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Resumen 

La vía de señalización de las Rho GTPasas cumple un rol fundamental en la regulación de 

múltiples procesos celulares. La activación aberrante de Rac1, un miembro de la familia de 

las Rho GTPasas, está asociado con tumorigénesis, progresión tumoral y metástasis en 

diferentes tipos tumorales. Particularmente, la vía de Rac1 se encuentra sobreexpresada e 

hiperactivada en diferentes tipos de cáncer, incluyendo al carcinoma mamario agresivo y al 

glioblastoma. Es por esto que la vía de Rac1 es considerada como un blanco molecular 

interesante.  

Tomando como punto de partida la estructura tridimensional de la proteína Rac1 y un subset 

de 250.000 estructuras tridimensionales de compuestos tipo droga de la base de datos libre 

ZINC, se llevó adelante un screening virtual basado en docking. A partir de dicho 

experimento in silico, se identificaron una serie de compuestos que posiblemente 

presentaban afinidad por el sitio de interacción de Rac1 con sus activadores tipo GEF. Se 

seleccionaron 11 compuestos del screening in silico y se evaluaron in vitro, identificando al 

Hit1 (ZINC69391) como el candidato más interesante para posterior desarrollo.  

En primer lugar, se evaluó el compuesto en modelos de carcinoma mamarios agresivos. Se 

observó que ZINC69391 fue capaz de inhibir la interacción de Rac1 con su activador tipo 

GEF Tiam1, llevando a la inhibición de la activación de Rac1 mediada por EGF, uno de los 

factores de crecimiento que activan esta vía de señalización, sin interferir con la activación 

de la GTPasa íntimamente relacionada Cdc42. Se observó que ZINC69391 fue capaz de 

inhibir la proliferación, la migración celular y arrestar el ciclo celular en fase G1 de células 

de carcinoma mamario agresivas. Además, ZINC69391 mostró tener efecto antimetastásico 

in vivo en un modelo murino singénico.  
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Con el objetivo de optimizar el compuesto, a partir de ZINC69391 se diseñaron 

racionalmente y se sintetizaron una serie de análogos. Se identificó a un análogo más activo 

denominado 1A-116. El compuesto 1A-116 fue capaz de inhibir la interacción de Rac1 con 

P-Rex1, un GEF clave para la progresión de tumores mamarios, y logró inhibir la activación 

de Rac1 a concentraciones menores que el compuesto parental sin afectar la activación de 

Cdc42 en el modelo de carcinoma mamario. Mostró una mayor actividad antitumoral y 

antimetastásica in vivo en un modelo murino singénico.  

Por otro lado, también se evaluó el compuesto ZINC69391 en células de glioblastoma, 

mostrando que es capaz de interferir la interacción de Rac1 con otro GEF específico 

relacionado directamente con la agresividad de glioblastomas en pacientes, denominado 

Dock180. ZINC69391 inhibió la activación de Rac1 en respuesta a EGF en células de 

glioblastoma humano y también la fosforilación de Pak1, un efector importante de Rac1. 

ZINC69391 mostró inhibir la proliferación celular, arrestar el ciclo celular en fase G1 y gatillar 

un efecto proapoptótico. ZINC69391 bloqueó la migración e invasión celular a través de la 

modulación del citoesqueleto de actina, eventos claves para la patogénesis de este tipo 

tumoral. En un modelo intracraneal xenogénico murino el tratamiento diario con 20 mg/kg/dia 

de ZINC69391 vía i.p logró un aumento significativo en la sobrevida de los animales en 

comparación con el grupo control. También evaluamos el efecto del análogo 1A-116 en 

células de glioblastoma humano y fue más potente que el compuesto parental, presentando 

una mayor actividad antiproliferativa y antiinvasiva.  

Estos nuevos inhibidores de Rac1 desarrollados son capaces de modular diferentes eventos 

celulares mediados por esta GTPasa y podrían ser utilizados como una estrategia novedosa 

para el tratamiento de tumores en los cuales Rac1 cumple un rol importante. Los compuestos 

muestran una gran potencialidad de aplicación en la clínica para el manejo terapéutico de 

diferentes tipos tumorales, tales como el carcinoma mamario agresivo y el glioblastoma. 
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Abreviaturas 

ARNi - ARN de interferencia  

Da - Daltons 

EGF -  Factor de crecimiento epidérmico 

EGFR - Receptor de EGF 

EGFR - Receptor del factor de crecimiento epidérmico 

ER -  Receptor de estrógeno 

FDA - Food and Drug administration (Agencia Regulatoria de Alimentos y Drogas de EE.UU) 

GAP- Proteína activadora de GTPasa 

GBM - Glioblastoma Multiforme 

GEF - Factores intercambiadores de guanina 

GDP- Guanosina Difosfato 

GTP - Guanosina Trifosfato 

HER2 - Receptor de EGF tipo 2 

HTS - High Throughput Screening (screening de alto rendimiento) 

IHQ - Inmunohistoquímica 

i.p - intra peritoneal 

PBS - Buffer fosfato salino 

PDGF - Factor de Crecimiento derivado de plaquetas 

PDGFR - Receptor de PDGF 

PR - Receptor de progesterona  

SFB - Suero Fetal Bovino 

SNC - Sistema nervioso central 

VEGF - Factor de crecimiento del endotelio vascular
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Objetivo general 

Desarrollar nuevos inhibidores de la GTPasa Rac1 a partir de un screening 

virtual basado en docking y evaluar su posible efecto antitumoral en diferentes 

modelos, centrándose en un modelo de carcinoma mamario y de glioblastoma 

humano. 

  

Objetivos específicos       

 Llevar a cabo un screening in silico con el fin de encontrar moléculas capaces 

de interferir la interacción de Rac1 con sus activadores tipo GEF. 

 Estudiar el efecto antitumoral in vitro de los compuestos identificados sobre 

líneas tumorales humanas donde la sobreexpresión de Rac1 es importante 

para el establecimiento del fenotipo transformado. En particular, sobre 

líneas celulares de carcinoma mamario humano y de glioblastoma humano. 

 Estudiar el efecto de los compuestos sobre la interacción de Rac1 con sus 

activadores tipo GEF.  

 Estudiar el efecto de los compuestos líderes identificados sobre la vía de 

señalización de la GTPasa Rac1.  

 Evaluar el efecto de los compuestos sobre eventos celulares mediados por 

Rac1 implicados en la biología tumoral como migración celular, 

reorganización del citoesqueleto de actina, apoptosis y regulación del ciclo 

celular.  

 Evaluar el efecto antitumoral in vivo de los compuestos identificados. 

 Evaluar la actividad de nuevos análogos desarrollados a partir de  los 

compuestos seleccionados en el screening virtual. 
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Desarrollo de drogas en cáncer: una perspectiva 
histórica 

El término “quimioterapia” fue definido por el químico alemán Paul Ehrlich 

como la utilización de drogas para el tratamiento de enfermedades [1]. 

Particularmente, la quimioterapia para el tratamiento del cáncer comenzó a 

desarrollarse a comienzos del siglo XX y el hallazgo de estos agentes antitumorales 

fue accidental en el comienzo. Luego, el desarrollo de drogas quimioterapéuticas se 

basó en estrategias empíricas. Si bien esta estrategia de búsqueda de drogas, 

basada en el la pesquisa al azar de diferentes compuestos,  alcanzó un éxito 

significativo y es la base de la terapéutica del cáncer actual, el desarrollo de drogas 

en cáncer ha sufrido un cambio de paradigma en la última etapa del siglo XX hasta 

la actualidad.  

El cáncer era entendido como una enfermedad que tenía como 

característica principal una división celular descontrolada. Por ello, todos los 

esfuerzos en el desarrollo de nuevas terapias estaban dirigidos a compuestos 

citotóxicos con capacidad antiproliferativa que afectaran al ADN. Sin embargo, con 

el desarrollo de la biología molecular se comenzó a visualizar la complejidad de la 

enfermedad y que la división descontrolada es solo un aspecto del fenotipo 

transformado [2]. Con el tiempo, la quimioterapia ha hecho una transición a la era 

de las “terapias dirigidas”, reemplazando el screening al azar por screening contra 

blancos moleculares críticos y específicos, siguiendo una estrategia más racional y 

mecanística. Estos agentes dirigidos a blancos moleculares específicos, son 

compuestos pre-diseñados para inhibir y/o modificar un elemento relevante en la 

progresión del tumor. Estos compuestos, resultaron ser pequeñas moléculas de 

origen natural o sintético o bien, anticuerpos monoclonales.  
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   El primero y mejor ejemplo de terapias dirigidas es el desarrollo del 

inhibidor de la tirosina-quinasa Bcr-Abl, denominado imatinib mesilato (Gleevec®, 

Novartis) para el tratamiento de leucemia mielocítica crónica (LMC), la cual se 

caracteriza por presentar la traslocación cromosómica conocida como cromosoma 

Filadelfia y fue aprobado en el año 2001 por la Food and Drug Administration (FDA) 

de los EE.UU para el tratamiento de LMC. Este tratamiento mostró una respuesta 

muy favorable como único agente  en LMCs que presentan la traslocación y es 

menos tóxico que la quimioterapia convencional. Particularmente, el éxito de esta 

terapia se basa en una aberración cromosómica definida, la cual trae aparejada la 

presencia de una quinasa mutada solo presente en el fenotipo transformado. Si 

bien la patogénesis molecular de la mayoría de los tumores sólidos no se encuentra 

asociada a un único defecto genético o blanco, este ejemplo muestra una prueba 

de concepto importante para el desarrollo de terapias con blancos moleculares 

específicos.  

 

Desarrollo de drogas utilizando estrategias 
dirigidas a un blanco específico 
 

El objetivo principal de las terapias dirigidas es mejorar la eficacia y la 

selectividad del tratamiento contra el cáncer al bloquear específicamente los 

mecanismos patogénicos relevantes en la transformación maligna. Al contrario de 

lo que sucede con las drogas citotóxicas, las drogas dirigidas están pensadas para 

modular alguno de los procesos claves de la biología tumoral, como por ejemplo la 

migración, invasión, apoptosis, angiogénesis, la evasión inmunológica, entre otros. 

En este contexto, las terapias dirigidas prometen ser más selectivas y menos 

tóxicas en los tejidos sanos [3].  
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Figura 1|Desarrollo de drogas: del gen a la terapia. Etapas de un proyecto de 

desarrollo de drogas. “La medicina traslacional reversa” se refiere al diálogo de la 

clínica y el laboratorio durante el proceso de aprobación de la droga e incluso 

posteriormente.  Modificado de Hoelder et al, 2012 
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origina el proyecto hasta que está en el mercado: considerando 4-5 años de 

evaluación preclínica y alrededor de 9-10 años de ensayos clínicos [4]. El proceso 

de descubrimiento y desarrollo de nuevas drogas con blancos moleculares 

específicos puede dividirse en diferentes pasos, tal como se muestra en la Figura 1. 

A continuación se describen en detalle las etapas de un proyecto de diseño de 

drogas con blanco molecular específico. 

 

Selección y validación del blanco 
El primer paso en un proyecto de diseño racional de drogas consiste en la 

selección y validación del blanco. Este paso es el más importante a la hora de 

embarcarse en el desarrollo de nuevas drogas, ya que de esta decisión depende en 

gran parte el éxito del proyecto [4]. El término “blanco molecular” es un término 

amplio que se refiere a un abanico de entidades biológicas, incluyendo a proteínas, 

genes y azúcares, siendo las proteínas los blancos más utilizados [5]. 

Se pueden enumerar varios factores a tener en cuenta para la selección del 

blanco que se pueden dividir en dos grupos. Por un lado, es necesario pensar si ese 

blanco es relevante biológicamente considerando toda la evidencia disponible y 

por otro, si es posible modular o inhibir ese blanco en pacientes.  

Con respecto al aspecto biológico, los blancos moleculares pueden surgir 

tanto de investigaciones dirigidas por hipótesis como de pesquisajes al azar de 

nuevos blancos moleculares. Actualmente, se cuenta con la secuenciación 

completa del genoma del cáncer y se identificaron oncogenes importantes y 

normalmente mutados en varios tipos de cáncer [6, 7].  Muchas de estas 

mutaciones se conocían anteriormente, valorizando el concepto de “adicción 

oncogénica” acuñado por Weinstein en el año 2000 [8]. Este concepto sostiene 
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que, a pesar de presentar una variedad en lesiones genéticas típicas en cáncer, 

algunos tumores dependen fuertemente de un único oncogén dominante para el 

crecimiento y la supervivencia. Esta noción indicaría que la inhibición de este 

oncogén específico es suficiente para prevenir el desarrollo neoplásico [9]. Sin 

embargo, evidencias clínicas demuestran que el diseño de terapias dirigidas a una 

única oncoproteína mutada en general no es exitoso a largo plazo, debido a la 

aparición de mecanismos de escape y de resistencia a drogas. Esto pone en 

discusión estrategias adicionales para el desarrollo de nuevas drogas dirigidas, tales 

como la combinación de drogas.  

Por otro lado, también se ha postulado el concepto de “adicción no 

oncogénica”. Este modelo sugiere que existen una variedad de genes o vías de 

señalización que no presentan actividad oncogénica per se, pero son esenciales 

para el mantenimiento del fenotipo transformado y por eso se convierten en 

blancos moleculares atractivos. En este concepto también está incluida la noción 

de “letalidad sintética”, que sostiene que algunos genes asociados al desarrollo 

tumoral le otorgan cierta vulnerabilidad a la célula tumoral, resultado en muerte 

celular solo cuando otro gen esta inactivado [10]. Esto permitiría pensar que solo 

aquellas células que presenten modificaciones en genes supresores tumorales son 

sensibles a la inhibición de cierto blanco molecular. El ejemplo más conocido es 

que tumores con mutaciones en BRCA1 y BRCA2 se vuelven más dependientes a la 

polimerasa PARP y por eso, son más sensibles a inhibidores de PARP que células 

normales, incluso cuando la expresión o la actividad no están incrementadas en 

estos tumores [11]. Esta prueba de concepto fue validada en la clínica, utilizando 

un inhibidor de PARP-1 (Olaparib®, AstraZeneca) en pacientes con cáncer de ovario 

con BRCA mutado [12].  
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Figura 2|Herramientas para la validación del blanco. La validación del blanco es 

un proceso multifuncional, en el que se utilizan diferentes herramientas 

disponibles. Modificado de Hughes et al, 2011 

Una vez identificado el blanco, la validación del mismo es indispensable para 

poder avanzar en el proyecto de diseño de drogas. Para ello, en general se utilizan 

una serie de herramientas que van desde ensayos in vitro, in vivo y 

determinaciones en pacientes [5]. Los mejores resultados provienen de un enfoque 

de validación multifuncional, utilizando diferentes herramientas como las que se 

enumeran  en la Figura 2.  
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Una vez establecido que el blanco de interés es importante en la biología del 

tumor, el segundo paso importante es determinar si es posible modular 

farmacológicamente el blanco, es decir si el blanco es “drogable”. 

