullición en tampón TAE 

(Tris-HCl 40mM pH 7.6, ácido acético 30 mM y EDTA 1mM) y 

0.5 µg/ml de bromuro de etidio (Invitrogen). En los pocillos del 

gel se cargó el DNA resuspendido en tampón de carga 

(Blue/Orange 6x loading dye, Promega). La electroforesis se 
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realizó en tampón TAE a voltaje constante de 80 V. Se tomaron 

como referencia de tamaño molecular los marcadores de DNA 

Lambda/HindIII (Invitrogen) para los rangos de entre 125- 

23130 pb y PhiX 174/Hae para rangos entre 72-1353 pb. Una 

vez finalizada la electroforesis, el gel se visualizó en una 

lámpara de luz UV de BioRad, comprobándose que el tamaño 

del DNA era el esperado. 

Secuenciación: con el fin de asegurarnos que en la 

secuencia de los productos amplificados por PCR no se había 

introducido ninguna mutación, las muestras se secuenciaron en 

un secuenciador de capilares de tipo ABI3730xl de Applied 

Biosystems en el servicio de secuenciación del Centro de 

Investigación Príncipe Felipe. 

 

4.2- Técnicas con RNA 

4.2.1- Extracción de RNA 

El RNA empleado en las qPCR se extrajo de cultivos 

celulares utilizando TRIzol® (Invitrogen) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El precipitado de RNA obtenido se 

lavó con alcohol al 70%, se resuspendió en 100 µL de tampón 

para DNasa y se incubó 30 minutos a 37ºC con 20 unidades de 

DNasa (Takara) para digerir los restos de DNA que contuviera 

la muestra. Finalmente, el RNA se purificó mediante el sistema 

RNeasy (Qiagen), y se cuantificó en el espectrofotómetro 
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NanoDrop (Thermo Scientific), almacenándose a -80ºC hasta el 

momento de su uso. 

 

4.2.2- RT-PCR y  qRT-PCR 

Las reacciones de transcripción inversa (RT) se realizaron 

partiendo de 1µg de RNA total, 1 µL de dNTPs 10mM, 0.5 µL 

de hexámeros nucleotídicos aleatorios 50 ng/µL y agua libre de 

DNasas y RNasas hasta 10 µL. La síntesis del cDNA se realizó 

empleando el SuperScript First-Strand Synthesis System 

(Invitrogen) en un termociclador eppendorf . Los cDNAs 

obtenidos se almacenaron a -80ºC para su posterior análisis o 

clonación en el vector deseado. 

Los experimentos de PCR a tiempo real se hicieron con el 

cDNA procedente de 50ng de RNA por cada reacción y SYBR 

green supermix 2x (Bio-Rad). Cada muestra se amplificó por 

triplicado en un termociclador Opticon de Bio-Rad con 300 nM 

de oligonucleótidos específicos para cada gen (Tabla 7), y la 

expresión relativa de cada gen se calculó con el programa MJ 

Opticon Monitor de Bio-Rad con GAPDH como control interno. 

En el caso de las qRT-PCR de las colecciones de genes de 

SABiosciences (Qiagen) se emplearon únicamente los productos 

del kit y se realizó todo según el protocolo RT2 Profiler PCR 

Array System. 
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Gen Oligonucleótidos 

AIB1 
5´ GGCCAGTGATTCACGAAAACG 3´ 

5´ ACTTTCCTGCTCCCGTCTCC 3´ 

DRO1 
5´ TATGTGCAACAACGTGATGA 3´ 

5´ AAGTGGTCGATTTTCATGGT 3´ 

GAPDH 
5´ ACCACAGTCCATGCCATCAC 3¨ 

5´ TCCACCACCCTGTTGCTGTA 3´ 

 

 

 

4.2.3- GeneChip
®  

Para la determinación del perfil de expresión génica en 

cultivos primarios epiteliales de mamas de ratones silvestres y 

AIB1-tg se empleó el GeneChip
® MG U74Av2 de Affymetrix. 

Como muestras de estudio empleamos mRNA extraído de 

cuatro ratones silvestres y cuatro AIB1-tg. Con este mRNA 

sintetizamos el cDNA que se hibridó con los oligonucleótidos 

del sistema GeneChip
®

. 

Los resultados obtenidos se normalizaron empleando un 

algoritmo basado en la normalización por cuantiles, el RMA 

(Robust Multiarray Analysis). Por otra parte, la expresión de 

cada gen se calculó por el método  Irizarry incluido también en 

el paquete RMA. Por último, el cálculo de la expresión 

diferencial significativa de los genes en la muestras silvestres y 

AIB1-tg se calcularon por el método SAM (Significance análisis 

of Microarrays), basado en permutaciones aleatorias, y mediante 

Tabla 7: Oligos empleados para la amplificación de los diferentes genes 

mediante qPCR 
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el cálculo de significación estadística basado en FDR (False 

Discovery Rate). Estos análisis fueron realizados por el Dr. 

Javier de las Rivas del grupo de Bioinformática y Genómica 

Funcional del Centro de Investigación del Cáncer de Salamanca. 

 

4.3- Técnicas con proteínas 

4.3.1- Extracción de proteínas 

La extracción de proteínas se realizó mediante la lisis 

celular en medio hipertónico con el tampón comercial 10x Cell 

Lysis (Cell Signaling) suplementado con NaF 1mM, hasta 

150mM de NaCl, AEBSF (Roche) 1mM y un complejo 

inhibidor de proteasas (Roche). Las células se resuspendieron en 

dicho tampón, se dejaron en hielo y se agitaron 15 segundos con 

vórtex cada 3 minutos durante 15 minutos. A continuación se 

centrifugó la suspensión a 16000 x g durante 15 minutos a 4ºC. 

Se descartó el precipitado y se obtuvieron los extractos de 

proteínas en el sobrenadante. Seguidamente se cuantificó la 

cantidad de proteína presente en cada lisado. Las 

cuantificaciones se realizaron por métodos fotométricos a una 

longitud de onda de 595 nm empleando la técnica de Bradford 

(Bio-Rad). Como blanco se empleó el tampón de lisis en el cual 

se encontraba la suspensión proteica. La concentración proteica 

fue determinada mediante extrapolación de los valores de 

absorbancia obtenidos por las muestras frente a los valores de 
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una recta patrón con concentraciones conocidas de albúmina del 

suero bovino (BSA, Sigma). 

 

4.3.2- Fraccionamiento subcelular 

En las ocasiones indicadas la extracción proteica se realizó 

de manera diferente a la explicada anteriormente con el fin de 

obtener extractos proteicos de fracciones subcelulares 

específicas. El fraccionamiento citosol/mitocondrias nos 

permitió obtener extractos proteicos de la fracción citosólica y 

de una fracción enriquecida en mitocondrias. Para ello, los 

cultivos celulares se despegaron previamente de la placa de 

cultivo con tripsina, se lavaron con PBS (Tampón con sales de 

fosfato) (NaCl 8 g/L; KCl 0.2 g/L; Na2HPO4 1.44 g/L; H2PO4 

0.24 g/L; pH 7.4) frío y se resuspendieron con 200 µL de 

tampón de lisis A (sacarosa 250 mM; HEPES KOH, pH 7.4, 20 

mM; KCl 10 mM; EGTA 1.5 mM; MgCl2 1 mM; DTT 1 mM; 

H2O) durante 20 minutos. A continuación se traspasó la 

suspensión celular a un homogenizador externamente incluido 

en hielo y se agitó hasta que observó la pérdida de 

birrefringencia de las membranas celulares en el microscopio. 

Seguidamente se centrifugó la suspensión a 800 x g durante 10 

minutos a 4ºC. Se descartó el precipitado conteniendo núcleos 

celulares, orgánulos de gran tamaño y células intactas. Sin 

embargo, el sobrenadante obtenido se ultracentrifugó a 24000 x 

g durante 15 minutos a 4ºC. El nuevo sobrenadante obtenido se 
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almacenó como fracción citosólica mientras que el precipitado, 

conteniendo las mitocondrias, se resuspendió en tampón de lisis 

B (HEPES KOH, pH 7.4, 50 mM; NP-40 1%; glicerol 10%; 

EDTA 1 mM; DTT 2 mM; H2O) durante 20 minutos y 

posteriormente se ultracentrifugó a 24000 x g durante 15 

minutos a 4ºC. Finalmente, el sobrenadante se almacenó como 

fracción mitocondrial. 

En el caso del fraccionamiento “fracción insoluble nuclear/ 

fracción soluble citosólica” se siguió un potocolo adapatado del 

descrito por Muchardt et al. 1996. Para ello, los cultivos 

celulares en placas de 10 cm de diámetro con PBS frío y, a 

continuación, se les añadió 300 µL de tampón de lisis A (KCl 60 

mM; NaCl 15 mM; MgCl2 5 mM; EGTA 0.1 mM;  Tris-HCl, 

pH 7.4, 15 mM; DTT 0.5 mM; sacarosa 300 mM; NP-40 0.3%; 

H2O) y se incubó en hielo durante 3 minutos. Luego se 

despegaron las células ayudándose de una espátula y se 

transfirió la suspensión a un tubo eppendorf para ser 

centrifugado a 16000 x g durante 15 minutos a 4ºC. El 

sobrenadante aislado se almacenó como fracción soluble 

citosólica mientras que el precipitado se resuspendió en el 

tampón de lisis empleado para lisados celulares totales y se 

sometió al mismo procedimiento que para éstos. El extracto 

obtenido se identificó como fracción insoluble nuclear. 

Finalmente, se cuantificó la cantidad de proteína en cada 

fracción mediante la técnica de Bradford. 



 103

4.3.3- Inmunotransferencia de proteínas 

Tras determinar la concentración de proteínas de los 

lisados, se hirvieron en solución desnaturalizadora de Laemmli 

(50mM Tris-HCl pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS, 5% β-

mercaptoetanol y 0.0625% de azul de bromofenol). La 

suspensión proteica desnaturalizada fue almacenada a -20ºC 

hasta su uso en caso de que no fuera a ser resuelta 

inmediatamente por electroforesis. A continuación, se cargó una 

cantidad conocida de proteína (30-50 µg) en geles 

desnaturalizantes de porcentaje variable de poliacrilamida según 

el tamaño molecular de las proteínas a detectar (12.5% para 

proteínas de 10-70 kDa o 7.5% para proteínas de 50-200kDa). 

La electroforesis en vertical se realizó en tampón SDS-PAGE 

(Tris 25mM, glicina 192mM y SDS 1.7mM) a un voltaje 

constante de 100V durante el empaquetamiento y a 150V 

durante la separación de las proteínas. 

Las proteínas resueltas en el gel se transfirieron a 

membrana de PVDF (Millipore) previamente activada en 

metanol durante 2-3 minutos. La transferencia se realizó en  

Tris-HCl 25mM, glicina 19mM y metanol al 20%, a 200mA 

durante 16 horas. Tras la transferencia, la membrana se bloqueó 

con albúmina de suero bovino (BSA) (Sigma) al 5% en T-TBS 

(Tris 25mM, NaCl 50mM, KCl 2.5mM, Tween 20 al 0.1%) 

durante una hora a temperatura ambiente. A continuación, la 

membrana se incubó secuencialmente con los anticuerpos 
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primarios en BSA al 3% a 4ºC, durante toda la noche, y con los 

secundarios unidos a peroxidada durante 1 h a temperatura 

ambiente. Entre ambas incubaciones la membrana se lavó 4 

veces con T-TBS durante 5 minutos cada vez. Finalmente, las 

proteínas se detectaron por la emisión de luz producida por la 

actividad peroxidasa tras la adición del sustrato ECL (Pierce 

ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific), seguida de 

la exposición de una película fotográfica sobre la membrana. 

 

4.3.4- Inmunofluorescencia 

Las células se sembraron sobre cubreobjetos de cristal 

previamente esterilizados con etanol e introducidos en la placa 

de cultivo. Tras los tratamientos oportunos de las células para 

cada experimento, los cristales con las células adheridas en su 

superficie se lavaron tres veces con PBS y las células se fijaron 

con metanol o con solución tamponada a pH 7.5 de 

formaldehido al 5%, según el anticuerpo a emplear. En los casos 

en los que se empleó el anticuerpo de conejo de elaboración 

propia, la fijación/permeabilización se realizó con metanol a      

-20ºC durante 1 minuto. Por el contrario, cuando se empleó el 

anticuerpo de ratón monoclonal contra el epítopo Flag, las 

células se fijaron con formalina 10% (Sigma) durante 10 

minutos y se permeabilizaron con Tritón X-100 0.1% durante 

otros 10 minutos. A continuación, se bloquearon con BSA 3% / 

HS (Suero de caballo) 2% en PBS durante 1 h. Luego se 
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incubaron con el anticuerpo primario en PBS durante toda la 

noche a 4ºC y seguidamente con el anticuerpo secundario 

durante una hora a temperatura ambiente. Tras cada incubación 

con anticuerpo se hicieron tres lavados con PBS. Finalmente, los 

núcleos celulares se tiñeron con DAPI (1µg/mL) durante 5 

minutos, se lavaron de nuevo tres veces con PBS y se montaron 

los cubreobjetos sobre portaobjetos con medio de montaje para 

fluorescencia (DakoCytomation). 

En los estudios de localización subcelular de DRO1 se 

empleó el sistema de Organelle lights (Invitrogen) para producir 

fluorescencia en los siguientes orgánulos celulares: mitocondria, 

endosomas, peroxisomas, membrana nuclear, retículo 

endoplasmático y aparato de Golgi. Las células se infectaron 

durante 4 h con cada uno de los diferentes virus de expresión de 

GFP fusionados a los péptidos señal específicos de cada 

orgánulo. Seguidamente, se dejaron toda la noche para permitir 

la expresión de la proteína fluorescente y al día siguiente se 

procedió a la fijación, permeabilización e incubación con el 

anticuerpo contra Flag. La fijación se realizó con formalina 

10%, condición en que GFP no pierde su capacidad de 

fluorescencia. 
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4.3.5- Coinmunoprecipitación de complejos 

Para comprobar la interacción de DRO1 con el factor de 

transcripción PLZF se lisaron células MCF7-TetOn-DRO1-Flag 

previamente tratadas con doxiciclina (10µg/mL) durante 48 h 

para inducir la expresión de DRO1-Flag. Se inmunoprecipitaron 

500µg de proteína total con 0.5µg de anticuerpo monoclonal de 

ratón contra Flag a 4ºC en rotación durante toda la noche. 

