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Resumen 

Durante la realización de este trabajo de investigación nos propusimos llevar adelante la 

caracterización del papel de la GTPasa Rac1 en los mecanismos moleculares 

relacionados con la resistencia a terapias endócrinas en cáncer de mama. Para este fin, 

utilizamos diferentes modelos celulares de cáncer de mama, demostrando que la inhibición 

de Rac1 logró revertir la resistencia endócrina. 
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Cáncer de mama 
El término “cáncer” hace referencia a un grupo de enfermedades caracterizadas 

principalmente por presentar fallos en los mecanismos de regulación de la proliferación e 

invadir tejidos sanos circundantes. Es la segunda causa de muerte a nivel mundial entre las 

enfermedades no transmisibles. En nuestro país mueren por esta patología aproximadamente 

5600 personas por año (con 19,9 defunciones cada 100.000 mujeres) y, según estimaciones 

para el año 2012 realizadas por la Agencia Internacional de Investigación sobre Cáncer 

(International Agency for Research on Cancer, IARC, por sus siglas en inglés), la incidencia 

se encontraba en valores correspondientes a países con incidencia media-alta (172.3-242.9 

cada 100.000 habitantes) (1). 

Entre los diferentes tipos de cáncer, el cáncer de mama es el segundo tipo más común 

a nivel mundial (superado sólo por el cáncer de pulmón) y, por lejos, el más frecuente entre 

mujeres. Solo el 1% de los cánceres de mama se presentan en hombres. Es una enfermedad 

originada principalmente en células epiteliales que revisten los conductos y lóbulos de la 

mama, que puede existir como enfermedad no invasiva durante largos períodos de tiempo.  

Factores de riesgo 

A pesar de que no existen resultados contundentes que permitan explicar la etiología 

del cáncer de mama, algunas características o factores de riesgo aumentan la probabilidad 

de que una persona desarrolle la enfermedad (2): 

o Edad: el riesgo de desarrollar cáncer de mama aumenta con la edad, siendo 

extremadamente raro en menores de 20 años pero muy común en mayores de 

55 años. 

o Raza: las personas de raza blanca son, en promedio, más propensas a 

desarrollar cáncer de mama en comparación con personas de raza negra. Sin 

embargo, éstas últimas son más susceptibles de morir por esta patología. 

o Estilo de vida: ciertos tipos de cáncer de mama están relacionados a 

comportamientos personales como la dieta o la realización de ejercicio. El 

consumo excesivo de alcohol está directamente relacionado al desarrollo de 

cáncer de mama (y de otros tipos de cáncer). Las mujeres con sobrepeso 

tienden a presentar niveles de insulina en sangre más elevados que se asocian 

a algunos tipos de cánceres, incluyendo el cáncer de mama. El sedentarismo 

y el hábito de fumar activa o pasivamente también aumentan el riesgo de 

contraer la enfermedad, principalmente entre la menarca y el primer embarazo 

a término. 
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o Factores hormonales:  

 Comienzo temprano menarca/finalización tardía de menopausia: 

mujeres que hayan tenido más ciclos menstruales, ya sea por un 

comienzo temprano o una finalización tardía de la menstruación, tienen 

mayor riesgo de desarrollar la enfermedad. 

 Gravidez: Las mujeres que no han tenido hijos o aquellas que tuvieron 

su primer hijo después de los 30 años tienen en general un riesgo 

ligeramente mayor de padecer cáncer de mama. Los embarazos 

múltiples y quedar embarazada a una edad temprana reducen el riesgo 

de cáncer de mama en general. Aun así, el efecto del embarazo es 

diferente para los distintos tipos de cáncer de mama. Para el cáncer de 

mama triple negativo, el embarazo parece aumentar el riesgo. 

 Hormonas exógenas: la utilización de terapia de reemplazo hormonal 

o el consumo de anticonceptivos puede aumentar el riesgo de 

desarrollar la enfermedad. En cambio, la lactancia podría ser 

beneficiosa, ya que se ha visto una reducción en el riesgo de contraer 

la enfermedad en mujeres que han amamantado a sus bebés por más 

de 1 año. La explicación para este posible efecto puede ser que la 

lactancia reduce el número total de ciclos menstruales en la vida de 

una mujer (lo mismo que comenzar los periodos menstruales a una 

edad mayor o experimentar una menopausia temprana). 

o Predisposición genética: 

Entre un 5% y un 10% de los casos de cáncer de mama tienen una relación 

directa con mutaciones en la línea germinal. Existen varios genes que 

participan en los casos familiares:  

BRCA1 y BRCA2: la causa más común de cáncer de mama hereditario es una 

mutación en los genes BRCA1 y BRCA2. En las células normales, estos genes 

ayudan a prevenir el cáncer al producir proteínas que ayudan a evitar el 

crecimiento anormal de las células. Las versiones mutantes de estos genes no 

pueden detener el crecimiento anormal y pueden ocasionar cáncer. En algunas 

familias con mutaciones BRCA1, el riesgo de padecer cáncer de mama 

durante la vida es tan alto como 80%, pero en promedio este riesgo parece 

estar entre 55% a 65%. Para las mutaciones BRCA2, el riesgo es menor, 

alrededor de 45%. Las mujeres con estas mutaciones hereditarias también 

tienen un mayor riesgo de padecer otros tipos de cánceres, principalmente 

cáncer de ovario. En la actualidad, estas mutaciones pueden detectarse con 

https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-ovario.html
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facilidad, por lo que mujeres con antecedentes familiares de cáncer de mama 

deberían, siempre que sea posible, recibir asesoramiento genético para 

evaluar las posibilidades de prevención disponibles, según el tipo de tumor, la 

edad del paciente y los riesgos que presente. Aunque las pruebas pueden ser 

útiles en algunos casos, se deben considerar cuidadosamente las ventajas y 

las desventajas. 

Otras mutaciones genéticas podrían también conducir a cánceres de mama 

hereditarios, aunque son menos frecuentes y de menor impacto fisiopatológico 

que los genes BRCA. Estos son: ATM, TP53, CHEK2, PTEN, CDH1, STK11 y 

PALB2. 

o Antecedentes personales de cáncer de mama: 

Una mujer con cáncer en una mama tiene un mayor riesgo de padecer un 

nuevo cáncer en la otra mama o en otra parte del mismo seno (esto es 

diferente a la recurrencia del primer cáncer). Este riesgo es aún mayor para 

las mujeres jóvenes con cáncer de mama. 

o Características del tejido mamario: 

Las mamas están formadas por tejido adiposo, fibroso y glandular. Se dice que 

una mujer tiene mamas densas (en un mamograma) cuando tiene más tejido 

glandular y fibroso, y menos tejido adiposo. Las mujeres cuyas mamas 

aparecen densas en los mamogramas tienen un riesgo de padecer cáncer de 

mama de 1,2 a 2 veces mayor que las mujeres con una densidad promedio en 

sus senos. 

o Exposición previa a quimioterapia y/o radiación: 

Las mujeres que siendo niñas o jóvenes fueron tratadas con quimioterapia y/o 

radioterapia en el tórax para otro tipo de cáncer (como la enfermedad de 

Hodgkin o el linfoma no Hodgkin) tienen un riesgo significativamente mayor de 

padecer cáncer de mama.  

Los principales factores de riesgo descritos para cáncer de mama se muestran en la 

Tabla 1  

 

 

 

 

 

https://www.cancer.org/es/tratamiento/tratamientos-y-efectos-secundarios/tipos-de-tratamiento/radioterapia.html
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Tabla 1: Factores de riesgo asociados a cáncer de mama 

Factores de riesgo  

no-modificables 

Factores de riesgo  

modificables 

Edad mayor a 55 años Peso corporal, alto consumo de grasas, 

índice de masa corporal mayor a 35 

Historial familiar de cáncer Actividad física 

Edad primera menarca Consumo de alcohol 

Edad inicio menopausia Condición de fumador 

Densidad mamaria Consumo de anticonceptivos como 

progestina, utilización de terapia de 

reemplazo hormonal por más de 10 años 

  Exposición a radiación 

 

Clasificación del cáncer de mama 

En los últimos años, la mortalidad por cáncer de mama ha sufrido un descenso 

significativo debido, en gran parte, a los avances en los tratamientos y en las técnicas de 

detección temprana. La clasificación y estratificación más precisa en mujeres también ha sido 

de gran importancia, pudiendo categorizar a los pacientes de acuerdo a diferentes parámetros 

y características. 

 Grado: 

Basado en cuánto se parece la biopsia al tejido mamario normal y cuán rápido se 

están dividiendo las células se aplica el Score de Nottingham o de Bloom y Richardson 

modificado. Se analiza la formación de túbulos, pleomorfismo nuclear y recuento mitótico. La 

utilización del grado del cáncer de mama puede aportar información sobre el pronóstico del 

paciente y sugerir un tipo de tratamiento. Puede ser clasificado en: 

o Grado 1 o bien diferenciado 

o Grado 2 o moderadamente diferenciado 

o Grado 3 o indiferenciado 

En general, tumores de grado bajo indican tasas bajas de proliferación, baja 

posibilidad de diseminación y mejores probabilidades de supervivencia. Además, pueden ser 

tratados de manera menos agresiva. En cambio, los tumores de grado alto indican altas tasas  

de proliferación, siendo más propensos a diseminarse. Tienen peores expectativas de 

supervivencia y requieren tratamientos más agresivos. 
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 Estadio: 

Hace unos 15 años la International Union Against Cancer (UICC) y la American Joint 

Committee on Cancer (AJCC) unificaron sus sistemas de clasificaciones creando un único 

sistema TNM. Además de permitir un pronóstico más preciso, la clasificación TNM puede 

determinar la elección del tratamiento. Se basa en:  

● Determinar el tamaño del tumor (T),  

● Evaluar si el tumor ha alcanzado los ganglios linfáticos (N, de nodes en inglés) 

● Evaluar la presencia de metástasis (M).  

El rango de clasificación va de 0 (cero) a IV, abarcando varios tipos tumorales que van desde 

cáncer de mama no invasivo e invasivo temprano, a localmente avanzado y metastásico. La 

clasificación TNM es revisada periódicamente debido a los avances en las técnicas de 

detección por imágenes, la evolución de los tratamientos y su impacto en la sobrevida. La 

octava edición del sistema de estratificación TNM entró en efecto el 1 de Enero de 2018, e 

incluye no sólo la extensión anatómica de la enfermedad, sino también marcadores 

pronósticos (3).  

 Clasificación histopatológica: 

El tejido mamario está conformado por lóbulos, conductos y estroma (Figura 1). Los 

lóbulos son glándulas que producen leche, que es transportada por los conductos hacia los 

pezones. El estroma está compuesto por tejido conectivo y adiposo, recubriendo los lóbulos, 

conductos y vasos sanguíneos y linfáticos. 

La mayoría de los tumores malignos de mama se originan en los conductos y con 

menor frecuencia en los lobulillos o acinos. La clasificación histopatológica se basa en la 

observación de biopsias del tumor por microscopía. La gran mayoría de los casos de cáncer 

de mama corresponden al tipo carcinoma, que se originan en tejidos epiteliales. En cambio, 

los adenocarcinomas se originan en tejido glandular y son el subtipo más común.  

El análisis histopatológico debe responder dos cuestiones principales:  

1) ¿el tumor se ha limitado al epitelio de la mama (carcinoma in situ) o ha invadido el 

estroma? 

2) ¿el tumor se origina en los conductos o en los lóbulos?  

 

De esta manera, teniendo en cuenta la anatomía mamaria, los tumores pueden ser 

clasificados en carcinoma in situ (ductal o intralobulillar), siendo el tumor no-invasivo más 

común; carcinoma infiltrante ductal, que corresponde al 80% de los tumores mamarios; e 
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intralobulillar que corresponde al 10% de los tumores mamarios. Existen también formas 

especiales de carcinomas de mama ductales infiltrantes poco comunes: medular típico, 

mucosecretante, ductal infiltrante favorable, adenoquístico, papilar, tubular, liposecretante, 

apocrino, secretorio, metaplásico y enfermedad de Paget. (4)   

 

 

Figura 1: Anatomía de la mama femenina (Adaptado de la American Breast Cancer Foundation). 

 

 Clasificación clinicopatológica: 

Este tipo de clasificación se basa en la utilización de distintos receptores como 

biomarcadores. A pesar de que en los últimos años la búsqueda de nuevos biomarcadores 

se ha incrementado, en la práctica clínica se utilizan sólo 3 para clasificar a los tumores: 

receptor de estrógenos (ER), receptor de progesterona (PR) y factor de crecimiento de tipo 

epidérmico humano 2 (HER2). Podemos entonces dividir a los tumores en: 

o Receptores Hormonales positivos (ER+): son aquellos tumores que expresan 

ER y/o PR. Aproximadamente el 70% de los tumores mamarios corresponden 

a este subtipo. En general, son tumores que tienden a crecer mucho más lento 

que aquellos que no expresan estos receptores. A pesar de que muestran una 

mejor perspectiva en el corto plazo, las recidivas y el desarrollo de 

mecanismos de resistencia a los tratamientos son muy comunes. 

o HER2 positivos (HER2+): tumores que sobreexpresan o tienen amplificado el 

número de copias del proto-oncogen HER2. Un 20% del total de tumores 
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mamarios corresponden a este subtipo. Los tumores crecen en forma mucho 

más rápida y son más agresivos que los ER negativo. 

o Triple Negativos (TN): este grupo remanente abarca aquellos tumores 

mamarios que no expresan ni ER o PR, y tienen una expresión normal o baja 

de HER2. Es el grupo más agresivo de los 3 y se los trata, generalmente, con 

quimioterapia y/o radioterapia. 

 

 Subtipos moleculares: 

Con el desarrollo de nuevas tecnologías como microarrays y secuenciación, el análisis 

de expresión génica se convirtió en una herramienta muy importante a la hora de categorizar 

pacientes. La heterogeneidad de los tumores mamarios llevó a describir 5 subtipos 

moleculares asociados a diferentes alteraciones moleculares y perspectivas clínicas (5). Los 

subtipos moleculares corresponden a: 

o Luminal A: Son tumores ER positivo y es el subtipo más común, abarcando 

aproximadamente un 50-60% de todos los tumores mamarios. Presentan altos 

niveles de expresión de ER y baja expresión de genes relacionados a 

proliferación. Además no expresan HER2 y tienen bajos niveles de Ki67, 

biomarcador directamente relacionado a proliferación celular. Otros 

marcadores moleculares distintivos de este subtipo lo comprenden las 

citoqueratinas luminales epiteliales 8 y 18 (de bajo peso molecular) y expresión 

de marcadores luminales como GATA3, BCL2, ERBB3 y ERBB4. 

Generalmente este tipo de tumores tienen, a su vez, bajo grado histológico y 

baja tasa mitótica, lo que determina su buen pronóstico y bajas posibilidades 

de recidivas.  

o Luminal B: Comprende el 20% de los tumores invasivos. Poseen un grado 

histológico mayor y altas tasas de proliferación, fenotipo más agresivo y peor 

pronóstico, en comparación con los del tipo Luminal A. Son tumores ER/PR 

positivo, que pueden o no tener alta expresión de HER2. La principal diferencia 

con los del subtipo Luminal A se da a nivel de expresión de genes relacionados 

a proliferación, ya que los del tipo Luminal B presentan mayoritariamente altos 

niveles de Ki67. En comparación con el Luminal A, el Luminal B se presenta 

en mujeres más jóvenes, con mayor grado y tamaño tumoral, compromiso 

nodal e invasión linfovascular al diagnóstico. 

o HER2 positivos: Aproximadamente un 15-20% de los tumores mamarios 

invasivos corresponden a este subtipo. Son tumores que sobreexpresan y/o 

tienen gran número de copias del gen HER2, presentan alto grado histológico 
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y altos niveles de Ki67. Generalmente son negativos para ER/PR (o expresan 

bajos niveles) y muestran un peor pronóstico. 

o Basales o Basal like: Este tipo de tumores no expresa ninguno de los 3 

receptores: son negativos para ER, PR y HER2 (triple negativo). Además, 

tienen características de las células basales de otras partes del cuerpo, con 

altos niveles de expresión de marcadores basales como las citoqueratinas 5, 

6, 14 y 17, y del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Son 

tumores de grado 3, con muy mal pronóstico y corresponden a un 70-90% de 

los tumores TN. 

o Dentro del grupo de triples negativo existe un grupo de tumores “triple negativo 

No-Basal Like” denominado “bajo en claudinas” (proteínas de adhesión 

intercelular). Es un grupo relativamente nuevo y menos estudiado que a 

diferencia del Basal, no expresa citoqueratina 5 ni EGFR (6). 

 

Las principales características de los subtipos moleculares de cáncer de mama se muestran 

en la Tabla 2. 

 

Receptor de estrógenos  

El estrógeno es la hormona sexual femenina primaria, responsable del desarrollo y 

mantenimiento del sistema reproductor y de las características sexuales secundarias. Regula 

varios procesos fisiológicos, cumpliendo un rol preponderante en el desarrollo, crecimiento y 

diferenciación del tejido mamario. Es sintetizado a partir de colesterol, presentándose en 

varias formas: estrona (E1), 17β-estradiol (E2) y estriol (E3). Otro tipo de estrógeno 

denominado estetrol (E4) se produce solo durante el embarazo. 

De las 4 formas, E2 es el que presenta mayor actividad biológica en el tejido mamario. 

Los estrógenos en la mujer son producidos principalmente por los ovarios y por la placenta 

durante el embarazo. La hormona foliculoestimulante (FSH) estimula la producción ovárica 

de los estrógenos en las células de la granulosa de los folículos ováricos y el cuerpo lúteo. 

Una pequeña cantidad de estrógenos también se produce en otros tejidos, como el hígado, 

las glándulas adrenales y el cuerpo lúteo. Estas fuentes secundarias de estrógenos son 

especialmente importantes en las mujeres post-menopáusicas. Debe tenerse en cuenta el 

papel que juegan las células lipídicas en la producción de estrógenos y su relación con la 

obesidad (7). 
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Tabla 2: Diferentes subtipos moleculares de cáncer de mama 

 

Clasificación 

Perfil de expresión 
histopatológica 

 

Otras características 

Luminal A ER +; PR+/-; HER2- Bajos niveles de Ki67 

Bajo grado histológico 

Buen pronóstico 

Luminal B ER +; PR+/-; HER2+ Altos niveles de Ki67 

Alto grado histológico 

HER2 ER -; PR-; HER2+ (o 

amplificado) 

Altos niveles de Ki67 

Mal pronóstico 

Basal-like ER -; PR-; HER2- Altos niveles de EGFR y 

CK5-6 

Grado 3 

Muy mal pronóstico 

No-basal like o Bajo en 

claudinas 

ER -; PR-; HER2- Bajos niveles de EGFR y 

CK5-6 

  

+, positivo; -, negativo; CK, citoqueratina 

 

Los estrógenos difunden a través de la bicapa lipídica de una célula blanco para unirse y 

activar su receptor. Las principales funciones biológicas de los estrógenos se llevan a cabo a 

través del ER. Este receptor es miembro de la superfamilia de receptores nucleares y se 

presenta en 2 isoformas principales ER-α y ER-β, codificadas por 2 genes diferentes pero con 

grandes similitudes en los dominios de unión a ADN y estrógenos. La superfamilia de 

receptores nucleares posee una estructura altamente conservada con 6 regiones A-F (Figura 

2). En la región N-terminal de ER-α y ER-β se encuentra el dominio AF-1 (conteniendo las 

regiones A y B); la región C posee un dominio de unión a ADN de tipo zinc-finger y un dominio 

C-terminal AF-2 (conteniendo las regiones E y F) que permite la dimerización, la unión a 

proteínas de shock térmico Hsp90 (que, en ausencia de E2, lo mantienen en estado inactivo) 

o la unión a E2 mediante el dominio de unión a ligando (LBD). La región D actúa como una 

sandra.santilli
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bisagra entre las regiones N y C-terminal.  

 

Figura 2: A) Diagrama esquemático de los dominios estructurales y funcionales de ER. Consiste en 6 dominios 

estructurales A-F, que contienen diferentes dominios funcionales como se muestra debajo del diagrama. B) 

Estructura de las diferentes isoformas de ER-α y ER-β. 

 

Mecanismos de acción  

El mecanismo de acción clásico o genómico del ER involucra su participación en la 

activación transcripcional de diferentes genes. Una vez dentro de la célula, el E2 se une con 

alta afinidad al ER, provocando su dimerización y cambios conformacionales que atraen los 

dominios de activación AF-1 y AF-2 y reclutando proteínas co-activadoras o co-represoras. 

A 

B 
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Una vez conformado el complejo E2-ER, éste se une a elementos respondedores a estrógeno 

(EREs), regiones conservadas de 13 pares de bases presentes en el promotor de diferentes 

genes. 

Otro tipo de acción genómica del ER involucra la unión a ADN de manera indirecta, 

por interacción proteína-proteína del complejo E2-ER con diferentes factores de transcripción 

como AP-1 o SP-1. Este tipo de interacción se conoce como acciones ERE-independientes. 

En ambos casos, el complejo formado provoca una remodelación de la cromatina, 

aumentando la actividad transcripcional de genes involucrados en proliferación y 

diferenciación, y particularmente en cáncer, involucrados en la estimulación de invasión, 

metástasis y angiogénesis (8). ER también puede llevar adelante acciones genómicas sin la 

necesidad de unión a E2. Este mecanismo ligando-independiente permite la unión de ER a 

genes target. La activación de diferentes cascadas de fosforilaciones por acción de factores 

de crecimiento, fosforilan y activan a ER en los sitios EREs. En la actualidad se considera 

que el dominio AF-1 es un dominio hormono-independiente ya que es el responsable de la 

activación de estos tipos de acciones.  

Las modificaciones post-traduccionales del ER alteran su localización celular, su 

actividad transcripcional y su sensibilidad a estrógenos (9). Diferentes vías de señalización 

participan en la regulación de la actividad de ER. En este sentido, el ER posee numerosos 

sitios susceptibles de ser fosforilados (la mayoría de los cuales son motivos Serina-Prolina, 

que se encuentran en el dominio AF-1) y activados por señales extracelulares como EGF, 

IGF-1, TGF-β, insulina, heregulina, que pueden emular los efectos de E2 y regular genes 

target de ER. En muchos casos, la regulación por estas señales extracelulares se da a través 

de diferentes kinasas como PKA, PKC, MAPKs, c-Src, PAK1 (10). 

Por otro lado, el ER puede unirse al ADN de manera indirecta, por interacción 

proteína-proteína del complejo E2-ER con diferentes factores de transcripción como AP-1 o 

SP-1. Este tipo de interacción se conoce como acciones ERE-independientes. En ambos 

casos, el complejo formado provoca una remodelación de la cromatina, aumentando la 

actividad transcripcional. 

Todos los pasos involucrados en la regulación transcripcional de los genes target de 

ER, ya sea unión a ligando, dimerización, unión a ADN y co-activadores, están controlados 

por el estado de fosforilación de ER.  

El mecanismo de acción genómico de ER requiere la activación de la síntesis de ARN 

y posterior síntesis proteica. Sin embargo, un gran número de otros efectos dependientes de 

estrógenos son tan rápidos que no pueden depender de estos mecanismos. A este grupo de 
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funciones se las conoce como mecanismos no-genómicos y se cree que están regulados por 

asociación de un pequeño pool de ER a membrana. A pesar de que hay autores que no 

coinciden con esta hipótesis, se cree que la capacidad de ER de unirse a membrana se da 

por intermedio de la palmitoilación, ya que no posee dominios transmembrana. Una vez 

anclado a membrana, ER se asocia con diferentes proteínas, entre las que se encuentra 

Caveolina-1, GTPasas, Src y Ras. A su vez, también puede activar receptores tirosina kinasa 

(RTKs) como IGF-1, HER2 y EGFR. Todas estas acciones resultan en un aumento de la 

actividad kinasa de Src, activación de metaloproteasas de matriz y un aumento en la actividad 

kinasa de MAPK y AKT (11). 

En resumen, los mecanismos de acción de ER involucran numerosas y complejas 

redes de señalización mediante mecanismos genómicos como el clásico de unión a EREs, la 

formación de complejos proteína-proteína que se unen a ADN o el mecanismo ligando-

independiente. Por otro lado, los mecanismos no-genómicos involucran la asociación de ER 

a membrana y diferentes proteínas de señalización. En la Figura 3 se muestra un esquema 

representando todos estos mecanismos. 

En la actualidad, se encuentra totalmente demostrado que los estrógenos tienen un 

rol preponderante en la iniciación y desarrollo del cáncer de mama. Una exposición 

prolongada a estrógenos por una menarca temprana, una menopausia tardía o la utilización 

de terapias de reemplazo hormonal por más de 10 años, sumados a otros factores de riesgo 

antes enunciados, provoca efectos estimuladores en la proliferación celular del tejido 

mamario, incrementando el riesgo de mutaciones espontáneas en el ADN y el riesgo de 

aparición de cáncer de mama.  

 

Tratamientos 

El desarrollo de nuevas opciones terapéuticas para tratar el cáncer de mama ha 

sufrido un crecimiento exponencial en los últimos años, repercutiendo positivamente en la 

sobrevida de los pacientes. La naturaleza altamente heterogénea de los tumores mamarios y 

los diferentes grados, estadios y clasificaciones patológicas permiten contar con una gran 

batería de tratamientos disponibles que se ajustan cada vez más a las características clínicas 

y moleculares de los tumores. En este contexto, podemos contar con 2 grandes grupos de 

tratamientos: los tratamientos locales y los sistémicos. 

Los tratamientos locales se denominan así porque buscan tratar al tumor, afectando 

lo menos posible al resto del cuerpo. Por lo general, se recurre a tratamientos locales en 

etapas tempranas o para casos menos avanzados. Ejemplos clásicos de estos tipos de 
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tratamientos lo comprenden la cirugía y la radioterapia.  

 

Cirugía 

Se estima que un gran porcentaje de mujeres con tumores mamarios deben recurrir a 

algún tipo de cirugía, ya sea diagnóstica (biopsia) o como parte de su tratamiento. 

Dependiendo el estado del paciente, la cirugía como tratamiento se puede realizar para 

remover totalmente el seno, incluyendo todo el tejido mamario y en ocasiones otros tejidos 

cercanos (mastectomía) o bien realizar cirugía con conservación de la mama. 

Se realiza también cirugía para extirpar ganglios linfáticos adyacentes como una parte 

importante en la determinación de la estadificación del cáncer. Para saber si el cáncer de 

mama se ha propagado a los ganglios linfáticos axilares, se extirpa uno o más de estos 

ganglios linfáticos y se examinan al microscopio. Los ganglios se pueden extirpar como parte 

de la cirugía para extraer el cáncer de mama o como una operación separada. Los dos tipos 

principales de cirugía para extirpar los ganglios linfáticos son: 

a) Biopsia de ganglio linfático centinela (SLNB):  

El cirujano extirpa sólo el ganglio(s) debajo del brazo a donde el cáncer probablemente 

se extendería primero. Extraer sólo uno o algunos ganglios linfáticos disminuye el riesgo de 

efectos secundarios de la cirugía. 

b) Disección de ganglios linfáticos axilares (ALND):  

El cirujano extirpa entre 10 y 40  ganglios. Actualmente la ALND no se hace tan a 

menudo, pero todavía es la mejor manera de examinar los ganglios linfáticos en 

algunas situaciones. 

Los tratamientos sistémicos o adyuvantes han permitido reducir las tasas de mortalidad 

debido a que pueden alcanzar células tumorales distribuidas por todo el cuerpo. Dependiendo 

el tipo de cáncer de mama, existen diferentes tratamientos sistémicos que pueden ser 

utilizados. 

 

Radioterapia:  

Involucra la utilización de rayos x de alta energía o partículas radioactivas para dañar 

el ADN y destruir células tumorales. No todas las mujeres con cáncer de mama necesitan 

radioterapia, aunque se puede utilizar en varias situaciones: 
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 Después de la cirugía con conservación de la mama, para ayudar a reducir la 

probabilidad de que el cáncer regrese en la mama o en los ganglios linfáticos 

adyacentes 

 Después de una mastectomía, especialmente si el cáncer medía más de 5 cm, 

o si se encuentra cáncer en los ganglios linfáticos 

 Si el cáncer se ha propagado a otras partes del cuerpo, tal como los huesos o 

el cerebro. 

Figura 3: Diagrama esquemático mostrando los mecanismos de acción de ER. 1) Mecanismo clásico: el 

complejo E2-ER se une directamente a las regiones EREs de genes target. 2) Mecanismo ERE-independiente: 

E2-ER forma un complejo con factores de transcripción (TF), que se unen a regiones promotoras de otros genes. 

3) Mecanismo ligando-independiente: factores de crecimiento (GFs) activan cascadas de fosforilaciones, que 

fosforilan a ER (P) y provocan su unión a EREs. 4) Mecanismos no-genómicos: E2-ER anclado a membrana activa 

cascadas de fosforilaciones, que regulan la expresión de ciertos genes por fosforilación y activación de TF. 
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Quimioterapia:  

Utiliza diferentes drogas que afectan e inhiben la replicación celular. A diferencia de 

otros tumores malignos de origen epitelial, el cáncer de mama responde a varios fármacos 

quimioterapéuticos. Se administra generalmente vía endovenosa y se aplica en ciclos, con 

periodos de descanso entre aplicación y aplicación para permitir la recuperación del paciente 

y reducir los efectos adversos. La quimioterapia puede ser administrada antes o después de 

la cirugía (tratamiento neoadyuvante y adyuvante, respectivamente). Los medicamentos más 

comunes utilizados incluyen la combinación de dos o tres de los siguientes medicamentos: 

antraciclinas, como la doxorrubicina y la epirrubicina; taxanos, como el paclitaxel y el 

docetaxel, 5-fluorouracilo, ciclofosfamida y carboplatino. En cánceres avanzados de mama 

pueden agregarse vinorelbina, capecitabina, gemcitabina, mitoxantrona, ixabepilona y 

eribulina. 