Tradicionalmente, se define como blanco drogable a aquel que presenta una 

cavidad o bolsillo en la cual se logra posar y unir con afinidad una pequeña 

molécula [13]. A partir de la secuenciación del genoma humano se utiliza el 

término “genoma drogable” para referirse a aquellos genes que codifican para 

proteínas relacionadas a enfermedades que podrían ser moduladas por moléculas 

pequeñas. En este sentido, de los aproximadamente 30.000 genes del genoma 

humano, ha sido estimado que alrededor de 10% expresan “proteínas 

drogables”[14], sin tener en cuenta cuantas de estas proteínas tienen un rol 

relevante en la biología tumoral.  

La drogabilidad de una proteína no puede ser predicha con precisión, 

especialmente si no se cuenta con una gran información estructural del blanco [3]. 

Cabe destacar que el concepto de drogabilidad no es algo estático sino que se va 

adaptando a las experiencias exitosas que se van logrando a lo largo del tiempo. 

Por ejemplo, inicialmente las proteínas quinasa eran consideradas no drogables y 

hoy en día los inhibidores competitivos de ATP constituyen el grupo de moléculas 

con actividad sobre vías de señalización más importantes en la clínica [15].  

 Una vez determinado que el blanco de interés biológico es drogable, es 

importante determinar cuál va a ser la “cascada de tests biológicos o cascada de 

screening” a la que van a ser sujetos los posibles candidatos de drogas para 

determinar la inhibición del blanco molecular elegido. Esta etapa es específica para 

cada blanco molecular y cada estrategia de screening. Estos tests deben presentar 

el suficiente rendimiento y fidelidad, particularmente si se pretende llevar adelante 

un screening de grandes cantidades de compuestos. Estos ensayos deben ser 
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cuantitativos para luego poder mejorar potencia, selectividad y parámetros 

fisicoquímicos de las moléculas evaluadas.  

 
 

Drogabilidad y drug-likeness 

Tal como se explicó anteriormente, un buen blanco debe ser eficaz, seguro, 

cumplir con necesidades clínicas y ser drogable. El concepto de drogabilidad surge 

en la década de los 1990s a partir de los grandes fracasos de las farmacéuticas en 

ensayos clínicos debido a características en la farmacocinética de las drogas 

evaluadas. Esto llevó al análisis de las características de aquellas drogas que 

exitosamente habían pasado los ensayos clínicos e incluso ya estaban disponibles 

en el mercado, dando como fruto el trabajo seminal de Lipinski y colaboradores 

[16], en el cual se llega a la conclusión sorpresiva que cuatro simples parámetros 

fisicoquímicos estaban presentes en el 90% de las drogas disponibles oralmente 

que habían alcanzado fase II, casualmente dichos parámetros correspondían con 

valores múltiplos de cinco. Esto dio lugar a las llamadas “reglas de Lipinski” (o del 

inglés RO5 “Rule of Five”) [16]. Los compuestos que cumplen con estas 

características, se denominan compuestos “tipo-droga” o “drug-like”. Dichas reglas 

están enumeradas en la Tabla I. Es importante destacar, que si bien se consideran 

como una guía valiosa para la selección de compuestos, presentan ciertas 

limitaciones [13].  
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Tabla I. Características de compuestos tipo droga 

Compuestos tipo-droga o drug-like 

Reglas de Lipinski: 

- Peso molecular ≤ 500 

- LogP ≤ 5 

- Grupos donores de puentes de hidrógeno dentro de la molécula ≤ 5 

- Grupos aceptores de puentes de hidrógeno (suma de átomos de N y O) 

dentro de la molécula  ≤10 

Targeting de blancos drogables 

Los sistemas biológicos contienen diferentes tipos de macromoléculas que 

pueden ser modulados utilizando pequeñas moléculas, sin embargo la mayoría de 

las drogas desarrolladas se unen a o modifican la actividad de una proteína.  

La característica distintiva de las proteína blanco que son consideradas 

drogables es la presencia en una invaginación rodeada de residuos aminoacídicos 

hidrofóbicos en su superficie expuesta al solvente, es decir, una superficie accesible 

denominada bolsillo hidrofóbico [17]. Los blancos moleculares más populares son 

enzimas que presentan una actividad definida, ya que contienen bolsillos conocidos 

de unión a sustratos y a moduladores [18]. 

Los blancos que virtualmente eran considerados no-drogables son las 

interacciones proteína-proteína o PPI (PPI, del inglés Protein-Protein 

Interaction)[18]. Estas interacciones son atractivas para el desarrollo de 

inhibidores, ya que presentan un rol importante en numerosos procesos celulares.  

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Figura 3|Resumen de los pasos necesarios en un pesquisaje de drogas. Etapas 

preclínicas de un proyecto de desarrollo de drogas. Modificado de Hughes, 2012 

Sin embargo, varios factores contribuyen a considerar a la  inhibición de PPI 

como un desafío inalcanzable, entre los cuales se encuentran la falta de moléculas 

endógenas que sirvan como molde para el diseño de nuevos inhibidores, la 

interfase llana sin bolsillos típicos y la gran superficie que habría que cubrir para 

interferir en la interacción. Este último punto constituye uno de los mayores 

desafíos ya que las superficies de contacto entre proteínas se extienden por ~1500-

3000 Å2, mientras que las superficies implicadas en la interacción proteína-

inhibidor es de ~300-1000 Å2 [19].  Sin embargo, varios estudios estructurales 

mostraron que si bien la superficie de interacción entre dos proteínas es extensa, 

solo una porción de dicha superficie es la que contribuye a la unión con alta 

afinidad (“hot spot”) y en general, esta presenta una extensión menor. Esto 
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permite considerar que son esos hot spots los susceptibles a ser “drogados”, ya que 

se pueden identificar los residuos aminoacídicos claves involucrados en la 

interacción. Por otro lado, si bien se considera que la superficie de contacto entre 

las proteínas es rígida y no presenta cavidades, existen numerosos estudios que 

muestran que dicha unión es adaptable y que las proteínas poseen flexibilidad en 

dicha unión, mostrando que las interacciones efectivamente son susceptibles a la 

modulación [20]. Existen varios ejemplos de inhibidores de PPI siendo evaluados en 

estudios preclínicos [21, 22] y actualmente se cuentan con varios ejemplos de 

inhibidores de este tipo entrando en fases clínicas [23].  

 

Generación de Hits y compuestos líderes 
Tal como se muestra en la Figura 3, una vez elegido el blanco es necesario 

elegir la estrategia para obtener compuestos químicos con la capacidad de 

modularlo. Estos compuestos identificados inicialmente son denominados 

“Hits”. Un “Hit” es un compuesto que presenta una actividad inicial por encima 

de cierto umbral propuesto para cierto ensayo de pesquisaje. Posteriormente, 

se verifica esta actividad en particular y este compuesto se denomina “hit 

validado”[24]. Actualmente se conocen varias estrategias diferentes que 

resultaron en el desarrollo exitoso de nuevas drogas. Conceptualmente hay dos 

tipos de estrategias diferentes para el pesquizaje de hits: diseño basado en 

conocimiento del blanco y/o ligando y, por otro lado, el screening al azar. Es 

decir, en el primer caso la búsqueda se basa en información previa mientras 

que en el segundo caso, no se necesita información del blanco porque sólo se 

busca un cierto efecto.  
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A continuación se citan dos estrategias de búsqueda comúnmente utilizadas 

en el desarrollo de drogas: Screening de alta performance (High Throughput 

Screening) y Screening virtual.   

 

Screening de alto rendimiento (HTS: High Throughput Screening) 

Actualmente el screening de alto rendimiento o HTS está consolidado como 

la tecnología más aplicada para el desarrollo de drogas. HTS se basa en el 

pesquisaje de millones de compuestos (bibliotecas de compuestos) utilizando una 

plataforma automatizada basada en ensayos in vitro utilizando un formato 

multiplaca de 348 wells [24]. Típicamente, se llevan a cabo ensayos  con pequeñas 

moléculas a concentraciones 1-50 µM y se considera un cutoff de 30-50% de 

actividad para identificar aquellos hits que luego van a ser confirmados 

nuevamente y posteriormente validados [25]. 

Es importante destacar que luego de obtener los hits, estos compuestos 

entran en una etapa denominada Hit-to-Lead (H2L), en la cual los hits sufren 

modificaciones menores con el objetivo de mejorar la afinidad, la selectividad y la 

vida media de los compuestos y así identificar compuestos líderes promisorios [25]. 

Por definición, un compuesto líder es una estructura química prototípica o una 

serie de estructuras que muestran actividad y selectividad en ensayos bioquímicos 

y/o biológicos. Este compuesto es susceptible a modificaciones, logrando su 

optimización con el objetivo de encontrar un candidato para llevar a la clínica [24].   

Las mayores ventajas que presenta el HTS son que al final del screening se 

obtienen varios hits que luego siguen el camino tradicional de desarrollo de drogas 

y que esta estrategia permite ser aplicada tanto a blancos conocidos como en 

búsquedas al azar. Sin embargo, es una tecnología extremadamente cara y por eso 
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en general es abordable únicamente en la industria farmacéutica. Por otro lado, se 

obtienen frecuentemente falsos positivos y esto requiere una optimización estricta 

de los ensayos de HTS.  Con respecto al tiempo que lleva a realizar este tipo de 

screening depende del blanco y de los ensayos de screening, pero de manera 

general, un screening de ~1.000.000 moléculas lleva 1-3 meses [26].   

De esta estrategia, se conocen varios casos exitosos que están siendo 

evaluados en ensayos clínicos como inhibidores de HSP90, PI3 kinasa y la vía de 

Hedgehog, mientras que varios llegaron al mercado como Gefitinib (Iressa®, 

AstraZeneca), Erlotinib (Terceva®, Roche), Sorafenib (Nexavar®, Bayer)[26], entre 

otros. 

Screening Virtual (VLS, Virtual Library Screening)  

 El término “screening virtual” fue acuñado en la última parte de los 1990s, 

cuando las metodologías computacionales evolucionaron lo suficiente para poder 

ofrecer una alternativa a las estrategias experimentales conocidas como HTS, que 

comenzaron a presentar rendimientos menores y costos mayores. Se define como 

screening virtual a la selección de compuestos de grandes bases de datos utilizando 

herramientas computaciones para predecir su capacidad de unión a un blanco 

macromolecular [27]. Esta selección se lleva a cabo utilizando algoritmos que 

puntúan (scoring) y clasifican (ranking) moléculas de grandes bibliotecas de 

acuerdo a su probabilidad de presentar afinidad por cierto blanco [28].  

Existen dos tipos de abordajes computacionales que se diferencian 

conceptualmente: screening basados en el ligando y screening basados en el 

blanco. Ambos requieren de información previa, al contrario de lo que sucede en 

otras estrategias como HTS [29]. 
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Los pesquisajes basados en ligandos seleccionan compuestos de bases de 

datos que están relacionados con un ligando conocido para el blanco en cuestión. 

En este sentido, las moléculas de una base de datos se puntúan de acuerdo a su 

similaridad con uno o múltiples ligandos activos y luego son clasificados de tal 

forma que reflejan una probabilidad de actividad decreciente. Esta estrategia está 

basada en el principio de similaridad: compuestos similares probablemente 

provoquen efectos similares. Existen diferentes algoritmos que posibilitan el 

scoring y ranking de los compuestos [30].  

Por otro lado, los pesquisajes basados en el blanco (también conocidos 

como “basados en estructura”) utilizan las herramientas informáticas para evaluar 

la posible unión de las moléculas al blanco elegido, tal como se muestra en la 

Figura 4. Esta estrategia de screening comienza con la identificación del posible 

sitio de unión en la macromolécula blanco. Es imprescindible contar con 

información estructural 3D acerca del blanco a ser evaluado. El escenario más 

sencillo es cuando se cuenta con la estructura determinada experimentalmente por 

cristalografía de rayos X  o RMN [29]. En el caso que no se cuente con la 

información estructural experimental de la proteína blanco, es posible utilizar 

modelos de homología [31].  

Si bien se conocen diferentes metodologías computacionales de screening 

virtual basado en estructura, el docking es una metodología clave y ampliamente 

utilizada [32]. El docking se basa en la predicción de la conformación y orientación 

(pose) de un cierto ligando en un sitio de unión específico. Este proceso comienza 

con la aplicación de algoritmos de docking que “posan” los compuestos en el sitio 

activo, considerando todas las posibles conformaciones (confórmeros) y 

posteriormente se complementa con una función de puntuación o scoring que está 

diseñada para predecir la actividad biológica a través de la evaluación de 
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interacciones entre los compuestos  y el blanco potencial. Las funciones de scoring 

simples evalúan las poses en función a la forma y la complementariedad 

electrostática, mientras que esquemas de scoring más complejos que se aplican 

incluyen interacciones electrostáticas, interacciones de van der Waals y efectos de 

entropía y solvatación. Posteriormente, estos resultados se clasifican generando 

una lista de posibles candidatos ordenada en cuanto a la afinidad por el blanco. 

Esta lista se elabora a partir de valores de ranking, un proceso que intenta estimar 

la energía libre de unión al blanco de la manera más precisa posible [33]. De esta 

lista ordenada, se eligen un número determinado de hits para ser evaluados in 

vitro. 

Durante la última década se desarrollaron un gran número de programas de 

docking. Entre los más populares se pueden citar a AutoDock, Dock, FlexX, Glide, 

Gold, Surflex, ICM, LigandFit y  eHiTS [32]. Cada uno de ellos presenta diferentes 

características: desde los algoritmos utilizados hasta los recursos informáticos 

necesarios para poder realizar un screening de miles de moléculas, incluso muchos 

de ellos son de libre acceso para el sector académico. Todos estos factores son 

tenidos en cuenta en el momento de elegir el programa de docking a utilizar.  
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Figura 4|Screening virtual basado en docking. Bibliotecas de compuestos son evaluados 

por metodologías computacionales de docking para determinar la afinidad de compuestos 

por el blanco deseado. Cada compuesto es evaluado en miles de posibles conformaciones 

(confórmeros) y puntuados (score) en base a su complementariedad con su blanco. De los 

cientos de miles de moléculas de la biblioteca, unas decenas de ligandos con scores altos 

(hits) son evaluados experimentalmente en búsqueda de su actividad in vitro.  Modificado 

de Shoichet, 2004. 

Una vez que fue elegido el blanco, que se cuenta con su información 

estructural, inlcuyendo al sitio específico a modular,   y que está elegido el 

programa de docking, es importante determinar la base de datos a utilizar. El 

contenido y la calidad de las bibliotecas de compuestos juegan un rol 

preponderante en el éxito de un proyecto de screening virtual. Actualmente se 

cuenta con numerosas bases de datos disponibles [32]. Estas bases de datos 



Introducción 

39 

contienen una gran cantidad de pequeñas moléculas variando de varias decenas de 

miles a varios millones. Un pesquisaje completo de estas bases de datos resultaría 

en una pérdida de tiempo y de recursos computacionales. Es por eso, que se 

aplican filtros para remover aquellos compuestos indeseables y seleccionar solo 

aquellos compuestos relevantes en la biblioteca. Algunas de las características 

indeseables son: la presencia de grupos muy reactivos o tóxicos, moléculas muy 

grandes o muy hidrofóbicas o muy flexibles [32].   