Seguidamente, se añadió 30µL de proteína G sefarosa y se 

incubó 1h a 4ºC en rotación para facilitar la unión de las 

inmunoglobulinas (anticuerpo contra Flag). Los 

inmunocomplejos se recuperaron mediante centrifugación a 

16000 x g durante 15 segundos. El precipitado se lavó dos veces 

con tampón de lisis, una con LiCl 0.5M en PBS y finalmente 

con tampón de lisis. El complejo proteico se desnaturalizó 

hirviendo con Laemmli y se analizó por inmunotransferencia 

con anticuerpos contra PLZF. 

 

4.3.6- Transcripción/traducción de proteínas in 

vitro. 

Para la síntesis de la proteína ERα in vitro se empleó el 

sistema de transcripción/traducción TNT
®

 T7 Quick for PCR 

DNA (Promega). La mezcla de la reacción contenía 20 µL de 

TNT
®

 T7 Quick Master Mix, 1 µL de metionina 1 mM, 1 µg de 

plásmido recombinante con la secuencia de ERα y agua libre de 
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nucleasas hasta un volumen final de 25 µL. La reacción se llevó 

a cabo a 30ºC durante 90 minutos. Como control se realizó otra 

reacción con un un vector vacío, carente de ERα. La correcta 

síntesis de la proteína ERα se comprobó mediante una 

inmunotranferencia con un anticuerpo específico contra ERα. 

 

4.3.7- Síntesis de proteínas fusionadas a GST 

La introducción en fase de la secuencia génica de una 

proteína en el vector pGEX conduce a la expresión de una 

proteína fusionada con la enzima glutatión-S-transferasa (GST). 

Puesto que la proteína GST tiene gran afinidad por glutatión,  el 

glutatión unido a sefarosa nos permite la purificación de esta 

proteína híbrida recogiéndose en el precipitado de sefarosa tras 

una breve centrifugación. Las células competentes BL21 DE3 

transformadas con cada una de las construcciones del vector 

pGEX se crecieron durante toda la noche en 20 mL de medio 

LB con ampicilina (100 µg/mL). A la mañana siguiente se 

añadieron 200 mL de LBA fresco con ampicilina y se 

mantuvieron creciendo a 37ºC hasta alcanzar una densidad 

óptica entre 0.8-1.0. La expresión de la proteína se indujo con 

IPTG 0.4 mM. Tras 2-4 horas se centrifugó a 5000 x g durante 5 

minutos y el precipitado bacteriano se resuspendió con 5.5 mL 

de tampón de resuspensión por cada litro de cultivo (25 mL de 

PBS, 1 mM AEBSF y 10 mM DTT) a 4ºC. Seguidamente, la 

suspensión fue sometida a ultrasonidos 5 veces durante 30 
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segundos cada vez a máxima amplitud. Luego se añadió Tritón 

X-100 al 1%, se agitó y se centrifugó a 10000 x g durante 15 

minutos a 4ºC. El sobrenadante conteniendo la proteína de 

interés se transfirió a un tubo Falcon de 15 mL y se incubó en 

rotación con 100 µL de glutatión-sefarosa al 50% en PBS 

durante 20 minutos a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo 

se centrifugó a 12000 r.p.m. durante 30 segundos y se lavó 3 

veces con PBS. Finalmente se almacenó el precipitado formado 

por la resina glutatión-sefarosa unida a la proteína fusionada a 

GST. 

 

4.3.8- Ensayos de interacción proteica (ensayos pull-

down) 

Se añadieron a lisados celulares las proteínas fusionadas a 

GST y unidas a sefarosa (10 µL proteína fusionada a GST en 

500 µL lisado) y se incubaron durante 1h a 4ºC en agitación por 

rotación. A continuación, se centrifugó a 16000 x g durante 30 

segundos para precipitar la resina de glutatión-sefarosa unida a 

la proteína fusionada a GST. La centrifugación de la proteína 

fusionada a GST arrastra consigo las proteínas que se 

encuentran en interacción con ella, concentrándolas en el 

precipitado. El precipitado se lavó dos veces con PBS seguidos 

de un tercer lavado con LiCl 0.5M en PBS. La purificación de 

las proteínas se comprobó en geles desnaturalizantes de 
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poliacrilamida teñidos con Coomassie y la presencia de la 

proteína híbrida se confirmó por inmunotransferencia.  

 

4.3.9- Estudios de secreción de proteínas 

Células MCF7-TetOn-DRO1-Flag y MCF7-TetOn fueron 

sembradas en placas de 10 cm en un total de 1.500.000 

células/placa. A continuación, se dejaron crecer las células 

durante 4 y 7 días en presencia de doxiciclina. Un día antes de la 

recogida de las muestras se lavaron las células con PBS y se 

cambió el medio de cultivo por otro sin FBS pero conteniendo el 

cóctel inhibidor de proteasas (Roche). Más tarde, se recogieron 

los medios de cultivo resultantes, se centrifugaron 5 minutos a 

200 x g  y se descartó el precipitado de células y residuos 

celulares. En último lugar, se procedió a la concentración del 

medio empleando el sistema de concentración de proteínas 

Centricón-30 (Amicon) siguiendo las indicaciones del 

fabricante. Con la centrifugación, el disolvente y las moléculas 

superiores a 30 KDa pasan a través de la membrana a un 

colector inferior, concentrándose en la parte superior todas las 

moléculas superiores a 30 KDa. Del concentrado proteico 

obtenido cargamos una séptima parte del total en un gel de 

acrilamida para observar mediante inmunotransferencia la 

presencia de DRO1 secretado al medio de cultivo. En el caso de 

los cultivos primarios de grasa subcutánea de ratón, no fue 

necesaria la concentración del medio de cultivo debido a la alta 
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concentración de DRO1 secretado, analizándose en este caso 

directamente por inmunotransferencia con 30 µL del medio. 

 

4.3.10- Anticuerpos empleados 

Los anticuerpos empleados durante la experimentación 

fueron: 

Antígeno Animal de 
procedencia 

Dilución 
para 
WB 

PM 
banda 
WB 

(kDa) 

Dilución 
para IF 

Casa 
comercial 

AIB1 Ratón 1/1000 160 1/50 BD 
Trasduction 
Laboratories 

β-actina Ratón 1/10000 42 1/200 Sigma-
Aldrich 

β-catenina Conejo 1/1000 92 1/100 Cell Signaling 
(9562) 

β-tubulina Ratón 1/2000 55 1/100 Santa Cruz 
Biotech 

DRO1 Conejo 1/2000 110-
150 

1/200 Producción 
propia 

E-
cadherina 

Ratón 1/2000 120 1/50 BD 
Trasduction 
Laboratories 

(610181) 

Flag Ratón 1/1000 Depende 
proteína 
fusion 

1/250 Sigma (F 
1804) 

ICAM-1 Conejo 1/500 85-
110 

-- Santa Cruz 
(sc-7891) 

IGF-I-R β Conejo 1/500 95 1/200 Cell Signaling 
(3027) 

IGFBP-5 Ratón 1/500 31 -- R & D 
Systems 

(MAB578)   

Tabla 8: Anticuerpos primarios 
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Conjugado Antígeno (Ig) Dilución  Casa 
comercial 

Alexa Fluor 
488 

Conejo 1/2000 Molecular Probes 
(Invitrogen) 

Alexa Fluor 
633 

Ratón 1/2000  Molecular Probes 
(Invitrogen) 

CY3 Conejo 1/125 Jackson 
ImmunoResearch 

CY3 Ratón 1/250 Jackson 
ImmunoResearch 

FITC Conejo 1/125 Jackson 
ImmunoResearch 

FITC Ratón 1/125 Jackson 
ImmunoResearch 

Peroxidasa Conejo 1/5.000 Dako (Z0113)   

Peroxidasa Ratón 1/5.000 Sigma (A9044) 

Tabla 9:Anticuerpos secundarios 

 

5- Determinación de apoptosis y del ciclo 

celular  

5.1- Citometría de flujo  

Tras el tratamiento realizado a las células en los diferentes 

experimentos, las células se despegaron de las placas de cultivo 

empleando Tripsina-EDTA durante 1 minuto y se lavaron con 

PBS centrifugando las células a 200 x g durante 5 minutos. A 

continuación, se pusieron 250.000 células en cada tubo de 
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citometría y se centrifugaron a 200 x g durante 5 minutos. Las 

células se fijaron en 1mL de etanol a -20ºC añadido sobre el 

precipitado de células mientras se agitaban con el agitador 

vórtex. Las células fijadas se almacenaron durante al menos 16 h 

a -20ºC.  A continuación, se hicieron tres lavados con PBS tras 

el mismo número de centrifugaciones a 200 x g durante 5 

minutos. Finalmente, las células fijadas se resuspendieron en 

250µL de PBS con 50µg/µL de ioduro de propidio (que se une al 

DNA aportándole fluorescencia) y 1 ng/mL de RNasa (Roche) 

para degradar el RNA y evitar que el ioduro de propidio se 

uniese también al RNA. Esta suspensión se dejó toda la noche 

en agitación, a 4ºC y en oscuridad hasta que se cuantificó en el 

citómetro de flujo Cytomics FC500 (Beckman Coulter). Los 

resultados se analizaron con el programa WinMDI Version 2.8. 

 

5.2- Ensayo TUNEL  

La apoptosis también se cuantificó mediante ensayo 

TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling) empleando el 

In Situ Cell Death Detection Kit, POD (Roche). Para ello, se 

sembraron células MCF7-TetOn-DRO1-Flag, expresando y sin 

expresar DRO1, sobre cubreobjetos como en una 

inmunofluorescencia y se trataron durante 6 h con 

estaurosporina. A continuación se fijaron con paraformaldehido 

al 4% en PBS y se lavaron tres veces con PBS. Luego se 

permeabilizaron con Tritón X-100 al 0.1% durante 10 minutos y 
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se lavaron de nuevo tres veces con PBS. Finalmente, se añadió 

la mezcla de la reacción TUNEL para proporcionar 

fluorescencia a las células apoptóticas. Estos cubreobjetos se 

montaron como una inmunofluorescencia normal y se 

visualizaron en un microscopio de fluorescencia. 

 

5.3- Ensayo de proliferación celular (XTT) 

La proliferación celular se determinó mediante la adición 

de la sal de tetrazolio XTT a los cultivos celulares. El XTT 

posee un color amarillo que pasa a naranja (absorbancia a 450 

nm) tras ser metabolizado a formazán. Puesto que este proceso 

ocurre exclusivamente en células viables, la intensidad del color 

naranja dependerá del número de células viables presentes en el 

cultivo. Se sembraron 10.000 células MCF7-DRO1-Flag y 

MCF7-TetOn por pocillo en placas de 96 pocillos con 100 µl de 

medio de cultivo conteniendo o no doxiciclina. A tiempos de 24, 

48, 72 y 96 h se añadió a cada pocillo 50 µl de la mezcla XTT 

del Cell Proliferation Kit II (Roche). A continuación se dejó 

incubando el cultivo con el XTT durante 24 h en condiciones 

normales de cultivo. Tras la incubación, se midió la absorbancia 

a 450 nm en el lector de placas VICTOR 2 V 1420 Multilabel 

HTS counter (Wallac). Cada una de las condiciones se hizo por 

quintuplicado. 
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6- Medida de la actividad transcripcional: 

Ensayo de luciferasa  

El promotor de DRO1 fue segmentado en diversos 

fragmentos (-4813/-2134; -4813/-3795; -3794/-2745; -2744/-

2134 -2094/-1; +5/+1829) que fueron clonados en el vector 

pGL3 basic, regulando la expresión del gen de luciferasa. El día 

anterior a la transfección se sembraron 50.000 células COS1 por 

pocillo en placas de seis pocillos. Cada condición se repitió por 

sextuplicado con el fin de poder discriminar valores dispersos. 

Cada pocillo se transfectó con 30 ng pRL-TK para expresar 

renilla como control interno de la transfección, 500ng del vector 

pGL3 basic con o sin inserto, y 100ng de pcDNA3.1+AIB1 ó 

56ng pcDNA3.1- como control negativo. Las células se 

crecieron durante 48 h y se midió la actividad luciferasa 

empleando el kit de Renilla luciferase assay sistem (Promega) 

siguiendo el protocolo del fabricante. La cantidad de luz 

producida fue medida en un luminómetro (Berthold Detectin 

Systems). 

 

7- Estudio de la migración transendotelial 

El estudio de la capacidad de migración transendotelial 

(TEM) se hizo con un ensayo TEM adaptado de un protocolo 

para ensayos de procesos de extravasación (Ma & Wang 2008). 

En primer lugar se creció una monocapa de células HUVEC en 
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placas de cultivo con soportes permeables (cámaras transwell) 

de 8 µm de poro (Corning 3422). Para ello, se cubrió de 

Matrigel GFR (BD Biosciences) la membrana permeable. Una 

vez reconstituida la capa de Matrigel se sembraron 50.000 

células HUVEC en cada cámara superior con 100 µl de medio 

EGM2 y se dejaron crecer hasta alcanzar la confluencia. Para 

determinar cuándo llegaban a confluencia y asegurarnos de que 

la monocapa formada era continua, la cámara inferior fue 

rellenada con 600 µL de medio EGM2 y se añadieron a la 

cámara superior 4 µl de dextrano de alto peso molecular unido a 

FITC (C0 = 25 mg/mL) (Sigma FD40S). A continuación se 

recogieron cada 30 minutos 50 µl del medio de la cámara 

inferior y se midió la emisión de fluorescencia a 492/520 nm en 

el lector de placas VICTOR 2 V 1420 Multilabel HTS counter 

(Wallac). Estos 50 µl fueron repuestos en cada momento por 

medio EGM2 nuevo. La confluencia e integridad de la 

monocapa se estableció cuando tras dos mediciones 

consecutivas no se observaba ningún aumento de fluorescencia. 