 

Terapia dirigida:  

La identificación de nuevos blancos moleculares ha permitido desarrollar nuevas 

opciones terapéuticas que buscan inhibir el crecimiento y diseminación de las células 

tumorales, afectando lo menos posible a células normales. Como veremos, existen diversos 

tratamientos dirigidos a inhibir receptores de las tirosina quinasas (RTKs) como EGFR, HER2, 

HER3, o inhibidores de vías de señalización intracelulares como PI3K, mTor o ERK.  

 En lo referente a terapias dirigidas para el cáncer de mama HER2 positivo, se sabe 

que tienden a crecer y a propagarse de manera más agresiva. A tal fin, se han desarrollado 

varios medicamentos que bloquean esta proteína: El trastuzumab es un anticuerpo 

monoclonal, a menudo administrado junto con quimioterapia, pero también utilizado por sí 

solo (especialmente si ya se intentó la quimioterapia sola). El pertuzumab es otro anticuerpo 

monoclonal que se puede administrar con trastuzumab y quimioterapia, ya sea antes de la 

cirugía para tratar el cáncer de mama en etapa inicial, o para tratar cánceres avanzados. El 

ado-trastuzumab emtansina es un anticuerpo monoclonal fusionado a un medicamento de 

quimioterapia. Se utiliza por sí solo para tratar cáncer de mama avanzado en mujeres que 

han sido tratadas con trastuzumab y quimioterapia. Finalmente el lapatinib, se usa para tratar 

el cáncer de mama avanzado, en general cuando el trastuzumab ya no muestra efecto. Por 

lo general, se utiliza con ciertos medicamentos de quimioterapia o terapia endócrina. 

En lo referente a terapias dirigidas contra cáncer de mama ER y/o PR positivos, pero 

negativos para HER2, existen los inhibidores de CDK4/6. Palbociclib y ribociclib bloquean las 

quinasas dependientes de ciclinas (CDK), particularmente CDK4 y CDK6, inhibiendo la 

división celular. Estos medicamentos están aprobados para mujeres post-menopaúsicas y 
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con cáncer de mama ER positivo/HER2 negativo avanzado. 

Por último, everolimus se utiliza en combinación con exemestano (para mujeres post-

menopaúsicas y con cáncer de mama ER positivo/HER2 negativo avanzado) o en mujeres 

cuyos cánceres han progresado mientras recibían tratamiento con letrozol o anastrozol. 

Everolimus bloquea mTOR, inhibiendo la proliferación celular. También posee efectos anti-

angiogénicos, al impedir que los tumores desarrollen nuevos vasos sanguíneos, ayudando a 

limitar el crecimiento tumoral. Everolimus también se está estudiando para algunos tipos de 

cáncer de mama en etapa más tempranas, en combinación con terapia endócrina y con otros 

tratamientos (12). 

Terapia Endócrina:  

La mayor parte de los tumores mamarios son del tipo ER positivo y dependen del 

estímulo estrogénico para crecer y proliferar. La terapia endócrina actúa disminuyendo la 

cantidad de estrógenos circulante en el cuerpo o inhibiendo la unión de E2 a su receptor. Este 

tipo de tratamiento es considerado la primera terapia dirigida y ha mejorado la sobrevida de 

millones de pacientes en los últimos 30 años.  

En la actualidad existen diferentes tipos de tratamientos endócrinos. Los moduladores 

selectivos de ER (SERMs) actúan bloqueando la actividad de ER selectivamente en el tejido 

mamario. El desarrollo de esta terapia contribuyó significativamente en la disminución de las 

tasas de recurrencia y redujo las tasas de mortalidad en un 25-30% las ultimas 3 décadas 

(13). Tamoxifeno (Tam) actúa por unión al dominio de unión al ligando (LDB) de ER (en el 

dominio AF-2), compitiendo con E2 por el sitio de unión y provocando un cambio 

conformacional que impide la unión de las proteínas co-activadoras. A pesar de bloquear al 

ER, Tam presenta un efecto agonista parcial, debido a que el dominio AF-1 no se ve afectado 

y el mecanismo ligando-independiente del ER puede llevarse a cabo. El toremifeno es otro 

SERM que actúa de manera similar, pero se emplea con menos frecuencia y sólo está 

aprobado para tratar el cáncer de mama metastásico. 

Los inhibidores de aromatasa (IAs) actúan inhibiendo la producción de estrógenos al 

inhibir la enzima aromatasa, responsable de la síntesis de esta hormona. Por lo general, esta 

terapia se utiliza en pacientes post-menopaúsicas, que presentan bajos niveles de 

estrógenos. Sin embargo, pueden utilizarse en pacientes pre-menopáusicas si se los combina 

con ablación ovárica. Existen varios tipos de inhibidores de aromatasa, con efectos muy 

similares, como anastrozol, letrozol  y exemestano. 

Otro grupo de tratamientos endocrinos lo conforman los antagonistas del receptor de 
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estrógenos (ERDs) como fulvestrant, que se une al ER bloqueando la acción de E2 y 

provocando la degradación del receptor. El fulvestrant se usa para tratar el cáncer de mama 

metastásico, con más frecuencia después que otros tratamientos endócrinos han dejado de 

surtir efecto. El fulvestrant está actualmente aprobado solamente para el uso en mujeres post-

menopáusicas. Algunas veces se usa “off-label” (fuera de las indicaciones autorizadas) en 

mujeres pre-menopáusicas, a menudo combinado con un agonista de la hormona liberadora 

de hormona luteinizante (LHRH) para que los ovarios dejen de funcionar. 

La ablación ovárica se utiliza para inhibir la producción de estrógenos de los ovarios 

de pacientes pre-menopaúsicas. Existen 2 formas diferentes de lograrlo: a partir de una 

cirugía que remueva los ovarios (ablación permanente) o a partir de agentes liberadores de 

hormona luteinizante (ablación transitoria). Estos medicamentos se utilizan con más 

frecuencia que la ooforectomía. Actúan al detener la señal que el cuerpo envía a los ovarios 

para producir estrógeno, lo que provoca la menopausia temporal. Algunos medicamentos de 

LHRH son goserelina  y leuprolida. Se pueden usar solos o con otros medicamentos 

hormonales (tamoxifeno, inhibidores de la aromatasa, fulvestrant)  como terapia endócrina en 

mujeres pre-menopáusicas (14). 

 

Bases de datos de perfiles de expresión 

génica 
El análisis molecular de los diferentes tipos de cáncer ha incrementado notoriamente 

el conocimiento acerca de las vías de señalización que se encuentran alteradas en esta 

enfermedad. Sin embargo, la mayoría de los diagnósticos y decisiones terapéuticas se basan  

en las técnicas histopatológicas clásicas. En este sentido, la necesidad de un enfoque mucho 

más cuantitativo y específico podría mejorar el diagnóstico y proveer a los pacientes de un 

tratamiento racional e individualizado. 

A principios de los 90’, Hulka et. al, describieron a los biomarcardores como 

“alteraciones celulares, bioquímicas o moleculares que pueden ser medidas en tejidos 

humanos, células o fluidos” (15). En la actualidad, la Organización Mundial de la Salud define 

que “un biomarcador es cualquier sustancia, estructura o proceso que puede ser medido en 

el cuerpo o en sus productos, y que influencia o predice la incidencia o progresión de una 

enfermedad”, analizando biomoléculas como ácidos nucleicos (ADN, ARN, microARNs y 

otros ARNs no codificantes), proteínas (enzimas, receptores) y también modificaciones 

químicas (16, 17). En un sentido clínico, un biomarcador en cáncer puede brindar información 
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acerca del riesgo de desarrollar la enfermedad en un tejido específico o, alternativamente, 

puede medir el riesgo de que la enfermedad progrese o la potencial respuesta de una terapia 

determinada. 

 La utilización de nuevos biomarcardores en cáncer permitiría entender varios 

aspectos de la enfermedad para poder dilucidar las causas, emitir un diagnóstico más certero, 

evaluar la progresión y/o regresión del tumor o el éxito de un tratamiento, realizando una 

estratificación de los pacientes. 

Las alteraciones diferenciales de un estado biológico normal a uno anormal pueden 

deberse a numerosos factores como la aparición de mutaciones germinales y/o somáticas, 

cambios transcripcionales o modificaciones post-traduccionales. Un biomarcador también 

puede ser un grupo de alteraciones como la expresión de varios genes o firmas proteómicas 

y metabólicas (18). 

 

Clases de biomarcadores 

Existen diferentes tipos de biomarcadores de acuerdo a la intencionalidad de su uso. 

En este sentido, los biomarcadores predictivos se utilizan para predecir la respuesta a 

tratamientos específicos, como es el caso de la sobreexpresión de HER2 y la respuesta a 

Trastuzumab. De igual manera, las mutaciones en KRAS pueden predecir mecanismos de 

resistencia a inhibidores de EGFR, como ocurre con cetuximab en cáncer colorectal (19-21). 

Por otro lado, existen marcadores pronóstico que pueden aportar información acerca de 

parámetros clínicos como recurrencia o progresión tumoral, aunque no estén ligados 

directamente a decisiones terapéuticas. Es el caso de la firma genética de 21 genes que 

puede ser predictiva de recurrencia y supervivencia en pacientes tratados con Tam, negativos 

para presencia de metástasis en nódulos linfáticos (22). 

Por último, otra clase de biomarcardores son los de tipo diagnóstico, utilizados para 

identificar pacientes con alguna condición patológica (23). 

Una característica importante a tener en cuenta a la hora de seleccionar y validar un 

biomarcador es el método de detección. Es necesario que el biomarcador elegido tenga un 

método de detección que pueda ser adaptado a plataformas clínicamente aplicables. Las 

técnicas generalmente utilizadas para el análisis de anomalías genéticas o proteicas incluyen 

RT-PCR, para determinar expresión génica o mutaciones puntuales (mutación BRAF V600E 

en melanoma por ejemplo); hibridación fluorescente in situ (FISH), para determinar número 

de copias o traslocaciones cromosomales (amplificación de HER2 o traslocación BCR-ABL 

por ejemplo) e inmunohistoquímica (IHC), para evaluar expresión proteica o localización sub-
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celular (expresión de ER en cáncer de mama entre otras).  

En general, los biomarcadores pueden ser detectados por métodos no invasivos como 

la determinación de su presencia en fluidos (sangre, suero o plasma) o en excreciones y 

secreciones como heces, orina o secreciones mamarias. Otro tipo de biomarcadores pueden 

ser derivados de tejidos, requiriendo en estos casos la toma de biopsias o análisis por 

imágenes para su evaluación. 

Existen ciertas características que debemos tener en cuenta a la hora de buscar 

nuevos biomarcadores. En primer lugar, un biomarcador debe cumplir con las clásicas 

medidas estadísticas como exactitud, sensibilidad y precisión. Estas características ayudan 

a definir qué tan bien un biomarcador puede discriminar entre diferentes grupos o fenotipos 

de interés. Por otro lado, la robustez da una idea de la reproducibilidad y aplicabilidad del 

biomarcador en la clínica. Por último, debemos entender la biología del biomarcador para 

poder interpretar su funcionalidad en el contexto de un grupo de genes. 

Podemos contar con dos tipos de enfoques principales a la hora de realizar una 

búsqueda de biomarcadores. El enfoque estadístico es el método tradicional y se apoya 

íntegramente en la información recopilada en bases de datos “omicas”, que reúnen la 

totalidad o un conjunto de información sobre genes, proteínas o relaciones entre ellos. La 

elección de un biomarcador por este enfoque puede considerarse confiable cuando la base 

de datos es lo suficientemente grande. Por otro lado, el enfoque basado en vías de 

señalización combina la información de bases de datos con el conocimiento biológico sobre 

cómo los posibles biomarcadores interactúan entre ellos. Este enfoque es el que más terreno 

ha ido ganando en los últimos años y permite la identificación de biomarcadores en grupo de 

pacientes más reducidos. En este sentido, la combinación de información molecular junto con 

el análisis biológico de las vías de señalización involucradas puede utilizarse para detectar 

tendencias en los datos, descubrir firmas genéticas que colaboren en la estratificación de 

pacientes y predecir respuestas terapéuticas (Figura 4). 

El cáncer es una patología tan compleja que no basta con una única observación de 

pacientes para poder desarrollar modelos que permitan explicarla o predecir tratamientos. 

Afortunadamente contamos con una variedad de tests y análisis que nos permiten describir y 

cuantificar diferentes aspectos biológicos de los pacientes a partir de muestras de ADN, ARN 

o proteínas. Las dos técnicas de mayor relevancia a la hora de analizar información molecular 

para determinar presencia de biomarcadores utilizan ARN como punto de partida. La suma 

de todos los transcriptos de ARN (transcriptoma) nos permite conocer el estado por el que las 

células están atravesando y entender qué funciones (y cuáles no) se estaban llevando a cabo 

en ese estado. Las técnicas involucradas son los microarrays y el secuenciamiento masivo 
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de ARN o RNA-seq. 

La utilización de microarrays es la técnica tradicional y clásica para medir expresión 

de ARN. Desde su invención en la década de los 90’s, ha sido la técnica elegida para realizar 

estudios de perfiles de expresión a gran escala. La capacidad de analizar decenas de miles 

de transcriptos simultáneamente ha permitido identificar biomarcadores que se expresan 

diferencialmente entre un estado sano y tejidos enfermos. A su vez, se han evaluado 

respuestas farmacogenómicas y estudiado la regulación génica de diferentes tipos de 

tumores. Los microarrays son una técnica robusta y confiable, que consta de sondas de 

hibridación diseñadas con un conocimiento previo de secuencia de los genes a analizar. Por 

esta razón, los microarrays no pueden detectar variaciones estructurales o nuevas variantes 

génicas. Además, la hibridación limita la sensibilidad de esta técnica, al no poder detectar 

diferencias en la expresión de estructuras muy similares, como isoformas. La cuantificación 

de expresión también es una limitante, ya que solo produce niveles de expresión relativa (y 

no absoluta).  

 

 

Figura 4: Esquema general de los pasos seguido en el descubrimiento de biomarcadores en cáncer 
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En los últimos años se han desarrollado plataformas tecnológicas que produjeron 

grandes avances en la investigación del cáncer. En este sentido, las plataformas Affimetrix e 

Illumina, por ejemplo, proveen de una superficie sólida que tiene unido una colección de miles 

de sondas de ADN que detectan la expresión de miles de genes previamente identificados. 

De esta manera, midiendo el nivel de hibridación entre la sonda y el ADN copia (target) a 

través de medidas de fluorescencia se puede analizar el nivel de expresión de cada gen, ya 

que se encuentra debidamente identificada la posición de cada sonda. 

Con el advenimiento de la secuenciación masiva, se está produciendo un cambio en 

la manera de analizar y estudiar los transcriptomas. La técnica de RNA-seq lleva a cabo una 

secuenciación directa de ADNs copia, seguido de la asignación al genoma de las lecturas de 

secuenciación realizadas. RNA-seq provee de una visión completa del transcriptoma al no 

requerir de conocimiento previo de secuencias. En este caso, cada uno de los transcriptos es 

secuenciado, sea conocido o no. De esta manera, se pueden identificar variantes génicas, 

sitios de comienzo de la transcripción, nuevas variantes de splicing y monitorear la expresión 

de diferentes alelos. A diferencia de los microarrays que miden intensidad de hibridación de 

las sondas, RNA-seq mide lecturas digitales alineadas a una secuencia en particular. Debido 

a que se secuencian cada uno de los transcriptos individuales, esta tecnología es mucho más 

sensible para detectar transcriptos de baja abundancia y diferenciar isoformas. Es una técnica 

sumamente novedosa y con un potencial casi ilimitado, aunque el análisis de la información 

es mucho más complejo. Las características de las técnicas de microarrays y RNA-seq se 

resumen en la Tabla 3. 

En la actualidad existen numerosos repositorios de acceso público, que contienen 

información de microarrays sobre expresión génica de diferentes fuentes y experimentos. Los 

dos más importantes son Gene Expression Omnibus (GEO) del Centro Nacional de 

Información Biotecnológica (NCBI, por sus siglas en inglés) y ArrayExpress del Instituto 

Europeo de Bioinformática (EBI-EMBL, por sus siglas en inglés). Ambos repositorios han ido 

incorporando en los últimos años experimentos de RNA-seq. Estas bases de datos reciben 

análisis de expresión de cualquier tipo, siempre y cuando cumplan con los requisitos mínimos 

estandarizados descritos en “Minimal information about a microarray experiment (MIAME)” 

(24). 

Además de los datos de expresión resguardados en estos repositorios, una gran 

cantidad de información sobre cohortes de cáncer ha sido analizada y puesta al servicio de 

la comunidad científica. Uno de los mayores consorcios que reúnen este tipo de información  
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Tabla 3: Principales características de las técnicas de Microarrays y RNA-seq 

Característica Microarrays RNA seq 

Cantidad material de partida Nanogramos > 100 nanogramos 

Señal Semicuantitativa Digital 

Cobertura Genoma Limitada al contenido conocido Ilimitada (potencialmente) 

Detección de Isoformas NO SI 

Detección de variantes en 

secuencia 

NO SI 

Utilidad clínica Aprobado por FDA Sin probar 

 

lo conforma The Cancer Genome Atlas (TCGA) que, con el objetivo de evaluar diferentes 

tipos de cáncer primario, brinda información sobre los niveles de ADN, ARN, proteínas y 

modificaciones epigenéticas de diferentes cohortes. El TCGA posee información sobre las 

principales alteraciones genéticas en 33 tipos diferentes de cáncer, incluyendo cambios en 

los niveles de expresión de mRNA, mutaciones, amplificación o aumento en el número de 

copias génicas y niveles de metilación. Otro consorcio similar al TCGA es el International 

Cancer Genome Consortium (ICGC), que persigue los mismos objetivos e incorpora otros 

estudios de diferentes países.  

La enorme cantidad y abundancia de datos generados deberían servir para poder 

mejorar el camino recorrido a la hora de descubrir y validar uno o varios biomarcadores, y 

poder identificar una o varias firmas genéticas, una lista de genes cuyos niveles 

transcripcionales están asociados con un fenotipo determinado. En general, una firma 

genética está formada por un set de genes que comparten un patrón similar de regulación o 

alteración (expresión, mutación, número de copias) o una localización cromosomal cercana. 

Las bases de datos MSigDB y GeneSigDB reúnen información sobre diversas firmas 

genéticas asociadas a cáncer con valor pronóstico y diagnóstico para ser utilizadas en análisis 

de enriquecimiento (gene set enrichment analysis, GSEA) (25, 26).  

Más allá de la utilización de biomarcadores en escenarios clínicos, los mismos 

también son de utilidad en el desarrollo de nuevos fármacos. Un biomarcador puede ser 

utilizado como un marcador subrogante o como un endpoint en la evaluación de ensayos 
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clínicos. En este sentido, la utilización de estas bases de datos de expresión y el 

descubrimiento de diferentes firmas de expresión génica nos proveen de herramientas 

poderosas para evaluar biológica y clínicamente una serie de características en las muestras 

de pacientes.  

Cáncer de mama ER positivo 
Aproximadamente el 70% de los tumores de cáncer de mama expresan ER. La terapia 

endócrina es el tratamiento de primera línea para estos pacientes y actúa bloqueando su 

unión al ER o disminuyendo la cantidad de estrógenos circulante en el cuerpo (27). Como se 

mencionó anteriormente, este tratamiento involucra el uso de diferentes drogas, dependiendo 

el grado del tumor mamario, la fase de la menopausia, etc. Así, dependiendo de estos factores 

se utilizarán SERMs como Tam; IAs, como anastrozol, letrozol, exemestano o ERDs, como 

fulvestrant. 

Tamoxifeno 

Es el SERM más prescripto y ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento de mujeres 

con cáncer de mama ER positivo. Esta droga posee un comportamiento ambiguo: actúa como 

antagonista en el tejido mamario, bloqueando la activación del ER; pero funciona como un 

compuesto estrogénico en hueso y útero.  

El tratamiento con Tam reduce casi a la mitad la tasa de recurrencia y en un 30% la tasa 

anual de mortalidad por cáncer de mama. Además, previene el desarrollo de la enfermedad 

en el seno opuesto y reduce el riesgo de desarrollar carcinoma ductal infiltrante en pacientes 

con carcinoma ductal in situ (28, 29). 

Tam se une competitivamente al ER con una afinidad mucho mayor que E2, inhibiendo la 

transcripción de genes dependientes de E2, la proliferación celular y el crecimiento tumoral 

(29). Una vez unido al dominio AF-2 del ER (ligand binding domain, LDB) (Figura 2), se forma 

un homodímero ER-Tam que se trasloca a núcleo uniéndose a secuencias específicas 

(EREs), que se encuentran en la región promotora de genes dependientes de E2. La 

transcripción de estos genes se ve atenuada debido a que el dominio AF-2 se encuentra 

inactivo, provocando cambios conformacionales que también afectan al co-activator binding 

domain del ER, promoviendo el reclutamiento preferencial de co-represores.  

El metabolismo de Tam se da mayoritariamente en el hígado y, en menor medida, en el 

tejido mamario. El citocromo P450 2D6 (CYP2D6) cataliza la transformación de Tam a varios 

de sus metabolitos, principalmente a través de mecanismos de desmetilación e hidroxilación 
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(Figura 4). Los metabolitos con mayor potencia son 4-hidroxi-tamoxifeno (4-OH-Tam) y 

endoxifeno, siendo los responsables de sus efectos antitumorales. 

 

 

Figura 4: Metabolismo del tamoxifeno por la familia de enzimas del citocromo P450: CYP3A4/5 y CYP2D6. 

(Adaptado de Rondon-Lagos M et al. (29)). 

 

Inhibidores de Aromatasa 

Una estrategia diferente al tratamiento de pacientes ER positivo la conforma el uso de 

IAs, que interfieren con el mecanismo por el cual el cuerpo es capaz de producir estrógenos 

(E1 y E2) a partir de andrógenos (testosterona y androstenediona), inhibiendo la actividad de 

la enzima aromatasa. La actividad de esta enzima se restringe mayoritariamente a tejido 

adiposo y muscular en mujeres post-menopáusicas, que presentan bajos niveles de 

estrógenos circulantes. Estos tejidos son la principal fuente de producción de E2 una vez que 

la expresión de esta enzima en los ovarios deja de producirse (30). 

A lo largo de los años se han desarrollado diferentes generaciones de IAs, mejorando la 

especificidad por el blanco, reduciendo los efectos adversos y potenciando su efecto inhibidor. 

Actualmente contamos con IAs de tercera generación, que se dividen de acuerdo a su 

estructura química en dos subtipos: los de tipo I o esteroides como exemestano y aquellos de 

características no-esteroides o tipo II como anastrozol y letrozol (Figura 5). Además de 

diferencias en su estructura química, también presentan diferentes mecanismos de acción. 

El exemestano es un inhibidor competitivo que se une covalentemente a la enzima 
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aromatasa, provocando su inhibición de manera irreversible. En cambio, anastrozol y letrozol 

son triazoles que interactúan con la enzima de forma reversible, impidiendo que los 

andrógenos se unan a ésta. La utilización de IAs está indicada como tratamiento de primera 

línea para aquellas pacientes con cáncer de mama ER positivo metastásico y ha sido 

aprobada por la FDA como tratamiento adyuvante para pacientes ER y/o PR positivo post-

menopáusicas, antes o después de recibir cirugía (31). En los últimos años se ha demostrado 

que una buena estrategia terapéutica resulta en cambiar, después de 2-3 años de Tam, a un 

tratamiento con IAs (anastrozol o exemestano): este cambio mostró mejores tasas de 

supervivencia comparado con el tratamiento continuado de Tam (32-38).  

 
 
Figura 5: Inhibidores de aromatasa de tercera generación. 

 

Mecanismos de resistencia a terapias 

endócrinas 
Uno de principales retos que afronta la medicina oncológica hoy en día es lograr revertir 

el desarrollo de mecanismos de resistencia a las opciones terapéuticas, tanto en terapias 

tradicionales como en las dirigidas a blancos específicos. En general, los mecanismos de 

resistencia pueden ser de dos tipos: intrínsecos o de novo y adquiridos. El primer grupo 

incluye a aquellos mecanismos presentes en pacientes que no responden a la terapia desde 

el inicio del tratamiento. Por otro lado, el grupo de resistencia adquirida comprende a aquellos 

pacientes que inicialmente responden al tratamiento pero al cabo de un tiempo recaen y la 

terapia deja de tener el efecto inicial. 

Clasificación 

Se ha demostrado que los mecanismos de resistencia, tanto de novo como adquiridos, 

dependerán del tipo de terapia endócrina que los pacientes vayan a recibir. En el caso de 

Tam, estos mecanismos intrínsecos comprenden principalmente la falta o pérdida de 

expresión de ER. Debido a que el efecto terapéutico de Tam se debe a su capacidad de 
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competir por el sitio de unión al ligando, la pérdida del target molecular es un indicativo de 

resistencia de novo. Por otro lado, se ha descripto un segundo mecanismo de resistencia 

intrínseca en pacientes que poseen alelos inactivos de CYP2D6, resultando en pacientes 

menos respondedores que no pueden convertir Tam a sus metabolitos activos 

(aproximadamente un 8% de las mujeres caucásicas) (28). En el caso de los IAs, actualmente 

se está utilizando la determinación del índice Ki67 para establecer, en un período de 2-4 

semanas post-inicio del tratamiento neoadyuvante, si el paciente va a responder a dicha 

terapia. Está demostrado que un valor superior al 10% de este marcador de proliferación es 

indicativo de resistencia intrínseca para IAs (39).  

 

Como se mencionó anteriormente, los mecanismos de resistencia adquirida se 

desarrollan después del tratamiento a largo plazo en tumores ER positivo que inicialmente 

han respondido a la terapia hormonal. Al igual que con los mecanismos de resistencia 

intrínseca, podemos diferenciarlos según la terapia recibida: 

 

Resistencia adquirida a SERMs  

A pesar del éxito que ha presentado en pacientes ER positivo desde su aprobación, un 

porcentaje significativo de pacientes que inicialmente responden a Tam desarrollan 

resistencia adquirida, con progresión tumoral y metástasis. La complejidad de la vía de 

señalización del ER y su interrelación con otras vías de señalización ha sido blanco de 

estudios intensivos para intentar dilucidar los numerosos mecanismos implicados en el 

desarrollo de resistencia adquirida. Los tumores resistentes a Tam generalmente muestran 

sobreexpresión y/o elevada actividad de componentes de las vías de señalización del factor 

de crecimiento epidérmico. Además, el status de fosforilación del ER también tiene un papel 

preponderante en el desarrollo de fenotipos resistentes. 

La actividad no-genómica del ER en conjunto con los miembros de la familia de receptores 

del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, HER2, HER3 y HER4) y del factor de crecimiento 

similar a la insulina 1 (IGF-1, insulin-like growth factor 1) comprenden posibles mecanismos 

de resistencia endócrina. La sobreexpresión de estos receptores, en especial EGFR y HER2, 

puede provocar fenotipos resistentes al facilitar la comunicación con receptores tirosina 

quinasas (RTKs). En particular, las vías de MAPK/ERK y PI3K/AKT/mTOR son las más 

involucradas en el desarrollo de resistencia (40-42). 

Por otro lado, la regulación de la expresión génica por parte del ER se da a través de 

interacciones proteína-proteína con otros factores de transcripción o co-reguladores. En 

general, cuando el ER se encuentra unido a E2, estimula la unión de co-activadores nucleares 
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que promueven la transcripción de genes proliferativos. Está demostrado que un aumento en 

la actividad transcripcional de factores como AP-1 o NFκ-B desencadenan fenotipos 

resistentes a Tam (43-45). 

En los últimos años se han descripto novedosos mecanismos que permiten explicar el 

desarrollo de resistencia a Tam. Componentes de la vía de señalización de Hedgehog, 

implicada principalmente en procesos de desarrollo embrionario y diferenciación, participan 

en la aparición de resistencia in vitro (46). Por otra parte, ciertos ARNs no codificantes, en 

particular micro ARNs (miRNA, por su sigla en inglés) confieren resistencia a Tam tanto in 

vitro como en la clínica. Por ejemplo, la sobreexpresión de miR-221/222 confiere resistencia 

a Tam en células de carcinoma mamario ER positivo MCF7 y se correlaciona con la 

sobreexpresión de HER2 en tumores primarios de mama (47, 48). Además, miR-181b, miR-

301 y miR-519a promueven un crecimiento independiente de estrógenos y resistencia a Tam 

en células MCF7 (49-51). 

Como vimos, numerosas vías de señalización participan activamente en la adquisición de 

fenotipos resistentes a Tam. Además, ciertas quinasas como proteína quinasa A (PKA), 

MAPK o quinasa activada p-21-1 (PAK1) inducen fosforilaciones en ER o sus co-reguladores, 

que contribuyen al desarrollo de resistencia (Figura 6). La contribución de estos eventos al 

desarrollo de resistencia puede deberse a que las fosforilaciones le provocan un cambio 

conformacional al ER, que afecta su unión a ligandos y co-reguladores. Por ejemplo, la 

fosforilación en el residuo Serina 118 (Ser118) del ER disminuye la afinidad de éste por Tam, 

reduciendo también su unión al ADN (52). Además, se ha visto que líneas celulares 

resistentes a Tam presentan una elevada actividad de MAPK y ERK1/2 que correlaciona con 

un aumento en la fosforilación en Ser118. En la clínica, la fosforilación de este residuo ha 

mostrado resultados ambiguos y antagónicos: mientras que en un estudio la presencia de 

Ser118 fosforilada fue marcador de mayor diferenciación, buen pronóstico y mejor respuesta 

a Tam (53), otros estudios muestran que correlaciona negativamente con el tratamiento 

endócrino (54, 55).  