Algunas drogas desarrolladas por screening virtual ya se encuentran en el 

mercado, mientras que la mayoría se encuentran en fases preclínicas y clínicas. El 

primer caso exitoso de una droga desarrollada a partir de un screening virtual es el 

antiviral zanamivir (Relenza®, GlaxoSmithKline) para el tratamiento de la gripe 

común y la profilaxis del virus A y B  y fue desarrollado utilizando un screening 

virtual basado en estructura [27] .  

Optimización del líder y ensayos preclínicos 
La optimización de una estructura líder implica una serie de rondas de 

diseño, síntesis y evaluación para llegar al candidato deseado. Esta estrategia se 

define como optimización multiparamétrica, en donde se requiere la optimización 

simultánea de selectividad, tolerabilidad, biodisponibilidad y estabilidad metabólica 

del compuesto para lograr una droga segura y eficaz[3]. 

Actualmente, la evaluación preclínica de líderes y candidatos a droga se 

llevan adelante utilizando líneas celulares tumorales establecidas, buscando 

efectos sobre algún evento celular. Aquellos compuestos que muestran tener 

actividad en ensayos basados en células, progresan a estudios en animales. Los 

modelos animales históricamente utilizados fueron los modelos murinos tanto 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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singénicos como xenogénicos. En ambos casos, los tumores se establecen a partir 

de las líneas celulares antes descriptas. Actualmente, se comenzaron a establecer 

tumores en animales inmunodeprimidos a partir de biopsias frescas de pacientes 

con el objetivo de maximizar la retención de las características de los tumores en 

pacientes. Estos modelos se denominan PDX (del inglés, Patient-Derived 

Xenografts). Otro de los modelos que permiten completar los datos de los modelos 

xenogénicos son los modelos genéticamente manipulados o GEMMs (del inglés, 

genetically engineered mouse models), que se basan en modificar (mutar, 

delecionar o sobreexpresar) uno o más genes para lograr replicar alteraciones 

normalmente encontradas en tumores humanos.  

  En esta etapa del proyecto, es importante determinar las propiedades 

ADMETox (Absorción, Distribución, Metabolismo, Excresión y Toxicidad), es decir 

las características farmacocinéticas del compuesto. En este sentido, metodologías 

computacionales permiten  predecir estas propiedades al mismo tiempo que 

permiten optimizar análogos.  

Una vez que el candidato preclínico fue identificado y se cuenta con una 

gran cantidad de datos preclínicos, se prosigue con la presentación de los datos en 

agencias regulatorias para el desarrollo de ensayos clínicos.  

Ensayos clínicos de drogas dirigidas: cambio de paradigma 
Con el desarrollo de las terapias dirigidas, el diseño de ensayos clínicos 

requerirá cambios fundamentales con respecto a los ensayos clínicos tradicionales 

utilizados en la evaluación de drogas citotóxicas convencionales [34].  

Tanto en la elección de los pacientes como los puntos finales de cada una de las 

etapas antes descriptas y aplicadas en la evaluación de drogas antitumorales 
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tradicionales parecen no ser las apropiadas para el diseño de los ensayos clínicos 

de drogas con blancos moleculares específicos. Varios autores destacan la 

importancia de pasar de la clasificación de los pacientes por sitio anatómico y por 

características histológicas a la estratificación de pacientes basada en aberraciones 

genómicas y otras características moleculares relevantes. También se jerarquiza la 

necesidad de la utilización de biomarcadores fiables y robustos en todas las fases 

del ensayo clínico [35, 36]. Particularmente importante es contar con la 

identificación de biomarcadores robustos río abajo del blanco y así determinar el 

efecto de la nueva droga.  

En los últimos años, se discutió profundamente la utilización de biomarcadores 

subrogados en los ensayos clínicos. Los marcadores subrogados de punto final 

permiten reemplazar al punto final clínico per se y miden la efectividad de la droga 

a estudiar en un ensayo clínico [37, 38]. Falta aún mucho trabajo para validar 

dichos biomarcadores, pero prometen convertirse en una herramienta clave para 

el desarrollo de ensayos clínicos, particularmente para drogas con blancos 

moleculares específicos.    

 Esto indica que debe efectivizarse un cambio de paradigma en el diseño de 

ensayos clínicos para drogas dirigidas en la búsqueda de un desarrollo clínico más 

eficiente y lógico.  
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Cáncer 
 

El término genérico “cáncer” designa a un amplio grupo de más de 100 

enfermedades que pueden afectar cualquier parte del organismo. Las células 

transformadas presentan como característica principal el crecimiento anormal y 

aumentado dando lugar a la formación de un tumor. Sin embargo, no todos los 

tumores son malignos. Las neoplasias benignas son aquellas que se circunscriben a 

la localización original presentando un límite definido en la arquitectura tisular que 

las rodea, mientras que las neoplasias malignas están originadas por células 

agresivas con capacidad de invadir los tejidos circundantes, diseminarse y formar 

focos metastásicos en sitios distantes [39].    

En el año 2012 el cáncer fue responsable de 8.2 millones de muertes 

estimadas a nivel mundial. Argentina se encuentra dentro del rango de países con 

incidencia de cáncer media-alta, de acuerdo a las estimas realizadas por la Agencia 

Internacional de Investigación sobre Cáncer (IARC) para el año 2012. En nuestro 

país, murieron por cáncer casi 62000 hombres y mujeres ese año [40]. 

En magnitud, el volumen más importante de casos estimados en Argentina 

corresponde al cáncer de mama con más de 18.700 casos nuevos por año (18% del 

total y 36% del total de casos en mujeres). En incidencia, el cáncer de mama es 

seguido por el de próstata (13% del total), el de colon y recto (10.5%) y pulmón 

(10%). Por otro lado,  la incidencia de tumores primarios en el sistema nervioso 

central (SNC) muestran una incidencia del 1.4% [40].  

Con respecto al cáncer pediátrico, según datos del Registro Oncopediátrico 

Hospitalario Argentino (ROHA) se registraron 12.776 niños con patología 

oncológica en el periodo 2000-2009, siendo los tumores pediátricos más frecuentes 

las leucemias (30-40%), seguido por los tumores cerebrales (20%) y los linfomas 
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(13%). Los tumores del sistema nervioso central presentan la menor probabilidad 

de sobrevida de todos los tumores pediátricos según el ROHA (46% de sobrevida a 

los 36 meses después del diagnótico)[41].  

 El cáncer se caracteriza por ser una enfermedad compleja en donde 

intervienen diferentes factores. Los tumores comparten ciertas capacidades 

biológicas que se manifiestan lo largo de su desarrollo. Las células cancerosas 

presentan capacidad proliferativa sostenida, insensibilidad a señales inhibitorias de 

crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa ilimitada, 

capacidad de inducir angiogénesis y de activar la invasión y metástasis. A estas 

características esenciales se agrega la inestabilidad genómica que presentan estas 

células, el microambiente que favorece la progresión maligna (entorno inflamatorio 

y presencia de células que cooperan con el fenotipo transformado), la capacidad de 

las células tumorales de reprogramar el metabolismo celular y de evadir la 

respuesta inmune del organismo [2]. Si bien estas características se encuentran 

presenten en una gran mayoría de tipos tumorales, no son aplicables a todos ellos. 

Un ejemplo de ello son los tumores del sistema nervioso central, que rara vez 

metastatizan [42].     

El desarrollo de este trabajo se centró en dos tipos de neoplasias diferentes y a 

continuación se detallan características de la biología tumoral del carcinoma 

mamario y del glioblastoma.  

 

Carcinoma mamario 
 

El cáncer de mama es uno de los tipos de cáncer más comunes con más de 

1.300.000 casos y 450.000 muertes anuales a nivel mundial [43].  Las neoplasias 
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mamarias son una enfermedad clínicamente heterogénea, ya que existen 

diferentes subtipos que presentan diferentes perfiles moleculares, 

histopatológicos, comportamientos biológicos, perfiles de riesgo y pronóstico [44].  

 Clínicamente, esta enfermedad se categoriza en tres tipos básicos 

diferentes utilizando técnicas de inmunohistoquímica (IHQ), dependiendo de la 

expresión de ciertos receptores [45]. En el primer tipo se agrupan todos aquellos 

subtipos que expresan el receptor de estrógeno (ER+) y progesterona (PR+). En este 

grupo se encuentran el 70-80% de los casos de cáncer mamario. En el segundo 

grupo se hallan los tumores que presentan una amplificación del gen her2/erbB2. 

Este grupo representa el 10-15% de los pacientes de cáncer mamario. El 10-15% 

restante de los tumores mamarios se clasifican en el tercer grupo denominado 

triple negativo se caracteriza por no expresar el receptor de estrógeno (ER), ni el de 

progesterona (PR) ni el receptor HER2 [46].  

Con el desarrollo de tecnologías de microarreglos basada en marcadores 

genómicos, se lograron clasificar con mayor exactitud los diferentes subtipos de 

cáncer mamario en 5 grupos: carcinoma mamario de tipo luminal A, de tipo luminal 

B, de tipo Basal, de tipo HER2 y de tipo normal [47]. Esta nueva clasificación 

promete realizar mejores diagnósticos y diseñar terapias más específicas en 

búsqueda de estrategias terapéuticas más efectivas y evitar la quimioterapia 

adyuvante en aquellos casos en los que no es necesaria. 

Si bien estas características histopatológicas y/o genómicas permiten realizar 

un diagnóstico y diseñar una estrategia terapéutica, la causa de muerte de estas 

pacientes no es el tumor primario sino las metástasis en sitios distantes.  Los sitios 

metastásicos más frecuentes para tumores primarios mamarios son hueso, pulmón 

e hígado. Aproximadamente 10-15% de los pacientes con cáncer de mama 

desarrollan metástasis dentro de los primeros 3 años de la detección inicial de 
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tumor primario. Aunque existen casos en los que la manifestación de metástasis se 

dan hasta 10 años posteriores al primer diagnóstico [48]. 

Metástasis 
El estudio de cómo las células tumorales avanzan hacia el fenotipo 

metastásico, es decir comenzando por la alteración del microambiente del tumor 

primario, seguido por la entrada en circulación y colonización de un órgano 

distante, se remonta al siglo pasado. Desde ese momento, numerosos estudios 

dieron lugar a una serie de teorías sobre la progresión metastásica y, sin embargo, 

hoy en día no se conoce el fenómeno por completo. A pesar de ello, se 

identificaron algunos prerrequisitos de las células tumorales para que tenga lugar 

el proceso metastásico, los cuales se enumeran a continuación (Figura 5). 

En primer lugar, las células deben contar con la capacidad de iniciar un 

nuevo tumor, ya que sólo unas pocas células colonizan el sitio metastásico distante 

y a partir de ellas se debe formar la masa tumoral. En este sentido, existen 

evidencias de que en algunos tipos tumorales se encuentran células tipo stem con 

capacidad de auto renovación [49]. Aunque está en discusión la abundancia 

relativa de este tipo de células en tumores sólidos primarios, la capacidad de 

autorenovación es indispensable para la implantación del nuevo foco. Otro de los 

prerrequisitos es que las células deben mostrar una disminución en la adhesión 

intercelular y de esta forma poder alterar la arquitectura tisular y avanzar hacia la 

progresión maligna. Las moléculas de adhesión E-cadherina e integrinas se 

constituyen como mediadores importantes en el fenotipo maligno. Las células con 

capacidad metastásica deben ser resistentes a las señales extracelulares de muerte 

celular (apoptosis), así como también deben presentar la capacidad de perturbar la 

membrana basal y la matriz extracelular, donde las metaloproteasas de matriz 

(MMP) juegan un rol preponderante [50].  
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Figura 5| Pasos de la progresión metastásica. El proceso metastásico progresa en la 

medida que las células tumorales adquieren capacidades diferentes para colonizar un sitio 

distante. Modificado de Gupta & Massagué, 2006. 
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Uno de los pasos fundamentales de la metástasis es el “movimiento” de las 

células de un sitio a otro, es decir que las células deben tener capacidad migratoria. 

La migración celular involucra cambios dinámicos en el citoesqueleto, en las 

interacciones célula-matriz, proteólisis localizada, contracciones de actina-miosina 

y el desensamblaje de contactos focales. Todos estos cambios están modulados por 

una serie de nodos fundamentales que incluyen a las pequeñas Rho-GTPasas (como 

Rho, Cdc42 y Rac), integrinas en las adhesiones focales, proteasas de membrana, 

proteasas secretadas y la maquinaria contráctil de la actomiosina.  

Si bien las características antes descriptas son esenciales para el fenotipo 

metastásico de una célula tumoral, el proceso es más complejo. Las interacciones 

de las células tumorales con su estroma son claves. La presencia de células 

mesenquimales (fibroblastos) y células del sistema inmune (leucocitos, linfocitos, 

macrófagos, etc.), asociadas a un escenario de inflamación crónica juegan un rol 

preponderante en la progresión tumoral. 

Las células tumorales que tienen la capacidad de intravasarse y entrar en 

circulación, también deben ser resistentes a la anoikis (muerte celular por pérdida 

de adhesión al sustrato). En este paso, las células tumorales interactúan con células 

normales del paciente, por ejemplo con las plaquetas. Una vez en el órgano blanco, 

las células deben traspasar el endotelio y extravasarse. La mayoría de las células 

una vez extravasadas, no tienen la capacidad de colonizar efectivamente el nuevo 

sitio. Estas células o micrometástasis pueden mantenerse en un estado “dormido” 

(dormancy) por varios años antes de convertirse en una metástasis detectable o 

incluso muchas de ellas nunca progresan. Estas células deben tener la capacidad de 

inducir la formación de nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis), salir del estado de 

quiescencia en el que se encuentran para luego poder proliferar y volver a generar 

una interacción fructífera con el estroma del nuevo sitio colonizado [50].  
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Terapéutica actual del cáncer mamario 
En la actualidad, el tratamiento para el cáncer mamario incluye cirugía, 

radioterapia y terapia adyuvante. La terapia elegida está basada en la 

determinación de la expresión de receptores por IHQ [46]. Existen tres tipos de 

terapias sistémicas para el cáncer mamario: terapia hormonal, quimioterapia y 

terapia dirigida.  

La terapia hormonal explota la presencia de los receptores de estrógeno y/o 

progesterona en los tumores, permitiendo la utilización del antagonista 

estrogénico Tamoxifeno y de los inhibidores de aromatasa que bloquean la síntesis 

de estrógeno. Los agentes antihormonales concomitantes con quimioterapia son la 

estrategia terapéutica más utilizada para tumores mamarios ER+ y PR+. También se 

utiliza como tratamiento de segunda línea el Fulvestrant (Faslodex®, AstraZeneca), 

un antagonista puro del receptor de estrógeno[51]. 

La quimioterapia adyuvante basada en antraciclinas (por ej. doxorrubicina) 

se convirtió en la más utilizada desde los años 1990s. Estos agentes se los combina  

con taxanos (docetaxel, paclitaxel) y ciclofosfamida, así como también con 5-

fluorouracilo. Actualmente se utiliza quimioterapia como neoadyuvante, adyuvante 

y en escenarios metastásicos [51]. 