Seguidamente, las células MCF7-TetOn y MCF7-DRO1 se 

marcaron con 5-(6)-carboxifluoresceína diacetato succinimidil 

ester (CFSE) 5mM (CellTrace; Invitrogen C34554). Tras dicho 

paso, se sembraron 100.000 de las células marcadas con medio 

EGM2 en la cámara superior y se cambió el medio de la cámara 

inferior a medio DMEM que actúa como quimioatrayente para 

las células MCF7. Al cabo de 24 h se levantó con tripsina todas 

las células que habían pasado a la cámara inferior, que 
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posteriormente fueron cuantificadas en el VICTOR 2 V 1420 

Multilabel HTS counter (Wallac) mediante la emisión de 

fluorescencia emitida a 488 nm por el CFSE. 
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1- DRO1 está reprimido por AIB1 

Con el fin de observar cambios en la expresión de genes en 

ratones AIB1-tg (ratones transgénicos que sobrexpresan AIB1) 

se empleó la tecnología GeneChip
® de Affymetrix. Se aisló 

mRNA de cultivos primarios epitelialies de mamas de 4 

hembras silvestres y 4 AIB1-tg. A partir del mRNA extraido, se 

sintetizó cRNA y se hizo hibridar con los oligonucleótidos de 

los chips. La señal de todos los chips se normalizó utilizando el 

método RMA (Robust Multi-Array average) basado en la 

normalización por cuantiles. Seguidamente el cálculo de la 

expresión de cada gen se hizo según el método de Irizarry 

incluido también en el paquete RMA. Finalmente la 

comparación entre los distintos chips se hizo partiendo de la 

consideración de dos grupos, silvestre y AIB1-tg, y el cálculo de 

la expresión diferencial significativa de los genes se hizo por el 

método SAM (Análisis de significancia de microarrays) (Tusher 

et al. 2001) basado en permutaciones aleatorias y con cálculo de 

significación estadística basado en la tasa de descubrimiento 

falso (FDR). El análisis lo realizó el Dr. Javier de las Rivas, Jefe 

del Grupo de Bioinformática y Genómica Funcional del Centro 

de Investigación del Cáncer (Salamanca). 

En nuestro estudio se emplearon cultivos primarios de 

células del epitelio mamario de 4 ratones silvestres y 4 ratones 

AIB1-tg. Como resultado se obtuvieron diversos genes cuya 
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expresión se encontró significativamente modulada por AIB1. 

Entre estos genes se encuentra DRO1, cuya expresión está 

reprimida en las céluas de ratones AIB1-tg (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: La expresión de DRO1 está disminuida en ratones AIB1-tg. A) 

Resultados del análisis de expresión diferencial obtenidos mediante el 

algoritmo SAM en células de epitelio mamario de ratón procedentes de 4 

ratones silvestres frente 4 ratones AIB1-tg empleando oligonucleótidos de 

microarrays de Affymetrix (modelo MOE430A con 22690 sondas). El corte de 

genes significantes se estableció a FDR<0.10. Esto dio lugar a 135 sondas que 

correspondian a 135 genes de ratón conocidos. B) Tabla con los 30 genes con 

mayor represión diferencial obtenidos por el algoritmo SAM en las 

condiciones descritas anteriormente. La tabla incluye: el parámetro estadístico 

delta calculado por SAM para detectar una regulación positiva (+) o negativa 

(-); los valores P de SAM correspondientes a cada gen; el incremento de R que  

corresponde con el incremento de la expresión en escala log2. DRO1 

(Ccdc80) es el número 18 de la lista. 
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Puesto que DRO1 había sido descrito como un supresor 

tumoral con características proapoptóticas, nos resultó 

interesante confirmar estos resultados. Para ello nos propusimos 

determinar si existía alguna variación en los niveles de DRO1 

cuando modificábamos los niveles de AIB1. En este sentido, la 

sobreexpresión de AIB1 en cultivo primario humano de epitelio 

mamario (HMEC) disminuyó los niveles de mRNA de DRO1 

(Figura 5A), confirmando el papel de AIB1 como regulador 

negativo de DRO1. Por el contrario, el silenciamiento de la 

expresión de AIB1 en células MCF-7 (células humanas de 

carcinoma mamario que sobreexpresan AIB1) da lugar a un 

aumento significativo en los niveles de DRO1 (Figura 5B), 

sugiriendo que DRO1 se reprime por AIB1 en células MCF-7. 

En paralelo se cuantificó la expresión de DRO1 en diferentes 

líneas celulares de cáncer y se comparó con la expresión de 

AIB1. A pesar de las grandes variaciones en la expresión de 

DRO1 entre las diferentes líneas celulares se observó que en 

muchas de ellas existía una correlación inversa entre los niveles 

de expresión de DRO1 y de AIB1 (Figura  5C) (Ferragud et al. 

2011). Estos resultados sugieren que, al igual que en el modelo 

murino, AIB1 puede participar en la regulación negativa de 

DRO1 en líneas de cánceres humanos. 
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Figura 5: AIB1 regula negativamente los niveles de mRNA de DRO1. A) Células 

HMEC se infectaron con adenovirus de expresión de la proteína GFP (barras 

abiertas) o de AIB1 (barras negras) y 2 días después se determinaron los niveles 

relativos de mRNA de DRO1 mediante qRT-PCR. Los valores se normalizaron frente 

a los niveles de GAPDH. Las barras representan el valor medio de tres experimentos 

independientes ± EE. *p<0.01. B) Células MCF-7 se transfectaron con siRNA control 

(barras abiertas) o con siRNA AIB1 (barras negras). Dos días después se 

cuantificaron los niveles relativos de mRNA de DRO1. Los valores representan la 

media de tres experimentos independientes ± EE. Las inmunotransferencias 

insertadas en A) y B) muestran los niveles de AIB1 en cada momento. C) Las líneas 

celulares de cáncer humano indicadas y el cultivo primario no cancerosos HMEC se 

crecieron en las condiciones estándar para cada caso. Los niveles de mRNA de 

DRO1 (barras negras) y de AIB1 (barras abiertas) se cuantificaron por qRT-PCR y se 

normalizaron frente a GAPDH de acuerdo con la ecuación de Pfaff´s. Las barras 

representan los valores medios de cuatro experimentos independientes ± EE. 
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2- DRO1 está reprimido por otros oncogenes 

y por estrógenos 

La expresión de DRO1 se encuentra también disminuida 

tras la transformación neoplásica por β-catenina o K-Ras 

(Bommer et al. 2005). Con objeto de determinar si DRO1 puede 

ser reprimido por otros oncogenes transfectamos los oncogenes 

v-H-ras, v-src y HER2 en células U2OS. Como resultado de la 

expresión de estos oncogenes observamos que la expresión de 

DRO1 se encuentra disminuida en los tres casos, siendo muy 

significativa en el caso de v-H-ras (Figura 6A) (Ferragud et al. 

2011). 

Se ha observado que la expresión de DRO1 se encuentra 

disminuida en el útero de ratas ovariectomizadas tras el 

tratamiento con E2 (Marcantonio et al. 2001a), sugiriendo que la 

regulación de DRO1 también puede estar mediada por hormonas 

esteroideas. Además, también se ha examinado cómo los 

andrógenos reprimen la expresión de DRO1 en la próstata 

ventral de ratas castradas (Marcantonio et al. 2001b). Esto 

resulta particularmente interesante porque AIB1 juega un papel 

muy importante en la regulación de la expresión de genes diana 

de receptores esteroideos (Planas-Silva et al. 2001; Zhang et al. 

2004), por lo que AIB1 podría estar regulando a DRO1 a través 

de receptores esteroideos. Consecuentemente, esta hipótesis nos 

llevó a profundizar en el papel que juegan los estrógenos en la 

regulación de DRO1. Para ello, células MCF-7 se privaron de 
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estrógenos durante una semana y seguidamente se trataron con 

el agonista de estrógenos 17-β-estradiol o con los 

antiestrógenicos 4-hidroxitamoxifeno (tamoxifeno) o ICI182780 

(Fulvestrant). El resultado de este estudio nos reveló que el 

tratamiento con 17-β-estradiol produjo una disminución de los 

niveles de mRNA de DRO1 a lo largo del tiempo, mientras que 

los antiestrógenos aumentaron los niveles de DRO1, 

notablemente mayores a las 24h (Figura 6B) (Ferragud et al. 

2011). El análisis de la región promotora de DRO1 nos reveló la 

existencia de 14 secuencias incompletas del elemento de 

respuesta a estrógenos (ERE) (Figura  6C). Este dato sugiere que 

la regulación de la expresión de DRO1 mediada por estrógenos 

pudiera ser debida a una regulación en cis por el ER y que AIB1 

pudiera estar actuando como correpresor en dicha regulación. 

 

 

Figura 6: Represión de DRO1 por oncogenes y por estrógenos. A) Niveles 

relativos de mRNA de DRO1 determinados en células U2OS transfectadas con 

500 ng de vector vacío como control o conteniendo los oncogenes v-H-ras, v-

src, o HER2. Las barras representan los valores medios de cuatro experimentos 

independientes  ± EE. *p= 0.016. B) Células MCF-7 privadas de estrógenos 

durante una semana y posteriormente tratadas con 17-β-estradiol 10 nM, 

tamoxifeno 10 µM  e ICI182780 1 µM. El RNA se obtuvo a los tiempos 

indicados tras los tratamientos y se determinaron los niveles de mRNA de 

DRO1 por qPCR. Los valores son las medias de 3 experimentos 

independientes ± EE Las inmunotransferencias insertadas representan los 

niveles de la proteína DRO1 en células MCF-7 tratadas con (+E2) o sin 

estradiol (-E2). C) Secuencia del promotor de DRO1 desde la base -5959 hasta 

la -1. En rojo las secuencias incompletas del ERE. (A: Adenina; C: Citosina; 

G: Guanina; T: Timina) 
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Figura 6: Represión de DRO1 por oncogenes y por estrógenos.  
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3- AIB1 reprime a DRO1 a nivel de promotor 

Con el fin de profundizar en el estudio de la regulación de 

DRO1 y localizar sus elementos reguladores afectados por 

AIB1, clonamos diferentes regiones del promotor de DRO1 en 

un vector reportero de luciferasa. En un primer cribado 

clonamos el promotor en tres fragmentos grandes (entre 2000-

3000 pares de bases cada uno) para acotar los elementos 

reguladores dependientes de AIB1. Estos tres fragmentos 

corresponden a una región del promotor distal del sitio de inicio 

de la transcripción (-4813/-2134), a una región proximal (-

2094/-1) y a una región transcrita que contiene hasta parte del 

segundo exón (+5/+1829) (Figura 7A). A continuación estas 

construcciones se transfectaron solas o conjuntamente con AIB1 

en células COS1 para cuantificar la actividad luciferasa como 

medida directa de la activación transcripcional dependiente de 

cada secuencia. Las regiones -2094/-1 y +5/+1829 mostraron un 

aumento de la actividad cuando eran cotransfectadas junto con 

AIB1 (Figura 7B), esto podría explicarse por la presencia de 

varios elementos de respuesta para factores de transcripción para 

los que AIB1 es también un coactivador, incluyendo varios 

sitios potenciales de unión para NFκB y Pax-2. Sin embargo, la 

región distal del promotor (-4813/-2134) mostró una 

disminución significativa de la actividad transcripcional al ser 

cotransfectada junto con AIB1, revelando que los elementos que 

regulan la represión de DRO1 por AIB1 se encuentran en esta 
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región. Tras esta primera aproximación, decidimos restringir aún 

más la región implicada en la represión de DRO1 por AIB1. 

Para ello, se clonaron tres nuevos fragmentos de menor tamaño 

(entre 600-1000 bases) que abarcaban la región distal del 

promotor (-4813/-3795, -3794/-2745 y -2744/-2134) (Figura 

7A). Seguidamente se procedió del mismo modo que en el caso 

anterior, observando que el dominio regulado por AIB1 se 

encuentra en la región -4813/-3795 (Figura  7C). Además, con el 

fin de demostrar que esta regulación ocurre en diferentes líneas 

celulares realizamos un nuevo ensayo en células MCF-7, las 

cuales muestran elevados niveles de AIB1 pero muy bajos de 

DRO1. En este caso, el silenciamiento de AIB1 produce un 

aumento de la actividad luciferasa al transfectar la región -

4813/-3795, mientras que permanece inalterada al transfectar las 

otras regiones (Figura 7D). Estos resultados confirman la 

represión de DRO1 por AIB1 y que lo hace a través del dominio 

-4813/-3795 (Ferragud et al. 2011). 
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Figura 7: Regulación transcripcional del promotor de DRO1 por AIB1. 

A) Representación esquemática del promotor de DRO1 y de las construcciones 

analizadas regulando la expresión de luciferasa como gen reportero. La flecha 

indica el sitio de inicio de la transcripción. La barra negra representa la región 

promotora y la barra blanca corresponde al transcrito de DRO1, incluyendo el 

primer intrón y parte del segundo exón. B) Células COS1 se transfectaron con 

cada una de las regiones genómicas de DRO1 indicadas y con AIB1 o con el 

vector pCDNA3.1 vacío como control. Los valores representan los 

incrementos de actividad luciferasa con AIB1 (barras cerradas) respecto a la 

actividad sin AIB1 (barras abiertas). *p = 0.02. C) Los fragmentos del 

promotor distal se generaron por PCR y se analizaron de manera similar a B). 