Otro sitio de fosforilación implicado en la respuesta a Tam es la Serina 167 (Ser167) de 

ER, fosforilada por AKT, p90RSK y mTOR/p70S6K. La sobreexpresión de EGFR induce la 

fosforilación de este residuo, favoreciendo la unión de ER al ADN por unión al co-activador 

SRC3 y aumentando la transcripción de genes dependientes de E2. Además, la fosforilación 

de Ser167 reduce la sensibilidad a Tam in vitro (52, 56). Sin embargo, al igual que ocurre con 

la Ser118, los datos provenientes de la clínica son también ambiguos, ya que no puede 

afirmarse con seguridad si este residuo contribuye o no al desarrollo de resistencia a Tam 

(54, 57, 58). 
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Aunque se han identificado varios sitios de fosforilación del ER implicados en resistencia 

a Tam en investigaciones pre-clínicas, sólo unos pocos han sido correlacionados en la clínica. 

Este es el caso de la fosforilación del residuo Serina 305 (Ser305) (59). Uno de los primeros 

estudios in vitro acerca de la relevancia de este sitio de fosforilación demostró que su 

fosforilación es suficiente para aumentar la expresión de ciclina D1 (CycD1), gen regulado 

por ER e implicado en la progresión de cáncer de mama (60). Un estudio reciente demostró 

los cambios estructurales que se desencadenan en el ER al fosforilarse en este residuo. En 

un modelo celular de carcinoma mamario humano se demostró que la Ser305 forma enlaces 

de hidrógeno con el dominio F del ER, estabilizando la hélice 12 en esta conformación, 

bloqueando la interacción del dominio AF-2 con los co-activadores y los co-represores, lo que 

permite la actividad constitutiva del dominio AF-1 o de unión a co-activadores (61). 

Una vez más, la complejidad de acción de la vía del ER se hace presente a la hora de 

analizar posibles mecanismos de fosforilación involucrados directa o indirectamente en la 

adquisición de un fenotipo resistente a Tam. 

 

 

Figura 6: Sitios de fosforilación descritos en el ER (tomado de https://www.phosphosite.org/)  

 

Resistencia adquirida a IAs 

Teniendo en cuenta la vía de señalización de estimulación clásica de E2 y el modo de 

inhibición de los IAs, existen numerosos pasos en los que pueden desarrollarse mecanismos 

de resistencia a estos tratamientos. 

En primer lugar, los IAs pueden fallar en inhibir la enzima aromatasa de manera eficaz, 

permitiendo que el estrógeno residual circulante estimule el crecimiento tumoral. Las razones 

de esta falla son diversas: baja potencia del tratamiento (resuelto casi totalmente por el 

desarrollo de IAs de nueva generación) o altos niveles de expresión de aromatasa, como 

ocurre en pacientes pre-menopáusicas. Esta es la razón por la que, de elegir IAs como 

tratamiento para estas pacientes, se suele indicar complementado con ablación ovárica.  

https://www.phosphosite.org/
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Una segunda causa de resistencia a IAs puede deberse a la presencia de fuentes 

alternativas de hormonas estrogénicas, como es el caso de los andrógenos suprarrenales, 

estrógenos sintéticos, contaminantes industriales y fitoestrógenos. En estos casos, los IAs no 

tienen ningún tipo de efecto. Asimismo, ciertas mutaciones en el gen de ER inducen un 

feedback negativo en la expresión de este receptor y algunas variantes de splicing anormales 

provocan la pérdida de su función, provocando resistencia a IAs (29, 62, 63). A pesar de que 

la frecuencia de aparición de estas mutaciones en tumores primarios es extremadamente baja 

(aproximadamente un 1%), ésta aumenta en pacientes con tumores metastásicos resistentes 

que han recibido IAs (en un intervalo del 11% al 55%) (39). 

Por otro lado, se han descripto mecanismos de activación ligando-independiente del ER 

y/o de adaptación al tratamiento en pacientes resistentes a letrozol, ya sea por acción de otras 

proteínas que pueden fosforilar y activar al ER de manera independiente de E2 o por 

sobreexpresión de kinasas de la vía de MAPKs e IGF-1 (64, 65).  

 

Estrategias terapéuticas para revertir 

resistencia endócrina 
A pesar de que el tratamiento endócrino es el elegido en tumores ER positivo, tempranos 

o avanzados, el desarrollo de resistencia todavía sigue siendo un problema clínico de gran 

importancia. El hecho de bloquear farmacológicamente una sola vía de señalización provoca 

una eventual recaída, debido a la complejidad de mecanismos compensatorios que logran 

sortear los efectos de las terapias hormonales. 

En algunos casos, pacientes que desarrollaron resistencia a un tipo de terapia endócrina 

responden positivamente al tratamiento con un agente endócrino alternativo o combinación 

de varios. Por ejemplo, pacientes resistentes al tratamiento con IAs no-esteroides (anastrozol 

o letrozol), son respondedores al tratamiento con exemestano o fulvestrant. Sin embargo, al 

ser una enfermedad crónica donde las rutas de señalización intracelular se ven alteradas, el 

tratamiento debería contemplar el diseño de nuevos esquemas terapéuticos con blancos 

moleculares específicos o combinación de varios, y así mejorar la prognosis del paciente.  

Numerosos estudios han explorado la posibilidad de utilizar esquemas combinados de 

inhibidores de diferentes vías de señalización junto con tratamientos endócrinos (Tabla 4). En 

este sentido, las vías de HER2, PI3K y de diferentes RTKs son los blancos en los que se ha 

puesto el foco de atención buscando devolver la sensibilidad a los tratamientos endócrinos. 

Sin embargo, considerando la complejidad de la biología tumoral y los múltiples mecanismos 
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involucrados en el desarrollo de resistencia, la identificación de biomarcadores y nuevos 

blancos terapéuticos se torna totalmente necesaria, de manera de poder desarrollar nuevos 

inhibidores que aporten opciones terapéuticas novedosas a pacientes con cáncer de mama 

resistente y/o metastásico.  

Tabla 4: Ensayos clínicos completos y en curso para revertir resistencia endócrina  

Estudio Fase (nombre) Regimen  Población Resultado Ref. 

Orlando et al. II 
Tamoxifeno + gefitinib 

(anti-EGFR) 
ER+ 

Mejora en 
PFS 10.9 vs 
8.8 meses  

(66) 

Cristofanilli et 
al. 

II 
Letrozol + lapatinib 
(anti-EGFR-HER2) 

ER+ 
Mejora en 

PFS 14.7 vs. 
8.4 meses 

(67) 

Baselga et al.  III (BOLERO2) 
Exemestano + 

Everolimus (anti-mTOR) 
ER+ 

Mejora en 
PFS 10.6 vs. 
4.1 meses 

(68) 

NCT01560416 II 
Fulvestrant + 

ganetespib (anti-
HSP90) 

ER+ 
En curso 

(diciembre 
2018) 

(69) 

NCT01202591 II (GLOW) 
Fulvestrant + AZD4547 

(anti-FGFR) 
ER+ En curso (70) 

NCT01633060 III (BELLE-3) 
Fulvestrant + BKM120 

(anti-PI3K) 
ER+ 

Finalizado 
(octubre 

2017) 
(71) 

NCT02340221 III (Sandpiper) 
Fulvestrant + taselisib 

(anti-PI3Kα) 
ER+ 

En curso           
(julio 2019) 

(72) 

NCT02107703 III (MONARCH-2) 
Fulvestrant + 

abemaciclib (anti-
CDK4/6) 

ER+ 
En curso        
(febrero 

2020) 
(73) 

NCT02028507 III (PEARL) 
Exemestano + 

palbociclib (anti-
CDK4/6) 

ER+  
En curso           

(julio 2020) 
(74) 

NCT02115282 III  
Exemestano + 

entinostat (anti-histona 
deacetilasa) 

ER+ 
En curso        

(enero 2021) 
(75) 

NCT01528345 II 
Fulvestrant + dovitinib 

(anti-RTKs) 
ER+ 

Sin mejora 
en PFS 

(76) 

PFS: Supervivencia libre de progresión (Progression free survival) 

 

Desarrollo de inhibidores de proteínas de 

señalización 
Durante los últimos años, el screening a gran escala de librerías químicas (HTS o High-

throughput Screening) fue el método más utilizado en la búsqueda de nuevos fármacos. Este 
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método permite probar varios cientos de miles de compuestos de forma simultánea. Sin 

embargo, los altos costos asociados a un experimento tan masivo, junto con su complejidad 

técnica, quedó confinado a grandes empresas farmacéuticas y llevó a que se exploren 

técnicas alternativas y suplementarias.  

Una alternativa novedosa al HTS es la implementación de un screening virtual de 

bibliotecas químicas (VLS o Virtual Library Screening). Esta técnica permite predecir la 

afinidad de unión de ligandos de una base de datos, a un determinado  target o blanco 

molecular, con el objetivo de identificar aquellos compuestos con mejores perspectivas para 

realizar estudios posteriores, tanto in vitro como in vivo (77). 

Las técnicas de VLS pueden ser clasificadas en dos grandes grupos: los métodos 

basados en ligando y aquellos métodos basados en receptor. Los primeros utilizan 

información de un compuesto (o un grupo de compuestos) de unión conocida a un 

determinado blanco molecular, para identificar otros compuestos con similares 

características, presentes en una determinada base de datos. Por otro lado, los métodos 

basados en receptor utilizan estructuras tridimensionales de un determinado target para 

buscar compuestos que podrían interactuar favorablemente con él. Estas estructuras 3D 

pueden ser obtenidas a través de experimentos de cristalografía de rayos X, estudios de 

resonancia magnética nuclear o, si no se cuenta con esta información, ser predichas por 

modelos de homología estructural. La herramienta principal de este método la otorga el 

enfoque por acoplamiento o Docking, donde se predice la orientación de unión más favorable 

de una molécula para formar un complejo estable con el target. El sitio de interacción 

generalmente se restringe a unos pocos aminoácidos de probada importancia a la hora de 

evaluar la funcionalidad del target (78). 

El docking se basa principalmente en el cálculo de los valores de energía libre producto 

de la interacción del ligando flexible con los aminoácidos pertenecientes a la zona de unión 

elegida en la proteína. Además tiene en cuenta parámetro estéricos y de distribución espacial 

de los átomos que forman parte de la molécula. En general mientras menores sean los valores 

de energía libre obtenidos, menor será la repulsión proteína-ligando. De esta manera, la 

interacción entre dichas moléculas estará más favorecida termodinámicamente (Figura 7). 

Para que los valores de energía obtenidos tengan valor predictivo, deben de ser comparados 

con valores de energía de complejos ligando-receptor conocidos para el blanco elegido.  

La gran mayoría de las bases de datos disponibles provienen de colecciones de 

compuestos comerciales, por lo que se pueden aplicar ciertos filtros con el objetivo de reducir 

el número total de compuestos a adquirir para realizar pruebas en el laboratorio. En la  
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Figura 7: Diagrama esquemático de un screening virtual de bibliotecas químicas, utilizando la herramienta 
de docking (método basado en el receptor) (Adapatado de Jabob RB et al. (79)). 

 

 

búsqueda de nuevos fármacos tipo small molecule se utiliza regularmente el filtro conocido 

como “la regla de cinco de Lipinski”, buscando evaluar sólo aquellos compuestos con 

características propias de una droga (“drug-like”) (80). En este sentido, esta regla concluye 

que un compuesto tiene más probabilidades de atravesar la membrana celular y, por lo tanto, 

de ser fácilmente absorbido, si cumple con los siguientes criterios: 

 Peso molecular menor a 500 KDa 

 Coeficiente de partición agua/octanol (logP) menor a 5 (como parámetro indicador 

de la lipofilicidad del compuesto) 

 Grupos donores de átomos de hidrógeno para formar puentes de hidrógeno 

menores a 5 (generalmente es la suma de grupos hidroxilos y aminos presentes 

en el compuesto) 

 Grupos aceptores de átomos de hidrógeno para formar puentes de hidrógeno 

menores a 10 (calculado como el número total de átomos de oxígeno y nitrógeno). 
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Diseño racional de inhibidores de Rac1 

En nuestro laboratorio hemos estado estudiado en detalle el papel de la GTPasa Rac1 en 

los mecanismos moleculares relacionados con la invasión y metástasis tumoral (81). Las 

proteínas Rho constituyen una subfamilia de la superfamilia de Ras y son conocidas como 

GTPasas monoméricas de bajo peso molecular, para ser diferenciadas de las proteínas G 

heterotriméricas. Los miembros más representativos son Rac1, Rho y Cdc42. Al igual que 

Ras, estas proteínas ciclan entre un estado inactivo unido a GDP y un estado activo unido a 

GTP. La proteína activa es capaz de unirse a efectores específicos que median sus efectos 

en la célula. Estos ciclos de activación están finamente reguladas por factores 

intercambiadores de guanina (GEFs o Guanosine Exchange Factors), proteínas activadoras 

de la actividad GTPasa (GAPs o GTPase activating proteins) e inhibidores de la disociación 

de GDP (GDIs o Guanine dissociation inhibitors). 

Los GEFs son los responsables directos de la activación de las Rho GTPasas en 

respuesta a diversos estímulos extracelulares al catalizar el intercambio de GDP por GTP. Se 

encuentran clasificados en dos grupos o familias estructuralmente definidos. La familia Dbl 

posee un dominio homólogo a Dbl (DH o Dbl Homology) encargado de catalizar el intercambio 

de GDP por GTP; seguido de otro dominio homologo a pleckstrina (PH o Pleckstrin 

Homology), que probablemente permita el anclaje a membrana, regulando su actividad GEF 

mediante mecanismos alostéricos. Existe un segundo grupo que no se encuentra relacionado 

estructuralmente a la familia Dbl, y está constituido por proteínas relacionadas a Dock180 

(Dedicator to Cytokinesis 180). A diferencia de las proteínas de la familia Dbl, no poseen el 

tándem DH-PH, sino que presentan dos regiones altamente conservadas: DHR1 y DHR2 

(Dock-homology region-1 and -2) (82). 

Los GAPs aceleran la actividad GTPasa intrínseca de las proteínas Rho, aumentándola 

en varios órdenes de magnitud. Esto provoca la hidrólisis del GTP a GDP promoviendo su 

estado inactivo. 

 Los GDIs regulan la actividad de las Rho GTPasas al unirse al C-terminal modificado con 

grupos isoprenoides, impidiendo su unión a membrana y reteniéndolas en el citoplasma. De 

esta manera, se bloquea la interacción con moléculas efectoras. La fosforilación de los GDIs 

conduce a la disociación del complejo, permitiendo la traslocación de las Rho GTPasas del 

citoplasma a la membrana, donde pueden ser activados por GEFs y unirse a efectores. Por 

ejemplo, tanto PAK1 como PKC (proteína kinasa C) pueden fosforilar a RhoGDIs permitiendo 

la translocación de Rac1 a la membrana (83). 



El rol de Rac1 en la resistencia endócrina en cáncer de mama  - INTRODUCCION -  
 

64 
 

Hasta el momento han sido identificados más de 70 GEFs, 60 GAPs y 3 GDIs que regulan 

la actividad de las Rho GTPasas en mamíferos, demostrando la complejidad de los 

mecanismos de regulación de estas proteínas y su importancia a nivel celular. 

Otro determinante de la función de las Rho GTPasas corresponde a su localización 

intracelular, influenciada por modificaciones post-traduccionales. La mayoría de las proteínas 

Rho presentan un motivo CAAX (C= Cisteína, A= aminoácido alifático y X= cualquier 

aminoácido) en su extremo C-terminal, que puede sufrir modificaciones post-traduccionales 

como la adición de grupos farnesilos o geranilgeranilos. Tales modificaciones facilitan la 

localización de las proteínas en la membrana celular, permitiendo su activación. Además, del 

motivo CAAX, pueden contener una señal de localización nuclear (NLS) que promueve su 

transporte al núcleo donde pueden participar de diferentes vías de señalización. 

Rac1, Rho y Cdc42 ejercen un importante control en la función del citoesqueleto celular, 

teniendo un significativo impacto sobre la adhesión y migración celular, eventos 

fundamentales en la invasión tumoral. Además, regulan una gran variedad de funciones 

celulares: median la regulación transcripcional de determinados genes; Rac1, por ejemplo, 

estimula la cascada de Jun quinasas (JNK) y transmite así información al núcleo para regular 

la expresión de genes; participan en la regulación del ciclo celular y la división celular; están 

involucradas en la secreción, endocitosis y fagocitosis; entre otras funciones. 

Estudios realizados demuestran que la sobreexpresión de Rac1, Rho y Cdc42 inducen 

transformación maligna en diversos sistemas celulares. Estas proteínas son necesarias para 

la actividad oncogénica de Ras, ya que la inhibición de Rac1 y Rho mediante dominantes 

negativos, previene la transformación maligna inducida por Ras (84, 85). 

La estructura cristalizada de Rac1 formando un complejo con su activador tipo GEF Tiam1 

reveló residuos aminoacídicos específicos que son fundamentales para que la unión Tiam1-

Rac1 se lleve a cabo (86, 87). En este contexto, el triptófano 56 (W56) de Rac1 resultó ser 

esencial en el reconocimiento de una serie de GEFs como TrioN y Tiam1, convirtiendo a este 

aminoácido en un sitio target interesante para bloquear la unión de GEFs a Rac1 y lograr una 

disminución en la capacidad metastásica de células tumorales (86, 88, 89). 

Buscando identificar compuestos con alta afinidad y especificidad por el sitio de 

interacción de Rac1 y sus GEFs, en nuestro laboratorio se llevó adelante un screening virtual 

basado en docking utilizando el software “eHiTS” y 200.000 compuestos con características 

"drug-like" de la biblioteca de compuestos químicos de la base de datos ZINC (90). Se utilizó 

la estructura cristalográfica de Rac1 humana obtenida del protein data bank, y al W56 como 

la zona elegida a la cual se dirigió la búsqueda de posibles inhibidores. 
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A partir de los resultados obtenidos del screening informático, se seleccionaron un grupo 

de aproximadamente 15 compuestos que fueron evaluados in vitro con el fin de escoger 

aquellos que demostraran efecto anti-tumoral en un rango de concentración clínicamente 

relevante. Finalmente, se seleccionó al compuesto ZINC69391 (Figura S1) ya que mostró una 

inhibición eficiente de la progresión del ciclo celular, la proliferación y migración celular en 

líneas celulares de cáncer de mama altamente metastásico. Más aún, el uso de ZINC69391 

in vivo redujo significativamente la formación de nódulos pulmonares en modelos murinos de 

cáncer de mama. Adicionalmente, el uso de ZINC69391 como droga parental nos permitió 

identificar un análogo más potente denominado 1A-116 (Figura S1) el cual demostró tener 

propiedades antitumorales in vitro y efectos anti-metastásicos in vivo potenciados, en 

comparación con ZINC69391, en diferentes tipos tumorales (91-93). 

 

Rac1 como blanco terapéutico en 

resistencia endócrina 
Diversos estudios han propuesto el rol de la GTPasa Rac1 en los cambios adaptativos 

que las células cancerígenas sufren después de recibir tratamientos como quimioterapia, 

radioterapia o terapias dirigidas a blancos específicos (94). Más aún, en la actualidad existen 

evidencias muy contundentes que sitúan a la vía de señalización de Rac1 como pieza clave 

en el fenómeno de resistencia adquirida a los tratamientos hormonales.  

Uno de los primeros indicios del papel de esta proteína en los mecanismos de resistencia 

endócrina lo aportaron los estudios del activador específico de Rac1, AND-34/BCAR3. Se vio 

que este GEF es capaz de conferir resistencia a tratamientos endócrinos a través de la 

activación del eje Rac1/PAK1/CycD1. A su vez, la transfección de una versión 

constitutivamente activa (CA) de Rac1 provocó la resistencia al tratamiento con el antagonista 

fulvestrant en células ER positivas (95), mientras que el tratamiento con el inhibidor de Rac1 

NSC23766 mostró un efecto anti-proliferativo en líneas celulares ER positivas y tamoxifeno 

resistentes (96). 

Por otro lado, PAK1 es capaz de promover la fosforilación de Ser305 del ER, en ausencia 

de estrógeno y aumentar la expresión de CycD1 (60). Como vimos, este residuo aminoacídico 

está clínicamente relacionado al desarrollo de fenotipos resistente a terapias endócrinas y se 

encuentra directamente asociado a un aumento de la actividad transcripcional del ER (97). 

Además, la fosforilación de Ser305 por acción de PAK1 puede promover la fosforilación de la 

Ser118, sitio implicado también en la adquisición de un fenotipo resistente (98). 
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Diferentes participantes de la vía de señalización de Rac1, como EGFR y el activador de 

tipo GEF de Rac1 Vav3, aumentan la actividad transcripcional de ER en células de carcinoma 

mamario (99, 100), lo que indicaría que una activación aberrante de la vía de señalización de 

Rac1 es capaz de contribuir al desarrollo de hormono-independencia en células de carcinoma 

mamario, aumentando la transcripción de genes asociados al ER, aún en ausencia del 

ligando.  

Como vimos anteriormente, la activación de diferentes RTKs o la vía PI3K/AKT/mTOR, 

MAPK/ERK, entre otras, se encuentran asociados a la resistencia endocrina. Rac1 participa 

tanto en las vías de MAPK como en la vía PI3K, siendo nodos que vinculan directamente al 

EGFR y HER2 con el ER (95, 101). 

Todas las evidencias antes descritas también correlacionan con datos provenientes de la 

clínica. Existen fuertes evidencias que muestran que los niveles altos de expresión de PAK1 

en pacientes de cáncer mamario pre-menopáusicas correlacionan con falta de respuesta a 

Tam, aún en casos en los que el ER se exprese normalmente. En dicho estudio, se evaluaron 

403 muestras de tumores primarios de mama y se muestra que la translocación de PAK1 al 

núcleo de las células correlaciona de manera rotunda con la resistencia a tamoxifeno (102). 

Otro trabajo, basado en estudios de asociación de genoma completo (GWAS) y en muestras 

de pacientes, ubica al eje Vav3/Rac1/PAK1 como una vía central en la adquisición de 

resistencia a Tam. Esto evidencia una vez más que la vía de señalización de Rac1 se 

encuentra estrechamente vinculada con mecanismos de resistencia a terapias endocrinas 

(103).  

La activación aberrante de diferentes vías de señalización ha sido descripta como uno de 

los mecanismos más importantes de compensación de los efectos anti-tumorales de las 

terapias endócrinas, estimulando el crecimiento tumoral y el desarrollo de resistencia. Por 

esta razón, el objetivo central del presente proyecto fue estudiar el papel de la GTPasa Rac1 

en los  mecanismos moleculares involucrados en el fenómeno de resistencia a estas terapias, 

tanto en modelos de carcinomas mamarios murinos y humanos, como a través de estudios 

de meta-análisis de bases de datos de expresión y alteraciones génicas. Además, se 

profundizó el estudio de los mecanismos de acción del inhibidor de Rac1 1A-116, desarrollado 

por nuestro grupo, explorando tratamientos combinados con tratamientos endócrinos 

establecidos como tamoxifeno e IAs.
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Objetivo General 
 

Estudiar las implicancias de la GTPasa Rac1 en los mecanismos de resistencia a terapias 

endócrinas en cáncer de mama. 

 

Objetivos específicos 
 Analizar bases de datos seleccionadas para determinar niveles de expresión de 

diferentes genes vinculados directa o indirectamente a la vía de señalización de 

Rac1. 

 Determinar la correlación entre alteraciones génicas y curvas de supervivencia. 

 Identificar biomarcadores con carácter pronóstico y/o de tratamiento para 

establecer firmas genéticas de pacientes de cáncer de mama. 

 Caracterizar el mecanismo de acción in vitro del inhibidor 1A-116 sobre diferentes 

versiones de activadores tipo GEFs y Rho GTPasas. 

 Establecer modelos celulares a partir de la línea de carcinoma mamario humano 

MCF7, que presente sobreactivada la vía de señalización de Rac1 

 Estudiar la respuesta a estrógenos en los modelos generados como en sus 

variante wild type.  

 Evaluar el efecto de tratamientos endócrinos sobre los modelos resistentes. 

 Estudiar el efecto in vitro de 1A-116 solo y en combinación con terapias endócrinas 

en modelos hormono-dependientes y hormono-independientes de carcinoma 

mamario murino y humano así como en modelos resistentes para estos 

tratamientos.  

 Estudiar las vías de señalización involucradas en los mecanismos de resistencia 

endócrina.
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Líneas celulares utilizadas 

Se utilizaron las siguientes líneas celulares obtenidas de American Type Culture Collection 

(ATCC): MCF7 (ATCC® HTB-22™), de carcinoma mamario humano hormono-dependiente; COS-1 

(ATCC® CRL-1650™), de fibroblastos de riñón de mono verde africano. La línea celular F3II de 

carcinoma mamario sarcomatoide, variante altamente agresiva y metastásica, fue establecida de un 

clon de un tumor espontáneo hormono-independiente originado en un ratón BALB/c (104). La línea 

celular MCF7-LTED fue establecida al deprivar de estrógenos durante 1 año a la línea celular wild-type 

MCF7 y fue cedida gentilmente por el Dr. Miguel Ángel Pujana del Instituto de Investigación Biomédica 

de Bellvitge (IDIBELL), Barcelona (España).  

MCF7, F3II y COS-1 fueron mantenidas en Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-

Aldrich Co) suplementado con suero fetal bovino al 10% (SFB), glutamina 2 mM, gentamicina 80 μg/ml. 

MCF7-LTED fue mantenida en DMEM sin rojo fenol (Sigma-Aldrich Co), suplementado con suero fetal 

bovino deprivado de estrógenos al 10% (charcoal stripped serum, CSS) (Cat. 12676029 ThermoFisher 

Scientific), glutamina 2 mM, gentamicina 80 μg/ml. Todas las células fueron mantenidas a 37 °C en 

atmósfera húmeda y controlada de CO2 al 5%. Las células se sub-cultivaron regularmente usando una 

solución de tripsina y EDTA (Gibco, Rockville, MD, EE.UU.) diluída en buffer fosfato (PBS), utilizando 

procedimientos estándar.  

Para la transfección estable y generación de los modelos celulares de cáncer de mama, dos días 

antes de la transfección, se sembraron células MCF7 en placas de 24 wells. La transfección se llevó a 

cabo utilizando FuGene HD (Roche Applied Science) en una relación 4:2, siguiendo las instrucciones 

del fabricante, con una versión N-terminal truncada y constitutivamente activa (CA) del GEF Tiam1 

(C1199), caracterizado previamente (105, 106). El vector de expresión vacío pcDNA.3 fue también 

transfectado en células MCF7 para generar el modelo control (mock). Las células fueron incubadas 

durante 8 h con la mezcla de transfección y luego se cambió el medio. Al alcanzar confluencia, se sub-

cultivaron y sembraron en frascos de cultivo T25, con medio suplementado con G418 400 µg/ml (Cat. 

11811031, Gibco, Rockville, MD, EE.UU.). Se mantuvieron en este medio de selección durante 

aproximadamente 2 meses, hasta que se generaron las líneas estables. Las células con la versión 

truncada de Tiam1 fueron denominadas MCF7::C1199 y las células control MCF7::pcDNA.3. Ambas 

líneas fueron mantenidas por procedimientos estándar en DMEM sin rojo fenol (Sigma-Aldrich Co), 

suplementado con 10% SFB, glutamina 2 mM, gentamicina 80 μg/ml. Se realizaron chequeos regulares 

de expresión de Tiam1, mediante western blot. Para los ensayos de respuesta hormonal y proliferación 

celular in vitro, las células se cultivaron en DMEM sin rojo de fenol suplementado con 10% CSS.  

Drogas 

El inhibidor de Rac1 1A-116, desarrollado por nuestro laboratorio, fue diseñado y sintetizado en el 

Laboratorio de Síntesis Orgánica, Centro de Investigación y Desarrollo en Química, Instituto Nacional 

de Tecnología Industrial (INTI) (93).  1A-116 fue solubilizado en solución acuosa pH 5.5. 17-β-Estradiol 

(E2758) y 4-hidroxi-tamoxifeno (Tam) (H7904) (Sigma-Aldrich Co) se prepararon como soluciones 
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stock 1000X en etanol absoluto, utilizando las correspondientes diluciones de etanol como tratamientos 

control. 

Para los ensayos in vivo, se administró vía intraperitoneal 1A-116 10 mg/kg/día, 5 días a la semana. 

Ensayos reporteros de luciferasa 

Se sembraron 4 x 105 células COS-1 por well en placas de 6 wells. Las construcciones plasmídicas 

utilizadas se diluyeron en OptiMEM (ThermoFisher Scientific) y el reactivo de transfección 

Lipofectamina 2000 (Gibco, Rockville, MD, EE.UU) fue añadido a la solución de ADN. Se incubó 

durante 25 min a temperatura ambiente. A continuación, los complejos ADN-Lipofectamina se 

añadieron a las células y se incubaron durante la noche. Posteriormente, las células (por triplicado) se 

trataron con vehículo (H20) o 1A-116 50 μM durante 24 h. Se generaron lisados celulares y se 

determinó la actividad luciferasa (normalizada por la actividad de Renilla), utilizando el sistema dual de 

ensayo reportero de luciferasa (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plásmidos 

utilizados para los experimentos de inhibición de la actividad GEF fueron: pCEFL-AU5, vector vacío; 

pNM108, plásmido que codifica la versión CA de Vav1; pNM115, plásmido que codifica la versión CA 

de Vav2; pNM099, plásmido que codifica la versión CA de Vav3; pcDNA.3-HA-C1199, plásmido que 

codifica la versión CA de Tiam1; DBL-onco, plásmido que codifica la versión CA de DBL. Para los 

experimentos de GTPasas, los plásmidos utilizados fueron: pCEFL-AU5, vector vacío; pCEFL-AU5-

Rac1 Q61L, plásmido que codifica la versión fast-cycling de Rac1; pJRC27, plásmido que codifica la 

versión fast-cycling de Cdc42; pCEFL-AU5-RhoA QL, plásmido que codifica la versión fast-cycling de 

RhoA; pCEFL-AU5-RhoG QL, plásmido que codifica la versión fast-cycling de RhoG. Por último, los 

plásmidos utilizados para determinar la especificidad de 1A-116 fueron pNG01 y pNG02, que codifican 

los mutantes Rac1 W56F Q61L y Cdc42 F56W Q61L, generados por procedimientos de mutagénesis 

dirigida descritos en el siguiente punto. 