Con respecto a las terapias dirigidas, se destaca la utilización del anticuerpo 

monoclonal anti HER2 Trastuzumab (Herceptin®, Roche) para aquellos tumores 

mamarios que presentan la amplificación en este gen. También se aprobó como 

tratamiento de primera línea la combinación del anticuerpo monoclonal anti VEGF 

(factor de crecimiento del endotelio vascular)  Bevacizumab (Avastin®, 

Genentech/Roche) con paclitaxel en pacientes con cáncer mamario metastásico 

HER2 negativos.  Inhibidores de tirosina quinasa también fueron aprobados para el 
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tratamiento de cáncer mamario. Un ejemplo de ellos es el inhibidor Lapatinib 

(Tykerb®, GlaxoSmithKline), que es inhibidor de HER1 y HER2 [51]. 

Si bien se desarrollaron en las últimas décadas estrategias terapéuticas muy 

eficaces para el cáncer mamario, aquellos tumores triple negativos (ER-, PR- y HER-) 

siguen siendo difíciles de tratar ya que se trata de una enfermedad biológicamente 

agresiva con pocas opciones terapéuticas. Actualmente la quimioterapia es la única 

herramienta disponible, sin embargo las respuestas siguen siendo limitadas. Los 

tumores triple negativos presentan un aumento en el riesgo de metástasis en 

sistema nervioso central comparado con otros subtipos de cáncer mamario [52].   

Otro de las problemáticas en el tratamiento del cáncer mamario es la 

resistencia intrínseca o adquirida  de los tumores a las terapias hormonales, 

quimioterapia y/o terapias dirigidas. Los mecanismos de resistencia son 

complicados y recién se comienzan a comprender algunos de ellos. En varios casos, 

la resistencia no solo depende de alteraciones en los receptores hormonales o en 

receptores de factores de crecimiento, sino que diferentes vías de señalización 

están implicadas en esta resistencia [53-55]. Incluso muchas de estas vías de 

señalización compensatorias están implicadas en la resistencia a quimioterapia 

tradicional de tumores mamarios triple negativos[52].  

 

Gliomas 
 

Los glioblastomas (o glioblastoma multiforme – GBM)  son los tumores más 

comunes del sistema nervioso central (SNC) y también los más letales. Si bien 

presentan una incidencia baja, los gliomas malignos son esencialmente incurables: 
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presentan una sobrevida media de 9 a 12 meses y una tasa se sobrevida a 5 años 

menor al 5%, a pesar de todos los esfuerzos terapéuticos disponibles [56]. 

 Los gliomas malignos son tumores invasivos e histológicamente 

heterogéneos derivados de células gliales, que comúnmente se encuentran en el 

hemisferio cerebral anterior. La Organización Mundial de la Salud clasifica a los 

gliomas de acuerdo al tipo celular a partir del cual se hipotetiza se dio lugar a la 

diferenciación, es decir, si los tumores muestran características astrocíticas, 

oligodendrogliales o de células ependimales. Estos tumores se estratifican desde el 

grado I al IV, de acuerdo al grado de malignidad dado por características 

histológicas. Según la OMS, los tumores astrocíticos de grado I (astrocitoma 

pilocítico) representan a tumores biológicamente benignos que se curan 

quirúrgicamente; los tumores de grado II (astrocitoma difuso) son malignos pero de 

bajo grado, que no son curables quirúrgicamente pero el curso clínico es largo; los 

tumores de grado III (astrocitoma anaplásico) son malignos y llevan a la muerte al 

curso de algunos años; los tumores grado IV (glioblastoma) son altamente 

invasivos, resistentes a la quimioterapia y letales en 9 a 12 meses.  Contrariamente 

a lo que sucede en otros tumores sólidos, los gliomas raramente metastatizan 

fuera del SNC y por ello, el grado del tumor es determinante en resultado clínico 

[42]. Tanto los gliomas de grado III como de grado IV son considerados malignos.  

Los glioblastomas pueden separarse en dos subtipos: primarios y 

secundarios (Figura 6). Los glioblastomas primarios típicamente se presentan en 

pacientes mayores a 50 años, como tumores agresivos, altamente invasivos, sin 

evidencias previas de enfermedad clínica. Por otro lado, los GBMs secundarios se 

presentan en pacientes más jóvenes con astrocitomas de grado bajo y en el 

transcurso de 5-10 años se transforman en glioblastomas, independientemente del 

tratamiento recibido.    
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Figura 6| Dos caminos para el mismo fenotipo. GBM puede desarrollarse a lo largo de 5-

10 años a partir de un astrocitoma de grado bajo (GBM secundario) o puede ser la 

patología inicial al momento del diagnóstico (GBM primario). Las características clínicas 

del GBM son las mismas, independiente del desarrollo del tumor. Modificado de Maher et 

al., 2001 

Los glioblastomas se caracterizan por presentar una infiltración difusa  a lo 

largo del parénquima cerebral, una angiogénesis robusta, una resistencia intensa a 

apoptosis, necrosis e inestabilidad genómica [57].  

 

 

 

 

 

 

La característica clave de estos tumores es su naturaleza invasiva, ya que 

repercute en el manejo terapéutico de la enfermedad. Esta infiltración de células 

tumorales impide que la cirugía remueva la masa tumoral completa, incluso 

cuando las lesiones aparecen en áreas donde la resección quirúrgica completa es 

posible. Esta invasión difusa local eventualmente lleva al crecimiento de un tumor 

recurrente en una localización adyacente a la cavidad de la que el tumor había sido 

resectado por cirugía [42, 58]. Evidencias de autopsias de pacientes con gliomas 

que nunca habían sido tratados demuestran que 25-50% los mismos presentaban 
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la enfermedad en ambos hemisferios, reforzando la idea de que los glioblastomas 

tienen una capacidad invasiva intrínseca [59].  

Otra de las características importantes de los gliomas es su angiogénesis 

aumentada. Las células de glioma, tal como sucede en diferentes tumores sólidos,  

requieren vasos sanguíneos por motivos metabólicos y de eliminación de desechos. 

Sin embargo, también se postula que esta angiogénesis en los gliomas está dirigida 

por la necesidad de crear un nicho vascular que posiblemente mantenga 

selectivamente a las “glioma stem cells”[60]. 

Una de las grandes incógnitas de los gliomas es el origen celular del mismo. 

En este sentido, existen evidencias de que stem cells neurales o células 

progenitoras relacionadas pueden ser transformadas a cáncer stem cells dando 

lugar a la formación de gliomas malignos. Sin embargo se necesitan más evidencias 

para clarificar este tema y poder explicar la gran heterogeneidad histológica 

encontrada en los gliomas[59]. 

 

Patogénesis molecular 
 Tal como sucede en diferentes tipos de cáncer, la transformación maligna en 

gliomas resulta de la acumulación secuencial de aberraciones genéticas y la 

desregulación de múltiples vías de señalización. En este sentido, los defectos más 

comunes que se encontraron en vías de señalización intracelular están asociados a 

factores de crecimiento. El 50% de los pacientes con glioblastomas primarios 

presentan una amplificación del gen EGFR (receptor de EGF) y esta amplificación se 

asocia con mal pronóstico. El 50% de los tumores que presentan tal amplificación 

expresan una variante constitutivamente autofosforilada del receptor conocida 

como EGFRvIII, que carece del dominio extracelular de unión al ligando y la 
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expresión de esta variante confiere aún un peor pronóstico que la expresión del 

EGFR wild type [60]. El receptor de factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGFR) también cumple un rol importante en la agresividad de los glioblastomas.  

Las vías de señalización que se encuentran río abajo de estas vías de factores 

de crecimiento son las que median las funciones biológicas que le confieren 

malignidad al tumor. En este sentido, tanto la vía de las MAP-kinasas como la vía 

PI3K-Akt-mTOR presentan un rol central en la patogénesis molecular de gliomas. 

Por ejemplo, PTEN, un supresor tumoral que regula negativamente la vía de PI3K, 

se encuentra inactivo en 40-50% de los pacientes con glioblastomas [60]. 

Actualmente, se intenta clasificar a los glioblastomas teniendo en cuenta 

características moleculares. Sin embargo, todavía falta estudiar en profundidad los 

diferentes tipos de glioma para poder estratificarlos y determinar posibles 

respuestas terapéuticas de los diferentes pacientes.        

 

Terapéutica actual de glioblastomas de alto grado 
La cirugía es, en general, el primer paso terapéutico para extirpar el tumor y 

obtener tejido para realizar el diagnóstico. Posteriormente, los pacientes reciben 

radioterapia concomitante con temozolomida, un agente alquilante. Sin embargo, 

tal como se explicó anteriormente, los gliomas recurren inevitablemente un tiempo 

después a varios centímetros de la localización inicial del tumor [59]. 

En el último tiempo, al conocer con mayor profundidad la patogénesis 

molecular de los glioblastomas, se comenzaron a ensayar terapias dirigidas a 

blancos relevantes. Debido a que los glioblastomas son uno de los tumores más 

angiogénicos que se conocen, en el año 2009 se aprobó por la FDA la utilización de 

Bevacizumab (Avastin®, Roche), un anticuerpo monoclonal anti VEGF (factor de 
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crecimiento de endotelio vascular), para el tratamiento de segunda línea de 

gliomas recurrentes. Sin embargo, la utilización de este anticuerpo sigue bajo 

intenso estudio, ya que si bien tiene un impacto fuerte en la sobrevida libre de 

enfermedad, se desconoce el beneficio terapéutico real sobre la sobrevida total de 

los pacientes comparada con el control histórico [61]. 

Diferentes ensayos clínicos probaron inhibidores de receptores tirosina 

kinasa, sin embargo hasta el momento ninguno de ellos mostró un beneficio 

terapéutico en la sobrevida de los pacientes [61]. Actualmente se están evaluando 

en pacientes inhibidores de la vía PI3K-Akt-mTOR, pero aún se desconocen los 

resultados [60].  

Es importante destacar, que en el tratamiento de gliomas, tal como sucede 

en el tratamiento de carcinoma mamario, resulta evidente la necesidad de contar 

con biomarcadores que permitan determinar las terapias específicas para cierto 

perfil molecular del glioma [60].  
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Rho GTPasas  
 

Las pequeñas GTPasas de la superfamilia Ras son proteínas pequeñas de 

alrededor de 21 kDa que funcionan como interruptores moleculares en un gran 

número de vías de señalización. Dentro de esta superfamilia se encuentran las 

proteínas Rho (Ras homologous), que se distinguen de otros miembros de la 

superfamilia Ras por la presencia de un dominio GTPasa tipo-Rho. Hasta este 

momento se identificaron 22 variantes humanas de la familia de Rho GTPasas y 

pueden ser subdivididas en 10 grupos considerando su identidad: Cdc42, Rac, 

RhoA, RhoD, Rif/RhoF, Rnd3/RhoE, TTF/RhoH, Chp/RhoV, Rho micondrial 

(Miro1/RhoT1) o RhoBTB. Los miembros más estudiados y caracterizados son 

Cdc42, Rac1 y RhoA [62]. 

Como sucede con la GTPasa Ras, las Rho GTPasas son interruptores 

moleculares que adoptan diferentes estados conformacionales en respuesta a la 

unión de GDP o GTP (Figura 7). Sólo en el estado activo unido a GTP, estas 

proteínas son capaces de unirse y activar a sus proteínas efectoras. Es importante 

destacar que muchas de las funaciones de las Rho GTPasas requieren del anclaje a 

membrana para ser funcionales. 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 clases de proteínas que regulan a las Rho 

GTPasas: factores intercambiadores de guanina (GEFs o Guanosine Exchange 

Factors), Proteínas activadoras de GTPasas (GAPs o GTPase activating proteins) e 

inhibidores de disociación de guanina (GDIs o Guanine dissociation inhibitors). 

Los GEFs activan a las GTPasas catalizando la liberación del GDP y llevando a 

la formación de un complejo transicional inestable libre de nucleótidos. Debido a 

que la concentración citosólica de GTP libre es más alta que la de GDP, este 
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complejo se carga de una molécula de GTP logrando la activación de dicha 

proteína. La activación de GEFs está mediada por diferentes receptores de 

superficie, incluyendo receptores de citoquinas, receptores tirosin-kinasa, 

receptores de adhesión y receptores asociados a proteína G (GPCRs)[62].    

Por otro lado las proteínas Rho son inactivadas mediante la hidrólisis de GTP 

a GDP, mecanismo generalmente coordinado por las proteínas GAP, las cuales 

estimulan la baja actividad hidrolítica intrínseca de las proteínas Rho. También se 

encuentran los RhoGDIs, que se asocian a las proteínas Rho citosólicas y las 

mantienen en la conformación en la que se encuentran, evitando cualquier cambio 

de nucléotidos o hidróslisis [63].  

Si bien estas familias de proteínas cumplen un rol clave en la regulación de la 

actividad de las Rho-GTPasas, cabe destacar que existen otros mecanismos de 

regulación de estas GTPasas. La mayoría de  los mecanismos alternativos están 

basados en modificaciones post-traduccionales y cada GTPasa presenta algunos de 

estos mecanismos. Por un lado están aquellas modificaciones que modifican su 

localización intracelular tales como la isoprenilación del extremo C-terminal y la 

fosforilación. Por otro lado, se pueden citar aquellas modificaciones que impactan 

sobre las propiedades bioquímicas y actividad, tales como la oxidación de residuos 

de cisteína, la sumolización y la degración por la via ubiquitina-proteasoma. Si bien 

no es una forma de regulación per se, es importante mencionar que existe un 

crosstalk entre las diferentes RhoGTPasas, donde diferentes GTPasas son capaces 

de estimular o inhibir a otro miembro de la familia [64]. 
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Figura 7|Modelo de regulación de Rho GTPasas. Las proteínas Rho actúan como 

transductores de señales al ser activados por GEFs, que responden a una gran variedad de 

estímulos extracelulares mediados por receptores de membrana. La conformación activa 

de las proteínas Rho es capaz de unirse a los efectores capaces de mediar diferentes 

respuestas biológicas.  

Como se explicó anteriormente, cuando las proteínas Rho se encuentran 

activas y ancladas a membrana en la localización subcelular específica son capaces 
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de interactuar con diferentes efectores río abajo. Se conocen más de 70 efectores 

potenciales para las proteínas de la familia Rac1 y Rho. En este sentido, cada 

RhoGTPasa es capaz de activar un grupo definido de efectores y estos efectores 

pueden ser tanto efectores catalíticos (ej. quinasas como Pak1, activada por Rac1; 

la quinasa ROCK, activada por RhoA, entre otras) como efectores no catalíticos que 

funcionan como adaptadores o scaffolds (ej, Diaphanous, Was, Baiap2, entre otros) 

[65].    

Funciones mediadas por la GTPasa Rac1 
La Rho GTPasa Rac1 es uno de los miembros de la familia más estudiados. Es 

una proteína que se expresa en todos los tejidos y está relacionada con la 

regulación de múltiples funciones celulares (Figura 8).  