Los valores representan los incrementos en la actividad luciferasa con AIB1 

respecto a la actividad sin AIB1. *p = 0.01. D) Células MCF-7 se silenciaron 

con RNA de interferencia para AIB1 (+) o con RNAi control (-). Dos días 

después se determinó la actividad luciferasa como en B). Los valores 

representan los incrementos de actividad luciferasa silenciando AIB1 respecto 

al control con RNAi. *p= 0.0001. 
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4- Obtención de un sistema biológico para el 

estudio de DRO1 

A la hora de abordar el estudio de los efectos producidos 

por la expresión de una proteína determinada a nivel celular es 

importante disponer de un sistema biológico idóneo para dicho 

estudio. Este sistema debe permitir evaluar los efectos 

biológicos debidos exclusivamente a la expresión de dicha 

proteína. Con este fin, nos propusimos obtener una línea celular 

de cáncer de mama humano que expresara DRO1 de forma 

inducible (Figura 8A). Escogimos la línea celular MCF-7 por 

tener niveles endógenos de expresión de DRO1 muy bajos. Para 

ello empleamos el sistema TetOn® (Clontech). Con éste método 

se obtuvieron diferentes clones celulares estables con sólo el 

vector pTetOn (células denominadas MCF-7-TetOn, empleadas 

como control del efecto de la doxiciclina en los siguientes 

experimentos), o con ambos vectores pTetOn y pTRE2hyg-

DRO1-Flag (células denominadas MCF-7-TetOn-DRO1-Flag), 

que expresan DRO1-Flag de forma inducible por doxiciclina. De 

los diferentes clones de células MCF-7-TetOn-DRO1-Flag 

obtenidos, el clon número 5 se seleccionó para estudios 

posteriores por mostrar mayor expresión de proteína DRO1-Flag 

tras la inducción con doxiciclina, pero expresión mínima en 

ausencia de ésta (Figura 8B). Estudios posteriores con dicho 

clon indicaron un aumento de seis veces en el mRNA de DRO1 

tras la adición de doxiciclina al medio de cultivo (Figura 8C). 
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Figura 8: Obtención de un clon celular que expresa DRO1 de forma 

inducible. A) Representación esquemática del proceso para la generación de 

clones celulares que expresan DRO1 de forma inducible. B) 

Inmunotransferencias de lisados de los diferentes clones obtenidos. La 

expresión de DRO1 se detectó con anticuerpos contra Flag en muestras de 

células sin ser previamente inducidas con doxiciclina (dox-) o tras la 

inducción con 10 µg/mL doxiciclina durante 72h (dox+). La detección de β-

actina se utilizó como control de carga. C) Representación gráfica del 

incremento de los niveles relativos de mRNA de DRO1 en el clon 5 al 

inducir su expresión con 10 µg/mL doxiciclina durante 72h (barra cerrada) 

con respecto a las células sin inducir (barra abierta). Los niveles de mRNA 

de DRO1 se cuantificaron mediante qRT-PCR y se normalizaron con los de 

GAPDH. Las barras representan el valor medio de tres experimentos 

independientes ± EE. *p<0.05. 
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5- Efecto de la expresión de DRO1 en cultivos 

celulares  

Una vez generado un sistema biológico adecuado para 

estudiar la biología celular de DRO1, pudimos constatar cómo la 

inducción de la expresión de DRO1 daba lugar a cambios 

morfológicos en las células, así como a una ralentización de la 

ocupación de la placa de cultivo y al crecimiento en parches de 

los cultivos celulares. Como se puede observar en la Figura 9, 

tres días después de la inducción de la expresión de DRO1 se 

produjo un cambio en la morfología celular, pasando de una 

forma prismática pequeña a una forma más alargada y grande. 

Además, según iban transcurriendo los días, las células que no 

expresaban DRO1 crecían pegadas unas con otras formando 

grupos, mientras que las que expresaban DRO1 lo hacían de 

forma más separada y abarcando una mayor superficie. 

Finalmente, cuando las células alcanzaron la confluencia se 

produjo un desprendimiento masivo de células en los cultivos 

que expresaban DRO1 mientras que los que no lo hacían 

permacieron muy compactadas. Estos resultados indican que la 

expresión de DRO1 podría estar dando lugar a cambios en 

diferentes procesos celulares que conducen a una deficiente 

acción de las moléculas de adhesión celular o, incluso, a 

apoptosis. 
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Figura 9: La expresión de DRO1 da lugar a cambios morfológicos y al 

desprendimiento celular. Imágenes en campo claro de cultivos celulares MCF7-

TetOn-DRO1flag +/- doxiciclina 10 µg/mL mantenidos en crecimiento a lo largo 

del tiempo en las mismas placas cambiando únicamente el medio cada 3 días. 
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6- Efecto de DRO1 en la expresión de genes 

implicados en diferentes procesos celulares  

En estudios anteriores se ha observado que DRO1 

participa en procesos biológicos como apoptosis y 

diferenciación adipocítica (Bommer et al. 2005; Tremblay et al. 

2009). Además, también se ha descrito que DRO1 se secreta y 

se encuentra en la matriz extracelular (Manabe et al. 2008; 

Okada et al. 2008). Con el fin de obtener mayor información 

sobre el papel de DRO1 en los diferentes procesos biológicos 

con los que ha sido relacionado nos propusimos realizar un 

análisis de expresión de genes implicados en dichos procesos. 

Para ello, empleamos el RNA extraído de las células MCF-7-

TetOn-DRO1-Flag inducidas o sin inducir con doxiciclina para 

analizar la expresión diferencial de genes implicados en 

apoptosis, ciclo celular, diabetes, matriz extracelular y adhesión 

celular. En la Figura 10 se muestran los incrementos de 

expresión más notables, positivos o negativos, de los genes 

incluidos en el análisis. 

Varios genes implicados en apoptosis varían su expresión 

tras la inducción de DRO1. Entre ellos cabe destacar el aumento 

en la expresión de los genes proapoptóticos BCLAF1 y RIPK2, 

con 1.95 y 2.22 veces respectivamente. Sin embargo, la 

expresión de DRO1 también conduce a un aumento de la 

expresión de genes antiapoptóticos como BIRC2 y XIAP, o a 
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una disminución de otros genes proapoptóticos como CASP4, 

TNF, TNFRSF11B, TNFRSF25 y TP73.  

La expresión de DRO1 provocó el cambio en la expresión 

de genes reguladores del ciclo celular, siendo los cambios más 

llamativos la disminución de 2.28 veces la expresión de MCM2 

y el aumento de 2.28 veces la de RBBP8. 

En el caso de los genes implicados en metabolismo y 

diabetes, hay un gran número de ellos cuya expresión varía tras 

la inducción de DRO1. Entre ellos destaca IL6, que se encuentra 

disminuida hasta 4.46 veces en las células que expresan DRO1. 

IL6 está abundantemente expresada en tejido adiposo y sus 

niveles en plasma están directamente relacionados con la 

obesidad y la resistencia periférica a insulina (Kern et al. 2001). 

Además, también se ha visto que IL6 promueve la angiogénesis 

y el crecimiento tumoral, por lo que su disminución podría 

inhibir dichos procesos. Otro gen cuya expresión también se 

encuentra disminuida es NOS3, que codifica la enzima 

encargada de sintetizar óxido nítrico (NO). La vía NO-cGMP 

controla la biogénesis mitocondrial y el balance energético 

corporal (Nisoli et al. 2003). Por otra parte, tras la inducción de 

DRO1 aumentó la expresión de PRKAA1 (AMPK), cuya 

fosforilación y activación se estimula por adiponectina para la 

utilización de glucosa y la oxidación de ácidos grasos 

(Yamauchi et al. 2002). 
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Figura 10: Representación gráfica de la expresión de genes inducidos 

por DRO1. Expresión de genes inducidos por DRO1  cuantificados por 

qRT-PCR, empleando las colecciones comerciales de PCR arrays 

agrupadas por funciones celulares (SABioscience). Se muestran los genes 

cuya expresión sufrió un incremento mayor de ± 2 veces tras la inducción 

de DRO1. El control sin inducir se tomó como control de referencia (=1). 

Los colores amarillo, verde, azul y rojo corresponden respectivamente a 

genes de los arrays de apoptosis, ciclo celular, diabetes y moléculas de 

adhesión celular y de la matriz extracelular. 
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Adicionalmente, diversos genes de la matriz extracelular y 

moléculas de adhesión celular sufrieron cambios en su expresión 

cuando se indujo la de DRO1. Cabe destacar la disminución de 

ICAM-1, una molécula de adhesión dependiente de calcio que 

es reconocida por integrina-β2 (CD18) expresada en leucocitos, 

por integrina-αL (CD11a) y por integrina-αM (CD11b, 

disminuida también 2.5 veces). También varió la expresión de 

metaloproteasas, proteínas involucradas en la hidrólisis de la 

matriz extracelular en procesos fisiológicos como el desarrollo 

embrionario (Szabova et al 2010) o la remodelación de tejidos 

(Wiseman et al 2003), y en procesos patológicos como la artritis 

(Lin & Liu 2010) o el cáncer (Foley et al 2012). Finalmente, 

otras proteínas de la matriz extracelular como colagenasas  e 

integrinas están también disminuidas al inducir la expresión de 

DRO1. 

 

7- DRO1 está localizado en el aparato de 

Golgi y en la membrana citoplasmática  

Hasta la fecha no existe unanimidad en la bibliografía 

respecto a la localización subcelular de DRO1. Hay autores que 

lo sitúan en el aparato de Golgi (Visconti et al. 2003), otros en el 

citoplasma y retículo endoplásmico (Bommer et al. 2005), otros 

en la matriz extracelular (Manabe et al. 2008) y otros en el 

medio extracelular (Okada et al. 2008). 
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A la hora de determinar la función y/o mecanismos de 

acción de una proteína es muy importante saber su localización 

celular. Para determinar la localización subcelular de DRO1 

realizamos la búsqueda de DRO1 en diferentes orgánulos en los 

que pudiera encontrarse, teniendo en cuenta sus funciones 

apoptóticas y reguladoras del ciclo celular, y en base a su 

capacidad de ser N-glicosilada y secretada. Para colocalizar a 

DRO1 con algún compartimiento subcelular empleamos el 

sistema de Organelle lights (Invitrogen) en células MCF-7-

TetOn-DRO1-Flag. Los orgánulos marcados de manera 

individual fueron: mitocondria, endosomas, peroxisomas, 

retículo endoplasmático y aparato de Golgi. (Figura 11). La 

Figura 11 muestra el marcaje de cada uno de los orgánulos 

indicados junto con la proteína DRO1-Flag. Sólo en el caso del 

aparato de Golgi se superpuso la señal de GFP con la de DRO1-

Flag, dando color combinado amarillo y, por tanto, revelando su 

localización en éste orgánulo. Además, cuando se prolongó la 

expresión de DRO1-Flag durante 10 días se observó que 

también se encontraba localizado en la membrana citoplasmática 

(señalado con flechas en la Figura 11). 
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Figura 11: Localización de DRO1 en el aparato de Golgi y en el 

perímetro celular. La expresión de DRO1-Flag se indujo en células 

MCF-7-TetOn-DRO1-Flag mediante tratamiento con doxiciclina durante 2 

días (imágenes mostrando orgánulos) y durante 10 días (imagen inferior 

derecha). Para el marcaje de los orgánulos indicados en verde, los cultivos 

se infectaron con baculovirus de expresión de GFP en cada uno de los 

diferentes compartimentos. DRO1 se visualizó con anticuerpos anti-Flag 

en rojo (Cy3). La tinción de DRO1-Flag alrededor del perímetro celular 

está indicada con flechas. Barra de escala = 10 µm.  
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8- DRO1 es una proteína de secreción 

Una de las principales funciones del aparato de Golgi es la 

preparación de las proteínas para ser secretadas. La ubicación de 

DRO1 en el aparato de Golgi apoya estudios anteriores que 

describen a DRO1 como una proteína de secreción N-

glicosilada. Con el fin de comprobar si DRO1 es también 

secretada en nuestro sistema biológico MCF-7-TetOn-DRO1-

Flag, llevamos a cabo el análisis del medio condicionado del 

cultivo celular. El análisis por inmunotransferencia reveló la 

presencia de DRO1 en el medio de cultivo de células 

confluentes, mientras que no estaba presente en el medio 

procedente de células preconfluentes (Figura 12A). El tamaño 

de la proteína detectada era de unos 90 kDa (Figura 12A, 3ª 

calle), inferior al tamaño de 108 kDa esperado, sugiriendo que la 

proteína podía haber sufrido algún tipo de modificación. 

Efectivamente, la adición de inhibidores de proteasas hizo 

aparecer una nueva banda a unos 110 kDa al mismo tiempo que 

la banda inferior disminuyó su intensidad (Figura 12A, 4ª calle). 

Estos resultados confirman que DRO1 es secretado al medio 

extracelular y que puede ser procesado por proteasas. 

En estudios anteriores se ha descrito que DRO1 juega un 

papel importante en la regulación del metabolismo. Además, la 

posibilidad de que DRO1 fuera secretado y actuara regulando la 

adipogénesis de manera similar a ciertas adipoquinas ha sido 

objeto de debate (Okada et al. 2008; Tremblay et al. 2009). Por 
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otra parte, también AIB1 está implicado en metabolismo. La 

sobreexpresión de AIB1 sensibiliza la activación de la vía de la 

insulina e IGF-I al aumentar la expresión de IGF-I e IRS2 

(Torres-Arzayus et al 2004; Yan et al. 2006). La vía de la 

insulina es fundamental en la regulación del metabolismo y para 

ello es importante la secreción de insulina por las células β 

pancreáticas. Un eje regulador del mantenimiento funcional de 

la célula β pancreática es CDK4-RB-E2F1 (Fajas et al. 2010). 

Curiosamente, AIB1 interacciona con el factor de transcripción 

E2F1 para regular el ciclo celular (Louie et al. 2004; Louie et al. 