Generación de mutantes puntuales de Rac1 y Cdc42 mediante 

mutagénesis dirida 

Para la generación de diferentes mutantes puntuales de Rac1 y Cdc42 se utilizó el kit QuikChange 

(Agilent) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para generar el vector que codifica AU5-Rac1 

W56F Q61L (pNG01), se utilizó el plásmido pCEFL-AU5-Rac1 W56F como molde y los 

oligonucleótidos 5'-GAT ACA GCT GGA CTA GAA GAT TAT GAC-3' (forward) y 5'- GTC ATA ATC 

TTC TAG TCC AGC TGT ATC -3' (reverse). Para generar el vector que codifica AU5-Cdc42 F56W 

Q61L (pNG02), se usó el plásmido pCEFL-AU5-Cdc42 Q61L (pJRC27) como molde y los 

oligonucleótidos 5'-CTC TTG GAC TTT GGG ATA CTG CAG G-3' (forward) y 5'-CCT GCA GTA TCC 

CAA AGT CCA AGA G-3'(reverse). Los oligonucleótidos fueron sintetizados por ThermoFisher 

Scientific. Todas las secuencias de los plásmidos fueron verificadas en la Unidad de Genómica y 

Proteómica del Centro de Investigación del Cáncer de Salamanca, España. 

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Determinación de los niveles de Rac1 activo (Pull-Down assay) 

Para determinar los niveles de activación de Rac1 (conformación Rac1-GTP) en células MCF7-

LTED, MCF7::pcDNA.3, MCF7::C1199 y F3II, se utilizó el ensayo de precipitación de afinidad o pull-

down, basado en la unión de la conformación de Rac1 unida a GTP al dominio p21 de la proteína 

PAK1, expresado como proteína de fusión GST-PAK1 en bacterias E.coli. Para ello, los modelos 

celulares creciendo en cultivo fueron lavados con PBS y lisados con buffer de lisis 150-GPLB (Tris 20 

mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, MgCl2 5 mM, NP40 al 0,5%, glicerol al 10%, pH 7,4) suplementado con 

cóctel inhibidor de proteasas y fosfatasas (P8340 y P0044, respectivamente, Sigma-Aldrich Co). Los 

lisados se clarificaron y se utilizaron de 300-400 μg de proteína total por condición. Se tomó una 

alícuota para la determinación de Rac1 total. En paralelo, la construcción GST-PAK1 purificada se 

incubó con microesferas de glutatión-Sepharosa 4B (GABs, GE Healthcare) en agitación a 4 ºC durante 

1 h. Luego se lavaron las microesferas dos veces con buffer de lisis. Por último, los lisados celulares 

se incubaron con los complejos GABs-GST-PAK1 a 4 ºC durante 1 h.  

Para evaluar si 1A-116 ejerce sus mecanismos inhibitorios a nivel de la interacción GEF-Rac1, o a 

nivel de interacción Rac1-efector, llevamos adelante 2 protocolos diferentes. Para evaluar el primer 

escenario, se sembraron células COS-1 en placas de 100 mm. Al día siguiente, las células se 

transfectaron con pCEFL-AU5 (vector vacío) o pCEFL-AU5-Rac1 Q61L usando CaCl2 para obtener 

mejores rendimientos de extracción proteica. Las monocapas celulares se lavaron con PBS y se lisaron 

con buffer de lisis 150-GPLB suplementado con cóctel inhibidor de proteasas y fosfatasas (Sigma-

Aldrich Co). Los lisados se clarificaron y se utilizaron de 300-400 μg de proteína total por condición. Se 

retiró una alícuota para la determinación de Rac1 total. Cada lisado celular se incubó con los complejos 

GABs- GST-PAK1 a 4 ºC durante 1 h, en presencia o ausencia de 1A-116 200 µM, utilizando vehículo 

como control. Para evaluar el segundo protocolo, se sembraron células COS-1 en placas de 100 mm. 

Al día siguiente, las células fueron transfectadas con pCEFL-AU5 (vector vacío) o pCEFL-AU5-Rac1 

Q61L utilizando CaCl2 y 24 h después se trataron o no con 1A-116 50 μM durante otro período de 24 

h. Las monocapas celulares fueron lavadas con PBS y lisadas en buffer de lisis 150-GPLB 

suplementado con cóctel inhibidor de proteasas y fosfatasas (Sigma-Aldrich Co). Los lisados se 

clarificaron y se normalizaron las concentraciones de proteína. Al igual que en el escenario anterior, se 

tomó una alícuota para la determinación de Rac1 total y el resto se incubó con los complejos GABs-

GST-PAK1.  

En todos los casos, las microesferas conteniendo los complejos GST-PAK1-Rac1-GTP se lavaron 

dos veces con buffer de lisis, se resuspendieron en buffer 4X Laemmli (250 mM Tris pH 6.8, 40% 

Glycerol, 0.08% Azul de Bromofenol, 8%  SDS, 20% β-Mercaptoetanol) hasta concentración 1X y se 

hirvieron 5 min. Las muestras se analizaron por western blot utilizando anticuerpo monoclonal anti-

Rac1 (Sigma-Aldrich Co). La integridad de la proteína de fusión GST-PAK1 purificada se comprobó 

mediante SDS-PAGE y tinción con Coomassie blue antes de su utilización en los ensayos descritos. 
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Cultivo 3D de queratinocitos humanos 

El establecimiento de cultivos de queratinocitos epidérmicos 3D se llevó a cabo utilizando el kit de 

iniciación de queratinocitos 3D (PR3D-K-50, CellnTec). Se utilizaron diferentes líneas celulares de 

queratinocitos humanos Ker-CT transfectadas establemente con diferentes versiones activas de 

miembros de la vía de señalización de Rac1: Ker-CT-VAV2-onco (versión CA del activador de tipo GEF 

Vav2), Ker-CT-Rac1F28L (versión fast cycling de Rac1) y Ker-CT-PAK1 T423 (versión CA del efector 

de Rac1 PAK1). Brevemente, se cultivaron en insertos de 0.6 cm2 (Millicell), contenidos en placas de 

cultivo de 60 mm, en presencia de medio de cultivo específico para la diferenciación (CnT-Prime 

Epithelial Culture Medium, CellnTec) para inducir la formación de cultivos tridimensionales. Se las 

incubó hasta alcanzar confluencia (2 días aproximadamente), se reemplazó el medio CnT-Prime con 

Medio de barrera 3D (CnT-PR-3D) dentro y fuera del inserto, durante 15-16 h para permitir la formación 

de uniones intercelulares. Para iniciar la formación de cultivos 3D, se aspiró todo el medio del interior 

del inserto y se reemplazó el medio externo con medio de diferenciación CnT-PR-3D fresco hasta el 

nivel de la membrana, cambiándolo cada 2-3 días, tratando o no con 1A-116 100 nM, durante 

aproximadamente 11 días. Los estudios de inmunohistoquimica se realizaron en el servicio de 

Patología del Centro de Investigación del Cáncer (Salamanca, España), fijando los cultivos 3D durante 

16 h a 4 °C, llenando el well y el interior del inserto con paraformaldehído al 3.7%. Se cortó la estructura 

tipo piel/ membrana y se procedió a la inclusión en parafina y posterior tinción con hematoxilina y 

eosina, siguiendo procedimientos estándar. 

Inmunofluorescencia y teñido con hematoxilina y eosina 

Se cultivaron células COS-1 en placas de 6 wells y se transfectaron con el plásmido pNM42 (Rac1 

Q61L, fusionado en su N-terminal con EGFP), o el vector vacío pEGFP-C1 (como control), utilizando 

Lipofectamina 2000 (GIBCO), según instrucciones del fabricante. Para ello, se mezclaron 1 μg de los 

plásmidos y 3 μl de Lipofectamina en 100 μl de OptiMEM sin SFB. A continuación se añadió la mezcla 

de transfección a cada well (por triplicado), se cultivaron las células durante 24 h y se tripsinizaron. 

Luego, se sembraron las células en cubreobjetos recubiertos de poli-lisina, se esperó unos 30 min y 

se trataron con vehículo (H20) o 1A-116 50 μM durante 24 h adicionales. Posteriormente, las células 

fueron fijadas con paraformaldehído al 3,7% en PBS y sometidas a técnicas de inmunofluorescencia 

convencionales. Brevemente, las células se permeabilizaron con tritón X-100 0,5% en TBS-T (Tris-HCl 

25 mM [pH 8,0], NaCl 150 mM, Tween 20 al 0,1%) durante 10 min, en agitación suave. Se retiró el 

buffer de permeabilización y se lavaron con TBS-T (3 veces durante 5 min), para luego bloquear los 

cubreobjetos durante 10 min con solución de bloqueo (albúmina de suero bovino al 2% (BSA), azida 

de sodio al 0,1%, tritón X-100 al 0,1%, Tris 25 mM (pH 7,5)) (BSA TBS-T al 2%), agitando suavemente. 

Para visualizar el citoesqueleto de F-actina, las células fueron incubadas posteriormente con Alexa 

Fluor 635 conjugado a faloidina (Molecular Probes, Life Technologies), diluido 1:200 en solución de 

bloqueo durante 20 min; lavadas tres veces con TBS-T y teñidas con DAPI para visualizar los núcleos. 

Las preparaciones teñidas se montaron sobre portaobjetos de microscopios usando Mowiol 

(Calbiochem). Las muestras se analizaron por microscopía confocal utilizando un microscopio confocal 

Leica SP5 con un objetivo de 63X (Leica). 
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En el caso de los análisis de tumores y pulmones, los ratones se sacrificaron y los tejidos se fijaron 

en paraformaldehído al 3.7% durante 24 h. Luego, se lavaron en PBS y se embebieron en parafina. Se 

tiñeron secciones de dos micrómetros con hematoxilina y eosina siguiendo procedimientos estándar.  

Western Blot  

Para analizar diferentes proteínas mediante western blot, las células utilizadas en este trabajo 

fueron sembradas en placas de cultivo de 100 mm en medio de cultivo correspondiente. Según se 

especifique, las células fueron tratadas o no con diferentes drogas y luego del período de tratamiento, 

se lavaron dos veces con PBS. Se prepararon extractos de proteínas homogeneizando número igual 

de células sobre hielo en buffer RIPA (Tris 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, SDS al 0,1%, desoxicolato 

al 0,5% y NP40 al 1%) suplementado con cóctel de inhibidor de proteasas y fosfatasas (Sigma-Aldrich 

Co). La concentración de proteínas se determinó mediante el ensayo de Bradford para normalizar las 

muestras. Posteriormente, fueron separadas por SDS-PAGE y analizadas mediante western blot. Las 

proteínas fueron detectadas mediante kit de quimioluminiscencia (Kalium Technologies) y las 

imágenes obtenidas a través de C-DiGit Chemiluminescence Western Blot Scanner (LI-COR). Se 

utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:  

 anti-Tiam1 (sc-872, Santa Cruz Biotechnology, Inc.);  

 anti-ER-α (sc-543, Santa Cruz Biotechnology, Inc.);  

 anti-fosfo- ER-α Ser305 (05-922R, EMD Millipore);  

 anti-p44/42 MAPK (ERK1/2) Antibody (Cell Signaling);  

 anti-fosfo-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) (Cell Signalling). 

 anti-β-Tubulina (ab6046, Abcam) 

Análisis de bases de datos de expresión génica 

Se llevó adelante una búsqueda de diferentes sets de datos de expresión génica de pacientes de 

cáncer de mama en los repositorios públicos GEO (Gene Expression Omnibus, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) y cBioPortal for Cancer Genomics 

(http://www.cbioportal.org/index.do). Se consideraron sólo aquellos sets de datos que incluían al 

menos 30 pacientes ER positivos, con información de sobrevida y tipo de tratamiento recibido. Los 

genes evaluados corresponden a componentes de la vía de señalización de Rac1 y aquellos para los 

cuales se contaba con información bibliográfica de su relevancia en el desarrollo de resistencia a 

terapias endocrinas. La generación de curvas de sobrevida se llevó adelante utilizando el software 

PRISM 6, Version 6.01 (GraphPad Prism6® Software Inc., La Jolla, CA, USA), estratificando a los 

pacientes en grupos de “baja” (LOW) y “alta” (HIGH) expresión del gen a evaluar. Para ello, se utilizó 

a la mediana como valor de corte: todo valor por encima de la mediana fue considerado de “alta” (HIGH) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
http://www.cbioportal.org/index.do
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expresión. Por el contrario, todo valor por debajo de la mediana, fue considerado de “baja” (LOW) 

expresión. 

El set de datos GSE42568 (n=121; 17 muestras de tejido normal, 67 de pacientes ER positivo y 37 

ER negativo)  se utilizó para evaluar la expresión de los genes estudiados en muestras de tejido normal 

y compararla con muestras de cáncer de mama.  

Las sondas evaluadas fueron: “213135_at” para TIAM1, “218807_at” para VAV3, “209435_s_at” 

para ARHGEF2, “209012_at” para TRION, “208640_at” para RAC1, “226957_x_at” para RALBP1, 

“213385_at” para CHN2, “224451_x_at” para ARHGAP9, “206298_at” para ARHGAP22, “209794_at” 

para SRGAP2 y “202161_at” para PAK1. Estas sondas corresponden a las plataformas de GEO 

identificadas como “GPL96” (para HG-U133A) y “GPL570” (para HG-U133 Plus 2.0), ambas de 

Affimetrix®. Se utilizó JetSet para identificar a la sonda más representativa (107) 

Al analizar el repositorio cBioPortal for Cancer Genomics seleccionamos al proyecto METABRIC 

(n=2509 pacientes) (108), filtrando los pacientes que se utilizaron para el análisis como se detalla en 

el apartado de resultados. 

Determinación del tiempo de duplicación de los modelos MCF7 

Para la determinación del tiempo de duplicación, se sembraron 3x104 células MCF7::pcDNA.3 y 

MCF7::C1199 por well en placas de 12 wells. Se realizó un recuento de células viables cada 24 h 

durante 72 h utilizando el método colorimétrico de azul tripán. El tiempo de duplicación se calculó 

durante los últimos 3 días de la fase de crecimiento exponencial. 

Ensayos de migración en herida 

Se determinó la capacidad migratoria de los modelos generados utilizando un ensayo de migración 

en herida, descrito por Segatori et al. (109). Para ello, sobre monocapas confluentes de células 

MCF7::pcDNA.3 y MCF7::C1199 creciendo en placas de 6 wells, se generaron heridas in vitro 

raspando la superficie con una punta de pipeta estéril. Luego de 16 h de incubación en DMEM 

suplementado con 10% SFB o CSS, las células fueron fijadas con paraformaldehído al 4 % en PBS y 

teñidas con azul de metileno. Se obtuvieron diez microfotografías aleatorias por well y se cuantificó el 

área de migración utilizando el software NISElements 3.0 (Nikon). El área de la herida al final de la 

incubación fue normalizada al área máxima de herida (herida control). 

Ensayos de proliferación celular 

5x103 células MCF7::pCDNA.3, MCF7 :: C1199, MCF7-LTED y 1,5x103 F3II se sembraron en 

placas de 96 wells y 24 h después se trataron con diferentes concentraciones de 17-β-Estradiol 

(ensayos de respuesta hormonal) o Tam, Anastrozol, Letrozol y 1A -116 (ensayos de proliferación 

celular) durante 72 h y se determinó la concentración inhibitoria 50 (IC50). Para evaluar la reversión 

de la resistencia a Tam mediante tratamiento combinado con 1A-116, se trataron células MCF7::C1199 

con Tam (0,01 μM, 0,1 μM y 1 μM), 1A-116 (4 μM, concentración que produjo 30% de inhibición - IC30-

) o una combinación de ambos durante 72 h. Para evaluar la reversión de la resistencia a IAs mediante 
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tratamiento combinado con 1A-116, se trataron células MCF7-LTED con Anastrozol o Letrozol (10 μM), 

1A-116 (10 μM - IC30-) o una combinación de ambos durante 72 h. Se determinó la proliferación celular 

mediante ensayo colorimétrico de cristal violeta. El análisis de los resultados se evaluó utilizando el 

software PRISM 6, Versión 6.01. Los resultados mostrados corresponden a la media de tres 

experimentos independientes. 

Fraccionamiento sub-celular para evaluar translocación citosol-núcleo de 

PAK1 

Se realizó un fraccionamiento sub-celular de MCF7::C1199 utilizando diferentes buffers de 

astringencia creciente, como describió Holden et al. (110). Brevemente, se sembraron células 

MCF7::C1199 en placas de 6 wells, reemplazando el medio al día siguiente con DMEM sin rojo de 

fenol suplementado con 10% CSS. Se trató con Tam  1 μM solo o en combinación con 1A- 116 4 µM 

durante 24 y 48 h. El fraccionamiento sub-celular se realizó utilizando buffer digitonina para obtener la 

fracción citosólica (preparado con NaCl 150 mM, HEPES 50 mM pH 7,4 50 mM y 25 μg/ml de digitonina 

(D141, Sigma-Aldrich Co) y buffer RIPA (para obtener las fracciones nucleares). Las muestras se 

separaron por SDS-PAGE. Las proteínas se detectaron mediante western blot utilizando anticuerpos 

anti-PAK1 (ab40852, Abcam) y anti-fosfo-PAK1 (ab40795, Abcam). Se utilizó anti-β-tubulina (ab6046, 

Abcam) para el control de carga del citosol y Lamin B1 (ab133741, Abcam) para el control de carga 

nuclear. Las proteínas se detectaron mediante kit de quimioluminiscencia (Kalium Technologies) y las 

imágenes obtenidas a través de C-DiGit Chemiluminescence Western Blot Scanner (LI-COR). 

Determinación de los niveles de fosforilación del ER por citometría de flujo 

El estado de fosforilación del ER en el residuo Ser305 se determinó mediante citometría de flujo 

utilizando una versión modificada del método descrito por Chow et al. (111). Brevemente, se trataron 

células MCF7::C1199 con Tam 1 µM, 1A-116 4 µM o una combinación de ambos durante 24 h. Las 

suspensiones celulares se fijaron utilizando paraformaldehído al 3.7 % en PBS a temperatura 

ambiente. Después de la fijación, las muestras se resuspendieron en metanol frío al 90% en PBS 

durante 15 minutos a -20 ºC. A continuación, las muestras se lavaron dos veces con PBS. Finalmente, 

las células se marcaron con el anticuerpo primario anti-fosfo-receptor estrogen (Ser305) (05-922R, 

EMD Millipore) 30 min a 4ºC, se lavaron en PBS y se marcaron usando un anticuerpo secundario IgG 

anti-conejo conjugado con FITC (AP132F, EMD Millipore). Luego se lavaron las células en PBS y se 

adquirieron los resultados mediante citómetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson) y analizados 

mediante el software FlowJo. Se calculó la intensidad geométrica media de fluorescencia relativa 

(gMFI) dividiendo las unidades de gMFI de cada tratamiento por las unidades de gMFI del control 

(niveles basales de fosfo-Ser305 ER) en cada muestra y se expresó como porcentaje de control. 

Ensayos in vivo 

Animales 

Se adquirieron ratones Balb/C y N:NIH(S)-nu (inmunosuprimidos) hembras libres de patógenos de 

6-8 semanas de edad del Bioterio de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata, 
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Buenos Aires, Argentina. Se mantuvieron de 4-8 ratones por jaula, en el Bioterio de la Universidad 

Nacional de Quilmes. Se les proporcionó alimento y agua ad libitum y se controló diariamente su estado 

general de salud. Todos los protocolos fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado de 

Animales de la Universidad Nacional de Quilmes. 

Progresión tumoral 

Para evaluar la capacidad tumorigénica del modelo MCF7::C1199, se inyectaron 5x106 células 

MCF7::pcDNA.3 y MCF7::C1199 (en DMEM libre de suero) subcutáneamente en ratones hembras 

inmunosuprimidos. El prendimiento y posterior progresión tumoral se midió diariamente con un calibre 

automático y el volumen tumoral se calculó con la fórmula: 0,52 x ancho2 x longitud. Se determinó 

también la tasa de crecimiento tumoral. Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical  y se 

removieron los tumores y los pulmones, se los fijó en formaldehído 3,7% y solución de Bouin, 

respectivamente y se determinó el número de lesiones pulmonares (espontáneas), utilizando una lupa 

de disección. 

Para evaluar el efecto in vivo de 1A-116, se inyectaron 2x105 células F3II (en DMEM libre de suero) 

subcutáneamente en ratones hembras Balb/C. Se conformaron 2 grupos experimentales: Control y 1A-

116. Al día siguiente de la inoculación comenzó el tratamiento, utilizando las dosis descritas en el 

apartado “Drogas”. El tratamiento continuó hasta que uno de los grupos alcanzó una media de volumen 

tumoral de 2000 mm3. Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical y diseccionados. 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se llevó adelante utilizando el software PRISM 6, Version 6.01 (GraphPad 

Prism6® Software Inc., La Jolla, CA, USA). Los resultados de este trabajo se expresaron como media 

± SEM; media ± SD; media ± intervalo de confianza (IC); o mediana. Para los análisis de grupos 

múltiples se aplicó ANOVA de una o dos vías, seguido de la prueba de comparaciones múltiples a 

posteriori de Tukey, o la comparación de IC al 95%, según corresponda. La distribución normal de los 

datos se determinó usando la prueba de normalidad de D'Agostino-Pearson. Además, se evaluó la 

homoscedasticidad con la prueba de Bartlett. Para los datos que no seguían una distribución normal o 

cuando la homoscedasticidad no se cumplía, se realizó la prueba de Kruskal-Wallis.  

El análisis del tiempo de duplicación, la concentración inhibitoria 50 (IC50) y crecimiento tumoral 

se llevó a cabo mediante regresión lineal o no lineal, según corresponda. 

El análisis de las curvas de sobrevida de las diferentes bases de datos de pacientes se realizó 

mediante log rank test. El valor de corte utilizado para clasificar los grupos (baja vs. alta expresión) fue 

la mediana ± Q1-Q3 del set de datos utilizado.  

En todos los casos, las diferencias se consideraron estadísticamente significativas a p <0,05
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 Las Rho GTPasas son proteínas claves que controlan y conectan la 

transducción de señales externas con efectores citoplasmáticos y nucleares. En los últimos 

años, el desarrollo de herramientas genéticas y farmacológicas ha permitido una explicación 

mucho más precisa del rol que estas proteínas juegan en cáncer. La hiperactivación y la 

sobreexpresión de Rac1 están asociadas con diferentes tipos de cáncer agresivos. Por esta 

razón, la interferencia de la interacción de Rac1 con sus activadores directos de tipo GEF ha 

demostrado ser una estrategia viable para inhibir la actividad de Rac1. En este sentido, 

mediante estrategias de screening virtual basado en docking y diseño racional de análogos 

mejorados, nuestro grupo logró desarrollar a 1A-116, un inhibidor farmacológico tipo small 

molecule (Figura S2) que ha mostrado sus efectos anti-tumorales en diferentes tipos de 

cáncer, incluyendo cáncer de mama, glioblastoma y leucemia mieloide aguda. Por lo tanto, el 

objetivo principal de este capítulo fue realizar una descripción detallada del mecanismo de 

acción mediante el cual 1A-116 ejerce sus efectos inhibitorios.
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1A-116 inhibe la activación de SRE mediada por diferentes GEFs 

Con el objetivo de identificar qué interacciones entre diferentes GEFs y Rac1 eran 

inhibidas por el tratamiento con 1A-116, utilizamos el sistema reportero SRE-Luc, conteniendo 

al elemento respondedor al suero (SRE) fusionado al gen de la luciferasa. Al día cero, se co-

transfectaron células COS-1 con diferentes versiones activadas de GEFs (o el vector vacío 

(EV) como control negativo) junto con los plásmidos reporteros SRE-Luc y renilla. Luego de 

24 h, las células fueron tratadas o no con 1A-116 50 µM, y se generaron lisados celulares 

para evaluar la actividad luciferasa (normalizada a la actividad de renilla). La concentración 

de 1A-116 utilizada no mostró efectos anti-proliferativos en estas condiciones (datos no 

mostrados). Los GEFs utilizados fueron los miembros de la familia Vav: Vav1 Δ1-189, Vav2 

Δ1-186 y Vav3 DH-PH-ZF; además de Tiam1 C1199 y DBL oncogénico. En este sentido, las 

células COS-1 transfectadas y tratadas con vehículo mostraron un incremento de la activación 

de SRE-Luc de 3 veces, en el caso de Tiam1; 7-10 veces para los miembros de la familia Vav 

(Vav1, Vav2, Vav3) y hasta 12 veces, en el caso de DBL oncogénico. En cambio, el 

tratamiento con 1A-116 inhibió la activación de SRE mediada por estos GEFs, con 

porcentajes de inhibición que variaron desde un 40-50%  para los Vavs, un 60% para la 

actividad de DBL y un 75% para Tiam1 (Figura 1 A).  El control de expresión proteica por 

western blot mostró la expresión de todas las proteínas exógenas y que el tratamiento con 

1A-116 no alteró sus niveles de expresión (Figura 1 B-D). 

 

1A-116 inhibe la activación de SRE mediada por Rac1/RhoA-G 

Buscando evaluar la capacidad de 1A-116 de inhibir la actividad de otras Rho 

GTPasas diferentes de Rac1, utilizamos el sistema reportero SRE-Luc. Al igual que en el 

apartado anterior, se co-transfectaron células COS-1 con diferentes versiones de Rho 

GTPasas, junto con los plásmidos SRE-Luc y renilla. El tratamiento con 1A-116 por 24 h no 

solo inhibió la activación de SRE mediada por Rac1 (en un 40%), sino también la mediada 

por RhoA y RhoG (55% y 75% de inhibición, respectivamente). Por otro lado, 1A-116 no 

mostró efecto alguno sobre la activación de SRE mediada por Cdc42 (Figura 2 A). Una vez 

más, el control de expresión proteica por western blot mostró la expresión de todas las 

proteínas exógenas y que el tratamiento con 1A-116 no alteró sus niveles de expresión 

(Figura 2 B). 
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Figura 1: 1A-116 inhibe la activación de SRE mediada por diferentes GEFs. A) Se co-transfectaron células 

COS-1 con versiones activas de diferentes activadores tipo GEFs junto con los plásmidos reporteros SRE-Luc y 
renilla, se trataron (+ 1A-116, gris claro) o no (-1A-116, gris oscuro) con 1A-116 50 µM y se midió la actividad 
luciferasa. B-D) Controles de expresión por western blot de las proteínas exógenas transfectadas. Se informa la 

proteína expresada y los anticuerpos primarios utilizados (WB) fueron: α-EGFP para EV, Vav1 Δ1-189, Vav2 Δ1-
186 y Vav3 DH-PH-ZF; α-HA para Tiam1 C1199; α-DBL para DBL onco y α-Tubulina como control de carga. Barras 
de error, S.E.M. t test; ns, no significativo; *p<0.05; **p<0.01 ***p<0.001; ****p<0.0001, vehículo vs. 1A-116 para 
cada proteína. La expresión de luciferasa se relativizó al valor de expresión de renilla (control de transfección) y 

los valores informados corresponden a incremento de actividad con respecto a la media de expresión de luciferasa 
del vector vacío (EV), en unidades arbitrarias (u.a.). Los resultados mostrados son representativos de al menos 
tres experimentos independientes. 
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Figura 2: 1A-116 inhibe la activación de SRE mediada por Rac1/RhoA-G, pero no por Cdc42. A) Se co-

transfectaron células COS-1 con versiones activas de diferentes Rho GTPasas y los plásmidos reporteros SRE-
Luc y renilla, se trataron (+ 1A-116, gris claro) o no (-1A-116, gris oscuro) con 1A-116 50 µM y se midió la actividad 
luciferasa. B) Controles de expresión por western blot de las proteínas exógenas transfectadas. Se informa la 
proteína expresada y los anticuerpos primarios utilizados (WB) fueron: α-AU5 para EV, Rac1 Q61L, Cdc42 Q61L, 
RhoA Q63L y RhoG Q63L y α-Tubulina como control de carga. Barras de error, S.E.M. t test; ns, no significativo; 
***p<0.001; ****p<0.0001, vehículo vs. 1A-116 para cada proteína. La expresión de luciferasa se relativizó al valor 
de expresión de renilla (control de transfección) y los valores informados corresponden a incremento de actividad 

con respecto a la media de expresión de luciferasa del vector vacío (EV), en unidades arbitrarias (u.a.). Los 
resultados mostrados son representativos de al menos tres experimentos independientes. 