Evidencias experimentales en modelos murinos transgénicos, muestran que 

la deleción del gen Rac1 provoca letalidad embriónica causada por defectos en la 

gastrulación y por apoptosis de células mesodermales [66]. De manera más 

concreta, se estudiaron diferentes modelos Rac1 knockout tejido-específicos. Rac1 

cumple un rol importante en diferentes tipos celulares hematopoyéticos: sobre 

células stem hematopoyéticas, plaquetas, linfocitos B y T. También se demostró 

que es importante en el desarrollo vascular de células endoteliales y en la 

formación de las vainas de mielina en el sistema nervioso central [65]. 

Evidencias de células en cultivo permitieron profundizar estas observaciones 

funcionales de Rac1. Históricamente, Rac1 estuvo implicada en la reorganización 

del citoesqueleto de actina, específicamente en la formación de lamelipodios que 

contribuyen de manera pivotal a la migración celular. En este sentido, un ligando 

extracelular como el EGF, el PDGF o insulina provocan la formación de lamelipodios 
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y ondulaciones de membrana a través de Rac1 [67]. De este rol importante en la 

regulación del citoesqueleto se desprende que Rac1 está involucrada en la 

regulación de procesos como endocitosis, tráfico de membrana, morfología celular, 

adhesión, spreading y polaridad celular, destacándose la regulación de la migración 

celular [63, 68]. 

Por otro lado, la vía de señalización de Rac1 afecta la proliferación celular a 

través de diferentes mecanismos. Rac1 modula la transcripción génica a través de 

la activación de NFkB, JNK y MAPK que inducen factores de transcripción AP1. Estos 

factores de transcripción  modulan la expresión de proteínas que regulan  la 

progresión del ciclo celular como ciclina D1 [69].  

Rac1 también participa en otras funciones celulares. La generación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) está regulada por Rac1, ya que esta proteína es 

esencial para la activación de la NADPH oxidadasa [70]. Recientemente, también se 

describió el rol de Rac1 en la modulación del metabolismo, ya que esta proteína 

regula la actividad de la enzima mitocondrial glutaminasa, enzima clave en el 

metabolismo de la glutamina [71].  

En el último tiempo,  se comenzaron a describir funciones nucleares de  

Rac1 además de las funciones citoplasmáticas más conocidas. Cuando se encuentra 

en el núcleo, Rac1 es capaz de interaccionar con la toposiomerasa II y está 

involucrada en la respuesta al daño a ADN provocado por varias drogas 

quimioterapéuticas que afectan el ADN [72].  
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Rho GEFs 
El primer GEF de mamífero se identificó a principios de los años 90 como un 

gen transformante en células de linfoma de células B difuso y se denominó Dbl. 

Esta proteína mostró ser un GEF para la GTPasa Cdc42. A partir de ese momento, 

se identificaron 69 miembros diferentes de la familia Dbl en humanos. Esta familia 

de GEFs se caracteriza por contener un dominio DH (del inglés, Dbl homology) de 

unos 200 residuos y un dominio PH (del inglés, pleckstrin homology) adyacente de 

unos 100 residuos. El dominio DH es el responsable de catalizar el intercambio de 

GDP por GTP en las Rho GTPasas y mientras que el domino PH se propone como el 

responsable de la localización  en la membrana plasmática de los GEFs así como de 

la regulación alostérica de la actividad de los GEFs. Fuera de los dominios DH-PH, 

las proteínas de la familia Dbl presentan una gran diversidad y normalmente 

contienen otros dominios responsables de funciones celulares características de 

cada GEF.  

Posteriormente, se identificó una nueva familia de GEFs que no se relaciona 

en secuencia con la familia de proteínas Dbl: la familia DOCK. Esta nueva familia de 

proteínas carece de la presencia del dominio DH pero se caracterizan por dos 

regiones de secuencia conservada denominadas DHR1 y DHR2 (del inglés, Dock 

homology region 1 y 2). Existen 11 proteínas relacionadas a Dock en humanos y 

cada una de ellas presenta especificidad por una o más GTPasas. En la Figura 8 se 

observan los GEFs relevantes en este trabajo.  

Uno de los aspectos que se comenzó a estudiar hace más de 15 años y hoy 

en día sigue siendo objeto de estudio, es la manera en que los GEFs regulan a las 

GTPasas y cuáles son los elementos estructurales claves en el reconocimiento 

específico de cada GEF con cada Rho GTPasa. Por ejemplo, el GEF Tiam1 regula a 

Rac1 pero no a Cdc42, a pesar de compartir 70% de homología estructural [73].  
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Tiam1

P-Rex1

Dock-180

PHDHPDZRBDPH
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Figura 8|Estructura de algunos GEFs relevantes en el trabajo. Se muestran ejemplos de 

las dos familias de GEFs: Tiam1 y P-Rex1 pertenecen a la familia de GEFs clásicos Dbl 

mientras que Dock-180 pertenece a la familia relacionada con Dock. Pleckstrin Homology 

(PH), Coiled coil (CC), Ras-binding Domain (RBD), Dbl homology (DH), InsPx4 fosfatasa 

(InsPx4-PTPasa), Src homology 3 (SH), Dock homology Region (DHR).   

 

 

 

 

 

 

La estructura cristalina de Rac1 fue resuelta en el año 1997 [74] y 

posteriormente, en el año 2000 se obtuvo la estructura de Rac1 en complejo con 

los dominos DH/PH del GEF Tiam1 [75]. A partir de estas estructuras, se comenzó a 

comprender más acerca de la interacción de GEFs de la familia Dbl y la GTPasa Rac1 

y cuáles son los elementos estructurales que regulan la especificidad del 

reconocimiento. Finalmente se identificó al Triptofano 56 (Trp56) de Rac1 como 

residuo clave en el reconocimiento de algunos GEFs Rac1 específicos, tales como 

Tiam1, TrioN, GEFH1 [76, 77]. Más aún, cuando se realizaron mutantes puntuales 

sobre la estructura de Cdc42 cambiando la fenilalanina que presenta en dicha 

posición por un Trp, los GEFs Rac1 específicos fueron capaces de activar a Cdc42 

[76, 77]. Posteriormente también se describió que DOCK180, un miembro de la 
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familia atípica de GEFs DOCK, utiliza al Trp56 y a la Alanina 27 como residuos clave 

en el reconocimiento de Rac1 [78]. En este sentido, diferentes trabajos muestran 

que el Trp56 de Rac1 es un residuo clave en el reconocimiento e interacción con 

sus GEFs específicos, ya sean de la clásica familia Dbl como de la familia atípica 

DOCK. 

 

Rac1 y GEFs en cáncer 
Las Rho GTPasas tienen un rol central en la regulación de diversos procesos 

celulares y con lo cual, su alteración o desbalance puede ser la causa molecular de 

diversas enfermedades, incluyendo al cáncer. Particularmente, la alteración en la 

actividad de Rho GTPasas en cáncer está dada por una sobreexpresión y/o por una 

hiperactivación, ya que raramente se encuentran mutadas. Recientemente se 

describió que existen mutaciones con ganancia de función en el gen de rac1 en 

pacientes con melanoma provocados por exposición a radiación solar [79]. Sin 

embargo, este caso es una excepción hasta este momento. La alteración por 

sobreactivación y/o sobreexpresión de estas vías de señalización fue descripta en 

diferentes tipos de cáncer, como por ejemplo cáncer de páncreas, cáncer de mama, 

melanoma, carcinomas colorrectales, leucemias, osteosarcomas, carcinomas 

hepatocelulares, neuroblastomas, carcinomas de pulmón (tanto de células 

pequeñas como de células no-pequeñas), cáncer gástrico, glioblastomas, entre 

otros [80]. 

Las primeras evidencias funcionales que vinculan la transformación maligna 

con alteraciones en las vías de Rho GTPasas provienen de ensayos en los que Rac1 

constitutivamente activo (ej. Rac1 G12V), y en menor medida RhoA, inducen 

transformación maligna en fibroblastos y tumorigenicidad en ratones atímicos, 

siendo además requeridos para la trasformación mediada por Ras [81, 82]. 
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Particularmente en cáncer mamario, el aumento de los niveles de Rac1 se 

localiza en la membrana plasmática y no se debe a una amplificación génica 

sugiriendo una desregulación en la transcripción o un aumento en la estabilidad del 

ARN [83]. Por otro lado, tanto en cáncer mamario como en cáncer de colon se 

evidenció la expresión de la variante de splicing Rac1b, que presenta una actividad 

elevada mediante un intercambio de GDP por GTP acelerado [83]. 

Los mecanismos específicos por los cuales Rac1 influencia transformación 

maligna y la progresión tumoral siguen siendo objeto de estudio, sin embargo 

existen evidencias claras que la actividad desregulada de Rac1 resulta en la pérdida 

de adhesión celular a la matriz extracelular [84] y en un aumento en la capacidad 

invasiva de las células tumorales [85], a través de la modulación del citoesqueleto 

de actina y de la regulación de la transcripción de metaloproteinasas de matriz y/o 

de sus inhibidores [86, 87]. 

Si bien rac1 no es considerado un oncogén, varios de sus activadores tipo 

GEF fueron aislados inicialmente como oncogenes en ensayos de transformación 

de fibroblastos murinos con ADN derivado de tumores humanos. Sin embargo, el 

mecanismo más común de sobreactivación de la vía de Rho GTPasas es la 

activación aberrante de los GEFs, particularmente los receptores acoplados a 

tirosina kinasa (RTKs) y los receptores acoplados a proteína G (GPCRs) cumplen un 

rol central en este sentido. También se encontraron casos en donde los GEFs son 

sobreexpresados y en menor medida, mutaciones en donde la actividad catalítica 

de los GEFs se ve afectada [15].  

 Tiam1 (por sus siglas en inglés: T cell invasión and metástasis 1), un GEF de 

la familia Dbl específico de Rac1, se encuentra asociado a la progresión de varios 

tipos de cáncer. Este GEF funciona como un efector río abajo de Ras y diferentes 

estudios muestran que Tiam1 se encuentra sobreexpresado [88-90] y/o mutado 

[91] en diferentes tipos tumorales. La sobreexpresión de Tiam1 le confiere un 
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fenotipo invasivo a células de linfoma T, sugiriendo que niveles aumentados de 

Tiam1 puede resultar en progresión tumoral e invasión. También se observó que la 

expresión de Tiam1 correlaciona con un aumento motilidad de células de 

carcinoma mamario humano siendo necesaria para el mantenimiento del fenotipo 

migratorio de estas células [92, 93]. 

 Otro de los GEFs relevantes en el fenotipo transformado es P-Rex1 (del 

inglés: phosphatidilinositol-3,4,5-tris-phosphate-dependent Rac Exchange factor), 

un Rac1 GEF de la familia Dbl. P-Rex1 presenta niveles de expresión altos en 

tumores mamarios humanos con respecto a tejido normal mamario y se postula 

como un GEF esencial para el fenotipo transformado de células de carcinoma 

mamario [94]. De la misma manera, este activador está vinculado a la invasión 

celular en cáncer de próstata y los niveles de expresión de esta proteína 

correlacionan con la capacidad metastásica de líneas celulares de próstata. 

Muestras de pacientes con altos niveles de expresión de P-Rex1 coinciden con 

aquellos pacientes que presentan cáncer protático metastásico [95].  

     De la familia clásica de GEFs Dbl, se pueden citar otros ejemplos que 

presentan un rol importante en el comportamiento de células tumorales. Estudios 

recientes muestran que los GEFs Vav2 y Vav3 son dos reguladores claves en 

tumores primarios de mama así como también en la metástasis específica a 

pulmón [96]. La vía Rac1-Vav3 es importante para la metástasis de cáncer de 

próstata y la expresión de Vav3 correlaciona con la progresión de este tipo de 

cáncer y la recurrencia post-tratamiento [97]. Por otro lado, Vav3 junto con los 

GEFS Trio y Ect2 también median el comportamiento invasivo de células de 

glioblastoma humano [98].  

 Con respecto a los GEFs de la familia atípica de DOCK, también existen 

evidencias claras de su rol en progresión tumoral. Dock180 (también conocido 



Introducción 

67 
 

como Dock1) es un Rac1GEF que promueve la invasión de células de glioblastoma 

in vitro e in vivo [99]. Dock180 es una molécula clave en la progresión y metástasis 

de cáncer mamario mediado por HER2 [100].     

 De manera opuesta a lo expuesto anteriormente, las proteínas GAP podrían 

actuar como supresores tumorales. Actualmente todavía se cuenta con escasa 

información acerca de este tema. Sin embargo, se describió el rol del p190RhoGAP 

en la inhibición de la iniciación de gliomas en modelos murinos [101]. Por otro lado, 

se describió la capacidad de β2-quimerina, un RacGAP, de inhibir la proliferación y 

migración celular de células de carcinoma mamario murino, incidiendo en un 

marcada disminución de la invasión y metástasis tumoral in vivo [102].     

 

Rho GTPasas como blancos moleculares 
 Considerar a la vía de Rho GTPasas como blanco terapéutico es muy 

atractivo debido al papel que juega esta vía en el establecimiento y progresión 

tumoral. Diferentes toxinas bacterianas tienen como blanco molecular a vías de 

señalización asociadas a Rho GTPasas, mostrando la posibilidad de modular dicha 

vía se señalización. La exoenzima C3 de Clostridium botulinum, así como otras 

exoenzimas con actividad transferasa sintetizadas por Costridium limosum, Bacillus 

cereus y Staphylococcus aureus, inducen la ADP-ribosilación de RhoA, RhoB y RhoC. 

Este proceso no afecta la unión de las GTPasas a sus efectores ni a la actividad GAP, 

sino que impide la interacción con los GEFs y bloquea la disociación de GDIs, 

acumulándose en el citosol la forma inactiva de la GTPasa. También se encontraron 

toxinas producidas por Clostridium spp. que dan lugar a la glicosilación de residuos 

claves en Rho y Rac1, impidiendo su interacción con efectores, bloqueando la 

actividad GTPasa e inhibiendo el intercambio de nucleótidos por GEFs, logrando 

que estas GTPasas glicosiladas se comporten como dominantes negativos [103].  
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Figura 9|Estrategias utilizadas la inhibición de la vía de Rac1. Las estrategias utilizadas 

implican la inhibición de anclaje a membrana, la inhibición de la activación de la GTPasa, la 

inhibición de los GEFs, la inhibición de la interacción de Rac1 con sus efectores o 

directamente la inhibición del efector.   
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Por otro lado, también se conoce a la Brefeldina A, un producto natural 

aislado del hongo Eupenicillium brefeldianum, que tiene actividad inhibitoria sobre 

ArfGEF [15].  

Varias estrategias famacológicas fueron utilizadas con el objetivo de 

modular la vía de señalización de la GTPasa Rac1 como blanco molecular, tal como 

se observa en la Figura 9. Una estrategia muy estudiada es la inhibición de la 

isoprenilación del C-terminal de esta GTPasas, utilizando inhibidores de diferentes 

enzimas de la ruta biosintética de estas estructuras lipídicas: inhibidores de 

HMGCoA reductasa (estatinas) [104] e inhibidores de farnesil- y geranilgeranilo 

transferasa [105]. Sin embargo, esta estrategia no es específica, ya que afecta a 

todas aquellas proteínas que presentan esta modificación post-traduccional de 

anclaje a membrana. También se reportó que bajas concentraciones de 6-tio-GTP 

generado a partir de azatioprina inhibe los niveles de activación de Rac1 en 

linfocitos T y en células de carcinoma mamario. Esta estrategia tampoco parece ser 

específica, especialmente a altas concentraciones [106-108].   