2006), por lo que AIB1 pudiera estar también implicado en esta 

regulación. Además, AIB1 es un regulador crítico en el 

desarrollo del tejido adiposo blanco (Louet et al., 2006). En 

ausencia de AIB1, la diferenciación de los adipocitos está 

impedida debido a la reducción de la actividad de los factores de 

transcripción C/EBPα y δ y, en consecuencia, a la disminución 

de la expresión de PPARγ2, factor de transcripción esencial en 

la adipogénesis. Los ratones IRS2-KO terminan desarrollando 

diabetes (Withers et al 1998) y lo mismo ocurre tras la pérdida 

de expresión de CDK4 (Rane et al. 1999). CDK4 es un efector 

esencial de la señalización por IRS2 en células β ya que la 

expresión de CDK4 rescata de la diabetes en los ratones IRS2-

KO (Burks 2008). Por lo tanto, nos propusimos observar la 

secreción de DRO1 por células de grasa subcutánea de ratones 

IRS2-KO, CDK4-tg e IRS2-KO/CDK4-tg. Como podemos 

observar en la Figura 12B, los medios de cultivo procedentes de 
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células grasas de ratones silvestres mostraron una elevada 

secreción de DRO1, similar a las células CDK4-tg. Por el 

contrario, no se detectó secreción de DRO1 en las células IRS2-

KO, rescatándose extensamente la secreción de DRO1 en las 

células IRS2-KO/CDK4-tg.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tras confirmar que DRO1 se localiza en el aparato de 

Golgi y que es una proteína de secreción, nos propusimos 

determinar si la secreción de DRO1 se bloqueaba al impedir el 

Figura 12: DRO1 es una proteína de secreción. A) El medio 

condicionado procedente de células MCF-7-TetOn-DRO1-Flag 

estimuladas con doxiciclina durante los tiempos indicados se analizó por 

“western blot” con anitcuerpos específicos contra DRO1. Se añadieron 

inhibidores de proteasas (+) o no (-) al medio durante las últimas 24 h para 

prevenir la proteolisis de DRO1. B) Análisis por “western blot” con 

anticuerpos anti-DRO1 del medio condicionado procedente de cultivos 

primarios de grasa subcutánea de ratones silvestre, IRS2-KO, CDK4-tg e 

IRS2-KO/CDK4-tg. 
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paso de DRO1 al aparato de Golgi. Para ello tratamos cultivos 

celulares MCF-7-TetOn-DRO1-Flag con brefeldina A durante 

diferentes tiempos. La brefeldina A es una lactona macrocíclica 

que inhibe la secreción de proteínas impidiendo su transporte 

desde el retículo endoplasmático al aparato de Golgi (Fujiwara 

et al. 1998). Tras el tratamiento se observó una acumulación 

progresiva de DRO1-Flag en el interior celular, llegando a 

niveles máximos después de 8h (Figura 13A). Esta acumulación 

confirma que DRO1 es una proteína de secreción que se 

acumula en la célula al bloquear su liberación al medio. No 

obstante, después de 24h los niveles acumulados de DRO1-Flag 

sufren una disminución, posiblemente por degradación de la 

proteína acumulada, por regulación de su expresión, o por algún 

otro mecanismo como la apoptosis de células con mayor 

acumulación de DRO1. A concentraciones de brefeldina A entre 

30-100 ng/mL durante 48h se induce apoptosis ocasionando 

estrés en el retículo endoplasmático (Simón & Daskal 2008). 

Dado el papel de DRO1 en apoptosis, nos surgió la hipótesis de 

que DRO1 pudiera estar produciendo apoptosis por estrés en el 

retículo endoplásmico. Para comprobar si esta hipótesis era 

cierta se cuantificó la apoptosis producida por Brefeledina A en 

células MCF-7-TetOn-DRO1-Flag y se comparó con las mismas 

condiciones pero silenciando DRO1. Sin embargo, aunque se 

produjo alrededor de un 30% de apoptosis tras el tratamiento 

con brefeldina A, el silenciamiento de DRO1 no ocasionó 

ningún descenso significativo de dicha apoptosis (Figura 13B). 
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Esto sugiere que, aunque la secreción de DRO1 está bloqueada 

por brefeldina A dando lugar a su acumulación celular, el 

silenciamiento de DRO1 no es suficiente para impedir la 

apoptosis producida por brefeldina A. Sin embargo, puesto que 

la apoptosis por estrés en el retículo endoplasmático está 

producida por la acumulación de diferentes proteínas en dicho 

orgánulo, es posible que DRO1 participe en dicho proceso pero 

que su contribución no sea esencial en el mismo, por lo que su 

silenciamiento no es suficiente para reducir significativamente la 

apoptosis en las condiciones analizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: La inhibición de la secreción podruce la acumulación de 

DRO1 dentro de la célula. A) Inmunotransferencia de lisados de células 

MCF-7-TetOn-DRO1-Flag, inducidas (+) o sin inducir (-) con doxiciclina 

durante 72 h y con 100 ng/mL de brefeldina A (BFA) durante los tiempos 

indicados; B) Cuantificación de la apoptosis en células MCF-7-TetOn-DRO1-

Flag expresando DRO1, tras el tratamiento con 100 ng/mL de BFA durante 

48h. Las células se transfectaron con siRNA control (barra abierta) o con 

siRNA DRO1 (barra cerrada) 48 h antes del tratamiento con BFA. La 

apoptosis se cuantificó por citometría de flujo como la población subG0/G1. 

Cada barra representa la media de tres muestras independientes ± EE. Las 

inmunotransferencias insertadas representan un experimento en paralelo para 

confirmar la efectividad del silenciamiento de DRO1-Flag. 



 144

9- Papel de DRO1 en apoptosis 

Aunque se ha descrito que DRO1 sensibiliza el efecto de 

estímulos apoptóticos (Bommer et al. 2005), el mecanismo por 

el que se produce este efecto es totalmente desconocido. Uno de 

nuestros principales objetivos fue determinar dicho mecanismo. 

Tras el estímulo apoptótico se producen cambios en la 

localización de proteínas apoptóticas como Bax, que se transloca 

del citosol a la mitocondria participando en el proceso 

apoptótico (Wolter et al. 1997). En primer lugar quisimos 

establecer los cambios de localización que sufría DRO1 tras 

diferentes estímulos apoptóticos. Para determinar si DRO1 era 

translocado durante la apoptosis, indujimos apoptosis con 

estaurosporina en células MCF-7-TetOn-DRO1-Flag. En estas 

condiciones DRO1 se liberó del aparato del Golgi (Figura 14A, 

imagen de la izquierda), pero no se translocaba a la mitondria 

(Figura 14A, imagen central). Resultados similares se 

obtuvieron tras inducir apoptosis con cicloheximida y TNFα en 

células HeLa. Además, en el análisis por inmunutransferencia 

del fraccionamiento subcelular se observa que DRO1 

permanecía dentro de la fracción soluble y no pasaba a la 

fracción mitocondrial (Figura 14B). Curiosamente, DRO1 se 

encontraba parcialmente retenido en el retículo endoplasmático 

(Figura 14A, imagen de la derecha), de manera similar a lo que 

ocurre por colapso del aparato de Golgi. Este resultado sugiere 

de nuevo que DRO1 participa en la apoptosis inducida por estrés 
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en el retículo endoplasmático. Además, la expresión ectópica de 

DRO1 es suficiente para activar caspasa 3 sin necesidad de un 

estímulo apoptótico previo (Figura 14C). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: DRO1 pasa del aparato de Golgi al RE tras un estímulo 

apoptótico. A) Inmunofluorescencia de células MCF-7-TetOn-DRO1flag 

expresando GFP en los distintos compartimentos subcelulares indicados en 

verde (Golgi, Mitocondria, Retículo Endoplasmático). Las células se trataron 

con 10 µg/mL doxiciclina durante 48h para inducir la expresión de DRO1-

Flag seguido del estímulo apoptótico con estaurosporina 1 µM durante 6h. B) 

Análisis por inmunotransferencia de las fracciones subcelulares “fracción 

soluble” (citosol) y “fracción rica en mitocondrias” (mitocondria) de células 

HeLa estimuladas (+) o sin estimular (-) con cicloheximida (CHX) 10 µg/ml 

30 minutos antes de ser tratadas con TNFα 50 ng/ml durante 3.5 h para 

inducir apoptosis. La detección de tubulina se empleó para confirmar la 

ausencia de contaminación del citosol en la mitocondria C) 

Inmunotransferencia de lisados de MCF-7-TetOn-DRO1flag sin transfectar 

(control) o transfectados con 3 µg de pcDNA3.1-caspasa-3. Las células se 

recogieron y lisaron 48h después de la transfección para su posterior análisis. 
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Figura 15: DRO1 es un mediador de la capacidad antiapoptótica de 

AIB1 en células MCF-7. A) Análisis por citometría de flujo (gráfica de la 

izquierda) y por ensayo TUNEL (imágenes de la derecha) de la apoptosis 

generada en células MCF-7-TetOn-DRO1flag tratadas (+) o sin tratar (-) 

con 10 µM doxiciclina durante 4 días y seguidamente estimuladas (+) o no 

(-) durante 6h con 1 µM estaurosporina. La gráfica muestra los procentajes 

de apoptosis correspondientes a los valores medios de tres ensayos ± EE, *p 

= 0.002; **p = 0.001. B) Análisis por citometría de flujo de la apoptosis 

inducida por estaurosporina 1µM durante 6h en células MCF-7 sin silenciar 

(control), silenciando AIB1 (siAIB1) y silenciando AIB1 y DRO1 

(siAIB1/siDRO1) durante 48h. La gráfica muestra los niveles de apoptosis y 

las barras representan los valores medios de tres ensayos ± EE, *p = 0.004; 

**p = 0.002. En paralelo se hizo una inmunotransferencia para demostrar 

los niveles de AIB1 y DRO1 bajo las condiciones mencionadas. C) Lo 

mismo que en B) pero con células BT-474. 
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 Para determinar la capacidad apoptótica de DRO1 

analizamos las células MCF-7-TetOn-DRO1-Flag mediante 

citometría de fujo. La expresión ectópica de DRO1 fue 

suficiente para duplicar la población de células apoptóticas 

(Figura  15A, * pasa de 1.7% a 3.64%). Además, tras el estímulo 

apoptótico con estaurosporina, la expresión de DRO1 condujo a 

un incremento importante de la población de células apoptóticas 

(** pasando de un 22.52% a un 31.85%). Resultados 

cualitativos similares se obtuvieron por ensayo TUNEL en 

cultivos celulares sometidos a las mismas condiciones anteriores 

(Figura 15A, fotografías). Por otra parte, quisimos establecer si 

la represión de DRO1 por AIB1 podía explicar parte de la 

capacidad antiapoptótica de AIB1. Para ello, silenciamos AIB1 

solo o AIB1 y DRO1 conjuntamente en células MCF-7 y 

posteriormente las tratamos con estaurosporina para inducir 

apoptosis. El silenciamiento de AIB1 produjo un aumento de los 

niveles de expresión de DRO1, coincidiendo con el aumento en 

la apoptosis con respecto al control (Figura 15B). Por el 

Figura 15 (Continuación): D) Niveles relativos de BCLAF1 determinados 

por RT-qPCR con oligos específicos comerciales en células MCF-7-TetOn-

DRO1-Flag inducidas con doxiciclina durante 3 días para expresar DRO1. Los 

valores relativos de mRNA de BCLAF1 se normalizaron frente a HPRT1 

como control. Los análisis se hicieron a partir de los resultados de tres cultivos 

independientes. 
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contrario, el silenciamiento de DRO1 junto con AIB1 recuperó 

los niveles de apoptosis a valores similares al control. Sin 

embargo, en la línea celular BT-474 no se observó esta relación 

entre la apoptosis por AIB1 y DRO1 (Figura 15C). Estos 

resultados sugieren que gran parte de la actividad antiapoptótica 

de AIB1 está mediada por el silenciamiento de DRO1 en la línea 

celular MCF-7. La sobreexpresión de otros oncogenes, como 

Her2, en la línea celular BT-474 pueden hacer que AIB1 no 

tenga la misma capacidad de reprimir DRO1, como ocurre en 

células MCF-7. Finalmente, quisimos corroborar los resultados 

obtenidos en los PCR arrays en los que la expresión de DRO1 

aumentaba la expresión del gen proapoptótico BCLAF1. Para 

ello, cuantificamos los niveles de mRNA de BCLAF1 mediante 

RT-qPCR. El ensayo se hizo por triplicado con los mismos 

oligos específicos que en el PCR-array. Los resultados 

obtenidos confirmaron que el nivel de expresión de BCLAF1 es 

mayor en células expresando DRO1 (Figura 15D). 

 

10- Efecto de DRO1 en proliferación 

Los resultados obtenidos del análisis mediante PCR array 

de la expresión de genes implicados en la regulación del ciclo 

celular muestran que la expresión de DRO1 disminuye la 

expresión de MCM2 y aumenta la de RBBP8 (Figura 10). Estos 

resultados sugieren que DRO1 podría actuar también como 
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regulador del ciclo celular. Además, en estudios previos de 

nuestro laboratorio se empleó el sistema de doble híbrido de 

levaduras usando a DRO1 como cebo con el fin de identificar 

proteínas con las que interacciona. El sistema de doble híbrido 

de levaduras es una herramienta de biología celular que permite 

la identificación de interacciones proteicas basada en permitir el 

crecimiento de la levadura sólo cuando hay interacción entre la 

proteína cebo y otra proteína a identificar. De entre los distintos 

clones aislados en el primer cribado, sólo el factor de 

transcripción PLZF resultó ser un clon positivo (Avivar, 2008). 

PLZF posee un dominio conservado entre represores 

transcripcionales y existen diversos estudios que han 

relacionado a PLZF con el control negativo de la proliferación, 

la diferenciación celular y el aumento de apoptosis (Shaknovich 

et al. 1998). 

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos por el 

sistema de doble híbrido de levadura realizamos un estudio 

directo de interacción de proteínas mediante 

coinmunoprecipitación de complejos. Para ello se indujo la 

expresión de DRO1 en las células MCF-7-TetOn-DRO1-Flag. 