 

El residuo aminoacídico W56 de Rac1 es necesario para los efectos 

inhibitorios de 1A-116 

Como se muestra en el alineamiento de la Figura 3 A, las GTPasas Rac1 y Cdc42 

comparten aproximadamente un 70% de homología de secuencia, pero difieren en ciertos 

residuos claves. En este sentido, Rac1 presenta un triptófano en la posición 56 (W56), 

mientras que Cdc42 una fenilialanina (F56) (zona sombreada en gris). Debido a que W56 es 

un residuo clave en la activación de Rac1 por parte de diferentes GEFs (86), se lo utilizó como 

centro de búsqueda de moléculas inhibitorias de Rac1 en un screening virtual realizado 

anteriormente en nuestro laboratorio. Teniendo en cuenta esto y buscando evaluar la 

especificidad de 1A-116 por el sitio W56, llevamos adelante una mutagénesis sitio-dirigida 

para generar diferentes versiones mutantes de Rac1 y Cdc42: Rac1 W56F, cambiando el 

W56 por una F; y Cdc42 F56W, cambiando la F56 por un W. Transfectamos células COS-1 

con estas construcciones y llevamos adelante un ensayo de activación de SRE-Luc en 

presencia o ausencia de 1A-116. Como se muestra en la Figura 3 B, 1A-116 inhibió la 

activación de SRE mediada por Rac1 en un 40%. Sin embargo, al tratar las células 

transfectadas con la versión mutante Rac1 W56F, 1A-116 perdió sus efectos inhibitorios. Por 

otro lado, 1A-116 no inhibió la activación de Cdc42. Sin embargo, sí lo hizo al inhibir la 

activación del mutante Cdc42 F56W. En resumen, estos resultados muestran que el residuo 

aminoacídico W56 de Rac1 es necesario para los efectos inhibitorios de 1A-116.  
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Figura 3: El residuo aminoacídico W56 de Rac1 es necesario para los efectos inhibitorios de 1A-116. A) 
Alineamiento de secuencias aminoacidicas de las GTPasas Rac1 (Uniprot ID p63000) y Cdc42 (Uniprot ID 
p60953). La zona sombreada en gris marca la diferencia en el aminoácido 56, residuo clave en la activación de 
Rac1 por diferentes GEFs. B) Se co-transfectaron células COS-1 con versiones activas de Rac1 (Q61L), Cdc42 

(Q61L) y los mutantes de Rac1 (W56F Q61L) y Cdc42 (F56W Q61L), junto con los plásmidos reporteros SRE-Luc 
y renilla, se trataron (+ 1A-116, gris claro) o no (-1A-116, gris oscuro) con 1A-116 50 µM y se midió la actividad 
luciferasa. C) Controles de expresión por western blot de las proteínas exógenas transfectadas. Se informa la 

proteína expresada y los anticuerpos primarios utilizados (WB) fueron: α-AU5 para EV, Rac1 Q61L, Cdc42 Q61L, 
Rac1 W56F Q61L, Cdc42 F56W Q61L y α-Tubulina como control de carga. Barras de error, S.E.M. t test; ns, no 
significativo; *p<0.05; **p<0.01, vehículo vs. 1A-116 para cada proteína. La expresión de luciferasa se relativizó al 
valor de expresión de renilla (control de transfección) y los valores informados corresponden a incremento de 

actividad con respecto a la media de expresión de luciferasa del vector vacío (EV), en unidades arbitrarias (u.a.). 
Los resultados mostrados son representativos de al menos tres experimentos independientes. 

 

1A-116 actúa inhibiendo la actividad de Rac1 a nivel GEFs-Rac1  

Para confirmar efectivamente la hipótesis de que 1A-116 inhibe la actividad de Rac1 

actuando a nivel de la interacción GEFs-Rac1, llevamos adelante diferentes ensayos de pull-

down y un ensayo de diferenciación 3D utilizando queratinocitos humanos expresando 

versiones activas de diferentes componentes de la vía de señalización de Rac1.  

Para el caso de los ensayos de pull-down, utilizamos dos esquemas experimentales 

diferentes. En primer lugar, transfectamos células COS-1 con diferentes versiones de Rac1: 

la versión wild type y la de actividad incrementada (Rac1 Q61L). Al cabo de 48 h, lisamos las 

células y capturamos Rac1 con la construcción proteica GST-PAK1, en presencia o ausencia 

A A 
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de 1A-116. Como se muestra en la Figura 4 A, la presencia de 1A-116 no interfirió con la 

interacción Rac1-PAK1, ya que los niveles de Rac1-GTP no se vieron alterados. Por otro 

lado, el segundo esquema experimental involucró la transfección de células COS-1 con Rac1 

Q61L, tratando o no con 1A-116 durante 24 h. Luego se generaron los lisados celulares y se 

llevó adelante el pull-down. En este caso, en el que el ciclo de activación de la proteína estaba 

en funcionamiento, el tratamiento con 1A-116 in vitro provocó un descenso en los niveles de 

Rac1-GTP (Figura 4 B).  

Finalmente, se llevó a cabo un ensayo de diferenciación 3D in vitro utilizando líneas 

celulares de queratinocitos humanos Ker-CT transfectadas establemente con versiones 

activas de diferentes componentes de la vía de señalización de Rac1: un activador de tipo 

GEF (Vav2 oncogénico), una versión fast cycling de Rac1 con actividad incrementada (Rac1 

F28L) y un efector directo de Rac1, constitutivamente activo (PAK1 T423). El ensayo se llevó 

a cabo cultivando las células durante 11 días en presencia de una matriz extracelular en una 

membrana tipo transwell, tratando o no las células con 1A-116 a concentraciones en el rango 

nanomolar, renovando el medio de cultivo cada 3 días, aproximadamente. Las células Ker-

CT wild type creciendo en estas condiciones desarrollaron una arquitectura característica de 

epidermis estratificada compuesta por queratinocitos basales proliferativos y suprabasales 

diferenciados, así como un estrato córneo superficial (Figura 4 C, Wild-type, panel superior 

izquierdo), estructura 3D que no sufrió alteración alguna al ser tratado con 1A-116 (Figura 4 

C, Control, panel superior derecho). La sobreexpresión estable de diferentes componentes 

activos de la vía de señalización de Rac1 provocó el desarrollo de hiperplasia y la formación 

de un epitelio desorganizado e invasivo (Figura 4 C, Vav2 onco, Rac1 F28L, PAK1 T423, 

columna izquierda). Al tratar estas estructuras organotípicas epiteliales 3D con 1A-116, se 

logró revertir la hiperplasia mediada por la activación de Vav2 y de Rac1, pero no así la 

mediada por PAK1 (Figura 4 C, Vav2 onco - Rac1 F28L - PAK1 T423, columna derecha). 

En resumen, los ensayos de pull-down y de diferenciación 3D de queratinocitos in vitro 

llevados a cabo demuestran efectivamente la hipótesis de que los efectos inhibitorios de 1A-

116 se llevan a cabo al nivel de la interacción GEFs-Rac1.  
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Figura 4: 1A-116 actúa inhibiendo la actividad de Rac1 a nivel GEFs-Rac1. A) Diferentes versiones de Rac1 
(wild type (Rac1 wt) y Q61L (Rac1 Q61L) expresadas en células COS-1 se precipitaron mediante ensayo de pull-
down con GST-PAK1, en presencia de vehículo (-) o de 1A-116 200 µM (+). Se expresó también al vector vacío 
(EV) como control negativo. B) Células COS-1 transfectadas Rac1 Q61L fueron tratadas con vehículo (-) o con 
1A-116 50 µM (+). Los lisados celulares se precipitaron mediante ensayo de pull-down con GST-PAK1  
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Se informan valores densitométricos (unidades arbitrarias tomando a Rac1 Q61L tratada con vehículo como 1). El 
análisis mediante western blot se llevó a cabo utilizando un anticuerpo anti-Rac1. C) Ensayo de diferenciación 3D 
in vitro de queratinocitos humanos Ker-CT y tratados con vehículo (columna izquierda) o 1A-116 100 nM (columna 

derecha), durante 11 días (renovando el medio de cultivo cada 3 días aproximadamente). Las células Ker-CT 
utilizadas fueron: Control (wild type); Vav2 onco (expresando establemente una versión activada de Vav2); Rac1 
F28L (expresando una versión fast cycling con actividad incrementada de Rac1) y PAK1 T423 (expresando una 
versión constitutivamente activa de PAK1). Las estructuras epiteliales formadas se fijaron con paraformaldehído 
al 4%, se seccionaron transversalmente y se tiñeron con hematoxilina y eosina (H&E).   

 

1A-116 inhibe la formación de ruffles y lamelipodios 

Para investigar el efecto de 1A-116 sobre los rearreglos del citoesqueleto inducidos 

por Rac1, transfectamos células COS-1 con una versión de Rac1 Q61L fusionada en su N-

terminal con EGFP. Al cabo de 24 h, subcultivamos y sembramos las células en vidrios 

cubiertos de poli-lisina y las tratamos o no durante 16 h con 1A-116. Luego, se fijaron y tiñeron 

con AlexaFluor555-faloidina y DAPI y se analizaron mediante microscopía confocal. En la 

Figura 5 (vehículo, fila superior) se observa que la expresión transiente de Rac1 Q61L genera 

la formación de ruffles periféricos, que co-localizan con Rac1. Sin embargo, este fenotipo fue 

inhibido al tratar las células con 1A-116 (Figura 5, 1A-116, fila inferior), mostrando una vez 

más que este compuesto inhibe procesos celulares regulados por Rac1.  

 

 

Figura 5: 1A-116 inhibe la formación de ruffles y lamelipodios, procesos celulares regulados por Rac1. Se 

cultivaron células COS-1 transfectadas con Rac1 Q61L fusionada a EGFP (Rac1 Q61L-EGFP) en vidrios cubiertos de 
poli-lisina y se las trató o no (vehículo) con 1A-116 50 µM durante 24 h. Luego de transcurrido el tiempo, se fijaron y 
tiñeron con AlexaFluor555-faloidina y DAPI (para observar los filamentos de Actina y núcleos, respectivamente) y se 
observaron mediante microscopía confocal.
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La familia de las Rho GTPasas representa un subgrupo de proteínas de unión a GTP 

de unos 20-30 kD, pertenecientes a la superfamilia de las proteínas Ras. Se distinguen de 

éstas debido a la presencia de un dominio GTPasa tipo Rho. Las Rho GTPasas se clasifican 

en 6 grupos o subfamilias, siendo las subfamilias Rac, Cdc42 y Rho las más caracterizadas 

estructural y funcionalmente. Estas proteínas actúan como interruptores moleculares al ciclar 

entre un estado inactivo unido a GDP y un estado activo unido a GTP. Es en éste estado 

unido a GTP dónde las Rho GTPasas llevan adelante sus funciones regulatorias a través de 

interacciones específicas con proteínas target o efectoras. Más de 50 proteínas efectoras han 

sido identificadas para Rho, Rac1 y Cdc42, que incluyen serina/treonina kinasas, tirosina 

kinasas, lipasas, oxidasas y proteínas tipo scaffold (112-114).  

Las Rho GTPasas controlan una amplia variedad de vías de señalización en las 

células eucariotas. Debido a su rol en la reorganización del citoesqueleto de actina y de 

microtúbulos, las Rho GTPasas regulan procesos dependientes del citoesqueleto, como 

cambios en la morfología celular, adhesión, migración y en el establecimiento de la polaridad 

de células epiteliales, regulando la formación de las uniones adherentes y de uniones 

estrechas.  

Además de estas funciones, en la última década se han descrito funciones novedosas 

para esta proteína. En este sentido, se demostró que Rac1 regula la inducción de 

mecanismos de respuesta al daño en el ADN en cardiomiocitos (115). Además, en línea con 

estos resultados, Rac1 es necesario para mantener la integridad vascular y los procesos de 

angiogénesis (116). Por otro lado, se ha demostrado que Rac1 cumple un papel importante 

en la captación de glucosa durante el ejercicio, regulando la actividad del transportador 

GLUT4 (117). 

Una gran variedad de tumores presentan sobreactivada la vía de señalización de las 

Rho GTPasas. Existen al menos tres factores que contribuyen al aumento en la actividad de 

estas proteínas: alteraciones genéticas, sobreexpresión y alteración en los ciclos de 

activación. 

A diferencia de lo que ocurre con las proteínas de la familia Ras, las alteraciones en 

los genes que codifican las Rho GTPasas son extremadamente raras. Sin embargo, avances 

en genómica de secuenciación han permitido caracterizar la mutación RAC1P29S, como una 

mutación de ganancia de función sumamente relevante en melanoma. De hecho, se 

considera que esta mutación se comporta como driver en estos pacientes, siendo la tercera 

mutación más frecuente en melanoma, detrás de BRAF y NRAS (118, 119). Recientemente 

se ha informado que esta mutación también provoca un aumento en la expresión de PD-L1 

en estos pacientes (120). PD-L1 es un supresor del sistema  inmune, por lo que RAC1 P29S 
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podría promover una supresión de la respuesta inmune al tumor. Otro trabajo, en el que se 

utilizó un enfoque computacional, identificó la misma mutación en cáncer de cabeza y cuello, 

y en cáncer de endometrio; detectando también una segunda mutación en RAC1, la A159V, 

principalmente en cánceres de cabeza y cuello (121).  

Debido a que Rac1 puede comportarse como un nodo de conexión de la señal de 

activación de diferentes tipos de receptores celulares, los cambios en la expresión y/o 

actividad de estos receptores pueden estar relacionados con una sobreactivación de la vía 

de Rac1. Por ejemplo, el receptor de EGF (EGFR) se encuentra sobreexpresado en múltiples 

tipos de cáncer, convirtiéndose en un factor de crecimiento importante a la hora de promover 

la progresión tumoral (122). Su conexión con la vía de Rac1 promueve la proliferación celular 

y los mecanismos de supervivencia al activarse el eje de señalización 

Rac1/PAK1/RAF/MEK/ERK y la vía Rac1/quinasa c-Jun (123). Rac1 también activa la 

cascada de señalización de NF-κB en respuesta a diversos estímulos, particularmente a 

citoquinas inflamatorias (113, 124). Por otro lado, las numerosas señales que activan Rac1, 

estimulan la activación de diferentes proteínas efectoras. Las más conocidas y estudiadas 

son PAK1, MAPK, NFκB, la proteína adaptadora NCK/Wave1 y la proteína NADPH oxidasa 

o p67 phox (125).  

La desregulación de la vía de señalización de Rac1 también está involucrada en el 

desarrollo de un fenotipo tumoral invasivo. Durante el proceso de transición epitelio-

mesenquimal (EMT), las células pierdan su polaridad y sus uniones intercelulares, 

provocando una remodelación de la matriz extracelular y la adquisición de capacidades 

migratorias e invasivas (126). La regulación de la polaridad celular, migración e invasión 

mediada por Rac1 hace que esta GTPasa este asociada a EMT (127). Recientemente se ha 

demostrado que el eje de señalización PI3K/Akt-Rac1-JNK promueve EMT en 

adenocarcinoma gástrico (128). Además, PI3K también controla la migración a través de la 

modulación de EMT mediada por Rac1, potenciando el rol de esta proteína como regulador 

de la agresividad tumoral y remarcando su rol como potencial blanco terapéutico. 

Numerosos estudios demuestran que la desregulación de las vías de señalización de 

las Rho GTPasas juega un papel importante tanto en la iniciación como en la progresión 

tumoral. Las evidencias iniciales surgieron al estudiar mutantes constitutivamente activos de 

Rac1 y RhoA, que resultaron ser esenciales para la transformación maligna inducida por Ras 

(85). Estudios en modelos murinos refuerzan el rol de Rac1 en la progresión tumoral. Ratones 

RAC1 KO vieron afectado el desarrollo de cáncer de piel, pulmón y páncreas, inducido por 

KRAS (129-131). A su vez, la deleción o silenciamiento de activadores de tipo GEF de Rac1 

como Tiam1 o P-REX1 en modelos murinos provocó la pérdida de un fenotipo tumorigénico 
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y metastásico en cáncer de mama y piel (132-134). 

Las evidencias que relacionan a las Rho GTPasas con cáncer las han convertido en 

un atractivo blanco terapéutico a nivel molecular, siendo Rac1 y sus activadores de tipo GEF 

los blancos terapéuticos más prometedores dentro de la familia de Rho GTPasas (135). 

La GTPasa Rac1 ha sido blanco de estudio de nuestro laboratorio desde hace ya 

varios años por su rol en los mecanismos moleculares de progresión tumoral y desarrollo de 

metástasis La sobreexpresión de β-GAP, el dominio catalítico de β2-Chimaerin, inhibió el 

crecimiento de una línea celular de cáncer de mama, reduciendo su agresividad y su 

capacidad metastásica (81). Este resultado evidenció la potencial modulación de la vía de 

Rac1 como blanco terapéutico en cáncer.  

En este contexto, se llevó adelante una búsqueda de compuestos con alta afinidad y 

especificidad por el sitio de interacción de Rac1 con sus activadores. A través de un screening 

virtual basado en docking, se utilizó la información aportada por la estructura cristalizada de 

Rac1 en complejo con su activador de tipo GEF Tiam1 (86, 87). Se había demostrado que el 

residuo aminoacídico W56 de Rac1 resultaba ser imprescindible para que una serie de GEFs 

pudieran reconocer esta proteína y activarla (86, 88). Por esta razón, se eligió a este sitio 

como centro de búsqueda de potenciales inhibidores de Rac1. Para ello, se utilizó una base 

de datos pública de 200.000 compuestos  con características “drug-like” (90), permitiendo 

identificar a ZINC69391, como un compuesto con actividad anti-tumoral en 6 líneas celulares 

transformadas: F3II de carcinoma mamario murino, MCF7 de carcinoma mamario humano, 

3LL de carcinoma de pulmón de células no pequeñas murinas, H125 de carcinoma de pulmón 

humanas, LN229 glioblastoma multiforme humano y PC3 de adenocarcinoma de próstata 

humano.  

El diseño racional de análogos de ZINC69391 y su posterior evaluación permitió 

identificar al análogo 1A-116 como un inhibidor de Rac1 más potente y específico, tanto in 

vitro como in vivo. Los resultados previos obtenidos con 1A-116 mostraron que este 

compuesto posee efectos inhibitorios en varias estirpes tumorales. Pudimos demostrar su 

efecto anti-metastásico en cáncer de mama (93) y pro-apoptótico y anti-invasivo en 

glioblastoma (92), produciendo un beneficio en la sobrevida de ratones tratados portadores 

de tumores intracraneales. Además, 1A-116 indujo apoptosis selectivamente en células de 

leucemia mieloide aguda derivadas de pacientes sin efecto alguno sobre células 

mononucleares normales (91). Los estudios preliminares de toxicología arrojaron resultados 

alentadores para este compuesto. 

Con el objetivo de realizar una descripción detallada del funcionamiento de 1A-116 y 
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comprender aún más sus efectos inhibitorios,  llevamos adelante un análisis farmacodinámico 

de la interacción del compuesto con diferentes actores dentro de la vía de señalización de 

Rac1.  

Utilizamos un sistema reportero bioluminiscente utilizado ampliamente para estudiar 

la regulación génica en respuesta a diferentes receptores de membrana y proteínas de 

señalización. El sistema reportero de la luciferasa fue elegido debido a su sensibilidad, amplio 

rango dinámico y falta de actividad endógena. Se utilizó al elemento respondedor de suero 

(SRE o Serum Response Element) como promotor de la expresión de luciferasa debido a que 

se ha demostrado que miembros de la familia de Rho GTPasas, como Rac1, Rho y Cdc42 

son capaces de regular la actividad transcripcional de este promotor (136).  

En primer lugar evaluamos un grupo de diferentes activadores de tipo GEF con 

actividad constitutiva. Se eligieron los 3 miembros de la familia Vav (Vav1, Vav2 y Vav3), 

Tiam1 y DBL. Debido su papel catalítico en la estimulación de Rac1 y la presencia de 

mutaciones en tumores, estos GEFs se han considerado como posibles blancos 

farmacológicos. Pudimos observar que el tratamiento con 1A-116 logró inhibir la actividad de 

estos GEFs. El efecto sobre Tiam1 confirma resultados previos en los que observamos su 

inhibición por parte de 1A-116 utilizando un método menos sensible y específico, como 

precipitación de afinidad. 

Por otro lado, estudiamos también un grupo de diferentes GTPasas con actividad 

aumentada buscando evaluar cuáles podrían estar siendo moduladas por 1A-116. Por 

resultados previos de precipitación de afinidad, sabíamos que este compuesto era capaz de 

inhibir a Rac1 pero no a Cdc42. Esta es una proteína íntimamente relacionada con Rac1, que 

comparte un alto porcentaje de homología de secuencia aminoacídica y proteínas efectoras 

(113, 137). Sin embargo, los procesos celulares regulados por Rac1 y Cdc42 desencadenan 

cambios morfológicos diferentes en la membrana celular, al inducir la formación de 

lamelipodios y filopodios, respectivamente (138, 139). En este trabajo confirmamos 

nuevamente que 1A-116 inhibe la actividad de Rac1 pero no la de Cdc42 (ahora con un 

método de detección mucho más sensible y específico), probando además que este 

compuesto también es capaz de inhibir la actividad de otras GTPasas como RhoA y RhoG. 

Estas GTPasas también presentan roles importantes en la progresión tumoral. RhoA se 

encuentra sobreexpresada en varios tipos tumorales, como cáncer de mama, próstata o 

hígado, dónde se comportaría como marcador desfavorable de progresión. A su vez, la 

sobreexpresión de RhoG se comportaría de igual manera en cáncer colorectal y de riñon. 

(Human Protein Atlas disponible de www.proteinatlas.org).  

Estudios de estructura-función del mecanismo de activación de Rac1 por diferentes 

http://www.proteinatlas.org/


El rol de Rac1 en la resistencia endócrina en cáncer de mama  - DISCUSION CAPITULO I -  
 

101 
 

GEFs han permitido caracterizar en detalle cómo esta GTPasa es regulada por sus 

activadores. Se ha postulado que en primer lugar el GEF interacciona con una porción 

conformacionalmente rígida de Rac1, conformada principalmente por las cadenas β2- β3 

(entre el switch 1 y 2) y por los residuos 65-74 del switch 2, de manera de otorgarle suficiente 

energía de unión, para que luego se altere la conformación del switch 1 y la porción faltante 

del switch 2, desestabilizando la unión de GDP, y permitiendo el intercambio por GTP (86, 

87). 

Lo interesante de la inhibición mediada por 1A-116 de Rac1, RhoA y RhoG (pero no 

de Cdc42) es que al realizar un alineamiento de secuencias aminoacídicas de estas cuatro 

proteínas, observamos que tanto Rac1 como RhoA y RhoG comparten un triptofano en 

posición 56 y que Cdc42 posee una fenilalanina en este sitio. Como se mencionó 

anteriormente, el W56 de Rac1 resulta clave para su activación por diferentes GEFs. Por esta 

razón, hipotetizando que este aminoácido cumplía un papel importante para que 1A-116 

llevara adelante sus efectos inhibitorios, realizamos un estudio de mutagénesis dirigida sobre 

Rac1 y Cdc42, intercambiando los aminoácidos en posición 56 de ambas proteínas. La 

generación de estos mutantes nos permitió demostrar que 1A-116 pierde sus efectos 

inhibitorios sobre Rac1, ganándolos sobre Cdc42, en función de la ausencia o presencia del 

W56, respectivamente. Esto confirma efectivamente que el aminoácido W56 resulta 

imprescindible para que 1A-116 muestre sus efectos inhibitorios. 

La estructura cristalizada de Rac1 formando un complejo con Tiam1 demostró que el 

W56 genera interacciones de tipo puente de hidrógeno con la histidina 1178 de este GEF, 

estableciendo numerosas interacciones de van der Waals con los aminoácidos cercanos. La 

sustitución del W56 por fenilalanina (F), provoca una menor ocupación del bolsillo hidrofóbico 

de Rac1 (debido al menor tamaño de F), con la consecuente pérdida de las interacciones con 

los aminoácidos del GEF que debe posicionarse. De esta manera, se reduce la afinidad de 

unión del GEF y la respuesta a su activación. En este sentido y tomando en cuenta estos 

resultados, postulamos que al interferir con estas interacciones, 1A-116 impide el correcto 

posicionamiento del GEF, inhibiendo la activación de la proteína.  

Como ya se mencionó, 1A-116 fue desarrollado racionalmente a partir de la estructura 

del compuesto líder ZINC69391 con el objetivo de interferir con la interacción GEF-Rac1. En 

resultados previos obtenidos por nuestro grupo pudimos demostrar, a través de métodos de 

precipitación de afinidad, que tanto ZINC69391 como 1A-116 eran capaces de interferir la 

interacción de Tiam1, P-REX1 y DOCK180 con Rac1 (92, 93). En este trabajo, nos 

propusimos confirmar que la inhibición mediada por 1A-116 se daba efectivamente a nivel de 

GEF-Rac1. En este sentido, cuando evaluamos la interacción de Rac1 con su efector en un 
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ensayo libre de células, 1A-116 no fue capaz de alterar esta interacción. Sin embargo, cuando 

se trataron células en cultivo, en las que el ciclo de activación de la GTPasa Rac1 se 

encontraba en funcionamiento, el inhibidor logró disminuir los niveles de activación de Rac1.  

Siguiendo esta línea, pudimos demostrar fehacientemente el mecanismo de inhibición 

GEF-Rac1 al utilizar modelos celulares de crecimiento en 3D de queratinocitos. Los modelos 

utilizados fueron células KER-CT humanas transfectadas establemente con diferentes 

integrantes de la vía de Rac1. Resultados previos demostraban que la sobreexpresión de los 

diferentes componentes de la vía de Rac1 provocaba la adquisición de un fenotipo 

hiperplásico, induciendo la formación de un epitelio desorganizado e invasivo. En este caso, 

el inhibidor 1A-116 fue capaz de revertir la hiperplasia mediada por Vav2 y por Rac1, pero no 

por PAK1, confirmando una vez más que los efectos inhibitorios de 1A-116 se llevan a cabo 

al interferir con la interacción GEF-Rac1. La concentración de 100 nM utilizada da muestras 

del potente efecto que 1A-116 mostró en este ensayo funcional. Cabe mencionar que este 

tipo de moléculas no suelen mostrar efectos biológicos a concentraciones tan bajas.  

Como se mencionó anteriormente, la actividad de Rac1 regula la reorganización del 

citoesqueleto de actina y la formación de ruffles y lamelipodios. Dado que estos eventos 

biológicos juegan un papel importante en la invasión y metástasis, demostramos que la 

inhibición de Rac1, mediada por 1A-116, es capaz de inhibir la formación de estas 

extensiones citoplasmáticas.  

En resumen, 1A-116 es un inhibidor de la actividad de Rac1, RhoA, RhoG, que 

interfiere con la activación mediada por diferentes GEFs, como Vav1, Vav2, Vav3, Tiam1 y 

DBL. Los efectos inhibitorios de este compuesto dependen, en gran medida, de la presencia 

del aminoácido W56, que le otorga especificidad frente a otras GTPasas. Sumado a sus 

efectos anti-proliferativos y pro-apoptóticos probados en resultados previos, 1A-116 fue capaz 

de revertir la hiperplasia de queratinocitos humanos mediada por Vav2 y Rac1 y de inhibir la 

reorganización del citoesqueleto de actina, evento clave para la adquisición de un fenotipo 

invasivo y metastásico.
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 1A-116 actúa inhibiendo la actividad de Rac1 a nivel GEFs-Rac1 y no Rac1-PAK1. 

 

 El residuo aminoacídico W56 de Rac1 es necesario para los efectos inhibitorios de 

1A-116. 

 

 1A-116 inhibe la activación de SRE mediada por los GEFs Vav1, Vav2, Vav3, Tiam1 

y DBL. 

 

 1A-116 inhibe la activación de SRE mediada por Rac1/RhoA-G, pero no por Cdc42. 

 

 1A-116 inhibe la formación de ruffles y lamelipodios, procesos celulares regulados por 

Rac1.
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Las pequeñas GTPasas de la superfamilia Ras son proteínas que funcionan como 

interruptores moleculares en un gran número de vías de señalización. Dentro de esta 

superfamilia se encuentran las proteínas Rho (Ras homologous). Las Rho GTPasas adoptan 

diferentes estados conformacionales en respuesta a la unión de GDP o GTP. Sólo en el 

estado activo unido a GTP, estas proteínas son capaces de unirse y activar a sus proteínas 

efectoras. La actividad de las Rho GTPasas está estrictamente regulada a fin de estimular 

local y temporalmente a diferentes efectores celulares. Hasta el momento se conocen tres 

grupos de proteínas que regulan a las Rho GTPasas: factores intercambiadores de guanina 

(GEFs o Guanosine Exchange Factors), que catalizan la liberación del GDP y la posterior 

incorporación de GTP; proteínas activadoras de GTPasas (GAPs o GTPase activating 

proteins), que son una familia de proteínas reguladoras cuyos miembros pueden unirse a las 

proteínas G activadas y estimular su actividad GTPasa, terminando el evento de señalización; 

e inhibidores de disociación de guanina (GDIs o Guanine dissociation inhibitors), que regulan 

la reacción de intercambio GDP/GTP de las proteínas Rho al inhibir la disociación del GDP 

de ellas, reteniéndolas en un estado inactivo en el citosol. 

Las Rho GTPasas tienen un rol central en la regulación de diversos procesos celulares 

y su alteración o desbalance puede ser la causa molecular de diversas enfermedades, 

incluyendo al cáncer. La regulación positiva de Rac1 se debe mayormente a alteraciones de 

sus proteínas reguladoras. En este aspecto, muchos GEFs presentan un rol relevante en 

cáncer como TRION, TIAM1, la familia de proteínas VAV, P-Rex1, la familia de proteínas 

DOCK, entre otros (140-143). También se ha reportado el rol de las proteínas GAP en la 

progresión tumoral, sugiriendo su participación como una nueva clase de genes supresores 

de tumores. La evidencia indica que la inactivación de varios miembros de la familia GAP 

representa un mecanismo importante y alternativo para sobreactivar las proteínas Rho y sus 

efectores río abajo. Este es el caso de β2-quimerina (CHN2), un Rac1-GAP cuya expresión 

se encuentra  significativamente disminuida en tumores mamarios (144). 