 Se desarrollaron adicionalmente estrategias más específicas para inhibir la 

vía GEF-Rac1-Efector. En este sentido, se conocen inhibidores de la activación de 

Rac1 como NSC23766 [109] y algunos análogos como EHop-016 [110-112], 

compuestos que inhiben la actividad de algunos GEFs [113-115], compuestos que 

desplazan el nucléotido de guanina como EHT 1864 [116], inhibidores que modulan 

la interacción de Rac1 con sus efectores como  Phox-I1 [117] y moléculas que 

inhiben directamente a efectores de Rac1 como el inhibidor de Pak PF-3758309 

[118].  
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Ensayos in silico 
 

Screening virtual  

En este trabajo se utilizó la metodología de docking para realizar el screening 

virtual. El docking se basa en la predicción de la conformación y orientación de las 

diferentes moléculas sobre el sitio blanco. Los algoritmos de docking “posan” los 

compuestos en este sitio, considerando todas las posibles conformaciones y luego 

se puntúan las posibles interacciones entre las moléculas y el blanco con el objetivo 

de predecir su actividad. En este caso, se utilizó la estructura cristalizada del 

complejo Rac1-Tiam1, del cual se separó la estructura de Rac1 obtenida del Protein 

Data Bank (PDB ID código 1MH1) como blanco molecular para llevar adelante el 

screening, seleccionando la superficie de Rac1 que contiene el Trp56 como blanco 

específico.  Se utilizó la base de datos ZINC, la cual es de público acceso y presenta 

la ventaja  de la disponibilidad comercial de todas las moléculas presentes en la 

base [119, 120]. Por otro lado, esta base cuenta con una serie de filtros 

establecidos y con las estructuras 3D listas para ser utilizadas en un ensayo de 

docking. Se seleccionaron aproximadamente 200.000 compuestos de la base de 

datos para realizar la búsqueda, del subgrupo tipo-droga (drug-like subset). Se 

utilizó el software eHits (SymBioSys Inc)[121] para llevar adelante el screening, ya 

que es un software que se caracteriza por contener algoritmos novedosos que 

permiten realizar los cálculos de manera veloz.   

 

Ensayos in vitro 
 

Compuestos 
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El inhibidor de Rac1 existente NSC23766 fue adquirido de Calbiochem, EE.UU. 

Inicialmente los compuestos fueron adquiridos de diferentes vendedores: Hit11, 

Hit7, Hit20, Hit12, Hit35 (Enamine, Rusia); Hit29 (Life Chemicals, EE.UU); Hit19, 

Hit28, Hit53 (ChemicalBlock, EE.UU); Hit31, ZINC69391 (Chembridge, EE.UU). En 

todos los casos, se prepararon soluciones stock 20 mM final o 40 mM final en 

DMSO, con el objetivo de evitar concentraciones mayores a 0.5% de DMSO en los 

ensayos in vitro.    

Posteriormente, la síntesis de ZINC69391 y el análogo 1A-116 para la 

caracterización in vitro y los ensayos in vivo estuvo a cargo de la Dra. María Julieta 

Comin, del Centro de Investigación y Desarrollo en Química del Instituto Nacional 

de Tecnología Industrial (INTI).  

Líneas celulares y condiciones de cultivo 

En el presente trabajo se utilizaron diferentes líneas celulares que se 

detallan a continuación. Todas las células utilizadas fueron subcultivadas 

aproximadamente tres veces por semana, usando una solución de disociación 

enzimática de tripsina-EDTA (Gibco BRL). La viabilidad celular fue evaluada usando 

la técnica de exclusión con el colorante vital azul tripán. 

HEK-293T. Esta línea fue gentilmente cedida por la Dra. Natalia Fernandez 

del Laboratorio de Farmacología de Receptores, FFyB, Universidad de Buenos Aires. 

Esta línea celular fue establecida de células embrionarias humanas de riñon y es 

una línea que permite ser tranfectada con altos rendimientos. La misma, expresa 

constitutivamente el antígeno T del virus SV40. Las células HEK-293T son 

adherentes y crecen formando parches. Las monocapas son mantenidas in vitro en 

medio de cultivo Dulbeco´s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco BRL, California, 
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Estados Unidos) en presencia de 10% de suero fetal bovino (SFB) (PAA, Pasching, 

Austria) inactivado por calor y 80 μg/ml de gentamicina.  

F3II. Esta línea celular de carcinoma mamario murino es una variante 

sarcomatoide altamente agresiva y metastásica establecida a partir de una 

subpoblación clonal de un tumor espontáneo hormono-independiente originado en 

un ratón BALB/c [122]. Las células F3II crecen in vitro adheridas al sustrato hasta 

formar una monocapa confluente. Esta línea es mantenida en cultivos en 

monocapa en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de SFB inactivado 

por calor y 80 μg/ml de gentamicina. En ensayos in vivo, F3II forma tumores 

altamente invasivos localmente de manera similar en hembras y machos en 

ratones BALB/C.  

MDA-MB-231. La línea celular MDA-MB-231 fue adquirida de  ATCC (#HTB-

26).Esta línea celular fue establecida a partir de una efusión pleural de un 

adenocarcinoma mamario humano en una paciente de 51 años. La misma presenta 

células epiteliales adherentes que expresan el receptor de EGF, pero no presentan 

receptor de estrógeno, por lo tanto son hormono independientes y es considerada 

como una línea celular altamente agresiva. Esta línea es mantenida en cultivos en 

monocapa en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de SFB inactivado 

por calor y 80 μg/ml de gentamicina. En ensayos in vivo, MDA-MB-231 forma 

adenocarcinomas poco diferenciados (grado III) en ratones nude. 

MCF7. La línea celular MCF7 fue adquirida de ATCC (#HTB-22). Esta línea  fue 

establecida a partir de una efusión pleural de un adenocarcinoma mamario 

humano de una paciente de 69 años. A diferencia de la línea MDA-MB-231, 

mantiene ciertas características de un epitelio mamario diferenciado, tal como la 

expresión y la capacidad de respuesta del receptor de estrógeno. Esta línea está 

compuesta por células epiteliales que crecen en monocapa y se mantienen con 
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medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de SFB inactivado por calor y 80 

μg/ml de gentamicina. 

LN229. La línea celular LN229 fue adquirida de ATCC (#CRL-2611). Esta línea 

fue establecida en 1979 de células pertenecientes a una paciente de 60 años con 

un glioblastoma derecho frontal parieto-occipital (astrocitoma grado IV). Son 

células adherentes que presentan a nivel genómico: p53 mutado, PTEN wild type y 

deleciones en p16, p14ARF [123]. En ensayos in vivo, son tumorigenicas en tumores 

nude.  Esta línea es mantenida en cultivos en monocapa en medio de cultivo 

DMEM suplementado con 10% de SFB inactivado por calor y 80 μg/ml de 

gentamicina. 

U87-MG. La línea celular U87-MG fue adquirida de ATCC (#HTB-14). Esta 

línea fue establecida de células de una paciente de 44 años con un glioblastoma 

(astocitoma grado IV). Estas células presentan p53 (wild type), PTEN mutado y 

deleciones en p16 y p14ARF [123]. En ensayos in vivo esta línea es tumorigénica. 

U87-MG es mantenida en cultivos en monocapa en medio de cultivo MEM 

suplementado con 10% de SFB inactivado por calor y 80 μg/ml de gentamicina. 

Ensayos de proliferación celular y determinación del IC50 

Ensayos de proliferación. Se sembraron 2x104 células en placas de 96 wells y luego 

se trataron en medio completo durante 72 hs. El crecimiento celular fue medido 

con el ensayo colorimétrico de MTT (5 mg/ml de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

ilo)-2,5-difeniltetrazol) (Sigma-Aldrich), el cual indica la actividad metabólica 

celular. La concentración que provocó la inhibición del 50 % (IC50) se determinó 

utilizando la función de regresión no linear del GraphPad Prism5®.  

Proliferación celular de células MDA-MB-231 sobreexpresando Rac1-G12V. Células 

MDA-MB-231 fueron transfectadas utilizando Lipofectanima 2000 (Life 
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Technologies) con la construcción Rac1-G12V (cdna.org) o el vector vacio (pcDNA3) 

de acuerdo al proveedor. Esta construcción fue previamente descripta [124]. 2x104 

células transfectadas fueron sembradas y tratadas con diferentes concentraciones 

de 1A-116 por 48 hs. La proliferación celular fue medida utilizando el ensayo de 

MTT.  

Proliferación celular de células LN229 silenciadas. En el día 0, se transfectaron 

células LN229 utilizando RNAi Rac1 o RNAi control utilizando Lipofectamina 2000 

(Life Techonologies) siguiendo indicaciones del proveedor. En el día 4, se llevó una 

segunda ronda de transfección bajo las mismas condiciones. A los 7 días 2.5x104 

células fueron sembradas y tratadas con diferentes concentraciones de 1A-116 por 

72 hs. La proliferación celular fue medida utilizando el ensayo de MTT. Las 

secuencias de los RNAi anti-Rac1 son: sense 5´- GUU CUU AAU UUG CUU UUC CTT -

3´, antisense 3´-TTC AAG AAU UAA ACG AAA AGG-5´ descriptos anteriormente 

[125]; para el RNAi control, sense 5´-CAG UCA GGA GGA UCC AAA GTT-3´, antisense 

3´-TTG UCA GUC CUC CUA GGU UUC-5´ descriptos anteriormente [126]. Los 

oligonucleótidos sintéticos fueron preparados por Life Technologies.  

Anticuerpos 

En este trabajo se utilizaron los siguientes anticuerpos: monoclonal anti-

Rac1 (Sigma-Aldrich), monoclonal anti Cdc42 (Santa Cruz Biotechnologies), 

monoclonal anti-HA (Millipore), policlonal anti P-Rex1 (Abcam), monoclonal anti-

Dock180 (Santa Cruz Biotechnologies), policlonal anti-Pak1 (Millipore), monoclonal 

anti-fosfoPak1 (Millipore). 
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Ensayos de pull down 

Los niveles de Rac1 y Cdc42 activos fueron determinados utilizando el 

ensayo de pull down, el cual se basa en la unión de la conformación de la GTPasa 

activa al dominio p21 de la proteína efectora Pak1 [127].  

Las células se sembraron en placas de cultivo celular de 6 wells. Se llevaron 

adelante dos diseños experimentales diferentes. En el primer caso, en donde se 

evaluó la activación de la vía con EGF, las células fueron hambreadas (medio de 

cultivo sin SFB), luego incubadas por 1 hora con los compuestos y posteriormente 

estimuladas con EGF (Life Techonologies) 100ng/ml por 15 minutos. En el segundo 

diseño experimental, las células fueron incubadas en presencia de los compuestos 

en medio completo, es decir, medio de cultivo con 10% SFB. Luego, las células 

fueron lavadas con PBS a 4°C sobre hielo y lisadas en el buffer 150-GPLB (20 mM 

Tris-HCl, pH 7.4; 5 mM MgCl2; 150 mM NaCl; 0.5% NP-40; 5mM β-glicerofosfato; 

10% glicerol, pH 7.4) suplementado con un cocktail de inhibidores de proteasas 

(Sigma). Los lisados fueron clarificados (14.000 rpm, 10 min, 4°C) y las 

concentraciones de proteína fueron normalizadas. Se separó una alícuota para la 

determinación de proteína total y el resto fue incubado con microesferas de 

glutatión-sefarosa 4B (GE Healthcare) acopladas con la proteína de fusión GST-Pak 

expresada en bacterias E. coli. Los complejos fueron lavados con buffer de lisis, 

resuspendidos en sample buffer, hervidos por 10 minutos y separados en un SDS-

PAGE al 10%. Las proteínas fueron transferidas a una membrana de PVDF (Hybond-

P, GE Healthcare) para luego ser marcadas con anticuerpos específicos.        

Precipitación de afinidad Rac1-GEF 

Para la precipitación de Rac1-Tiam1, células HEK-293T creciendo en fase log 

fueron transfectadas utilizando FuGENE HD (Roche Applied Science) con una 
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construcción Tiam1-C1199 con un epítope HA gentilmente cedido por Dr. Alfredo 

Cáceres (INIMEC-CONICET, Córdoba). Esta construcción fue descripta 

anteriormente [124, 128, 129] y tiene como característica principal una mayor 

estabilidad que la construcción de tamaño completo. Las células transfectadas 

fueron lisadas en buffer de MgCl2 (50 mM Tris, pH 7.4; 150 mM NaCl; 10 mM 

MgCl2; 1% NP-40; 10% glicerol) suplementado con un cocktail de inhibidores de 

protesas (Sigma). 

Para la precipitación de afinidad de Rac1-P-Rex1 se utilizaron células MCF7 

que presentan niveles altos de expresión endógenos de P-Rex1 [94]. La 

precipitación de afinidad de Rac1-Dock180 se utilizaron células LN229 que 

expresan altos niveles endógenos de Dock180 [99]. En ambos casos, las células 

fueron lisadas en Buffer EDTA (25 mM Tris-HCl, pH 7.5; 150 NaCl; 5 mM EDTA; 0.5% 

NP-40; 5 mM β-glicerofosfato) suplementado con cocktail de inhibidor de 

proteasas (Sigma). 

En todos los casos, los lisados celulares fueron clarificados y cuantificados. 

Microesferas de glutatión sefarosa 4B (GE Healthcare) acopladas con la proteína de 

fusión GST-Rac1 expresada en bacterias E. coli fueron preincubadas con diferentes 

concentraciones de los compuestos por 15 o 30 min a 4°C con agitación constante. 

Posteriormente, se agrega 300 a 400 µg de proteína total de los lisados clarificados 

en presencia o ausencia de los compuestos y se incuban 1 h a 4°C con agitación 

constante. Las microsferas fueron lavadas dos veces en el correspondiente buffer 

de lisis, resuspendidas en el simple buffer y hervidas por 10 min. Cabe aclarar que 

la integridad de las proteínas de fusión utilizadas fue checkeada con un SDS-PAGE y 

posterior tinción con Coomasie Blue antes de ser utlizadas en este ensayo.  
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Ensayos de ciclo celular por citometría de flujo  

Para los ensayos de ciclo celular con MDA-MB-231 y LN229, las células 

fueron sincronizadas mediante hambreado (medio de cultivo en ausencia de SFB) 

durante 48 hs. Posteriormente, se trataron las células por 24 hs con diferentes 

concentraciones de ZINC69391 en presencia de SFB. Las células fueron colectadas 

por tripsinización, fijadas en 70% metanol en PBS y teñidas con ioduro de propidio 

1 mg/ml (Life Technologies). La progresión del ciclo celular fue analizada utilizando 

un citómetro de flujo BD FACSCalibur ™ (BD Biosciences). Se verificó la función de 

discriminación de dobletes del citómetro con el kit DNA QC Particles (BD 

Biosciences) antes de realizar los análisis detallados en el trabajo. 