El lisado se incubó con anticuerpos anti-Flag y con proteína G-

agarosa. Estos inmunocomplejos se analizaron por 

inmunotransferencia con anticuerpos anti-PLZF. Como 

podemos observar, la señal de PLZF se intensificó en los 

complejos inmunoprecipitados, confirmando así la interacción 

con DRO1 (Figura 16A). 
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Con objeto de determinar si la expresión de DRO1 

producía alguna diferencia en la proliferación celular en cultivos 

de MCF-7-TetOn-DRO1-Flag, hicimos un seguimiento diario de 

cultivos paralelos crecidos en presencia o ausencia de 

doxiciclina. La proliferación se cuantificó mediante el marcaje 

con XTT. Sin embargo, no se observaron diferencias de 

proliferación entre las células que expresaban DRO1 y las que 

no lo hacían (Figura 16B). Por lo tanto, la simple expresión de 

Figura 16: DRO1 interacciona con PLZF. A) Inmunotransferencia con 

anticuerpos anti-PLZF de los inmunocomplejos procedentes de 500 µg de 

lisado de células MCF-7-TetOn-DRO1-Flag inducidas con doxiciclina durante 

48h e inmunoprecipitados (IP) con 0.5 µg de anticuerpo anti-Flag. Las dos 

primeras calles contienen 30 µg (6% del total) del lisado antes y después de la 

IP, mientras que la última calle contiene el 100% del IP.  B) Ensayo de 

proliferación celular. A día 0 se sembraron en placas de 96 pocillos 10.000 

células MCF-7-TetOn-DRO1flag por pocillo. Los cultivos se crecieron en 

presencia (+) o ausencia (-) de doxiciclina durante el transcurso del 

experimento. A los días indicados se determinó el índice de proliferación 

mediante un ensayo de proliferación celular (XTT). Los valores son las medias 

de 5 muestras independientes ± EE. 
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DRO1 no refleja un cambio en la velocidad de proliferación 

celular, sugiriendo que otros mecanismos pudieran estar 

implicados. 

 

11- Efecto de DRO1 sobre proteínas de 

adhesión celular y su implicación en 

migración transendotelial 

Las proteínas de la matriz extracelular forman el 

entramado estructural en el que se asientan las células, mientras 

que las moléculas de adhesión celular son las que permiten la 

unión directa entre células adyacentes. Cabe pensar que cambios 

en la expresión de estas proteínas promueven cambios en la 

morfología de los cultivos celulares. Nuestros resultados 

revelaron que la expresión de DRO1 en las células MCF-7-

TetOn-DRO1-Flag producía cambios en la expresión de 

proteínas de la matriz y de adhesión celulares, así como cambios 

en el patrón de crecimiento y morfología (Figura 17A). Este 

cambio de morfología recuerda al observado por Hanai y 

colaboradores (2005), donde células 4T1 (células de cáncer de 

mama de ratón) crecían formando grupos adoquinados, pero tras 

la transformación con ras lo hacían de forma alargada y 

separada. Estos cambios son característicos de la transición 

epitelio-mesénquima (EMT) donde células epiteliales pasan a 

tener características mesenquimales aumentando el potencial 



 152

matastásico de los tumores epiteliales. Por otro lado, DRO1 

puede actuar como supresor tumoral en células epiteliales, 

sugiriendo que si DRO1 también participara en EMT, ésta sería 

independiente y exclusiva de su función supresora. Para 

estudiarlo, nos propusimos analizar los cambios morfológicos y 

correlacionarlos con la expresión de dos proteínas cuya 

presencia y localización es diferente en células epiteliales que en 

células mesenquimales. Concretamente, observamos β-catenina 

y E-cadherina, los cuales forman un complejo en la membrana 

plasmática de células epiteliales como MCF-7 (Gusakova & 

Surmacz 1997). β-catenina forma parte de la vía canónica de 

Wnt y tras su activación pasa al núcleo celular donde promueve 

la transcripción de genes (Huber et al 1996). Durante el proceso 

de EMT, β-catenina también pasa al núcleo para transcribir 

genes, mientras que E-cadherina pasa a endosomas y lisosomas 

donde es secuestrada y degradada (Morali et al. 2001). Sin 

embargo, como queda comprobado mediante 

inmunotransferencia de lisados de células MCF-7-TetOn-

DRO1-Flag (Figura 17B), los niveles de β-catenina y E-

cadherina permanecen inalterados tras la expresión de DRO1. 

Además, la expresión de DRO1 tampoco produce la expresión 

de vimentina, una proteína exclusiva de células mesenquimales. 

Estos resultados muestran que DRO1 no produce EMT en 

nuestro modelo biológico, aunque podrían existir otros modelos 

en donde sí lo hiciera o que nuestro modelo necesitara de algún 

cambio adicional que desencadenara el proceso. 
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Figura 17: DRO1 disminuye la migración transendotelial. A) Fotografías 

de campo claro de células MCF-7-TetOn-DRO1flag que revelan los cambios 

de morfología y del patrón de crecimiento cuando se induce la expresión de 

DRO1-Flag con doxiciclina (dox+). B) Inmunotransferencia de lisados de 

células MCF-7-TetOn-DRO1-Flag revelada contra Flag para comprobar 

expresión DRO1-Flag. Adicionalmente se analizaron los niveles de expresión 

de β-catenina, E-cadherina, vimentina (marcador de células mesenquimales), 

ICAM-1 y β-actina como control de carga. C) Ensayo de migración 

transendotelial (TEM). Las barras indican los valores medios de 3 muestras 

independientes ± EE. *p < 0.05. A-D) Las células MCF-7-TetOn-DRO1-Flag 

se crecieron con y sin doxiciclina 10 µg/mL durante 72h antes de realizar cada 

experimento. 
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Una explicación para el crecimiento separado de células 

que expresan DRO1 es la represión de alguna otra molécula de 

adhesión que forme uniones estrechas entre células. De hecho, 

en los análisis de la expresión de genes en células MCF-7-

TetOn-DRO1-Flag inducidas con doxiciclina (apartado 6, Figura 

10) nos llamó la atención la fuerte represión de la molécula de 

adhesión celular ICAM-1. Como podemos observar en la Figura 

17C, la represión de ICAM-1 se confirmó mediante 

inmunotransferencia de un lisado de dichas células. Este 

resultado sugiere que la represión de ICAM-1 por la expresión 

de DRO1 pudiera ser un importante factor en la menor adhesión 

intercelular y en el patrón de crecimiento con mayor separación 

entre células. Puesto que la expresión de ICAM-1 está 

disminuida considerablemente tras la expresión de DRO1, es 

posible que la capacidad de estas células de sufrir migración 

transendotelial (TEM) esté también mermada. Con el fin de 

comprobar esta hipótesis reconstruimos in vitro el proceso de 

migración transendotelial. Para ello se cultivó una monocapa de 

células endoteliales (HUVEC) sobre una cámara de cultivo con 

soportes permeables y, seguidamente, se sembraron sobre ellas 

células MCF-7-TetOn-DRO1-Flag marcadas con el fluoróforo 

CFSE y tratadas con o sin doxiciclina. Finalmente, tras 24h se 

determinó la fluorescencia como medida de la cantidad de 

células que habían migrado a la otra parte de la barrera. La 

migración fue significativamente menor en el caso de las células 

que expresan DRO1 (Figura 17D). Estos resultados apoyan que 
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DRO1 disminuye la migración transendotelial y que este efecto 

podría deberse a la represión de ICAM-1. 

 

12- La fosforilación de AIB1 en S728 favorece 

la interacción con ERα y TFIIEα 

El estudio reciente de AIB1 durante mitosis en nuestro 

laboratorio nos permitió establecer que AIB1 se fosforila en las 

serinas S728 y S867 por CDK1/ciclina B al inicio de la mitosis 

y que esta fosforilación permanece hasta la salida de la fase M, 

cuando es revertida por la fosfatasa PP1. Curiosamente, esta 

fosforilación no está asociada con ubicuitilación ni degradación 

y tampoco altera las propiedades transcripcionales de AIB1 

(Ferrero, 2010). 

Con el fin de determinar si esta fosforilación estaba 

implicada en alterar la interacción con factores de transcripción 

como ERα, nos propusimos generar un fragmento de AIB1 

fusionado a GST para hacer ensayos de interacción o pull down. 

El fragmento de AIB1 generado va desde el aminoácido 693 al 

933, conteniendo la serina S728. Además, también generamos 

dos mutantes del mismo fragmento en el que cambiamos la 

serina por alanina (S728A, que impide la fosforilación en este 

residuo) o por ácido glutámico (S728E, que mimetiza el efecto 

de la fosforilación en este residuo) (Figura 18A). Seguidamente 

realizamos los ensayos de interacción incubando los fragmentos 
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Figura 18: Ensayos de interacción con el dominio 693-933 de AIB1. A) 

Tinción Coomassie de SDS-PAGE de la proteína híbrida purificada GST 

fusionada al fragmento 693-933 de AIB1 (C), o a sus mutantes S728A (A) y 

S728E (E). La muestra A contiene aproximadamente el doble de 

concentración de proteína que las otras dos, por lo que en los ensayos de 

interacción se cargó la mitad de muestra A que del resto, es decir, 10 µL de 

C y E y 5 µL de A. B) Ensayo de interacción con ERα. Los fragmentos 693-

933 AIB1 (C) y sus mutantes S728A (A) y S728E (E) se incubaron 1 hora a 

4ºC con ERα sintetizado in vitro y seguidamente se incubaron con agitación 

a 4ºC con glutatión-sefarosa. Finalmente, la fracción unida a sefarosa se 

separó del sobrenadante por centrifugación, se resolvieron ambas mediante 

SDS_PAGE y se visualizaron por inmunotransferencia con anticuerpos 

contra ERα. La muestra con sólo ERα corresponde al 16% de lo empleado en 

cada una de las incubaciones. C) Ensayo de interacción con TFIIEα. Se 

procedió como en B) pero incubando los fragmentos de AIB1 con un lisado 

de células MCF-7. Las muestras se analizaron por inmunotransferencia con 

anticuerpos contra TFIIEα. La muestra con lisado total representa el 4.5% de 

lo empleado en cada una de las incubaciones. 
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 de AIB1-GST con ERα sintetizado in vitro o con lisados de 

células MCF-7. Como podemos observar en la Figura 18B, todos 

los fragmentos son capaces de interaccionar con ERα, aunque el 

mutante S728E parece tener mayor afinidad. Por otra parte, sólo 

el mutante S728E es capaz de interaccionar con el factor de 

transcripción TFIIEα (Figura 18C).  

 

13- La fosforilación de AIB1 en S728 excluye 

a AIB1 de la cromatina durante la mitosis  

En estudios previos de nuestro laboratorio se observó que 

la localización de AIB1 es mayoritariamente nuclear en células 

MCF-7 exponencialmente creciendo (Ferrero et al. 2008). En 

ocasiones, la fosforilación de una proteína produce un cambio 

en la localización subcelular. Por lo tanto, nos propusimos 

investigar si la fosforilación de AIB1 modulaba su localización 

subcelular. Para ello y dado que la fosforilación de S728 tiene 

lugar en mitosis, realizamos inmunofluorescencias en células 

MCF-7 y buscamos células mitóticas basándonos en su típica 

morfología del DNA teñido con DAPI y de la distribución de β-

tubulina formando el huso mitótico. Los resultados observados 

en la Figura 19A mostraron que AIB1 se excluía de la cromatina 

en células mitóticas, sugiriendo que su fosforilación durante 

mitosis pudiera estar regulando su acceso a la cromatina 

(Ferrero et al. 2011). La exclusión de AIB1 fosforilado (pAIB1) 
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Figura 19: La fosforilación de AIB1 en S728 durante mitosis coincide con 

su exclusión de la cromatina. A) Análisis por microscopía confocal de 

inmunofluorescencias de células MCF-7 teñidas con DAPI (azul) y anticuerpos 

contra AIB1 (Alexa Fluor 488) y β-tubulina (Alexa Fluor 633) para revelar el 

huso mitótico. La imagen de la derecha representa la mezcla de los tres 

canales. Barra de escala = 10 µm. B) Análisis por inmunotransferencia de las 

fracciones sobluble (S) e insoluble (I) de células MCF-7 bloqueadas en mitosis 

con nocodazol. El anticuerpo contra AIB1 detecta tanto la forma fosforilada 

(banda superior) como la no fosforilada (banda inferior). La proteína nuclear 

lamina A/C se empleó para descartar  contaminación de la fracción I en la 

fracción S.  
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de la cromatina la demostramos también por 

inmunotransferencia en células bloqueadas en prometafase con 

nocodazol. Para ello, hicimos un fraccionamiento celular que 

permite obtener la fracción soluble (S; citosol y nucleoplasma) e 

insoluble (I; enriquecida con proteínas unidas a la cromatina y a 

la matriz nuclear). Las células que permanecen adheridas a la 

placa de cultivo tras el tratamiento con nocodazol contienen 

tanto la forma fosforilada de AIB1 como la no fosforilada 

(Ferrero et al. 2011), por lo que constituyen una población 

celular ideal para estudiar las diferencias entre los dos tipos 

moleculares de AIB1. Es interesante destacar que la banda con 

menor movilidad electroforética (perteneciente a la forma 

fosforilada) se encontraba sólo en la fracción soluble, mientras 

que la banda que representa al AIB1 no fosforilado estaba 

enriquecida en la fracción insoluble (Figura 19B). Estos 

resultados apoyan las observaciones en inmunofluorescencias en 

las que la fosforilación de AIB1 se correlaciona con su 

exclusión de la cromatina. Al mismo tiempo, también 

generamos anticuerpos fosfoespecíficos contra S728 de AIB1 

Figura 19 (Continuación): C) Análisis por inmunotransferencia de lisados 

totales de células MCF-7 bloqueadas en mitosis con nocodazol. El anticuerpo 

fosfoespecífico detecta solo la banda superior mientras que el anticuerpo contra 

AIB1 detecta ambas bandas. D) Análisis por microscopía confocal de células 

MCF7 asincrónicas marcadas con DAPI (azul), anti-pS728-AIB1 (Alexa Fluor 

488) y anti- β-tubulina (Alexa Fluor 633). Barra de escala = 10 µm. 
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para demostrar que la fosforilación de S728 se correlacionaba 

con dicho efecto. Efectivamente, el análisis por 

inmunotransferencia de lisados de células MCF-7 tratadas con 

nocodazol reveló que el anticuerpo fosfoespecífico detectaba 

sólo la banda de menor movilidad electroforética (Figura 19C). 