En los últimos años, la vía de señalización de Rac1 ha sido señalada como potencial 

target molecular debido a su papel crítico en la progresión tumoral y la resistencia adquirida 

en varios tipos tumorales. Conociendo la importancia que ha cobrado, decidimos realizar un 

análisis de expresión de los diferentes componentes de la vía en los diferentes niveles del 

ciclo de activación de Rac1, utilizando grupos  de datos provenientes de muestras de 

pacientes de cáncer de mama con seguimiento clínico, obtenidos de repositorios públicos 

como el Gene Expression Omnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)  o cBioportal 

(http://www.cbioportal.org). De esta manera, analizando los niveles de expresión de una serie 

de genes seleccionados, nos propusimos encontrar miembros de la vía de Rac1 que puedan 

comportarse como potenciales biomarcadores de respuesta en cáncer de mama.
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Análisis de la expresión génica de diferentes componentes de la vía de 

señalización de Rac1 en muestras de pacientes de cáncer de mama 

El objetivo general de este trabajo consistió en estudiar el fenómeno de resistencia a 

terapias endócrinas en cáncer de mama, haciendo hincapié en el rol de la GTPasa Rac1 

como componente importante en este fenotipo. Por esta razón decidimos empezar analizando 

el status de expresión de diferentes componentes de la vía de señalización de Rac1 en 

biopsias de pacientes con cáncer de mama.  

En primer lugar, analizamos un set de datos de 104 biopsias de cáncer de mama y 17 

de tejido mamario normal (set de datos GSE42568, Tabla 1). Las pacientes presentaban una 

edad de entre 31 y 89 años al momento del diagnóstico (edad media= 58 años), siendo 27 

menores de 50 años y 76 mayores de 50 años. Del total de pacientes, 67 eran ER positivo, 

34 ER negativo y de 3 no se contaba con la información.  

Tabla 1: Características clínico-patológicas de las biopsias de GSE42568 analizadas. 

GSE42568 

  Número % 

Edad al diagnóstico    

 < 50 27 26.2 

 > 50 76 73.8 

    

ER status    

 + 67 64.4 

 - 34 32.7 

 n/d 3 2.9 

    

Grado    

 1 11 10.6 

 2 40 38.5 

 3 53 51.0 

    

Tamaño    

 <2 cm 18 17.3 

 2-5 cm 83 79.8 

 >5cm 3 2.9 

 

Los integrantes de la vía de señalización de Rac1 estudiados se dividieron en 4 grupos 

de acuerdo a la función que cumplen en el ciclo de activación de esta GTPasa. Así, evaluamos 

el grupo de activadores de tipo GEF, las proteínas activadoras de GTPasas (GAPs), RAC1 

(como nodo central de la vía) y PAK1 (como efector directo) (Tabla 2). 
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Tabla 2: Lista de genes evaluados, clasificados de acuerdo a la función en la vía de señalización de 
Rac1. 

Componente Vía de 
Señalización RAC1 

Gen 

GEF 

TIAM1 

VAV3 

TRION 

ARHGEF2 

 RAC1 

GAP 

RALBP1 

CHN2 

ARHGAP9 

ARHGAP22 

SRGAP2 

EFECTOR 

PAK1 

 
 

 

 

Tomando los datos de expresión génica del set de datos GSE42568, evaluamos los 

niveles de expresión de mRNA de los diferentes genes en 3 grupos de muestras: tejido normal 

(n=17), cáncer de mama ER positivo (n=67) y cáncer de mama ER negativo (n=34). En primer 

lugar, como se observa en la Figura 1 A (Rac1 GAPS), RALBP1 fue el único GAP en el que 

se encontraron diferencias significativas de expresión con respecto al tejido normal. Tanto en 

pacientes ER positivo como ER negativo la expresión de mRNA de este gen se encuentra 

disminuida en este set de pacientes. 

De igual manera, analizando la expresión génica de los genes del grupo GEF, 

pudimos observar diferencias significativas con respecto al tejido normal en varias de ellas 

(Figura 1 B). Tanto en el grupo de las pacientes ER positivo como las ER negativo, los genes 

TIAM1, VAV3 y TRION mostraron diferencias con respecto al tejido normal. Estos genes se 

encuentran sobreexpresados en ER positivo. Cabe destacar que en pacientes ER negativo, 

la expresión de VAV3 se encuentra disminuida. 

Con respecto a RAC1, las pacientes ER positivo no mostraron diferencias de 

expresión con respecto al tejido normal. En cambio, la expresión de este gen en las pacientes 

ER negativo se encontraba disminuida (Figura 1 C). En el caso de PAK1, este gen se 

encuentra sobreexpresado con respecto al tejido normal en ambos grupos de pacientes de 

cáncer de mama (Figura 1 D).  



El rol de Rac1 en la resistencia endócrina en cáncer de mama  - RESULTADOS CAPITULO II -  
 

113 
 

    

Figura 1: Comparación de los niveles de expresión de diferentes componentes de la vía de señalización de Rac1 
en tejido normal y tumoral, utilizando el set de datos GSE42568, del GEO NCBI (Normal, n=17; Cáncer de mama 
ER positivo, n=67; Cáncer de mama ER negativo, n=34), y la plataforma GPL570 [HG-U133_Plus_2] Affymetrix 
Human Genome U133 Plus 2.0 Array  Se compararon los genes de A) proteínas activadoras de GTPasas (Rac1 
GAPs) (RABLP1, CHN2, ARHGAP9, ARHGAP22 y SRGAP2, B) activadores de tipo GEF (Rac1 GEFs) (TIAM1, 
VAV3, TRION y ARHGEF2) C) RAC1 y D) PAK1. Mediana. ANOVA, Tukey's Multiple Comparison Test; ns, 
diferencias no significativas; *p<0.05; **p<0.01;  ***p<0.001; ****p<0.0001 vs. Tejido normal. u.a, unidades 
arbitrarias. 

A 

B 

C D 
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Asociación entre la expresión de genes de la vía de Rac1 y la sobrevida 

global en pacientes con cáncer de mama  

Teniendo en cuenta los resultados de la Figura 1, decidimos evaluar el potencial valor 

predictivo de los genes que presentaban diferencias de expresión con respecto al tejido 

normal, con el objetivo de encontrar posibles biomarcadores de respuesta en cáncer de 

mama. En este sentido, determinamos valores de corte para RALBP1, TIAM1, VAV3, TRION 

y PAK1, categorizando a las pacientes de acuerdo a la baja o alta expresión de estos 

marcadores. 

Utilizamos el set de datos del METABRIC de tumores primarios de mama, con 

seguimiento clínico a largo plazo (108) (Tabla 3). 

Tabla 3: Características clínico-patológicas de las biopsias de METABRIC analizadas. 

METABRIC 

  Número % 

Edad al diagnóstico    

 < 50 403 27.2 

 > 50 1081 72.8 

    

ER status    

 + 1078 85.1 

 TN 189 14.9 

    

Grado    

 1 387 34.8 

 2 625 56.3 

 3 99 8.9 

    

Tamaño    

 <2 cm 491 33.3 

 2-5 cm 903 61.3 

 >5cm 79 5.4 

 

El esquema general del estudio realizado se muestra en la Figura 2. En este sentido, 

del total de muestras contenidas en el METABRIC (n=2509), seleccionamos aquellas que 

poseían datos de sobrevida global (n=1484). A su vez, dividimos estos pacientes de acuerdo 

al status hormonal en 2 grupos: ER positivo (n=1078) y triple negativos (n=189).  El grupo de 

las pacientes ER positivo se dividió a su vez de acuerdo a si habían recibido (n=521) o no 

(n=292) terapia endócrina. De todos los grupos realizamos análisis de supervivencia de 

Kaplan-Meier, según la baja (LOW) o alta (HIGH) expresión del gen, de acuerdo al punto de 

corte calculado.  
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Figura 3: Comparación de los niveles de expresión de mRNA de diferentes componentes de la vía de 

señalización de Rac1 entre pacientes TN y ER positivo en pacientes de METABRIC. Se muestra la mediana 
de expresión en blanco. 

 

Figura 2: Descripción esquemática del estudio realizado tomando los datos de expresión del set METABRIC. 

 

En primer lugar, evaluamos las implicancias de la baja (LOW) o alta (HIGH) expresión 

de los genes seleccionados en la sobrevida global de los grupos triple negativo y ER positivo. 

Para esto, primero evaluamos los niveles de expresión de los diferentes genes en estos 

grupos. Como se muestra en la Figura 3, sólo VAV3 mostró diferencias entre estos grupos. 

En el resto de los genes, no se encontraron diferencias de expresión entre las pacientes triple 

negativo y ER positivo. Además, en ninguno de los dos grupos se encontraron diferencias en 

la sobrevida global, en función de la baja o alta expresión de los genes evaluados (Figura 4).  
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Figura 4: Análisis de supervivencia de Kaplan-Meier sobre pacientes de cáncer de mama. Se muestra el 

porcentaje de sobrevida global (OS) de pacientes de cáncer de mama. La columna izquierda muestra el análisis 
sobre pacientes triple negativos y la derecha el análisis sobre pacientes ER positivo (sin discriminar el tratamiento 
recibido). Las pacientes fueron estratificadas de acuerdo a la baja (LOW, verde) o alta (HIGH, rojo) expresión de 
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D 
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RALBP1 (A-B), TIAM1 (C-D), VAV3 (E-F) TRION (G-H) y  PAK1 (I-J) en METABRIC. Ninguna de las curvas 

muestra diferencias significativas. 

 

La expresión de genes de la vía de Rac1 como potenciales marcadores 

de respuesta al tratamiento endócrino 

 

Analizamos los diferentes genes propuestos en los grupos de pacientes ER positivo, 

tratados o no con terapia endócrina. Como se muestra en la Figura 5, la expresión disminuida 

de RALBP1 (RALBP1LOW) no muestra correlación con un mal pronóstico tanto en las 

pacientes ER positivos no tratados (Figura 5 A) o sí con terapia endócrina (Figura 5 B).  

Al analizar las curvas de sobrevida de los diferentes GEFs, observamos que la alta 

expresión de TIAM1 (TIAM1HIGH), VAV3 (VAV3HIGH) y TRION (TRIONHIGH) no correlacionan 

con un peor pronóstico en pacientes ER positivos no tratados con terapia endócrina (Figura 

6 A-C-E, respectivamente). Sin embargo, al analizar aquellas pacientes que recibieron este 

tipo de tratamiento, la alta expresión de TIAM1 y VAV3 correlaciona significativamente con 

un peor pronóstico, siendo la mediana de sobrevida de este grupo significativamente menor 

(Figura 6 B-D, respectivamente). Cabe destacar que la alta expresión de TRION (TRIONHIGH) 

no muestra correlación con un peor pronóstico en las pacientes tratadas (Figura 6 F). 

 

 

Figura 5: RALBP1 no correlaciona con un peor pronóstico en pacientes de cáncer de mama. Análisis de 

supervivencia de Kaplan-Meier mostrando el porcentaje de sobrevida global (OS) de pacientes de cáncer de mama 
estratificados de acuerdo a la baja (LOW, verde) o alta (HIGH, rojo) expresión de RALBP1 en METABRIC. A)  
Pacientes ER positivo no tratados con terapia endócrina (n=291) log-rank p=0.5196; HR=1.126; IC 95%: 0.7837-
1.623, (RALBP1LOW vs. RALBP1HIGH). B) Pacientes ER positivo tratados con terapia endócrina (n=521), log-
rank p=0.0966; HR=1.291; IC 95%: 0.9555-1.751, (RALBP1LOW vs. RALBP1HIGH).  

 

  

A B 
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Figura 6: La alta expresión de TIAM1 Y VAV3 correlacionan con un peor pronóstico en pacientes de cáncer 
de mama ER positivo tratados con terapia endócrina. Análisis de supervivencia de Kaplan-Meier mostrando el 

porcentaje de sobrevida global (OS) de pacientes de cáncer de mama estratificados de acuerdo a la baja (LOW, 
verde) o alta (HIGH, rojo) expresión de TIAM1 (A-B), VAV3 (C-D) y TRION (E-F) en METABRIC. A-C-E) Pacientes 

ER positivo no tratados con terapia endócrina (n=291); TIAM1: log-rank p=0.9268; HR=0.9832; IC 95%: 0.6831-
1.415 (TIAM1LOW vs. TIAM1HIGH). VAV3: log-rank p=0.7945; HR=1.049; IC 95%: 0.7294-1.511 (VAV3LOW vs. 
VAV3HIGH). TRION: log-rank p=0.0789; HR=0.7705; IC 95%: 0.5673-1.028 (TRIONLOW vs. TRIONHIGH). B-D-F) 
Pacientes ER positivo tratados con terapia endócrina (n=521); TIAM1: log-rank p=0.0375; HR=1.374; IC 95%: 
1.022-1.876 (TIAM1LOW vs. TIAM1HIGH). VAV3: log-rank p=0.0420; HR=1.370; IC 95%: 1.012-1.853 (VAV3LOW vs. 
VAV3HIGH). TRION: log-rank p=0.3163; HR=1.167; IC 95%: 0.8629-1.580 (TRIONLOW vs. TRIONHIGH). 
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Al llevar adelante el análisis de las curvas de sobrevida evaluando la expresión de 

PAK1, demostramos que la alta expresión de este gen (PAK1HIGH) no correlaciona con un 

peor pronóstico en el grupo de pacientes ER positivo no tratados con terapia endócrina 

(Figura 7 A), pero sí lo hace en el grupo que sí recibieron este tipo de tratamiento (Figura 7 

B).  

 

 

Figura 7: La alta expresión de PAK1 correlaciona con un peor pronóstico en pacientes de cáncer de mama 
ER positivo tratados con terapia endócrina. Análisis de supervivencia de Kaplan-Meier mostrando el porcentaje 
de sobrevida global (OS) de pacientes de cáncer de mama estratificados de acuerdo a la baja (LOW, verde) o alta 
(HIGH, rojo) expresión de PAK1 en METABRIC. A) Pacientes ER positivo no tratados con terapia endócrina 
(n=291); PAK1: log-rank p=0.2524; HR = 0.8093; IC 95%: 0.5609-1.163 (PAK1LOW vs. PAK1HIGH). B) Pacientes ER 
positivo tratados con terapia endócrina (n=521); PAK1: log-rank p=0.0032; HR = 1.577; IC 95%: 1.167-2.139 
(PAK1LOW vs. PAK1HIGH). 

 

Por último, decidimos evaluar la relevancia de estos marcadores como potenciales 

firmas genéticas de respuesta al tratamiento endócrino. Por esta razón, llevamos adelante 

una clasificación de las pacientes de acuerdo a la baja o alta expresión de estos genes 

combinados. Así, conformamos 3 grupos diferentes: TIAM1-VAV3-PAK1, TIAM1-PAK1 y 

VAV3-PAK1 y evaluamos las curvas de sobrevida. Como se puede observar en la Figura 8, 

la alta expresión de las 3 firmas genéticas correlaciona con un peor pronóstico en las 

pacientes tratadas con terapia endócrina, siendo la mediana de sobrevida global menor y 

aumentando considerablemente el hazard ratio de los grupos de alta expresión, que 

representa cuánto más probable es que ocurra un suceso a que no ocurra (en este caso la 

muerte). 
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Figura 8: La alta expresión de diferentes firmas genéticas de integrantes de la vía de Rac1 correlaciona 
con un peor pronóstico en pacientes de cáncer de mama ER positivo tratados con terapia endócrina. 
Análisis de supervivencia de Kaplan-Meier mostrando el porcentaje de sobrevida global (OS) de pacientes de 

cáncer de mama tratados con terapia endócrina estratificados de acuerdo a la baja (LOW, verde) o alta (HIGH, 
rojo) expresión de las firmas genéticas A) TIAM1-VAV3-PAK1, log-rank p=0.0002; HR = 4.051; IC 95%: 1.880-
7.443 (TIAM1-VAV3-PAK1LOW vs. TIAM1-VAV3-PAK1HIGH B) TIAM1-PAK1, log-rank p=0.0005; HR = 2.070; IC 
95%: 1.380-3.159 (TIAM1-PAK1LOW vs. TIAM1-PAK1HIGH) y C) VAV3-PAK1, log-rank p=0.0003; HR = 2.417; IC 
95%: 1.498-3.788 (VAV3-PAK1LOW vs. VAV3-PAK1HIGH) en METABRIC. 

 

A modo de resumen, la Tabla 4 muestra los resultados del estudio de curvas de sobrevida 

llevado a cabo para los genes de la vía de Rac1 seleccionados en las pacientes ER positivo 

tratadas con terapia endócrina. 
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Tabla 4: Resumen de los resultados del estudio de curvas de sobrevida llevado a cabo para los genes de la vía 

de Rac1 seleccionados.  

Componente 
Vía de 

Señalización 
RAC1 

Gen 

ER positivo Terapia Endócrina 

log-rank Correlación Sobrevida Global 

GAP RALBP1 
p=0.0966 HR=1.291 

(0.9555-1.751) 
NO 

GEF 

TIAM1 
p=0.0375 HR=1.374 

(1.022-1.876) 
Alta expresión - Peor pronóstico 

VAV3 
p=0.0420 HR=1.370 

(1.012-1.853) 
Alta expresión - Peor pronóstico 

TRION 
p=0.3163 HR=1.167 

(0.8629-1.580) 
NO 

EFECTOR PAK1 
p=0.0032 HR=1.577  

(1.167-2.139) 
Alta expresión - Peor pronóstico 

FIRMAS 
GENETICAS 

TIAM1-
VAV3-
PAK1 

p=0.0002 HR=4.501  
(1.880-7.443) 

Alta expresión - Peor pronóstico 

TIAM1-
PAK1 

p=0.0005 HR=2.070  
(1.380-3.159) 

Alta expresión - Peor pronóstico 

VAV3-
PAK1 

p=0.0003 HR=2.417  
(1.498-3.788) 

Alta expresión - Peor pronóstico 
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El cáncer es una de las principales causas de muerte en el mundo (GLOBOCAN 

2012). En Argentina mueren aproximadamente 60 mil personas por año, el 20% del total de 

defunciones que se producen anualmente en el país (145). Es un grupo de enfermedades 

que se caracterizan principalmente por presentar fallas en los mecanismos implicados en la 

proliferación y recambio celular. Cualquier alteración que provoque cambios en estos 

procesos, puede alterar la estructura celular organizada y desencadenar los procesos de 

desarrollo tumoral. 

El cáncer de mama es el segundo tipo de cáncer más común en el mundo, siendo el 

más frecuente entre las mujeres (1). Es una patología muy compleja y heterogénea, que 

presenta características biológicas e histopatológicas distintivas. Numerosos genes 

involucrados en el control del crecimiento y diferenciación celular y apoptosis potencian la 

complejidad de la enfermedad y dificultan la elección de la opción terapéutica. El estado de 

menopausia de la paciente, el grado o estadio del tumor y la expresión de receptores 

específicos pueden influenciar la selección del tratamiento (2). En este sentido, el cáncer de 

mama puede ser clasificado biológicamente en tres grandes grupos o subtipos, de acuerdo a 

la expresión de ciertos biomarcadores o receptores especificos: tumores receptores 

hormonales positivos, que expresan ER y/o PR; tumores HER2 positivos, que sobreexpresan 

o tienen amplificado el gen HER2/neu; y tumores triple negativos, que no expresan ninguno 

de estos tres receptores (ER, PR o HER2/neu) (146).  

Los biomarcadores pueden ser categorizados de acuerdo a la utilidad que se les va a 

dar en la clínica. Por ejemplo, podemos contar con biomarcadores de diagnóstico de la 

presencia de la enfermedad; predictivos de respuesta a algún tratamiento, o de pronóstico. 

Un ejemplo tradicional de biomarcador molecular para cáncer de mama que se utiliza en la 

clínica es la presencia de ER y/o PR (evaluada mediante técnicas histológicas y de unión al 

ligando), que predicen la sensibilidad al tratamiento endócrino. Otro ejemplo lo conforma la 

sobreexpresión/amplificación de HER2 (ERBB2), como predictor de respuesta al tratamiento 

con los anticuerpos monoclonales trastuzumab y pertuzumab (20). Los resultados clínicos 

muestran que aquellos pacientes que tienen sobreexpresado HER2 (aproximadamente un 

20% del total de pacientes), mejoran la sobrevida global y progresión libre de enfermedad 

(20, 147)  

En los últimos años comenzaron a comercializarse varios ensayos moleculares en los 

Estados Unidos y Europa, como Prosigna, MammaPrint y Oncotype DX. Estas pruebas 

analizan muestras del tumor, determinando la expresión de un conjunto de genes 

relacionados a diferentes aspectos de la biología tumoral. Prosigna (anteriormente llamada 

PAM50), ayuda a determinar el beneficio de usar quimioterapia junto con terapia endócrina 
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para algunos tumores ER positivos/HER2 negativos. Esta prueba determina un valor 

arbitrario, en base al análisis de 50 genes. Si el resultado muestra que la paciente tiene un 

riesgo alto de metástasis (el puntaje PAM50 es alto), se recomienda la elección de un 

tratamiento mucho más agresivo de quimioterapia y terapia endócrina. En cambio, si la 

prueba muestra un bajo riesgo de metástasis (el puntaje PAM50 es bajo), se puede utilizar 

terapia endócrina solamente (148-151). 

Mammaprint y Oncotype DX miden la expresión de 70 y 21 genes, respectivamente. 

El primero permite predecir recurrencia luego de recibido el tratamiento quimioterápico (152). 

El segundo, predice la recurrencia de pacientes con tumores invasivos ER positivos/HER2 

negativos. Igualmente, a pesar de las numerosas opciones que aparecen en bibliografía como 

potenciales biomarcadores, un grupo muy reducido de genes ha sido aprobado y validado por 

la FDA (153).  

El tratamiento del cáncer de mama involucra diversas combinaciones de cirugía, 

radioterapia, quimioterapia y terapia endócrina. El estudio exhaustivo de la biología tumoral 

de los pacientes, explorando vías de señalización que se encuentran alteradas, ha contribuido 

significativamente en el entendimiento de la enfermedad. Sin embargo, el diagnóstico y la 

elección del tratamiento todavía se basan, en gran medida, en técnicas histopatológicas e 

inmunohistoquímicas clásicas. Por esta razón, sabiendo que se necesita un enfoque más 

cuantitativo para el diagnóstico y la individualización racional del tratamiento, en la actualidad 

se están realizando grandes esfuerzos en mejorar la precisión de las pruebas de 

biomarcadores predictivos. En este sentido, el desarrollo tecnológico de secuenciación 

genómica, ha propiciado la obtención y generación de cantidades masivas de datos 

biomédicos, que vienen a colaborar con este objetivo. 

El uso de microarrays y de tecnologías de secuenciación masiva o RNA-seq permite 

determinar los niveles de expresión del transcriptoma. Al medir la expresión de muestras de 

pacientes y compararla con controles sanos, se pueden identificar genes que muestren 

expresión diferencial entre ambos grupos. A su vez, dentro de un mismo grupo, pueden 

categorizarse a los pacientes de acuerdo a niveles arbitrarios de expresión de un determinado 

grupo de genes. Este enfoque se ha utilizado para identificar genes implicados en numerosas 

enfermedades, así como para crear firmas genéticas pronósticas capaces de clasificar a los 

pacientes en grupos de alto o bajo riesgo.  

El big data en biomedicina tiene ejemplos típicos de recursos y herramientas que se 

están utilizando actualmente en investigación traslacional. Una de las primeras bases de 

datos disponible fue Oncomine, que proporciona acceso a una gran colección de datos de 

expresión génica para diferentes tipos de cáncer. Quizás la base de datos más grande que 
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existe en la actualidad es la proporcionada por el proyecto “The Cancer Genome Atlas” 

(TCGA), del Instituto Nacional del Cáncer (NCI, por sus siglas en inglés) y el Instituto Nacional 

de Investigación del Genoma Humano (NHGRI, por sus siglas en inglés) de Estados Unidos. 

Este proyecto, de acceso totalmente público, posee información sobre los principales cambios 

genómicos de 33 tipos de cáncer (154).  

Por otro lado, recursos informáticos como cBioportal (www.cbioportal.org) han 

permitido un acceso menos restringido a datos genómicos complejos, a través de 

herramientas de código abierto, favoreciendo significativamente la obtención de datos 

biomédicos como alteraciones en el número de copias de un gen, niveles de expresión de 

ARNm y de micro ARN o mutaciones puntuales, correlacionados con la historia clínica de 

cada paciente. En línea con cBioportal, la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) 

es un repositorio público internacional, respaldado por el Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI, por sus siglas en inglés) que archiva y distribuye libremente la  

expresión génica de múltiples estudios de microarrays, RNA-seq y otras formas de obtención 

a gran escala de datos genómicos. 

En este trabajo nos propusimos explorar diferentes bases de datos de pacientes de 

cáncer de mama, analizando los valores de expresión de integrantes de la vía de señalización  

de Rac1, con el objetivo de determinar potenciales roles de éstos como predictores de 

respuesta al tratamiento endócrino en cáncer de mama. 

En primer lugar, llevamos a cabo la elección de aquellos integrantes de la vía de Rac1 

involucrados en los procesos de desarrollo tumoral, metástasis o resistencia en cáncer de 

mama. Establecimos grupos de genes clasificados de acuerdo a su función dentro de la vía. 

Así, evaluamos la expresión de diferentes activadores de tipo GEF (TIAM1, VAV3, TRION y 

ARHGEF2), proteínas activadoras de GTPasas (GAPs) (RALBP1, CHN2, ARHGAP9, 

ARHGAP22 y SRGAP2); RAC1 (como nodo central de la vía) y PAK1 (como efector directo).  

Un primer análisis de expresión nos permitió conocer el status de estos genes en 

pacientes con cáncer de mama, en comparación con muestras de tejidos de controles sanos. 

Clasificando a las pacientes de acuerdo a la expresión o no de ER, pudimos identificar genes 

que mostraban expresión diferencial con respecto al tejido normal. En este sentido, las 

pacientes ER positivo mostraron una sobreexpresión de los GEFs TIAM1, VAV3, TRION y 

una disminución en la expresión de RALBP1. Por otro lado, las pacientes ER negativo, 

también mostraron sobreexpresión de TIAM1 y TRION, pero una expresión disminuida de 

VAV3, RALBP1 y de RAC1.  

Estos resultados nos permitieron seleccionar a aquellos genes con expresión 

http://www.cbioportal.org/
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diferencial entre tejido normal y tumoral, de manera de poder evaluar sus posibles roles como 

biomarcadores de respuesta. Así, evaluamos curvas de sobrevida, teniendo en cuenta los 

niveles de expresión de TIAM1, VAV3, RALBP1 y PAK1. En este sentido, de existir alguna 

relación de la vía de Rac1 con un peor pronóstico, se esperaría que aquellas alteraciones que 

provoquen la activación de la vía, muestren correlación con una disminución de la sobrevida 

global. Esto sería posible en los casos de alta expresión de los GEFs, baja expresión de los 

GAPs o alta expresión de los efectores. 

Utilizamos la base de datos METABRIC (Molecular Taxonomy of Breast Cancer 

International Consortium), clasificando a los pacientes en grupos de baja (LOW) o alta (HIGH) 

expresión del gen, de acuerdo a un valor de corte para cada uno. La METABRIC es un 

proyecto entre Canadá y el Reino Unido, que clasifica los tumores mamarios en diferentes 

subcategorías basadas en firmas genéticas. La elección de este proyecto se debió a que es 

el mayor estudio genético a nivel mundial sobre cáncer de mama, que cuenta con un número 

estadísticamente relevante de muestras de pacientes ER positivos y negativos, con un 

seguimiento clínico a largo plazo. Al analizar curvas de sobrevida de pacientes triples 

negativos y ER positivos (sin discriminar por tratamiento), observamos que los niveles 

alterados de expresión de los genes seleccionados no correlacionaban con cambios en la 

sobrevida global.  

Nuestra hipótesis plantea a la vía de señalización de Rac1 como un componente 

importante en el desarrollo de resistencia adquirida a las terapias endócrinas. La resistencia 

adquirida, en contraste con la resistencia intrínseca, implica una respuesta inicial al 

tratamiento, seguida por una posterior progresión de la enfermedad. Por esta razón, 

decidimos evaluar qué ocurría con las curvas de sobrevida de las pacientes ER positivo, 

discriminándolas en dos grupos: aquellas que habían sido tratadas con algún tipo de terapia 

endócrina, y aquellas que no. De esta manera observamos que la alta expresión de TIAM1, 

VAV3 y PAK1, muestran una correlación estadísticamente significativa con un peor 

pronóstico. En resumen, aquellas pacientes que presentaban altos valores de expresión de 

estos genes, tuvieron una menor sobrevida global.  

En el año 2016, la American Society of Clinical Oncology (ASCO, por sus siglas en 

inglés) emitió un informe conteniendo las recomendaciones de tratamiento para pacientes 

con cáncer de mama ER positivo (155). En esta investigación refuerzan la elección de la 

terapia endócrina como tratamiento de primera línea para este grupo de pacientes, con 

excepción de los casos en los que exista riesgo inmediato de muerte. Además, recomiendan 

que los pacientes alternen entre diferentes tipos de terapia endócrina y/o quimioterapia, de 

acuerdo a la progresión del tumor, los efectos adversos de la terapia y los síntomas asociados 
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a la enfermedad. Al analizar las curvas de sobrevida de pacientes ER positivo tratados con 

terapia endócrina y categorizados de acuerdo a la baja o alta expresión de los genes 

seleccionados, observamos que el estado de supervivencia de los pacientes de ambos 

grupos comienza a diferenciarse al transcurrir un cierto tiempo de tratamiento. Lo interesante 

de este hallazgo es que este comportamiento comienza a ser evidente al transcurrir 

aproximadamente 50-60 meses de tratamiento, tiempo totalmente acorde al desarrollo de 

mecanismos de resistencia adquirida. En este sentido, nuestra hipótesis plantea que las 

pacientes ER positivo se benefician inicialmente con el tratamiento endócrino, pero al 

transcurrir un tiempo, los niveles de expresión elevados de TIAM1, VAV3 o PAK1, aceleran 

la progresión de la enfermedad. En línea con esta hipótesis, al estratificar los pacientes que 

presentaban la combinación de alta expresión de los 3 genes (TIAM1-VAV3-PAK1HIGH, o 

ambas combinaciones de GEF-PAK1 (TIAM1-PAK1HIGH o VAV3-PAK1HIGH) y compararlos con 

aquellos pacientes que presentaban bajos niveles de expresión de estas firmas genéticas, la 

disminución de la sobrevida global se hizo más evidente. Otra vez, las curvas de sobrevida 

mostraron mayores diferencias luego de transcurrido un periodo aproximado de 60 meses.  