 

Tinción del citoesqueleto de actina 

 Se sembraron células  sobre cubreobjetos esféricos de vidrio (Fisher 

Scientific, EE.UU) que fueron fueron hambreadas por 16 h en (medio de cultivo sin 

SFB). Luego, fueron incubadas con diferentes concentraciones de ZINC69391 por 1 

hora y estimuladas con el EGF (100 ng/ml) (Life Technologies) durante 15 min. Las 

células fueron posteriormente fijadas e incubadas con una solución de faloidina 

conjugada a AlexaFluor 555 (Molecular Probes, Life Tecnologies, Carlsbad, CA, 

EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se montaron con 

Vectashield-Dapi (Vector Labs) sobre portaobjetos de vidrio. Las células fueron 

observadas utilizando un microscopio invertido de fluorescencia Nikon Eclipse 

T2000 a un aumento 1000X y  las imágenes se obtuvieron con cámara incorporada 

al mismo miscroscopio. Se realizaron 3 experimentos independientes en cada caso. 
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Migración celular 

Ensayos de herida en monocapa. Se realizaron “heridas” en monocapas confluentes 

de células MDA-MB-231 y F3II en placas de 6 wells utilizando un tip estéril de p200. 

Las monocapas fueron lavadas extensivamente con PBS y luego incubadas por 16 

hs en DMEM con 10% SFB en presencia o ausencia de ZINC69391. Las células 

fueron fijadas y teñidas con azul de metileno. Se obtuvieron 10 fotografias de cada 

well y se cuantificó el área invadida utilizando el software NISElements 3.0 (Nikon). 

El cierre de la herida se normalizó al área máxima de herida. 

Ensayos de transwell. 1 x 105 Células LN229 hambreadas por 16 h fueron 

preincubadas por 30 minutos con diferentes concentraciones del compuesto o en 

ausencia del mismo y luego sembradas en la parte superior del transwell con poro 

8 µm (Nunc, GBO) en placas de 24 wells. En la parte inferior, en el well 

propiamente dicho, se agregó DMEM con 10% de SFB como quimioatractante. 

Luego de una incubación de 16 hs, las células que no migraron (en la parte superior 

de la membrana) fueron removidas utilizando un hisopo, mientras que las células 

que efectivamente migraron (la parte inferior de la membrana) fueron fijadas y 

teñidas con cristal violeta. Se contaron las células que migraron en cinco campos de 

cada well. Este experimento se repitió 3 veces de manera independiente en cada 

caso. 

Invasión celular 

 Se utilizaron cámaras transwell para realizar este ensayo. Las mismas fueron 

recubiertas con un coating de 100 µl de una suspensión de Matrigel™ (BD 

Biosciences) 0.8mg/ml y secadas a temperatura de ambiente. El Matrigel™ es una 

preparacón de membrana basal extraido del sarcoma murino de Engelbreth-Holm-

Swarm, un tumor rico en proteínas de matriz extracelular. Este material contiene 



Materiales y Métodos 

82 
 

aproximadamente un 60% de laminina, 30% de colágeno IV y algunos otras 

moléculas como proteoglicanos de heparan sulfato, EGF, factor de crecimiento tipo 

insulina, factor de crecimiento de fibroblastos, activadores de plasminógeno 

tisulares, entre otros.  En estos transwell recubiertos fueron sembradas 1.5 x 105 

células LN229 y se incubaron por 48 hs. El experimento se desarrolló de la misma 

manera que el ensayo de migración celular por transwell antes descripto. 

 

Determinación de Apoptosis 

Apoptosis medido por AnexinaV. Esta determinación temprana de la apoptosis se 

realizó utiliznado el kit AnnexinaV-Alexa488/Cell death apoptosis (Molecular 

Probes, Life Technologies). Se sembraron células en cubreobjetos circulares de 

vidrio en una placa de 24 wells y las células fueron tratadas por 6 h con diferentes 

concentraciones de ZINC69391. Estas células fueron suavemente fijadas y teñidas 

con AnnexinaV-Alexa488. Inmediatamente se observaron en un microscopio de 

fluorescencia invertido Nikon Eclipse TE2000. 

Apoptosis determinado por TUNEL. Se utilizó el kit DeadEnd™ Fluorometric TUNEL 

system para determinar el efecto proapoptotico de ZINC69391. Se siguieron las 

instrucciones del proveedor para células adherentes. Brevemente, las células 

fueron sembradas en cubreobjetos circulares de vidrio, tratadas con diferentes 

concentraciones de ZINC69391 por 6 hs y luego fijadas con paraformaldehido. 

Posteriormente, las células fueron permeabilizadas e incubadas con una mezcla de 

reacción  que contenía: buffer de reacción, nucleótidos (conteniendo fluoresceína-

12-dUTP) y transferasa terminal recombinante durante 1 h. Posteriormente, se 

realizaron lavados y las células fueron montadas con Vectashield-Dapi (Vector Labs) 
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sobre portaobjetos de vidrio. Inmediatamente las células fueron observadas en un 

microscopio invertido de fluorescencia Nikon Eclipse TE2000. 

 

Ensayos in vivo 
 

Se utilizaron hembras de la cepa BALB/c para el modelo de carcinoma mamario 

F3II. Adicionalmente, también se utilizaron ratones atímicos de la cepa nude 

(nu/nu) BALB/c para el modelo xenogénico de glioblastoma LN229. Los ratones 

utilizados en este trabajo tenían una edad aproximada de 8-10 semanas de edad y 

un peso de entre 20 y 25 g. Fueron adquiridos en el bioterio de la Facultad de 

Veterinaria de La Plata y mantenidos en condiciones estándar en cajas con libre 

acceso al agua y alimento. Los animales nude fueron alojados en un aislador 

específicamente diseñados para animales inmunocomprometidos. Toda la 

manipulación de estos animales se llevó a cabo en un flujo laminar.   

Ensayos de toxicidad aguda en ratones 

 Se llevaron a cabo ensayos de toxicidad aguda con ambos compuestos en el 

Centro de Medicina Comparada del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral, de 

la Universidad Nacional del Litoral – CONICET dirigido por el Dr. Hugo Ortega. Cada 

protocolo consistió en la administración de diferentes dosis de cada compuesto a 

ratones y la posterior observación de signos. Luego, los animales fueron 

sacrificados, se les realizó la necropsia correspondientes y análisis hematológicos y 

sanguíneos.  
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Metástasis experimental en un modelo murino singénico de cáncer mamario F3II  

Se inocularon 2x105 células F3II viables en 0.3 ml de DMEM en la vena lateral 

de la cola de ratones BALB/c. Posteriormente, los animales fueron administrados 

diariamente via i.p con 25 mg/kg de ZINC69391 o 3 mg/kg 1A-116. Este tratamiento 

se llevó a cabo por 3 semanas y en el día 21 los animales fueron sacrificados. Se 

removieron los pulmones, se fijaron y tiñeron con la solución de Bouin y luego las 

metástasis superficiales fueron contabilizadas utilizando una lupa de disección.    

Progresión tumoral en un modelo murino singénico de cáncer mamario F3II 

 Los animales fueron inoculados por vía subcutánea con 2x105 células viables 

F3II en 200 μl de DMEM sin SFB en el flanco derecho. Al día siguiente de la 

inoculación, se separaron los animales al azar en diferentes grupos (n=5) se 

comenzó con un tratamiento diario i.p de ZINC69391, 1A-116 o el vehículo. La 

formación de tumores fue monitoreada mediante palpación periódica y el tamaño 

tumoral fue medido con un calibre electrónico dos veces por semana. El diámetro 

tumoral fue calculado utilizando la fórmula: √(ancho x largo) y el volumen tumoral 

fue determinado mediante la fórmula π/6 x largo x ancho2. Los animales fueron 

sacrificados al final del protocolo por dislocación. 

Determinación de la sobrevida en un modelo xenogénico ortotópico de glioma 

LN229 

 Para establecer este modelo, se anestesiaron los animales con 

ketamina/xilacina y sus cabezas fueron inmovilizadas en un marco estereostático 

en el interior de una cabina de seguridad biológica. En primer lugar se colocó 

solución fisiológica en los ojos para mantener la humedad adecuada durante el 

procedimiento. Con un bisturí esteril se realizó una incisión sagital sobre el hueso 

parieto-occipital de aproximadamente 1 cm de largo. La superficie del cráneo 
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expuesta se limpió con un algodón con una solución de peróxido de hidrógeno, 

permitiendo la visualización del bregma. Posteriormente, se perforó el cráneo 2.3 

mm a la derecha y 0.1 mm posterior a bregma. Una jeringa Hamilton de 10 µl con 

una aguja 33G se utilizó para descender 3mm a través del cráneo. Luego, se retiró 

0.4 mm para generar un “bolsillo” para la implantación de las células. Se inyectaron 

2 µl de una suspensión conteniendo 2x105 de células LN229 en DMEM en el lapso 

de 3 minutos. La jeringa fue mantenida en el lugar durante 3 minutos después de la 

inyección, con el objetivo de minimizar el reflujo. A continuación, se limpió la 

superficie del cráneo y se cerró el cuero cabelludo con pegamento. Se administró 

ibuprofeno via s.c para el alivio post-operatorio y ampicilina para evitar infecciones. 

Terminada la cirugía, los animales permanecieron en sus jaulas para su 

recuperación post-operatoria. En el día 6 post-cirugía, se separaron los animales de 

manera aleatoria en dos grupos y luego se comenzó con el tratamiento diario vis i.p 

de ZINC69391 20 mg/kg o vehículo para el grupo control. Los animales fueron 

monitoreados diariamente y aquellos que mostraron compromiso neurológico 

significativo, fueron sacrificados. Los cerebros fueron extraídos, fijados en 

paraformaldehído y embebidos en parafina.  

 

Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 6 

(GraphPadPrism Sorftware, La Jolla, CA, EE.UU). Los test estadíticos utilizados en 

este trabajo fueron: t Test o test U de Mann-Whitney para comparar variables 

cuantitativas paramétricas y no paramétricas, respectivamente; ANOVA de simple 

vía o doble vía para comparar más de dos grupos de variables cuantitativas 

paramétricas. Se utilizó ANOVA de doble vía cuando se tomaron dos variables en 

consideración. Los test que se utilizaron posteriormente fueron Tukey y Dunnett. 
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Para determinar el uso de test paramétricos o no paramétricos se evaluó la 

normalidad y la homogeneidad de varianzas.  

Para el análisis de la progresión tumoral se realizó una regresión lineal  para 

evaluar diferencias entre las tasas de crecimiento y posteriormente un ANOVA a 

tiempo final para comparar volúmenes tumorales. El análisis de sobrevida se 

realizó mediante un gráfico de Kaplan-Meyer y el test estadístico utilizado para 

comparar las curvas fue Log-Rank Mantel Cox. 

En todos los casos se consideraron estadísticamente significativo los P valores 

menores a 0.05. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados





Capítulo I





Resultados – Capítulo I 

91 

Búsqueda de nuevos agentes antitumorales 
utilizando una estrategia de screening virtual 
basado en docking  

Selección y validación del blanco 

Con el objetivo de diseñar nuevas drogas con propiedades antitumorales, se 

llevó adelante un proyecto de desarrollo de drogas con blancos moleculares 

específicos. En los últimos años se ha acumulado mucha información acerca de la 

participación de distintos integrantes de la familia de las Rho-GTPasas en procesos 

celulares asociados a la transformación maligna [130]. Particularmente, en nuestro 

laboratorio se ha estudiado previamente en detalle el papel de la GTPasa Rac1 en 

los mecanismos moleculares relacionados con la invasión y metástasis tumoral. 

Tomando como modelo un carcinoma mamario murino altamente invasivo y 

metastático con niveles de expresión de Rac1 elevados, se transfectó de manera 

estable el dominio activo de β2-quimerina. Esta proteína actúa como inhibidor 

específico de la actividad de Rac1, es decir como una proteína GAP. La 

sobreexpresión heteróloga de esta proteína resultó en un marcado descenso de la 

proliferación y migración celular, lo cual incidió en un marcada disminución de la 

invasión y metástasis tumoral in vivo [102].  

Asimismo, existen vastas evidencias en bibliografía de la relevancia biológica 

que presenta la GTPasa Rac1 en el desarrollo de diferentes tipos tumorales, tanto 

en modelos in vitro e in vivo como en pacientes [63]. Es por ello que es posible 

prever un alto efecto antitumoral en drogas que logren inhibir de forma específica 

la actividad de Rac1. Otro de los aspectos interesantes del blanco es que la GTPasa 

Rac1 no es considerada una oncoproteína, apelando a la estrategia de adicción no 
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oncogénica desarrollada en la introducción. En conclusión, la GTPasa Rac1 se 

consolida como un blanco validado para el diseño de nuevas drogas antitumorales. 

Una vez seleccionado el blanco, cabe preguntarse acerca la drogabilidad del 

mismo. Son interesantes los datos que aportan en este sentido los inhibidores 

naturales provenientes de bacterias y hongos que presentan como blanco 

molecular la vía de las Rho GTPasas, sugiriendo la “drogabilidad” de esta vía. Si bien 

las GTPasas se unen a un nucleótido de guanina para su función celular, el diseño 

de análogos de GTP inspirados en la estrategia utilizada para diferentes tirosina-

quinasas es impracticable en este contexto. El motivo principal es que dada las 

concentraciones intracelulares de GTP-GDP (niveles milimolares) y la alta afinidad 

del GTP (nivel picomolar bajo) por el sitio de unión a la GTPasa se concluye que 

este sitio catalítico de unión a nucleótidos de guanosina es “no drogable”. Por este 

motivo, se estableció una estrategia diferente, basada en la inhibición de la 

activación de Rac1. Para ello, se utilizó como blanco molecular específico el residuo 

Trp56 de Rac1, el cual es clave para la interacción de la GTPasa con diferentes 

activadores tipo GEF tanto de la familia Dbl como de la familia DOCK. Es decir, que 

se ideó una estrategia de inhibición de una interacción proteína-proteína buscando 

agentes que interfieran estéricamente la unión Rac1-GEF, bucando bloquear la 

activación de Rac1 mediada por GEFs. 

 

Generación de Hits: Screening virtual basado en docking 

A partir del blanco elegido, se desarrolló una estrategia in silico basada en el 

blanco para el diseño de nuevos inhibidores. Para ello, se cuenta con la estructura 

cristalográfica de Rac1 interactuando con los dominios DH-PH del GEF Tiam1 [75] y 

la misma se encuentra disponible en Protein Data Bank. Por otro lado se eligió la 

base de datos ZINC [46, 119], una base libre que contiene diferentes compuestos 
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disponibles comercialmente. Esta base provee formatos 3D listos para ser 

utilizados en estrategias de docking.   

Utilizando la estructura cristalográfica de Rac1 y un subset de 200.000 

moléculas tipo “drug-like” de la base de datos ZINC, se llevó adelante el screening 

virtual basado en docking utilizando el software eHits [121]. 

El resultado de dicha búsqueda fue una lista ordenada de Hits con posible 

afinidad por la zona de la superficie de Rac1 que contiene al residuo Trp56. 