Además, el empleo de este anticuerpo en inmunofluorescencia 

mostró la tinción exclusiva de células mitóticas, demostrando 

que la fosforilación de AIB1 en S728 ocurría exclusivamente en 

mitóticas y que coincidía con la exclusión de AIB1 de la 

cromatina (Figura 19D) (Ferrero et al. 2011). 
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DISCUSIÓN 
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1- Regulación de la expresión de DRO1 

1.1- DRO1 está reprimido por AIB1 

Hasta la fecha, todos los estudios realizados para explicar 

el potencial oncogénico de AIB1 han llevado al descubrimiento 

de la regulación de otros oncogenes y vías oncogénicas. En 

dichos estudios se constata que los mecanismos por los que 

AIB1 promueve la iniciación y progresión tumoral involucran 

diferentes vías de señalización como ER, IGF/PI3K/AKT, 

HER2, NFκB y Ets, así como la regulación del ciclo celular 

(Revisado en Lahusen et al. 2007).  

Trabajos realizados en nuestro laboratorio pusieron de 

manifiesto que DRO1 se encontraba significativamente 

disminuido en células del epitelio mamario de ratones 

transgénicos que sobreexpresan AIB1. Reforzando estos 

resultados se observó que el silenciamiento o sobreexpresión de 

AIB1 en células HMEC produce un aumento o una disminución, 

respectivamente, en los niveles de DRO1. Además, los niveles 

de DRO1 son inversamente proporcionales a los de AIB1 en 

diferentes líneas celulares de cáncer. Asimismo, DRO1 también 

está reprimido en carcinoma colorrectal (Bommer et al. 2005) y 

la sobreexpresión de AIB1 se correlaciona con el estado clínico 

de carcinoma colorrectal humano (Xie et al. 2005). Todos estos 

resultados sugieren que AIB1 es un regulador negativo de 

DRO1. 
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1.2- DRO1 está reprimido por otros oncogenes y 

por estrógenos 

Aunque nuestros estudios revelan que la expresión de 

DRO1 es inversamente proporcional a la de AIB1, existen 

excepciones como las líneas celulares de cáncer de pulmón 

H1299 y A549, que contienen bajos niveles tanto de AIB1 como 

de DRO1. Estos ejemplos nos llevaron a pensar que, además de 

AIB1, otros genes podían estar implicados en la regulación de la 

expresión de DRO1. Oncogenes como β-catenina o K-Ras ya 

habían sido descritos como represores de DRO1 (Bommer et al. 

2005). Adicionalmente, nosotros demostramos que los 

oncogenes v-H-ras, v-src y la sobreexpresión de HER2 también 

disminuían los niveles de expresión de DRO1, ampliando la 

creciente lista de oncogenes que reprimen a DRO1. Por lo tanto, 

podemos concluir que DRO1 es un supresor tumoral cuya 

expresión se encuentra frecuentemente reprimida por oncogenes 

para evadir sus efectos protectores. 

Por otra parte, en la regulación del crecimiento juega un 

papel fundamental el receptor de estrógenos, que puede ser 

coactivado tanto por oncogenes como AIB1, como por factores 

de crecimiento o citoquinas. En nuestro estudio hemos 

observado que los estrógenos disminuyen la expresión de DRO1 

y los antiestrógenos la aumentan. Estos resultados apoyan los 
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datos observados en otro trabajo donde relacionan la represión 

de DRO1 con el tratamiento con estrógenos (Marcantonio et al. 

2001a). Además, el análisis de la secuencia del promotor de 

DRO1 revela que en ella se encontran 14 secuencias 

semicompletas del elemento de respuesta a estrógenos, 

sugiriendo que la represión de DRO1 por estrógenos se puede 

producir en cis por la regulación directa de DRO1 por ER. 

 

1.3- AIB1 reprime a DRO1 a nivel de promotor 

El promotor de DRO1 no posee islas de CpG con alta 

estringencia, aunque se ha localizado una de baja estringencia en 

el exon 2, cerca del sitio del inicio de la traducción. Sin 

embargo, estudios en líneas de cáncer de colon y de epitelio 

normal con el agente desmetilador 5-azacitidina sugieren que 

esta región no está involucrada en la regulación epigenética de 

la expresión de DRO1 (Bommer et al. 2005). Estos resultados 

apoyan a que la represión de DRO1 por oncogenes ocurre a 

través de represores transcripcionales en su promotor y no por 

metilación del mismo. En nuestro estudio observamos que la 

región promotora de DRO1, situada entre las bases -4813/-3795 

antes del sitio de inicio de la transcripción, es esencial para la 

represión de la expresión de DRO1 por AIB1. Este hallazgo le 

confiere a AIB1 una función nueva como represor 

transcripcional de supresores tumorales. Además, dado que 

existen diferentes ERE en esta región y que AIB1 interacciona 
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con ER, es posible que esta regulación esté mediada por la 

acción conjunta de ambos. Sin embargo, futuros análisis como 

ChIP serán necesarios para confirmar esta hipótesis. 

 

2- DRO1 es un supresor tumoral que induce 

apoptosis y reduce la migración de células 

canceroras 

2.1- Papel de DRO1 en apoptosis 

La obtención de las células MCF7-TetOn-DRO1-Flag, nos 

permitió expresar DRO1 de forma inducida al añadir doxiciclina 

al medio de cultivo. Dichas células fueron una herramienta muy 

útil para poder analizar los efectos de la expresión de DRO1 en 

diferentes condiciones. En nuestros experimentos, pudimos 

observar cómo la expresión permanente de DRO1 impedía que 

el cultivo llegara a confluencia y que las células terminaran 

despegándose de la placa. En cambio, las células MCF7-TetOn-

DRO1-Flag en las que no se indujo la expresión de DRO1, 

continuaron creciendo exponencialmente hasta alcanzar la 

confluencia, permaneciendo adheridas a la placa formando una 

capa continua. Una de las posibles explicaciones de este 

desprendimiento masivo es la muerte de dichas células. Este 

fenotipo tan llamativo se produjo después de más de una semana 

de expresión de DRO1, tiempo suficiente para acumular el 
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resultado de una apoptosis generalizada en el cultivo. La 

expresión de DRO1 durante 4 días produjo un incremento de 

más del doble en la población apoptótica (de un 1.7% a 3.64%) 

cuantificada como población subG0/G1 mediante citometría de 

flujo, apoyando la hipótesis del papel de la apoptosis en el 

patrón de crecimiento del cultivo. El ensayo TUNEL también 

confirmó estos cambios a nivel cualitativo. El aumento de 

apoptosis fue más notable tras el estímulo apoptótico con 

estaurosporina, pasando del 22% al 32%. Estos resultados 

refuerzan el papel de DRO1 en la inducción y sensibilidad a la 

apoptosis. 

Aunque el mecanismo molecular preciso por el que DRO1 

regula la apoptosis todavía está por elucidarse, nuestros 

resultados revelan que la expresión del gen proapoptótico 

BCLAF1 se duplica tras la inducción de la expresión de DRO1. 

BCLAF1 es un factor de transcripción asociado con Bcl2 que 

reprime la transcripción de genes e induce apoptosis (Kasof et 

al. 1999). Los miembros proapoptóticos de la familia Bcl2 

promueven apoptosis por activación de la vía intrínseca 

controlando la permeabilidad mitocondrial, la liberación de 

proteínas mitocondriales proapoptóticas y la activación de 

caspasas (Danial & Korsmeyer 2004). De este modo, ya que la 

expresión de BCLAF1 está activada por DRO1, la actividad 

proapoptótica de DRO1 podría estar mediada por esta vía. 

Además, nuestros resultados muestran que la expresión de 

DRO1 también conduce al aumento de RIPK2. RIPK2 es un gen 
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proapoptótico que interacciona con miembros del complejo de 

señalización de TNFR1 produciendo muerte celular y activación 

de NFκB (McCarthy et al 1998). Este resultado sugiere que 

DRO1 también participa de la activación de apoptosis por la vía 

extrínseca, por lo que su regulación de apoptosis podría ser un 

mecanismo básico en el que convergen ambas vías. 

La mitocondria participa en la activación de apoptosis por 

la vía intrínseca, liberando citocromo C y activando el 

apoptosoma. Sin embargo, DRO1 no ejerce su función 

apoptótica en la mitocondria de forma directa, ya que tras el 

estímulo apoptótico se produce su translocación desde el aparato 

de Golgi hasta el retículo endoplasmático. Esta translocación 

sugiere que DRO1 podría estar implicado en la producción de 

apoptosis por estrés en el retículo endoplasmático. Durante el 

estrés en el retículo endoplasmático se activan las proteínas 

proapoptóticas de la familia Bcl2 y la translocación de Bax y 

Bak a la mitocondria donde oligomerizan para formar poros en 

la membrana mitocondrial. Finalmente, a través de estos poros 

se libera el citocromo C al citosol, donde se produce la 

activación de las caspasas y se inicia el proceso de apoptosis. 

Además, Bax y Bak también son capaces de oligomerizar en la 

membrana del retículo endoplasmático causando la liberación de 

Ca2+ al citosol (Revisado en Schröder 2007). Curiosamente, se 

ha descrito que BCLAF1 regula a Bax (Rénert et al. 2009), y en 

nuestro estudio hemos observado que DRO1 aumenta la 

expresión de BCLAF1. Por lo tanto, el hecho de que la 
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expresión de DRO1 induzca la expresión de BCLAF1 y se 

transloque al retículo endoplasmático tras el estímulo apoptótico 

apoya la implicación de DRO1 en la apoptosis por estrés en el 

retículo endoplasmático. 

Por otra parte, AIB1 es un oncogén con actividad 

antiapoptótica capaz de activar la vía de señalización de IGF-

1/Akt (Torres-Arzayus et al 2004). Además, AIB1 impide la 

activación de la vía JNK/c-Jun inducida por estrés favoreciendo 

la fosforilación y activación de AKT y de la subunidad p65 de 

NFκB para promover la supervivencia celular (Horiguchi et al. 

2006). En nuestro estudio hemos podido profundizar en el papel 

antiapoptótico de AIB1 y hemos constatado que su 

silenciamiento produce un aumento de apoptosis. El 

silenciamiento simultáneo de AIB1 y DRO1 no varió los niveles 

de apoptosis con respecto al control, sugiriendo que la actividad 

antiapoptótica de AIB1 está en gran parte mediada por la 

inhibición de la expresión de DRO1. De acuerdo con esta 

hipótesis, el silenciamiento de AIB1 en células MCF-7 provocó 

un aumento de la expresión de DRO1, confirmando la represión 

de DRO1 por AIB1. Por lo tanto, aunque la inhibición de la 

apoptosis dependiente de AIB1 podría estar también mediada 

por otras vías como la sobreexpresión de IGF-1 y la 

sobreactivación de AKT, nuestros resultados revelan que DRO1 

es una diana importante de AIB1 para prevenir la apoptosis. Esta 

regulación nos proporciona un nuevo mecanismo que explica el 

papel de AIB1 como oncogén. Sin embargo, la sobreexpresión 



 170

de AIB1 no siempre va acompañada de la represión de DRO1 y 

la inhibición de apoptosis ya que el silenciamiento de AIB1 en 

células BT-474 no restauró la expresión de DRO1 ni el aumento 

de apoptosis (Figura 15C). Una explicación es la sobreexpresión 

de Her2 en esta línea celular (Elstner et al. 2002), que reprimiría 

por una lado la expresión de DRO1 y por otro activaría 

mecanismos antiapoptóticos. 

 

2.2- Papel de DRO1 en migración transendotelial 

Las proteínas de la matriz extracelular y de adhesión 

celular están constituidas por macromoléculas de naturaleza 

fibrosa (colágeno y elastina), proteoglicanos y glicoproteínas 

que permiten el anclaje de las células, y confieren las 

propiedades de turgencia y rigidez propias de cada tejido (Lu et 

al. 2012). Aunque la matriz extracelular está estrechamente 

regulada durante la organogénesis y la homeostasis de los 

tejidos, en patologías como el cáncer se desregula y facilita la 

progresión tumoral y metastasis. En nuestro estudio hemos 

localizado a DRO1 en el perfil celular y en el medio de cultivo 

como proteína de secreción, sugiriendo que DRO1 es una 

proteína asociada a la matriz extracelular. Además, la expresión 

de DRO1 produce cambios en la expresión de genes de 

proteínas de la matriz extracelular y de adhesión celular. Entre 

estos genes se encuentran colágenos, como COL1A1 y 

COL6A2, que se encuentran reprimidos. También está 



 171

disminuida la expresión de algunas subunidades de integrinas 

como ITGAM, ITGB4 e ITGB5. Las integrinas son proteínas 

transmembrana formadas por heterodímeros de subunidades α y 

β, que median la adhesión célula-matriz y célula-célula, 

transducen señales que regulan la expresión de genes y el 

crecimiento celular, y pueden estar implicadas en metástasis. La 

disminución de integrinas podría ser la causante de la pérdida de 

adhesión celular que observamos al inducir la sobreexpresión de 

DRO1. El resultado es el crecimiento en mosaico, inhibiéndose 

la confluencia del cultivo. En este patrón de crecimiento 

contribuye también el aumento de apoptosis observada, 

actuando sinérgicamente con la pérdida de adherencia. La 

expresión de DRO1 también afecta a la expresión de 

metaloproteasas, disminuyendo la expresión de MMP15 y 

MMP9 y aumentando la de MMP12. Resulta particularmente 

interesante que AIB1 regula la transcripción de MMP9 a través 

del factor de transcripción PEA3 (Qin et al., 2009). Con ello, la 

regulación de MMP9 dependería de un doble mecanismo 

dependiente de AIB1 y DRO1 y de la regulación entre ambos. 

Cabe destacar la disminución de la expresión de ICAM1, una 

molécula de adhesión calcio-dependiente que es reconocida por 

integrinas-β2 (halladas en leucocitos), integrina-αL e integrina-

αM. ICAM1 está activada por estímulos inflamatorios como 

TNFα e IL1 (Dustin et al. 1986) y su activación es importante en 

adhesión y migración de neutrófilos circulantes y monocitos que 

se unen a ICAM1 a través de las integrinas-β2. Además, la 
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disminución de los niveles de ICAM1 está relacionada con una 

menor formación de metástasis (Rosette 2005). Por tanto, 

nuestros resultados apuntan a ICAM1 como uno de los 

mecanismos que utiliza DRO1 para disminuir la migración y 

adhesión celulares. 