Por lo tanto, y a modo de resumen de este capítulo, el análisis de expresión de 

diferentes integrantes de la vía de Rac1 nos permitió conocer qué genes presentaban niveles 

de expresión diferencial con respecto a muestras de tejido mamario normal. A su vez, 

demostramos que la alta expresión de TIAM1, VAV3 y PAK1 correlacionan con una 

disminución en la sobrevida global de pacientes ER positivos tratados con terapia endócrina. 

Por último, debido a que este resultado no se encontró para otro tipo de pacientes (ya sean 

ER positivos no tratados con terapia endócrina o triples negativos), los datos sugerirían la 

posibilidad de que TIAM1-VAV3-PAK1 podrían constituirse como marcadores de respuesta 

al tratamiento con terapias endócrinas. Se están realizando estudios en este sentido.
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● Se analizaron los niveles de expresión de diferentes genes miembros de la vía de 

señalización de Rac1 en muestras de tejido normal, pacientes ER positivo y pacientes 

ER negativo, del set de datos GSE42568, de GEO NCBI. 

 

● La clasificación de los miembros de la vía de Rac1 se llevó adelante de acuerdo al rol 

que cumplían en el ciclo de activación de esta proteína. De esta manera, se analizaron 

los siguientes grupos: 
 

- GEFs: TIAM1, VAV3, TRION, ARHGEF2 
- RAC1 (nodo central) 

- GAPs: RABLP1, CHN2, ARHGAP9, ARHGAP22, SRGAP2 
- PAK1 (efector directo) 

 

● El análisis comparativo de expresión de las muestras de cáncer de mama ER positivo 

y ER negativo con respecto a tejido normal demostró que: 
 

- La expresión de TIAM1, VAV3, TRION y PAK1 se encuentra sobreexpresada 

y la de RALBP1 disminuida, en cáncer de mama ER positivo.  

 

- La expresión de VAV3 y RALBP1 se encuentra disminuida en cáncer de mama 

ER negativo. 

 

- La expresión de RAC1 se encuentra disminuida en cáncer de mama ER 

negativo. 
 

● El análisis de curvas de supervivencia de muestras de pacientes del METABRIC 

demostró que: 
 

- Ninguno de los genes analizados en este set de datos posee valor predictivo 

de pronóstico en pacientes de cáncer de mama triple negativos. 

 

- la alta expresión de TIAM1, VAV3 y PAK1 correlacionan positivamente con un 

peor pronóstico en pacientes de cáncer de mama ER positivo tratado con 

terapia endócrina. 

 

- La alta expresión de las firmas genéticas TIAM1-VAV3-PAK1, TIAM1 -PAK1 y 

VAV3-PAK1 aumentan el peor pronóstico de pacientes de cáncer de mama 

ER positivo tratado con terapia endócrina.

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Las pacientes ER positivo representan un 70% de todos los tipos de cáncer de mama 

y la terapia endócrina es el principal tratamiento para estas pacientes. Los dos grandes tipos 

de terapias endócrinas lo comprenden los IAs, como anastrozol y letrozol; y los SERMs, como 

Tam. Anastrozol y letrozol actúan disminuyendo los niveles de estrógeno circulante inhibiendo 

la enzima aromatasa encargada de sintetizarlo; en cambio Tam lo hace inhibiendo la actividad 

del ER. 

A pesar del éxito de los tratamientos hormonales disponibles para cáncer de mama y 

del perfil toxicológico favorable que presentan, un porcentaje importante de los pacientes 

desarrollan mecanismos de resistencia a estas terapias, que complican el panorama clínico 

y provocan la recurrencia de la enfermedad. Actualmente existen evidencias muy 

contundentes que sitúan a la vía de señalización de Rac1 como pieza clave en el fenómeno 

de resistencia adquirida a los tratamientos hormonales. 

PAK1, efector director de Rac1, es capaz de fosforilar al ER en el residuo Ser305, 

aumentando la expresión de CycD1 (60) y la actividad transcripicional del ER. Otros trabajos 

mostraron que la activación aberrante de EGFR o del activador de Rac1 Vav3 son capaces 

de contribuir al desarrollo de hormono-independencia en células de carcinoma mamario 

humano. 

Por otro lado, en pacientes de cáncer de mama pre-menopáusicas, altos niveles de 

expresión de PAK1 y su presencia nuclear correlacionan con una baja respuesta a Tam. 

Además, estudios de asociación de genoma completo (GWAS) demostraron que la vía de 

señalización Vav3/Rac1/PAK1 es capaz de desarrollar mecanismos de resistencia a terapias 

endócrinas (103). 

Por lo tanto, teniendo en cuenta los antecedentes que muestran la importancia de 

Rac1 en el fenotipo resistente, el objetivo central del presente capítulo fue profundizar los 

conocimientos sobre los mecanismos de resistencia endócrina vinculados con la 

sobreactivación de la vía de señalización de Rac1 y la evaluación de 1A-116 como posible 

agente terapéutico para la reversión de dichos mecanismos en células de cáncer mamario.
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ERK1/2 se encuentra sobreactivada en un modelo celular de resistencia 

a IAs  

Evaluamos el efecto anti-proliferativo de diferentes IAs sobre la línea celular de cáncer 

de mama hormono-dependiente MCF7 y el modelo de cáncer de mama humano con 

resistencia adquirida a IAs (MCF7-LTED). Las células se trataron durante 72h con anastrozol 

o letrozol 10µM y se determinó la proliferación celular mediante el método colorimétrico de 

cristal violeta. Como se muestra en la Figura 1 A, los IAs testeados inhibieron la proliferación 

celular de MCF7 (aunque anastrozol tuvo un efecto mucho más modesto que letrozol). Sin 

embargo, los IAs evaluados no provocaron cambios en la capacidad proliferativa de las 

células MCF7-LTED. Al analizar diferentes proteínas de señalización de estas líneas 

celulares, encontramos que el modelo MCF7-LTED presenta una sobreexpresión de ER 

(Figura 1 B) y un aumento en la activación de ERK1/2 (Figura 1 C) en comparación con MCF7.  

 

1A-116 devuelve la sensibilidad a IAs en células resistentes MCF7-LTED 

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, evaluamos el status de activación de 

Rac1 en el modelo celular resistente a IAs. Para ello, llevamos adelante un ensayo de pull-

down de células MCF7 y MCF7-LTED creciendo en condiciones normales y evaluamos los 

niveles de Rac1-GTP mediante western blot. Como se observa en la Figura 2 A, las células 

MCF7-LTED presentan mayores niveles de activación de Rac1 en comparación con las 

células MCF7.  

Al evaluar el efecto anti-proliferativo de 1A-116 en estos modelos, observamos que 

MCF7-LTED resultó ser más sensible a este tratamiento (Figura 2 B), al mostrar una IC50 de 

12 µM, 2 veces menor que las células wild type (Figura  2 C) 

Con el objetivo de evaluar el impacto de la inhibición de Rac1 en el modelo MCF7-

LTED, llevamos adelante un ensayo de combinación de IAs con 1A-116 y analizamos la 

proliferación celular y los niveles de activación de ERK1/2 en respuesta a los tratamientos.  

En primer lugar, evaluamos el efecto anti-proliferativo de los tratamientos combinados 

mediante un ensayo de proliferación celular. Como se muestra en la Figura 2 D, la 

combinación con 1A-116 logró revertir la resistencia a IAs, mostrando un efecto más notorio 

en la combinación anastrozol + 1A-116. 
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Figura 1: El modelo MCF7-LTED resistente a IAs presenta una sobreactivación de ERK1/2. A) Células MCF7 
y MCF7-LTED fueron sembradas en placas de 96 wells y a las 24 h fueron tratadas con anastrozol o letrozol 10µM. 
Luego de 72 h se analizó la viabilidad celular mediante el ensayo colorimétrico de cristal violeta. A) MCF7-LTED 
no sufrió cambios en la capacidad proliferativa. Barras, S.E.M. t test, *p<0.05. Los resultados están expresados 
como porcentaje del control y son representativos de al menos tres experimentos independientes. Lisados 
celulares de MCF7 y MCF7-LTED creciendo en condiciones normales fueron separados mediante SDS-PAGE y 
los niveles de ER, p-ERK1/2 y ERK1/2  fueron detectados mediante western blot. B) Las células MCF7-LTED 
mostraron una sobrexpresión de ER, en comparación con las células MCF7 control. C) Las células MCF7-LTED 
mostraron mayores niveles de fosforilación (activación) de ERK1/2, en comparación con las células MCF7 control. 
En ambos casos se detectaron los niveles de β-Tubulina como control de carga. 

 

 Por otro lado, tratamos células MCF7-LTED con anastrozol o letrozol 10uM, 1A-116 

4µM o la combinación durante 24 h, generamos lisados celulares totales y analizamos los 

niveles de p-ERK1/2 mediante western blot. Como puede observarse en la Figura 3, el 

tratamiento con anastrozol (Figura 3 A) o letrozol (Figura 3 B) provocó un aumento en los 

niveles de p-ERK1/2. Sin embargo, el tratamiento con 1A-116 solo o en combinación con 

estos IAs logró disminuir está activación. En ambos esquemas de tratamientos, los niveles 

totales de ERK1/2 no sufrieron alteraciones y la concentración de 1A-116 utilizada no provocó 

cambios en la proliferación celular (datos no mostrados).  

En resumen, la inhibición de Rac1 en las células resistentes MCF7-LTED disminuye 

los niveles de activación de ERK1/2 repercutiendo en una reversión de la resistencia a IAs.  

A 

B C 
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Figura 2: La inhibición de Rac1 mediante 1A-116 es capaz de revertir la resistencia a IAs. A) Ensayo de pull-
down para detectar niveles de activación de Rac1. Las células MCF7-LTED presentan sobreactivada la proteína 

Rac1, en comparación con las células MCF7 control. Células MCF7 y MCF7-LTED fueron sembradas en placa de 
96 wells y a las 24 hs fueron tratadas con diferentes concentraciones de 1A-116. Luego de 72 h se analizó la 
viabilidad celular mediante el ensayo colorimétrico de cristal violeta y la concentración que produjo el 50% de 
inhibición (IC50) fue determinada mediante regresión no lineal utilizando el software GraphPad Prism6®. B) MCF7-

LTED presentó una mayor inhibición concentración-dependiente, en comparación con la línea control MCF7. 
Barras, S.E.M. ANOVA, Tukey's Multiple Comparison Test, * p<0.05. C) MCF7-LTED mostró una IC50 de 12 µM 
vs. 23 µM de las células MCF7 control.  Barras, S.E.M. t test, * p<0.05.  D) MCF7-LTED fueron tratadas durante 
72 h con anastrozol o letrozol 10 µM (barras negras), 1A-116 4 µM (barras grises) o combinación de IAs y 1A-116 
(barras blancas). Barras, IC 95%. ANOVA doble vía, Tukey's Multiple Comparison Test, Comparación de IC 95%; 
** p<0.01; **** p<0.001. Los resultados están expresados como porcentaje del control y son representativos de al 
menos tres experimentos independientes. 
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Figura 3: El tratamiento con 1A-116 disminuye los niveles de fosforilación de ERK1/2 en células resistentes 
a IAs. Células MCF7-LTED fueron tratadas durante 24 h con A) vehículo (control), anastrozol 10 µM, 1A-116 4 µM 
o combinación de ambos y B) vehículo (control), letrozol 10 µM, 1A-116 4 µM o combinación de ambos y los 
lisados celulares separados mediante SDS-PAGE. Se detectaron los niveles de p-ERK1/2, ERK1/2 y β-Tubulina 
(como control de carga). Lisados celulares de MCF7 se utilizaron como control negativo de la fosforilación de 
ERK1/2. 
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● Las células MCF7-LTED resistentes a IAs presentan una sobreexpresión del ER y un 

aumento en los niveles de activación de ERK1/2 y de Rac1. 

 

● Las células MCF7-LTED presentan una mayor sensibilidad a la inhibición de Rac1 

mediante 1A-116. 

 

● La combinación de 1A-116 con anastrozol o letrozol disminuye los niveles de 

activación de ERK1/2 y revierte la resistencia a estos IAs.

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Desarrollo de un modelo celular de cáncer de mama humano con 

sobreactivación de Rac1 

Se generaron dos modelos celulares de cáncer de mama con el objetivo de estudiar 

la relación entre la activación de Rac1 y los mecanismos de resistencia a Tam. Para ello, 

transfectamos de manera estable la línea celular MCF7 con la construcción C1199 Tiam1 

(versión truncada en su N-terminal y constitutivamente activa del activador de tipo GEF 

Tiam1) o el vector vacío (pcDNA.3). Luego de un período de selección con G418, 

establecimos el modelo MCF7::C1199 que sobreexpresa la versión truncada descrita de 

Tiam1 (Figura 4 A) y que presenta mayores niveles de Rac1 activo (Figura 4 B).  

 

 

 

Figura 4: Rac1 se encuentra sobreactivado en el modelo celular MCF7::C1199. Células MCF7 de cáncer de 

mama humano fueron transfectadas con una versión CA del activador de tipo GEF de Rac1 Tiam1 (MCF7::C1199) 
o vector vacío (MCF7::pCDNA.3). Lisados celulares de ambos modelos fueron separados por SDS-PAGE. A) 
Detección de niveles de C1199-Tiam1 por western blot. B) Ensayo de pull-down para detectar niveles de activación 
de Rac1. MCF7::C119 presenta mayores niveles de Rac1-GTP (activo) en comparación con MCF7:pCDNA.3 Se 
muestran las medias de densitometría ± S.E.M (unidades arbitrarias, tomando los niveles de MCF7::pCDNA.3 
como 1). C) Microfotografías representativas de los modelos generados creciendo en condiciones normales 
(microscopía de campo claro 200X).  
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Como describieron Adam et al. (156), la sobreactivación de esta GTPasa provocó 

cambios fenotípicos en las células MCF7::C1199 asociados a procesos regulados por Rac1, 

como la formación de lamelipodios (Figura 4 C) y un aumento de la capacidad migratoria, 

tanto en presencia de CSS como de SFB (Figura 5 A-B). Además, la tasa de proliferación 

celular de MCF7::C1199 aumentó, mostrando un menor tiempo de duplicación en 

comparación con las células MCF7::pCDNA.3 (Figura 5 C).  

 

 

Figura 5: La sobreactivación de Rac1 aumenta la migración y proliferación celular. A) Se realizó un ensayo 

de migración en herida sobre monocapas confluentes de células MCF7::pCDNA.3 y MCF7::C1199, creciendo en 
presencia de 10% CSS o 10% SFB. Después de 16 hs de incubación, las células fueron fijadas y teñidas con azul 
de metileno. El porcentaje de área invadida (expresado como media, n=10) fue analizado mediante el software 
NISElement 3.0. Barras, S.D., Unpaired t test, *p<0.05; ***p<0.001. B) Microfotografías representativas (200X) del 
ensayo de migración en herida. Las líneas punteadas rojas representan la herida control a tiempo 0 (cero). C) 
Células MCF7::pCDNA y MCF7::C1199 fueron sembradas en placa de 12 wells, se realizó recuento celular por 
hemocitómetro y tinción con azul tripán cada 24 h y posteriormente se determinó el tiempo de duplicación mediante 
el software GraphPad Prism6®. La tasa de crecimiento se define como número de duplicaciones por unidad de 
tiempo (h). Unpaired t test, **p<0.01 vs. MCF7::pcDNA.3. 

 

La sobreactivación de Rac1 provoca un fenotipo hormono-independiente 

en células de cáncer de mama humano 

Buscando explorar la relación entre la sobreactivación de Rac1 y la respuesta a 

estrógenos, evaluamos en primer lugar los niveles de expresión proteicos de ER en los 

modelos celulares MCF7::pCDNA.3 y MCF7::C1199 mediante western blot (Figura 6 A) y 

citometría de flujo (Figura 6 B). Los niveles de ER no sufrieron alteración en su expresión en 

estos modelos. 

Para evaluar la respuesta a E2, tratamos ambos modelos celulares durante 72 h con 

diferentes concentraciones de E2 y analizamos la proliferación celular en respuesta a este 
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estímulo. Como se muestra en la Figura 6 C, estos tratamientos aumentaron la proliferación 

celular en MCF7::pCDNA.3, de manera concentración-dependiente. Sin embargo, las células 

MCF7::C1199 no respondieron a dicho estímulo, mostrando que la sobreactivación de Rac1 

provoca un fenotipo hormono-independiente en células de cáncer de mama humano. 

 

 

Figura 6: La sobreactivación de Rac1 provoca un fenotipo hormono-independiente. Lisados celulares de 

MCF7::pcDNA.3 y MCF7::C1199 fueron separados por SDS-PAGE y se detectaron los niveles de expresión de 
ER en ambos modelos mediante A) western blot y B) citometría de flujo. C) Células MCF7::pcDNA.3 y 
MCF7::C1199 creciendo en placas de 96 wells fueron tratadas durante 72 h con diferentes concentraciones de 
17-β-Estradiol (E2). Se analizó la viabilidad celular mediante el ensayo colorimétrico de cristal violeta. Barras, 
S.E.M. ANOVA, Tukey's Multiple Comparison Test; ns, diferencias no significativas; *p<0.05; ***p<0.001 vs. 
control. Los resultados están expresados como porcentaje del control y son representativos de al menos tres 
experimentos independientes. 

 

La inhibición de Rac1 restablece la sensibilidad a Tam en células 

resistentes  

Para evaluar el efecto anti-proliferativo de Tam en los modelos generados, las células 

fueron tratadas durante 72 h con diferentes concentraciones de Tam y la proliferación celular 

analizada mediante el método colorimétrico de cristal violeta. Como se esperaba, el 

tratamiento con Tam de células MCF7::pCDNA.3 inhibió la proliferación celular de manera 

concentración-dependiente. Sin embargo, las células MCF7::C1199 no sufrieron ningún 
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cambio en su capacidad proliferativa en estas condiciones (Figura 7 A). Por esta razón, y 

buscando evaluar las implicancias de Rac1 en el desarrollo de un fenotipo resistente a Tam, 

primero evaluamos el efecto de 1A-116 en los modelos MCF7. Las células MCF7:pCDNA.3 

resultaron ser menos sensibles a 1A-116 que las células MCF7::C1199. En este sentido, 

MCF7::C1199 mostró una IC50 de 9 µM, un valor 7 veces menor que la IC50 de las células 

MCF7::pCDNA.3 (Figura 7 B). Finalmente, evaluamos el efecto de la combinación de una 

concentración sub-IC50 de 1A-116 con diferentes concentraciones de Tam y observamos que 

el tratamiento combinado de 1A-116 con Tam en células MCF7::C1199 restableció el efecto 

anti-proliferativo de Tam (Figura 7 C), mostrando que la inhibición de Rac1 es capaz de 

revertir la resistencia a Tam. 

 

La inhibición de la vía de señalización Rac1-PAK1 revierte los 

mecanismos de resistencia de Tam en células de cáncer de mama 

resistentes 

Debido a que uno de los mecanismos que pueden explicar el desarrollo de resistencia 

adquirida a Tam se debe a que PAK1 es capaz de fosforilar el residuo Ser305 de ER e inhibir 

los efecto de Tam, evaluamos el efecto de 1A-116 sobre los niveles de fosforilación de PAK1 

en las células resistentes MCF7::C1199. Como se observa en la Figura 8 A, el tratamiento a 

diferentes tiempos con 1A-116 disminuyó los niveles de fosforilación de PAK1 (p-PAK1).. 

Luego, al evaluar el efecto de Tam sobre la fosforilación de PAK1 en estas células, 

observamos que dicho tratamiento incrementó los niveles de p-PAK1 y  que 1A-116 revirtió 

esta fosforilación de PAK1 inducida por Tam (Figura 8 B). Además, la translocación nuclear 

de PAK1 también se comporta como un marcador de baja respuesta al tratamiento con Tam. 

En este sentido, las células MCF7::C1199 mostraron presencia de p-PAK1 en la fracción 

nuclear, mecanismo que fue inhibido por efecto de 1A-116 (Figura 8 C).  
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Figura 7: 1A-116 restablece la sensibilidad a Tam en células resistentes MCF7::C1199. Se trataron durante 

72 h células MCF7::pcDNA.3 y MCF7::C1199 con diferentes concentraciones de A) Tam y B) 1A-116. La IC50 fue 
determinada mediante regresión no lineal utilizando el software GraphPad Prism6®. Barras de error, IC 95%. 
ANOVA doble vía, Tukey's Multiple Comparison Test, Comparación de IC 95%, ** p<0.01 MCF7::pCDNA.3 vs. 
MCF7::C1199 a cada concentración de 1A-116. C) Se trataron durante 72 h células resistentes MCF7:C1199 con 
diferentes concentraciones de Tam (barras negras), 1A-116 4 μM (barras grises) o combinación de ambos (barras 
blancas). La concentración de Tam solo o en combinación con 1A-116 se muestran debajo de cada barra. Barras 
de error, IC 95%, ANOVA doble vía, Tukey's Multiple Comparison Test, Comparación de IC 95%, *p<0.05, ** 
p<0.01, 1A-116 vs. 1A-116 + Tam a cada concentración de Tam. Los resultados están expresados como 
porcentaje del control y son representativos de al menos tres experimentos independientes. 

 

Para confirmar el mecanismo de traslocación nuclear de PAK1 mediado por una 

sobreactivación de Rac1, células COS-1 fueron co-transfectadas con la versión activa de 

Rac1 Q61L (o vector vacío EV) y PAK1 wild type (fusionada a EGFP). Al cabo de 24 h, 

subcultivamos y sembramos las células en vidrios cubiertos de poli-lisina y las tratamos o no 

durante 24 h con 1A-116. Luego, se fijaron y tiñeron con Alexa Fluor 555 conjugado a faloidina 

y DAPI y se analizaron mediante microscopía confocal. Como se observa en la Figura 9 (filas 

EV), las células transfectadas con el EV muestran presencia citosólica de PAK1, 

independientemente del tratamiento o no con 1A-116. Por otro lado, en aquellas células 

transfectadas con la versión activa de Rac1 (Q61L) (filas Rac1 Q61L) y tratadas con vehículo, 

se observa presencia nuclear de PAK1. Sin embargo, este mecanismo de traslocación 

nuclear fue revertido por el tratamiento con 1A-116. 
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Figura 8: La fosforilación de PAK1 aumenta en respuesta a Tam y su traslocación nuclear es inhibida por 
1A-116. Las células MCF7::C1199 se trataron con A) 1A-116 (4 μM), B-C) Tam (1 μM) o combinación de ambos 
durante diferentes tiempos. Se realizó un fraccionamiento subcelular para generar fracciones B) citosólicas y C) 
nucleares. Se detectaron los niveles de fosfo-PAK1 y PAK1 mediante western blot. Se muestran los valores de 
media densitométrica ± de S.E.M de fosfo-PAK1 relativizados a los niveles totales de PAK1 (unidades arbitrarias, 
tomando el tratamiento control como 1). Se detectaron β-Tubulina y Lamin B1 como control de carga de la fracción 
citosólica y nuclear, respectivamente. 

 

  

A

A 

B

A 

C

A 



El rol de Rac1 en la resistencia endócrina en cáncer de mama  - RESULTADOS CAPITULO III B -  
 

157 
 

 

Figura 9: 1A-116 inhibe la traslocación nuclear de PAK1 mediada por Rac1. Células COS-1 co-transfectadas 

con el plásmido pNM42 (Rac1 Q61L) o el vector vacío pEGFP-C1 (EV, como control), junto con el plásmido PAK1-
EGFP  y creciendo sobre cubreobjetos recubiertos de poli-lisina, se trataron con vehículo (Control) o 1A-116 50 
µM durante 24 h. Para visualizar el citoesqueleto de F-actina y los núcleos, las células fueron teñidas con Alexa 
Fluor 555 conjugado a faloidina y DAPI, respectivamente. Las preparaciones teñidas se analizaron por 
microscopía confocal utilizando un microscopio confocal Leica SP5 con un objetivo de 63X (Leica).  

 

Finalmente, evaluamos los niveles de fosforilación de Ser305 de ER (p-Ser305 ER) 

en los modelos MCF7. La sobreactivación de Rac1 provocó un aumento en los niveles de p-

Ser305 ER en las células MCF7::C1199, hecho demostrado tanto por western blot (Figura 

10A) como por citometría de flujo (Figura 10B). En consecuencia, evaluamos los efectos de 

Tam y 1A-116 en la modulación de los niveles de fosforilación de este aminoácido. Como se 

muestra en la Figura 10C, p-Ser305 ER aumentó en respuesta al tratamiento con Tam y la 

presencia de 1A-116 revirtió dichos niveles.  
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Figura 10: 1A-116 disminuye los niveles de p-Ser305 ER en respuesta al tratamiento con Tam. A) Lisados 

celulares de MCF7::pCDNA.3 y MCF7::C1199 fueron separados por SDS-PAGE y los niveles de p-Ser305 ER y 
PAK1 se detectaron mediante western blot. B) Los niveles de p-Ser305 ER se detectaron también mediante 
citometría de flujo en ambas líneas celulares. C) Se trataron células MCF7::C1199 con Tam (1 μM), 1A-116 (4 μM) 
o la combinación de ambos durante 24 h y se detectaron los niveles de p-Ser305 ER mediante citometría de flujo. 
La intensidad media geométrica de fluorescencia relativa (gMFI) de p-Ser305 ER se determinó como se describe 
en Materiales y métodos. Barras de error, S.E.M. ANOVA, Tukey's Multiple Comparison Test, *p<0.05 vs. Tam 
(tratamiento de estimulación). 

 

La sobreactivación de Rac1 promueve un fenotipo altamente agresivo, 

incrementando la capacidad tumorigénica de células de cáncer de mama 

humano MCF7 

La línea celular MCF7 se utiliza como modelo para estudiar tumores dependientes de 

estrógenos. Cuando se trasplantan a ratones inmunosuprimidos, estas células sólo forman 

tumores si se realiza una administración simultánea y sostenida de E2 (157). Teniendo en 

cuenta esto, evaluamos la incidencia de prendimiento y generación de tumores subcutáneos 

de los modelos generados, sin la administración de E2. Para ello, inoculamos 5x106 células 

de manera subcutánea en el flanco derecho de ratones inmunosuprimidos (n=4 por cada 

modelo celular). Evaluamos diariamente el prendimiento por palpación y, en caso de resultar 

positivo, el volumen tumoral. Como era de esperar, las células MCF7::pCDNA.3 no fueron 

capaces de formar tumores en estos animales, bajo estas condiciones. Sin embargo, las 

células MCF7::C1199 mostraron un 75% de incidencia de prendimiento (al día 18 post-
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inoculación), con una tasa de crecimiento de 114.4 ± 20.97 mm3/día (Figura 11 A). El análisis 

por citometría de flujo de homogenatos celulares de los tumores, revelaron que las células 

continuaban expresando la versión truncada de Tiam1 C1199 (Figura 11 C). Además, la 

totalidad de los ratones que generaron tumores (Figura 11 D), mostraron presencia de 

lesiones pulmonares espontáneos (Figura 11 E). Estos resultados nos muestran que la 

sobreactivación de Rac1, no solo provoca una transición de hormono-dependencia a 

hormono-independencia, sino que también promueve la adquisición de un fenotipo altamente 

agresivo con capacidad tumorigénica in vivo. 

 

1A-116 tiene efecto anti-tumoral en un modelo de cáncer de mama con 

resistencia endócrina intrínseca 

Los mecanismos de resistencia endócrina adquirida mostrados hasta ahora involucran 

modelos celulares pre-clínicos ER positivo y de resistencia adquirida. F3II es un modelo de 

carcinoma mamario murino ER positivo que presenta una resistencia intrínseca a Tam. Por 

esta razón, utilizamos el modelo F3II para evaluar el efecto anti-tumoral del inhibidor 1A-116 

como posible monoterapia. A pesar de que se encuentra por fuera del escenario de 

resistencia endócrina adquirida, este es un modelo pre-clínico interesante para estudiar el 

posible desempeño de 1A-116 como terapia para este subtipo molecular. 

En primer lugar, evaluamos los niveles de activación de Rac1 en el modelo F3II. Como 

puede observarse en la Figura 12 A, esta línea celular presenta niveles considerables de 

Rac1 activo, aunque menores que los que presentan las células MCF7::C1199. Al evaluar los 

efectos de 1A-116 sobre células F3II, observamos que este compuesto mostró un efecto anti-

proliferativo concentración-dependiente y una IC50 de 10 µM (Figura 12 B). Por otro lado, las 

células F3II presentan un fenotipo hormono-independiente y Tam resistente al no variar su 

capacidad proliferativa frente al estímulo de E2 (Figura 12 C) o el tratamiento con Tam (Figura 

12 D).  
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Figura 11: La sobreactivación de Rac1 incrementa la capacidad tumorigénica de MCF7. A) Se inocularon 

5x106 células MCF7::pCDNA.3 y MCF7::C1199 de manera subcutánea en ratones inmunosuprimidos (n=4 por 
cada línea celular) y se evaluó incidencia de prendimiento tumoral. B) Se midió diariamente el volumen de los 

tumores MCF7::C1199 y se determinó el volumen tumoral medio para poder calcular la tasa de crecimiento tumoral 
(en mm3/día). Al día 42, los ratones fueron sacrificados y diseccionados. Se removieron los pulmones, se los fijó 
en solución de Bouin y se determinó la presencia de lesiones pulmonares, utilizando una lupa de disección. C) 
Citometría de flujo realizada sobre homogenatos de los tumores generados para detectar la expresión de Tiam1. 
D) Histología de los tumores subcutáneos y las lesiones pulmonares (E) de MCF7:C1199, teñidos con H&E. Se 

muestran microfotografías representativas (63X). Las flechas rojas muestran las lesiones pulmonares. 
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Por último, estudiamos el efecto anti-tumoral in vivo del inhibidor 1A-116 en este 

modelo. Para ello, inoculamos de forma subcutánea 2x105 células F3II en el flanco de ratones 

hembras singénicas BalB/c y al día siguiente comenzamos el tratamiento diario con una dosis 

de 10 mg/kg/día de 1A-116 (o vehículo para el grupo control). Como se muestra en la Figura 

13 A, el tratamiento con 1A-116 logró una disminución del 40% en el volumen tumoral medio 

en comparación con el grupo control (Día 35 post-inoculación, 1706 mm3 vs. 990 mm3 control 

vs. 1A-116). Los tumores tratados con 1A-116 mostraron también una tasa de crecimiento 

menor en comparación con el grupo control (64.12 ± 4.748 vs. 38.76 ± 4.890 mm3/día) (Figura 

13 B). Por último, como se observa en la Figura 13 C, el tratamiento con 1A-116 provocó un 

aumento en la sobrevida global de los animales tratados en comparación con el grupo control 

(log rank p=0.0257; mediana de sobrevida global 35 vs. 47 días, control vs. 1A-116). Estos 

resultados nos muestran que 1A-116 también presenta un efecto anti-tumoral en un modelo 

de cáncer de mama de resistencia intrínseca a Tam. 

 

Figura 12: 1A-116 tiene efecto anti-proliferativo en un modelo de cáncer de mama de resistencia endócrina 
intrínseca. A) Las células F3II mostraron niveles considerables de activación de Rac1 (en comparación con la 

línea MCF7::C1199). Lisados celulares de F3II y MCF7::C1199 creciendo en condiciones normales fueron 
separados mediante SDS-PAGE y los niveles de activación de Rac1 fueron detectados mediante western blot. B) 
Se trataron durante 72 h células F3II con diferentes concentraciones de B) 1A-116, C) E2 y D) Tam y se analizó 

la proliferación celular mediante el método colorimétrico de cristal violeta. Barras, S.E.M. Unpaired t test; ANOVA, 
Tukey's Multiple Comparison Test; ns, diferencias no significativas vs. control. Los resultados están expresados 
como porcentaje del control y son representativos de al menos tres experimentos independientes. 
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Figura 13: 1A-116 inhibe el crecimiento tumoral de células F3II in vivo, aumentando la sobrevida global. Se 
inocularon 2x105 células F3II de manera subcutánea en el flanco de ratones hembras singénicas BalB/c y se 
trataron diariamente con vehículo (control) o 1A-116 10mg/kg. A) Se determinó el volumen tumoral medio y B) 

tasas de crecimiento tumoral (mm3/día). Cuando alguno de los tumores alcanzó un volumen de 1500 mm3, se 
procedió a interrumpir los tratamientos, sacrificando el resto de los animales cuando alcanzaban ese valor de 
corte. C) Análisis de sobrevida global. log rank p=0.0257; mediana de sobrevida global 35 vs. 47 días, control vs. 

1A-116.
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● Se generó el modelo MCF7::C1199 por transfección estable del activador de tipo GEF 

de Rac1 Tiam1, que presenta una sobreactivación de Rac1. 

 

● La sobreactivacion de Rac1 en células MCF7::C1199 provocó:  

-un aumento en la capacidad migratoria y en la tasa de proliferación. 

-el desarrollo de un fenotipo hormono-independiente y resistente a Tam. 

-un aumento en los niveles de fosforilación de Ser305 de ER y una traslocación 

nuclear de PAK1, el principal efector de Rac1. 

-la adquisición de un fenotipo altamente tumorigénico. 

● El tratamiento de células MCF7::C1199 resistentes a Tam con 1A-116 provocó: 

-un aumento del efecto anti-proliferativo de dicho inhibidor. 

-la restauración del efecto anti-proliferativo de Tam.. 

-inhibición de los mecanismos Rac1-dependiente de resistencia a Tam, al  

disminuir los niveles de fosforilación de Ser305 y la traslocación nuclear de 

PAK1. 

● El tratamiento con 1A-116 de células F3II con resistencia endócrina intrínseca, 

provocó una disminución en la proliferación celular in vitro e inhibió el crecimiento 

tumoral in vivo, provocando un aumento en la sobrevida global de los ratones tratados.
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Existen varios tipos de terapias endócrinas que actúan explotando la dependencia 

hormonal de los tumores mamarios, en base al estadio tumoral, la fase de la menopausia o 

la presencia de enfermedades concomitantes. De esta manera, al utilizar estos tratamientos 

se disminuye el crecimiento de los tumores hormono-dependientes, bloqueando la producción 

de estrógenos o interfiriendo con sus efectos pro-proliferativos. En la actualidad, los 

principales tipos de terapia endócrina que se utilizan en la clínica incluyen inhibidores de 

aromatasa (IAs), como anastrozol, letrozol o exemestano, que bloquean la enzima que 

produce estrógenos en los ovarios y en otros tejidos, afectando su síntesis y disminuyendo 

sus niveles; fulvestrant, el anti-estrógenos puro que inhibe y estimula la degradación del ER; 

agentes hormonales liberadores de hormona luteinizante (LHRH) que bloquean la actividad 

de  los ovarios y evitan que produzcan estrógeno, provocando una menor disponibilidad de 

esta hormona para estimular el crecimiento tumoral. Los ejemplos incluyen goserelina, 

leuprolida y triptorelina (158). Por otro lado, los moduladores selectivos del receptor de 

estrógeno (SERM) como el tamoxifeno (Tam) interfieren en la unión de estrógeno al ER, 

inhibiendo el crecimiento de las células tumorales.  

La vía de señalización del ER comprende una red muy compleja que regula la 

actividad transcripcional de diferentes genes, a través de distintos mecanismos. La vía clásica 

o genómica involucra la unión de estrógenos al ER, formando un complejo que trasloca al 

núcleo, uniéndose a regiones específicas del ADN conocidas como elementos respondedores 

de estrógenos (EREs) promoviendo de esta manera la proliferación celular y la expresión de 

genes de supervivencia como MYC o CycD1 (159). Existe también un mecanismo de acción 

genómico no-clásico que implica la unión del ER, a través de interacciones proteína-proteína, 

con factores de transcripción o co-reguladores. Esto posibilita la transcripción de genes que 

no poseen EREs, al permitir la unión indirecta del ER al ADN (160). Por otro lado, en ausencia 

de estrógenos, puede ser activada una vía ligando-independiente, en la que el ER interactúa 

con otros factores transcripcionales, fomentando la expresión génica. Además, existen vías 

no-genómicas en las que diferentes RTKs pueden activar al ER por interacciones proteína-

proteína, en ausencia de estrógenos. De esta manera, el ER puede activar diferentes 

proteínas citosólicas o factores transcripcionales (28, 160). 

El uso clínico de los tratamientos endócrinos ha mejorado significativamente la 

supervivencia en pacientes con cáncer de mama. Desafortunadamente, a pesar de su éxito 

y sus bajos efectos secundarios, el desarrollo de mecanismos de resistencia sigue siendo un 

problema importante y un gran porcentaje de pacientes tratados con terapias endócrinas 

eventualmente desarrollarán algún tipo de resistencia, provocando la progresión de la 

enfermedad.  
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Los mecanismos de resistencia de novo o intrínseca se describen para el grupo de 

pacientes que pierden o disminuyen la expresión del ER o presentan mutaciones en el 

citocromo P450 2D6 (CYP2D6), que convierte a Tamoxifeno a su metabolito activo. Sin 

embargo, el tipo de resistencia endócrina más común lo conforma la resistencia adquirida. 

Debido a la complejidad que presenta la vía de señalización del ER, existen numerosos 

mecanismos asociados a este tipo de resistencia, que involucran cambios en la expresión y 

activación de proteínas reguladoras del ciclo celular o de vías de señalización que le permiten 

a la célula neoplásica escapar de los efectos antitumorales de la terapia endócrina. En este 

sentido, la sobreexpresión del EGFR, HER2, o IGF-I activa proteínas efectoras como AKT y 

MAPK, que en consecuencia modulan el normal funcionamiento de la vía del ER, provocando 

mecanismos de resistencia (161). En línea con esto, la vía PI3K/AKT/mTOR se encuentra 

implicada en el desarrollo de resistencia endócrina, en el que AKT estimula la vía del ER de 

manera ligando-independiente (40, 68, 162, 163). 

Hemos descripto con exhaustividad las funciones biológicas de la GTPasa Rac1 que 

al regular la organización del citoesqueleto de actina, afecta diferentes procesos celulares 

como adhesión, migración, transcripción génica o progresión del ciclo celular. A su vez, 

hemos mencionado en detalle los numerosos estudios que evidencian que la actividad 

aberrante de esta proteína resulta en cuadros patológicos no solo en cáncer sino que también 

en desórdenes neuronales o cirrosis (164). En este contexto, la vía de señalización de Rac1 

ha sido propuesta como uno de los mecanismos más importantes en el desarrollo de 

resistencia adquirida a terapias endócrinas en cáncer de mama. Uno de los primeros indicios 

de las implicancias de Rac1 en resistencia se observó al sobreexpresar una versión 

constitutivamente activa de Rac1 en células de cáncer de mama ER positivas. En línea con 

esta evidencia, la sobreexpresión de AND-34/BCAR3 en líneas celulares de cáncer de mama, 

con la subsecuente activación del eje Rac1-PAK1, también provocó mecanismos de 

resistencia endócrina (95). Además, la inhibición de Rac1 mostró efectos anti-proliferativos 

en líneas ER positivas y tamoxifeno resistentes (96). 

El modelo celular MCF7-LTED de la línea celular ER positiva MCF7 es un modelo 

sumamente popular de deprivación prolongada de estrógenos, en el que se intenta recapitular 

los efectos del tratamiento con inhibidores de aromatasa. Cedido gentilmente por el 

Laboratorio del Dr. Pujana (IDIBELL), de Barcelona (España), este modelo se estableció al 

cultivar durante aproximadamente 12 meses las células MCF7 en un medio de cultivo 

deprivado de E2, como se había descrito antes (165-170). Este grupo demostró que el 

activador de tipo GEF de Rac1 Vav3 es un componente importante en la adquisición de un 

fenotipo resistente (103). 



El rol de Rac1 en la resistencia endócrina en cáncer de mama  - DISCUSION CAPITULO III A-B -  
 

171 
 

Utilizando este modelo celular, no solo mostramos que efectivamente resultaba ser 

resistente al tratamiento con diferentes IAs, como anastrozol o letrozol, sino que presentaba 

una sobreexpresión de los niveles de ER y sobreactivación de ERK1/2, en comparación con 

el modelo wild type. En este sentido, la sobreactivación de la vía de señalización de las 

MAPKs, por parte de receptores de membrana como IGFR1 o EGFR, puede dar como 

resultado la fosforilación independiente de estrógenos y la activación de ER (171). Se ha 

demostrado que la activación por parte del IGFR1 puede activar también la vía de PI3K/mTOR 

y estudios preclínicos sugieren que la desregulación de la vía de señalización de IGF-1 

promueve la transformación, proliferación y desarrollo de metástasis de células de cáncer de 

mama (172). La inhibición de la vía de mTOR ha mostrado grandes resultados clínicos en 

pacientes resistentes a IAs no esteroides, como anastrozol o letrozol. Everolimus recibió la 

primera aprobación de la clase de medicamentos conocidos como inhibidores de mTOR para 

el tratamiento del cáncer de mama metastásico HER2 negativo o avanzado localmente. Este 

inhibidor mostró mejoras en supervivencia libre de progresión, en combinación con 

exemestano, aunque no haya mostrado un aumento en la supervivencia global. Este 

resultado podría explicarse a una activación aberrante de AKT por retroalimentación como 

resultado de la inhibición de mTOR, limitando la eficacia de everolimus (163, 173-175). 

Por otro lado, al analizar el status de activación de Rac1, pudimos observar que los 

niveles de Rac1 activo eran mayores en el modelo MCF7-LTED y que estas células 

resultaban ser más sensibles al tratamiento con el inhibidor 1A-116. Hasta el momento de 

publicación de este trabajo, la sobreactivación de Rac1 en un modelo LTED de cáncer de 

mama nunca antes había sido descripta, por lo que decidimos evaluar la combinación de 1A-

116 con anastrozol y letrozol, como potencial estrategia terapéutica para revertir los 

mecanismos de resistencia a estos tratamientos. En este contexto, la combinación de 1A-116 

con estos IAs logró restaurar los efectos anti-proliferativos de estas drogas. El mecanismo 

molecular subyacente a este efecto podría explicarse en base a la inhibición de la vía de 

ERK1/2 por parte de esta estrategia combinada. Demostramos que al tratar células MCF7-

LTED con anastrozol o letrozol, los niveles de activación de la vía aumentan y que el 

tratamiento con 1A-116 o en combinación con estos IAs logra disminuirlos. En la actualidad, 

numerosos ensayos clínicos estudian enfoques más potentes para inhibir la vía 

PI3K/AKT/mTOR, además de la utilización de inhibidores de CDK4 y CDK6 (176). Estas 

quinasas dependientes de ciclina controlan la transición entre las fases G1 y S del ciclo 

celular, activando principalmente la proteína del retinoblastoma Rb que, al fosforilarse, ve 

inhibida sus propiedades supresoras de crecimiento. Los inhibidores selectivos de 

CDK4/CDK6 como palbociblib, ribociblib o ademaciclib provocan la disminución de los niveles 

de fosforilación de Rb, resultando en una inhibición de la progresión del ciclo celular en la 



El rol de Rac1 en la resistencia endócrina en cáncer de mama  - DISCUSION CAPITULO III A-B -  
 

172 
 

fase G1, evitando la proliferación celular. En concordancia con el rol descrito para Rac1 como 

promotor de progresión del ciclo celular a través de la fase G1 (177-179), se ha demostrado 

que la inhibición de esta GTPasa provoca un arresto celular en fase G1/G0 en células de 

cáncer de mama Rb-positivas(180). Cabe mencionar que para que los inhibidores de 

CDK4/CDK6 sean eficaces, es necesario que las células cancerosas presenten la versión 

wild type de Rb. Sin embargo, a pesar de que la inhibición de Rac1 no provoca cambios en 

la progresión del ciclo celular en células deficientes de Rb, sí provoca la inducción de 

apoptosis en estas células. En este sentido, 1A-116 ha demostrado provocar arresto del ciclo 

celular e inducción de apoptosis (91, 92), reforzando la idea de utilizar inhibidores de Rac1 

como potenciales estrategias terapéuticas a la adquisición de resistencia a IAs, vía inhibición 

del eje CDK4/CDK6-Rb, independientemente de la presencia o ausencia de Rb. 

El tratamiento con tamoxifeno es utilizado ampliamente desde hace décadas y se 

recomienda en la actualidad para pacientes ER positivas pre-menopaúsicas. Sin embargo, a 

pesar de sus bajos efectos adversos y sus favorables resultados, la adquisición de resistencia 

a tamoxifeno es una preocupación de gran relevancia clínica. Con el objetivo de evaluar los 

mecanismos moleculares de resistencia a esta droga, mediados por la sobreactivación de la 

vía de Rac1, establecimos un modelo celular que presentaba sobreexpresada una versión 

constitutivamente activa del activador de tipo GEF de Rac1 Tiam1. El modelo MCF7::C1199 

generado presentó subsecuentemente niveles de activación de Rac1 aumentados. Esto 

provocó cambios fenotípicos en las células, característicos de la sobreactivación de Rac1, 

como un aumento en la formación de lamelipodios y en la capacidad migratoria de estas 

células. Además, en línea con estudios que mostraron el rol de Rac1 en la promoción de la 

progresión del ciclo celular, el modelo MCF7::C1199 vio aumentada su tasa de proliferación, 

en comparación con la línea control MCF7::pCDNA.3. 

La expresión del ER es un hecho determinante para elegir terapias endócrinas como 

tratamientos adyuvantes. El modelo celular MCF7::C1199 no mostró cambios en los niveles 

de expresión del ER, en comparación con la línea control. Sin embargo, las células 

MCF7::C1199 no respondieron al estímulo proliferativo de 17-β-Estradiol (E2), mostrando que 

la sobreactivación de Rac1 es capaz de promover la adquisición de un fenotipo hormono-

independiente. Al evaluar el efecto anti-proliferativo de tamoxifeno en los modelos generados, 

mostramos que la sobreactivación de Rac1 no solo promueve la adquisición de un fenotipo 

hormono-independiente, sino que también provoca la adquisición de resistencia a tamoxifeno, 

ya que la capacidad proliferativa de las células MCF7::C1199 no se vio alterada por este 

tratamiento. Esto está en concordancia con la evidencia de que las modificaciones en las 

células de cáncer de mama que promueven la progresión de un fenotipo hormono-

dependiente a uno hormono-independiente pueden alterar la respuesta a las terapias 
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endócrinas (181). 

Como ya se ha mencionado, en los casos en los que Tam es inicialmente efectivo, 

otras vías de señalización terminan activándose, volviendo ineficaz este tratamiento. Una vez 

que los tumores desarrollan resistencia a Tam, adquieren un fenotipo mucho más agresivo 

que correlaciona con un peor pronóstico clínico. Por esta razón, la utilización de nuevas 

terapias dirigidas en combinación con Tam se postula también como un enfoque alternativo 

en los casos en los que la adquisición de resistencia se torne inevitable. 

En este trabajo, evaluamos la capacidad del inhibidor 1A-116 de provocar un efecto 

anti-proliferativo en el modelo resistente a Tam. En primer lugar, observamos que 1A-116 

provocaba un mayor efecto anti-proliferativo en la línea resistente. Luego, y en total 

concordancia con resultados previos en los que la inhibición de Rac1 podía revertir la 

resistencia a Tam (96), 1A-116 restablece los efectos anti-proliferativos de Tam.  

La quinasa PAK1 es uno de los principales efectores de Rac1, acoplando a esta 

GTPasa con diferentes vías de señalización. La sobreexpresión y/o sobreactivación de PAK1 

provoca un aumento en la migración e invasión de células de cáncer de mama. Esta quinasa 

juega un rol clave en la transformación maligna, promoviendo la supervivencia celular y la 

capacidad proliferativa en varios tipos de cáncer, como cáncer de mama, próstata, ovario y 

colorectal. Además, se encuentra sobreactivada en aproximadamente el 50% de los tumores 

mamarios humanos y sus niveles de expresión correlacionan con la agresividad en estos 

pacientes (182). 

En los últimos años, numerosos trabajos han demostrado que PAK1 se encuentra 

involucrada en el desarrollo de resistencia a Tam en cáncer de mama. La activación de PAK1 

y la subsecuente translocación a núcleo ha sido asociada con un peor pronóstico, 

repercutiendo negativamente en la respuesta a Tam (102, 183-185). Esto, sumado al análisis 

de los perfiles de expresión génica de PAK1 que realizamos en este trabajo, sugeriría el papel 

de PAK1 como predictor de recurrencia y desarrollo de resistencia a Tam. En este trabajo 

demostramos que las células resistentes MCF7::C1199 presentan niveles citosólicos 

aumentados de PAK1 fosforilado (activo), debido a la sobreactivación de Rac1 y en respuesta 

al tratamiento con Tam. Sin embargo, el tratamiento con 1A-116 interfirió con la activación de 

PAK1, inhibiendo además su translocación a núcleo. Esto se pudo demostrar mediante 

técnicas de fraccionamiento sub-celular y de microscopía confocal. 

Como ya hemos mencionado, la sobreactivación de la vía de señalización Rac1-PAK1 

se ha convertido en un mecanismo de resistencia a Tam sumamente importante. PAK1 es 

capaz de fosforilar el residuo Ser305 en el N-terminal del ER, promoviendo hiperplasia en el 
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epitelio mamario (186). A su vez, la fosforilación de Ser305 de ER, mediada por PAK1, puede 

transactivar y fosforilar otro residuo del ER, la Ser118, promoviendo una vez más la 

independencia hormonal y el desarrollo de resistencia a Tam (60, 98). A pesar de que existen 

discrepancias en cuanto al valor predictivo de respuesta que tienen los sitios de fosforilación 

del ER, la fosforilación en el residuo Ser305 por PAK1 es el único sitio que ha sido 

correlacionado con resistencia a Tam (cita 45 paper tiam1). Más aún, la presencia nuclear de 

PAK1 junto con la fosforilación de Ser305 del ER está asociada a una respuesta atenuada a 

Tam (27, 102, 187, 188). Esta asociación entre la localización sub-celular de PAK1 y el status 

de fosforilación en la Ser305 es independiente del grado clínico del tumor, o del estado 

menopaúsico de la paciente. El resultado del análisis de los perfiles de expresión de PAK1 

en los pacientes ER positivos mostrados anteriormente también fue independiente de este 

estado hormonal (Datos no mostrados). 

Una posible explicación al mecanismo de resistencia mediado por la fosforilación de 

la Ser305 del ER fue realizada por de Leeuw et. al (59), quienes demostraron que esta 

modificación post-traduccional le confiere un arresto conformacional único al ER, en donde 

Tam no puede promover la inactivación del receptor, a pesar de poder unirse a él. En línea 

con esta observación, las células resistentes MCF7::C1199 presentaron niveles aumentados 

de fosforilación de Ser305, en comparación con las células control. Este hecho demuestra 

que la sobreactivación de Rac1 promueve un aumento de los niveles de fosforilación de 

Ser305. Además, pudimos demostrar que en las células MCF7::C1199 los niveles de 

fosforilación de este residuo aumentaron en respuesta al tratamiento con Tam y que la 

inhibición de Rac1 mediada por 1A-116 logró revertir este mecanismo de resistencia.  

El modelo MCF7::C1199 mostró propiedades altamente agresivas y un fenotipo 

resistente a Tam debido a la sobreactivación de Rac1. La malignidad y agresividad de una 

línea celular puede ser testeada in vivo a través de un ensayo de toma e incidencia de 

formación de tumores. Nuestros resultados muestran que la sobreactivación de Rac1 provocó 

que las células MCF7::C1199 fueran capaces de desarrollar tumores subcutáneos. Se 

encuentra probado que las células MCF7 no poseen capacidad tumorigénica en ratones 

inmunosuprimidos, sin la estimulación exógena de estrógenos (59). En línea con este 

resultado, la línea control no fue capaz de desarrollar tumores bajo las mismas condiciones. 

Por otro lado, las características observadas en el perfil de crecimiento in vivo de la línea 

MCF7::C1199 fueron muy similares a las observadas para la línea hormono-independiente 

MDA-MB-231 (datos no mostrados). El análisis por citometría de flujo de las células de los 

tumores mostró que la totalidad de ellos continuaban expresando la versión activa de Tiam1 

al momento de sacrificio de los animales. Este hecho, sumado a que la línea MCF7::C1199 

fue capaz de provocar lesiones espontáneas en pulmón, refuerzan el rol de Rac1 como 
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potencial blanco terapéutico en resistencia endócrina. En estudios futuros se evaluarán si se 

trata de focos metastásicos, a traves marcaje con citoqueratinas específicas de mama. Estos 

resultados alientan la prueba in vivo de los efectos de 1A-116 sobre la progresión de tumores 

MCF7::C1199, con vistas a determinar diferentes esquemas de combinación con Tam y 

evaluar la reversión del fenotipo resistente observado in vitro. 

Finalmente, teniendo en cuenta que los modelos pre-clínicos evaluados 

correlacionaban con el desarrollo de resistencia adquirida a los tratamientos endócrinos, 

decidimos utilizar la línea celular de cáncer de mama murino F3II como modelo de resistencia 

endócrina intrínseca a Tam. Esta línea celular presenta expresión del ER (189) pero resulta 

ser hormono-independiente, ya que no ve alterada su capacidad proliferativa en respuesta al 

estímulo con estrógenos. Además, este modelo resultó ser resistente al tratamiento con Tam.  

El modelo celular F3II presenta niveles considerables de activación de Rac1, siendo 

altamente sensible al tratamiento con el inhibidor 1A-116 y mostrando una IC50 en el rango 

micromolar bajo. A su vez, el tratamiento con 1A-116 in vivo de ratones singénicos portadores 

de tumores subcutáneos F3II logró reducir la tasa de crecimiento tumoral y extender la 

sobrevida de estos animales. Uno de los mecanismos descriptos más comunes para la 

aparición de un fenotipo resistente intrínseco lo conforma la expresión de versiones truncas 

o no funcionales del ER. En este sentido, los resultados obtenidos por nuestro grupo y por 

otros grupos de investigación permitirían hipotetizar que la hormono-independencia de la 

línea F3II, y la consecuente resistencia intrínseca a Tam, tienen su fundamento en este 

mecanismo. Los efectos anti-tumorales mostrados por 1A-116 en el modelo F3II alientan la 

potencial utilización de este inhibidor como tratamiento para este tipo de tumores. 

A modo de resumen, pudimos demostrar las implicancias de la GTPasa Rac1 en el 

desarrollo de resistencia adquirida a diferentes tratamientos endócrinos, como los IAs 

anastrozol y letrozol; y el modulador selectivo del ER, tamoxifeno. La participación de Rac1 

en el mecanismo de resistencia adquirida postula a esta proteína como un blanco terapéutico 

relevante para lograr una respuesta anti-tumoral favorable. En conjunto, los resultados 

obtenidos apuntan al entendimiento de los mecanismos asociados a la biología tumoral y a 

la utilización del inhibidor 1A-116 como agente capaz de actuar sobre los mecanismos de 

resistencia a terapias endócrinas, con el objetivo final de desarrollar estrategias terapéuticas 

selectivas para evitar la progresión de cáncer mamario ER positivo.
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Durante la realización de este trabajo de investigación nos propusimos llevar adelante 

la caracterización del papel de la GTPasa Rac1 en los mecanismos moleculares relacionados 

con la resistencia a terapias endócrinas en cáncer de mama. Para este fin, utilizamos 

diferentes modelos celulares de cáncer de mama, demostrando que la inhibición de Rac1 

logró revertir la resistencia endócrina.  

En nuestro laboratorio desarrollamos un inhibidor farmacológico de Rac1, 

denominado 1A-116, que ha demostrado sus efectos anti-tumorales en diferentes tipos de 

cáncer. En este sentido, realizamos un estudio farmacodinámico de la interacción del inhibidor 

1A-116 con la GTPasa Rac1, con el objetivo de comprender aún más los mecanismos por los 

cuales lleva a cabo sus efectos inhibitorios.  

Por último, llevamos adelante un análisis bioinformático de bases de datos de 

muestras de pacientes de cáncer de mama, en dónde encontramos potenciales correlaciones 

entre la sobreexpresión de algunos integrantes de la vía de Rac1 y una pobre respuesta al 

tratamiento con terapias endócrinas. 

 

En resumen, pudimos demostrar que:  

 

 1A-116 actúa interfiriendo con la actividad de Rac1 a nivel GEFs-Rac1, inhibiendo la 

actividad de diferentes GEFs como Vav1, Vav2, Vav3, Tiam1 y DBL. 

 

 1A-116 inhibe la actividad de las GTPasa Rac1, RhoA y RhoG 

 

 El residuo aminoacídico W56 de Rac1 es imprescindible para que 1A-116 muestre sus 

efectos inhibitorios. 

 

 1A-116 inhibe procesos celulares regulados por Rac1, como la formación de ruffles y 

lamelipodios. 

 

 La expresión de TIAM1, VAV3, TRION y PAK1 se encuentra aumentada y la de 

RALBP1 disminuida, en cáncer de mama ER positivo. 

 

 la alta expresión de TIAM1, VAV3 y PAK1 correlacionan con un peor pronóstico en 

pacientes de cáncer de mama ER positivo tratados con terapia endócrina, mostrando 

un potencial uso de estos genes como marcadores de respuesta al tratamiento con 

terapias endócrinas. 

 

 Las células MCF7-LTED resistentes a IAs presentan una sobreexpresión del ER y un 

aumento en los niveles de activación de ERK1/2 y de Rac1. 
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 Las células MCF7-LTED presentan una mayor sensibilidad a la inhibición de Rac1 

mediante el tratamiento con 1A-116. 

 

 La combinación de 1A-116 con anastrozol o letrozol disminuye los niveles de 

activación de ERK1/2 y revierte la resistencia a estos IAs. 

 

● La sobreactivación de Rac1 en células MCF7::C1199 provocó:  

-un aumento en la capacidad migratoria y en la tasa de proliferación. 

-el desarrollo de un fenotipo hormono-independiente y resistente a Tam. 

-un aumento en los niveles de fosforilación de Ser305 de ER y una traslocación 

nuclear de PAK1. 

-la adquisición de un fenotipo altamente tumorigénico. 

● El tratamiento de células MCF7::C1199 resistentes a Tam con 1A-116 provocó: 

-la restauración del efecto anti-proliferativo de Tam. 

-inhibición de los mecanismos Rac1-dependiente de resistencia a Tam, al  

disminuir los niveles de fosforilación de Ser305 y la traslocación nuclear de 

PAK1. 

● El tratamiento con 1A-116 de células F3II con resistencia endócrina intrínseca provocó 

una disminución en la proliferación celular in vitro e inhibió el crecimiento tumoral in 

vivo, aumentando la sobrevida global de los ratones tratados. 

 

En definitiva, la inhibición de Rac1 puede convertirse en un nuevo enfoque para 

restaurar la sensibilidad a terapias endócrinas en cáncer de mama resistente a estos 

tratamientos. 
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Figura S1: Estructura química del compuesto ZINC69391 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S2: Estructura química del compuesto 1A-116 
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