El efecto de DRO1 sobre la expresión de las citadas 

proteínas de matriz extracelular y moléculas de adhesión celular 

nos sugirió que DRO1 podría ser un factor importante en la 

prevención de metástasis. El estudio de la migración 

transendotelial nos reveló que las células que expresan DRO1 

tienen menor capacidad de atravesar la barrera endotelial. Una 

interpretación de este resultado es la mayor dificultad de la 

célula cancerosa para adherirse al endotelio por falta de ICAM1 

y de integrinas. Sin embargo, serían necesarios futuros ensayos 

para conocer el mecanismo preciso por el que DRO1 disminuye 

la migración transendotelial. 

 

2.3- Papel de DRO1 en proliferación celular 

Nuestros resultados sugieren que DRO1 interacciona con 

el factor de transcripción PLZF. PLZF contiene un dominio 

conservado en represores transcripcionales y existen diversos 

estudios que han relacionado a PLZF con el control negativo de 

la proliferación, la diferenciación celular y el aumento de 

apoptosis (Shaknovich et al. 1998). De hecho, PLZF es capaz de 
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regular la progresión del ciclo celular gracias a su unión a los 

promotores de genes como ciclina A (Yeyati et al. 1999; Rho et 

al. 2006) o c-myc (McConnell et al. 2003), los cuales son 

reprimidos por PLZF. Además, en estudios previos en nuestro 

laboratorio se ha observado que la expresión de DRO1 en 

células MCF7 reprime la expresión de ciclina A, mientras que el 

silenciamiento de PLZF la aumenta, aunque este aumento es 

menor cuando se expresa DRO1 (Avivar 2008). Por lo tanto, la 

interacción de DRO1 con PLZF podría constituir una nueva 

función celular de DRO1 actuando como correpresor 

transcripcional de genes reguladores del ciclo celular.  

Conjuntamente, nuestro estudio también muestra que la 

inducción de DRO1 disminuye la expresión de genes 

reguladores del ciclo celular como MCM2, una proteína  

importante en el inicio de la replicación del DNA y en la 

división celular (Mincheva et al. 1994). Por el contrario, la 

expresión de DRO1 condujo al aumento de RBBP8, una 

proteína nuclear que se une directamente a la proteína del 

retinoblastoma (RB) haciendo de puente de unión entre RB y 

CtBP (Meloni et al. 1999). Por lo tanto RBBP8 permite la 

formación del complejo E2F/RB/RBBP8/CtBP encargado de la 

represión transcripcional que conduce a la detención del 

crecimiento celular por daño al DNA, regulando así la 

proliferación celular y actuando como supresor tumoral (Liao et 

al 2010). De este modo, es posible que la disminución de la 

expresión de MCM2 por DRO1 impida la replicación del DNA 
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y división celular, y el aumento de RBBP8 medie la inhibición 

de la proliferación  tras daño al DNA.  

Estos resultados apoyan, por tanto, la función de DRO1 

como supresor tumoral y sugieren los posibles mecanismos por 

los que realiza dicha acción. Sin embargo, en nuestro estudio no 

hemos observado una disminución de la proliferación celular 

tras la expresión de DRO1. Esta contradicción podría tener 

diferentes explicaciones. Por una parte, existe la posibilidad que 

otros mecanismos celulares independientes de DRO1 jueguen un 

papel de mayor importancia en la regulación de la proliferación 

en la línea celular empleada. Por otra parte, al igual que ocurre 

con la proteína de retinoblastoma, DRO1 podría ser un inhibidor 

de la proliferación celular que requiriera de una activación 

previa o de sus efectores tras sufrir un daño celular. A pesar de 

todo, las evidencias observadas aportan una información 

importante que sugiere el papel de DRO1 como regulador de la 

proliferación celular. Por lo tanto, sería interesante desarrollar 

nuevos estudios al respecto para profundizar en el papel de 

DRO1 como regulador de la proliferación, así como para 

determinar los mecanismos por los que realiza dicha acción. 

 

3- DRO1 y metabolismo 

Uno de los tejidos en los que más se expresa DRO1 es el 

adiposo, y lo hace tanto en la grasa marrón (Aoki et al. 2002) 
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como en la blanca (Okada et al. 2008). El tejido adiposo es un 

órgano muy importante en metabolismo, tanto por su función 

como almacén de energía en forma de grasa como por su 

función endocrina en la secreción de adipocitoquinas. Los 

niveles de DRO1 en el tejido adiposo se encuentran 

directamente relacionados con los niveles de adiponectina, 

estando ambos disminuidos en obesidad y síndrome metabólico 

(Okada et al 2008). Dado el efecto antiinflamatorio de la 

adiponectina y su capacidad de activar a AMPK favoreciendo el 

catabolismo de lípidos en el hígado (Rogers et al. 2008), es 

factible pensar que DRO1 ejerza también un efecto positivo 

sobre el metabolismo lipídico. A pesar de los estudios que 

muestran la necesidad de DRO1 en la adipogénesis (Tremblay et 

al. 2009), las claves de la función fisiológica de DRO1 nos 

vendrán dadas mediante el estudio de ratones deficientes en 

DRO1. 

En nuestro estudio hemos identificado diversos genes 

implicados en metabolismo y diabetes cuya expresión se 

encuentra regulada tras la inducción de DRO1. Cabe destacar la 

disminución de la expresión de las citoquinas IL-6 y TNFα, 

cuyos niveles se encuentran elevados en obesidad activando la 

respuesta inflamatoria e induciendo la resistencia a insulina 

típica del síndrome metabólico (Mauri & Brichard 2010). Esto, 

unido al hecho de que DRO1 se encuentra disminuido en tejido 

adiposo de ratones obesos (Okada et. al. 2008), sugiere que 

DRO1 es importante para prevenir la obesidad característica del 
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síndrome metabólico. Sin embargo, los niveles de IRS2 e 

IGFBP5, proteínas efectoras de la señalización por insulina, se 

encuentran disminuidos tras expresar DRO1. Por lo tanto, la 

inhibición de resistencia a insulina por DRO1 debe ocurrir por 

un mecanismo posterior al efecto de estos mediadores o 

mediante una vía independiente de la activación del receptor de 

insulina. Una posibilidad es la disminución de los niveles de 

G6PD tras la inducción de DRO1, ya que la sobreexpresión de 

G6PD produce un aumento de la lipogénesis. Esto conduce a un 

aumento de triglicéridos y ácidos grasos libres que son claves en 

el desarrollo de la resistencia a la insulina (Park et al. 2005).  

Además, en nuestro estudio también hemos observado que 

la expresión de DRO1 disminuye los niveles de la enzima 

NOS3. Esta enzima tiene un papel importante en el metabolismo 

activando la biogénesis mitocondrial para producir ATP (Nisoli 

et al. 2003). Por otra parte, un gen aumentado tras la inducción 

de DRO1 es PRKAA1. La activación de PRKAA1 por 

fosforilación es estimulada por adiponectina (Yamauchi et al. 

2002) y conduce a la activación de SIRT1, aumentando los 

niveles de NAD+ y produciendo la desacetilación y regulación 

de la actividad de factores de transcripción implicados en 

metabolismo como PPARγ1α, FOXO1A y FOXO3A (Cantó et 

al 2009).  

De manera similar al comportamiento endocrino del tejido 

adiposo en la secreción de  adipocitoquinas, nuestros resultados 
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muestran que también son capaces de secretar DRO1. Además, 

la secreción de DRO1 por células de grasa subcutánea está muy 

disminuida en ratones IRS2-KO, pero es rescatada por la 

expresión del transgen CDK4. Sin embargo, la expresión del 

trangen CDK4 en ratones IRS2 silvestre no produce ningún 

cambio en la secreción de DRO1. Por lo tanto, estos resultados 

sugieren que la secreción o la síntesis de DRO1 está modulada 

de manera conjunta por IRS2 y CDK4. Además, es interesante 

destacar que los ratones IRS2-KO terminan desarrollando 

diabetes (Withers et al 1998) y lo mismo ocurre tras la pérdida 

de expresión de CDK4 (Rane et al. 1999). Curiosamente, la 

expresión de CDK4 rescata de la diabetes a los ratones IRS2-

KO (Burks 2008). Estos fenotipos guardan una relación 

interesante con lo que ocurre con la secreción de DRO1, lo que 

sugiere que DRO1 podría estar involucrado en dichos procesos. 

En conjunto, los resultados obtenidos apuntan a que DRO1 

pudiera estar jugando un papel importante en el metabolismo y 

pudiera estar correlacionado con la aparición de enfermedades 

metabólicas. De ser esto cierto, se podrían desarrollar diferentes 

estrategias que modulen la expresión y/o secreción de DRO1 

para ayudar a prevenir y/o tratar diferentes enfermedades 

metabólicas como la obesidad y la resistencia periférica a 

insulina. Sin embargo, serán necesarios más estudios en el 

futuro para validar la relevancia de DRO1 en el metabolismo 

(por ejemplo a través de ratones deficientes en DRO1) y 
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elucidar los mecanismos celulares y fisiológicos en los que 

DRO1 participa en el control metabólico. 

 

4- La fosforilación de AIB1 en S728 lo 

excluye de la cromatina pero favorece la 

interacción con ERα y TFIIEα 

La fosforilación de proteínas tras la entrada en mitosis y su 

desfosforilación a la salida son procesos que requieren una 

regulación precisa para mantener la integridad del ciclo celular. 

Nuestros resultados han demostrado que AIB1 se fosforila en las 

serinas 728 y 867 durante la mitosis mediante el complejo 

CDK1/Ciclina B, y es desfosforilado, muy posiblemente por 

PP1, a la salida de mitosis (Ferrero et al. 2011). Coincidiendo 

con esta fosforilación, hemos observado que AIB1 se excluye de 

la cromatina durante mitosis. Durante la interfase, los factores 

de transcripción y proteínas asociadas se encuentran 

frecuentemente distribuidos homogeneamente en el núcleo de 

las células. Muchas de estas proteínas, como la RNA polimerasa 

II, son desalojadas de la cromatina durante la mitosis, mientras 

que otras como TFIID y TFIIB permanecen asociadas a los 

promotores de los genes activos durante la mitosis (Christova & 

Oelgeschlager 2002). Curiosamente, la fosforilación del 

coactivador transcripcional BRG1 durante la mitosis está 

relacionada también con la exclusión de la cromatina, aunque no 
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impide su asociación con el factor de transcripción SNF5 

(Muchardt et al. 1996). En el caso de AIB1, mutaciones que 

mimetizan o bloquean la fosforilación en S728 tampoco alteran 

su capacidad de interaccionar con ERα ni su capacidad de 

coactivar a ERα. Incluso dicha fosforilación es capaz de 

aumentar la afinidad de AIB1 por el factor de transcripción 

TFIIEα. Sin embargo, mutaciones puntuales en S728 de AIB1 

no alteran su actividad transcripcional endógena ni su capacidad 

de coactivar al ERα (Ferrero et al. 2011) Estos resultados 

revelan que la fosforilación de AIB1 en S728 por CDK1 no 

regula su actividad pero coincide con su restricción física de la 

cromatina, constituyendo un mecanismo alternativo de 

regulación transcripcional durante mitosis. Es posible que esta 

exclusión de la cromatina sirva para impedir la transcripción 

inadecuada de genes (por ejemplo ciclinas D1, A1 y A2) durante 

la mitosis. Finalmente, la desfosforilación de AIB1 a la salida de 

mitosis restauraría su capacidad de coactivar la transcripción de 

genes implicados en progresión a través de la fase G1. Por lo 

tanto, la desfosforilación de AIB1 podría representar un nueva 

diana terapéutica frente a los cánceres dependientes de AIB1. 
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CONCLUSIONES 

1. La transcripción de DRO1 está reprimida por AIB1 y por los 

oncogenes v-H-ras, v-src y HER2, coincidiendo con la 

disminución de los niveles de proteína. 

2. La transcripción de DRO1 está inversamente regulada por 

moduladores del receptor de estrógenos. 

3. AIB1 reprime a DRO1 a través de una región distal en su 

promotor, situada entre las bases -4813 y -3795. 

4. DRO1 tiene actividad apoptótica y sensibiliza a estímulos 

apoptóticos. 

5. El efecto antiapoptótico de AIB1 en células MCF-7 depende 

de la represión de DRO1. 

6. DRO1 inhibe la migración transendotelial de células MCF-7. 

7. DRO1 podría estar regulando el ciclo celular mediante 

interacción con PLZF y regulando la expresión de MCM2 y 

RBBP8. 

8. DRO1 es una proteína de secreción. 

9. La secreción de DRO1 está modulada por IRS2 y CDK4 en 

células de grasa subcutánea de ratón. 

10. La expresión de DRO1 modula la expresión de genes 

importantes para el metabolismo y podría proteger contra el 

síndrome metabólico. 
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11. La fosforilación de AIB1 por CDK1 en S728 ocurre 

exclusivamente en células mitóticas. 

12. La fosforilación de AIB1 por CDK1 en S728 lo excluye de 

la cromatina. Esta exclusión podría actuar como un 

mecanismo potencial de la regulación transcripcional 

durante la mitosis. 
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ABREVIATURAS 

BFA: Brefeldina A 

BSA: Albúmina de suero bovino 

dNTP: desoxiribonucleótido trifosfato 

DE: Desviación estándar 

E2: Estradiol 

EE: Error estándar 

ER: Receptor de estrógenos 

ERE: Elemento de respuesta a estrógenos 

g: unidad de medida equivalente a la fuerza de la gravedad 

h: Horas 

H20: agua 

HS: suero de caballo (“Horse Serum”) 

IF: inmunofluorescencia 

IPTG: isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

KDa: Kilo Dalton 

LB: medio de cultivo Luria Bertani 

pb: pares de bases 

PBS: “Phosphate buffered saline” 



 184

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PM: peso molecular 

p/v: proporción peso/volumen 

qPCR: PCR cuantitativa 

RE: Retículo endoplasmático 

RT: transcripción reversa 

TEM: migración transendotelial 

Tg: gen transgénico (ej: AIB1-tg) 

TUNEL: “TdT-mediated dUTP nick end labeling” 

UV: radiación ultravioleta 

WB: western blot 
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