Teniendo en cuenta los scores obtenidos y luego de realizar una selección visual de 

los compuestos, se adquirieron 11 compuestos para ser ensayados in vitro que se 

muestran en la tabla I. Las estructuras de dichos compuestos se observan en la 

Figura I.1 

Tabla I. Hits obtenidos a partir del screening virtual basado en docking 

Nro en el ranking Nombre  Score  PM  

1 Hit 1 (ZINC69391) -5.860 310.303 

7 Hit 7 (ZINC04619834) -4.662 301.202 

11 Hit 11 (ZINC05185988) -4.690 377.488 

12 Hit 12 

(ZINC055839579) 

-4.0 326.7 

19 Hit 19 (ZINC04943006) -4.466 242.184 

20 Hit 20 (ZINC05213424) -4.466 322.796 

28 Hit 28 (ZINC04626568) -4.226 316.286 

29 Hit 29 (ZINC05155057) -4.601 253.205 

31 Hit 31 (ZINC04802371) -4.301 254.648 

35 Hit 35 (ZINC06352079) -4.228 303.774 

53 Hit 53 (ZINC04686339) -4.070 213.142 
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Figura I.1|Moléculas adquiridas para su selección in vitro. De los resultados de screening 

virtual basado en docking, se seleccionaron visualmente y se adquirieron comercialmente 

11 pequeñas moléculas de los primeros 100 hits obtenidos.  
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Figura I.2|Screening inicial in vitro – Efecto antiproliferativo. Ensayo de proliferación 

celular sobre células F3II (A) y LN229 (B), realizando tratamientos de los diferentes hits 

por 72 h con concentración fija de 200 µM. **, p<0.01 vs. Control. ANOVA cont. con el 

test de comparación múltiple de Dunnett´s.  

  Screening in vitro de posibles inhibidores de Rac1 

 Con el objetivo de evaluar el efecto antitumoral in vitro de los compuestos 

seleccionados, se realizaron ensayos de proliferación celular utilizando los 11 

compuestos seleccionados. Dichos ensayos se realizaron en diferentes líneas 

celulares, donde el rol de Rac1 es relevante tales como carcinoma mamario murino 

y glioblastoma multiforme. Estos mismos ensayos se realizaron también en una 

línea de carcinoma de pulmón de células no pequeñas (resultados previamente 

mostrados).  

 En esta selección inicial, las células fueron tratadas a concentración fija de 

200 µM durante 72 hs y la proliferación celular fue cuantificada utilizando el ensayo 

metabólico de MTT.  

 

  

A B
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Tal como se observa en la Figura I.2, los Hits que presentaron una inhibición 

significativa de la proliferación fueron Hit1, Hit7, Hit28 y Hit35. Si bien, se observan 

casos en los que algunos Hits tienen efecto sobre algunas líneas, los Hits antes 

mencionados son lo que mostraron efecto en todas las líneas celulares ensayadas.  

 A continuación se evaluaron diferentes concentraciones de los cuatro Hits 

seleccionados y se calculó la concentración inhibitoria 50 (IC50) en las diferentes 

líneas celulares. En la Tabla II se muestran dichos valores.   

 

Tabla II. Valores de IC50 para los cuatro hits seleccionados en las dos líneas 

celulares propuestas 

Compuesto F3II (µM) LN229 (µM) 

Hit1 (ZINC69391) 61 60 

Hit7 (ZINC04619834) 80 100 

Hit28 (ZINC04626568) >200 >200 

Hit35(ZINC06352079) 160 140 

 

Selección del  Hit1(ZINC69391) como inhibidor de la activación de Rac1 

 Con el fin de determinar el efecto de los cuatro compuestos seleccionados 

anteriormente sobre los niveles de activación de Rac1, se llevó a cabo un ensayo de 

pull down. Para ello, se utilizaron lisados celulares de células F3II tratadas por 12 h 

con los diferentes compuestos y se capturó la versión Rac1-GTP utilizando la 

proteína de fusión GST-Pak unida a microesferas de agarosa. Posteriormente, se 

realizó un western blot con los lisados capturados y el lisado total, utilizando un 

anticuerpo monoclonal anti Rac1 para revelar el ensayo. Este resultado fue 

mostrado anteriormente, y tal como se observa en la Figura I.3, el Hit1(ZINC69391) 
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Figura I.3|Screening inicial in vitro – Rac1-GTP pull down. Lisados de células F3II tratadas 

con diferentes concentraciones de los compuestos fueron capturadas con GST-Pak. Se 

muestran los niveles de Rac1 activo y Rac1 totales. 

fue capaz de disminuir los niveles intracelulares de Rac1-GTP, mientras que el resto 

de los compuestos afectaron una menor medida los niveles de activación de Rac1. 

Por este motivo, se seleccionó al Hit1(ZINC69391) para seguir adelante con su 

validación y caracterización como inhibidor de Rac1. 

 

 

 

 

 

 

 

Estudios in silico de interacción del Hit1(ZINC69391) y Rac1 

 Una vez seleccionado al Hit1(ZINC69391), se llevaron a cabo estudios de 

docking más detallados utilizando el programa AutoDock4. Analizando las 

interacciones proteína-droga (Figura I.4), se puede observar que se establecen 

varias uniones puente de hidrógeno entre los átomos de nitrógeno de la guanidina 

y los residuos Asp57 y Ser71. Se observa particularmente, que existen interacciones 

de pi-stacking entre el anillo aromático metilado del compuesto y el anillo 

aromático del Trp56. 

 

Rac total

Rac-GTP

100 200      100       100     200         100        200      

DMSO          Hit1             Hit7           Hit28      Hit35       NCS

Rac total

Rac-GTP

100 200      100       100     200         100        200      

DMSO          Hit1             Hit7           Hit28      Hit35       NCS

Rac total

Rac-GTP

100 200      100       100     200         100        200      

DMSO          Hit1             Hit7           Hit28      Hit35       NCS

Rac total

Rac-GTP

100 200      100       100     200         100        200      

DMSO          Hit1             Hit7           Hit28      Hit35       NCS
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Figura I.4|Modelado de la superficie de unión de Rac1 con el Hit1(ZINC69391). 

Utilizando el software AutoDock4 se predice la unión del compuesto con la superficie de 

Rac1 que contiene al residuo clave Trp56. 
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Conclusiones – Capítulo I 

 Se llevó a cabo un screening virtual basado en docking utilizando la

estructura cristalizada de Rac1 con el residuo Trp56 como blanco molecular

 Se obtuvo una lista de compuestos con  actividad predicha sobre el blanco.

 Se evaluaron 11 compuestos in vitro y se  identificaron cuatro compuestos

con actividad antiproliferativa sobre células de carcinoma mamario murino y

glioblastoma humano.

 El Hit1 (ZINC69391) mostró tener actividad sobre la activación de Rac1,

reduciendo marcadamente los niveles de Rac1-GTP.
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Desarrollo de nuevos inhibidores de Rac1 en 
modelos de cáncer mamario agresivo  

Vastas evidencias muestran que Rac1 se encuentra sobreexpresada y/o 

sobreactivada en diferentes tipos tumorales, incluyendo cáncer mamario, 

colorrectal, testicular, pulmonar y cerebral [63, 131, 132]. Estudios in vitro e in vivo 

indican que la desregulación de Rac1 contribuye a la transformación maligna y 

progresión tumoral. Más aún, las funciones regulatorias de Rac1 en la 

reorganización del citoesqueleto de actina influencia procesos claves en células 

tumorales como son: migración, invasión y metástasis tumoral [133]. 

En pacientes con cáncer mamario agresivo, se observó que Rac1 se 

encuentra sobreactivada, mientras que ensayos in vivo muestran que Rac1 se 

sobreexpresa en momentos tempranos de la transformación maligna en modelos 

tumorales mamarios [83]. Es interesante resaltar, que algunos estudios muestran 

que la expresión de Rac1 es mayor en células tumorales que en el tejido mamario 

circundante, presentando una oportunidad terapéutica interesante [111, 134]. 

La mortalidad del cáncer mamario está fuertemente relacionada con la 

habilidad de las células tumorales de invadir y generar metástasis. La invasión y 

metástasis tumoral implica la adhesión a la membrana basal, secreción de enzimas 

proteolíticas y migración de las células dentro de los vasos sanguíneos o linfáticos, 

seguido por la extravasación  en sitios distantes del tumor primario. En varios de 

estos pasos Rac1 cumple un rol regulador fundamental [63], es por ello se 

seleccionó el modelo de cáncer mamario agresivo para evaluar la capacidad 

antitumoral del compuesto Hit1(ZINC69391), a partir de ahora denominado 

ZINC69391.       

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes
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Determinación del efecto de ZINC69391 sobre la interacción de Rac1-Tiam1 

Con el objetivo de determinar si el compuesto ZINC69391 efectivamente es 

capaz de interferir la interacción de Rac1 con sus activadores tipo GEF, se llevó a 

cabo una precipitación de afinidad utilizando lisados celulares de células HEK293T 

sobreexpresando un versión constitutivamente activa del GEF Tiam1, denominada 

Tiam1-C1199. Esta variante truncada en el dominio amino-terminal fue 

caracterizada previamente [124]. La misma es capaz de activar efectivamente a 

Rac1, se expresa más establemente y parece ser más activa  que la proteína 

completa. Se evaluó la capacidad de Tiam1-C1199 de unirse a la proteína Rac1 

inmovilizadas en microesferas de glutatión-agarosa en presencia o ausencia de 

ZINC69391. 

Los resultados demuestran que Tiam1-C1199 efectivamente es capaz de 

interaccionar con Rac1, tal como se muestra en el control, pero en presencia de 

ZINC69391 esta interacción se ve disminuida. La inhibición de la interacción ocurre 

de manera concentración-dependiente, logrando una disminución significativa a la 

concentración de 100 µM (Figura II-1A y B ). Este resultado indica que el 

experimento in silico de screening virtual efectivamente logró predecir el 

comportamiento in vitro de del compuesto ZINC69391, ya que las estructuras 

utilizadas para llevar adelante el experimento de docking, provenían de estructuras 

cristalizadas de Rac1 interaccionando con Tiam1.     
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Figura II-1|ZINC69391 bloquea la activación de Rac1 en células de carcinoma mamario 

al interferir con la interacción Rac1-Tiam1. A, La inhibición de la interacción de Rac1-

Tiam1 es concentración-dependiente. Se realizó una precipitación de afinidad utilizando 

Rac1 expresada en bacterias y lisados celulares sobreexpresando la versión 

constitutivamente activa de Tiam1-C1199 en presencia o ausencia de ZINC693961. B, 

Análisis densitométrico de los western blots mostrados en A. ***, p<0.001 ANOVA cont. 

Con el test de comparaciones múltiples de Dunnett´s, cada barra representa la media ± 

SEM de tres experimentos independientes. C, Inhibición concentración-dependiente de 

Rac1 en células F3II tratadas con ZINC69391. Células F3II hambreadas, fueron tratadas 

por 1 h con diferentes concentraciones de ZINC69391 y luego estimuladas con EGF (100 

ng/ml) por 15 minutos. D, Los niveles de activación de Cdc42 en células F3II no fueron 

afectados por el tratamiento con ZINC69391. 
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Efecto de ZINC69391 sobre los niveles de activación de Rac1 y evaluación de su 

especificidad in vitro 

 

 El EGF es uno de los activadores de la vía de señalización de Rac1 en 

diferentes tipos celulares descriptos en la bibliografía [135], siendo esta activación 

mediada por uno o más activadores de tipo GEFs, incluyendo a Tiam1 [136]. Con el 

fin de determinar si ZINC69391 es capaz de afectar la vía de señalización de Rac1, 

se estudiaron los niveles de activación de Rac1 en respuesta a la activación del 

EGFR con su ligando natural EGF, moléculas que se encuentran río arriba de Rac1. 

Los niveles de Rac1-GTP se determinaron utilizando un ensayo de pull down, 

como se explicó anteiormente. La Figura II-1C muestra una disminución 

concentración-dependiente de los niveles de  Rac1-GTP cuando células de 

carcinoma mamario murino F3II fueron tratadas con diferentes concentraciones de 

ZINC69391 en presencia de EGF, mientras que los niveles totales de Rac1 no fueron 

alterados. Además, a concentraciones altas de ZINC69391 se observó una 

reducción de los niveles de Rac1-GTP por debajo de los niveles basales no 

estimulados por EGF. 

Asimismo, se determinó la especificidad de ZINC69391, evaluando el efecto 

de este compuesto sobre la activación de la GTPasa íntimamente relacionada 

Cdc42 [73]. Para ello, se llevó a cabo el ensayo de pull down  con lisados de F3II 

tratados en condiciones de medio completo y detectando los niveles de Cdc42-GTP 

con un anticuerpo monoclonal anti Cdc42.  Tal como se muestra en la Figura II-1D, 

ZINC69391 no afectó los niveles de Cdc42-GTP incluso a concentraciones en donde 

se observa una clara inhibición de la activación de Rac1. Estos resultados 

demuestran que el tratamiento con ZINC69391 provoca una clara inhibición de la 

activación de Rac1, mientras que los niveles de la GTPasa Cdc42 no se ven 

afectados.    
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Efecto de ZINC69391 sobre la proliferación celular in vitro sobre líneas de 

carcinoma mamario 

 Si bien previamente ya habíamos establecido que ZINC69391 afecta la 

viabilidad celular de la línea celular F3II, se estudió con mayor detalle dicho efecto. 

Para ello, se evaluó la capacidad antiproliferativa de ZINC69391 sobre la línea F3II 

de carcinoma mamario murino y sobre dos líneas de carcinoma mamario humano: 

MDA-MB-231 y MCF7. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones 

de ZINC69391 por 72 hs en presencia de 10% de SFB. Posteriormente, se determinó 

la viabilidad celular utilizando el ensayo metabólico de MTT. 

ZINC69391 fue capaz de inhibir la proliferación celular sobre un panel de líneas de 

cáncer mamario de manera concentración-dependiente, mostrando valores de IC50 

de 48 µM para la línea humana de MDA-MB-231, de 31 µM para la línea humana 

MCF7 y de 61 µM para la línea murina F3II (Figura II-2A). Estos mismos 

experimentos fueron repetidos y cuantificados de utilizando el método directo de 

recuento con el test de exclusión de azul tripan, mostrando los mismos resultados. 

Adicionalmente, se comparó el efecto antiproliferativo de ZINC69391 con el 

compuesto NSC23766, un inhibidor comercial existente para Rac1. NSC23766 

presentó un valor de IC50 de 140 µM en células F3II. Esta capacidad antiproliferativa 

moderada del inhibidor NSC23766, se encuentran en línea con trabajos publicados 

anteriormente [112]. 
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Figura II-2|ZINC69391 afecta la viabilidad celular y la progresión del ciclo celular en 

células de carcinoma mamario agresivo  A, ZINC69391 inhibe la proliferación de líneas 

celulares de carcinoma mamario: F3II, MDA-MB-231 y MCF7. Las células fueron tratadas 

por 72 h con diferentes concentraciones de ZINC69391. La viabilidad celular fue medida 

con el ensayo de MTT. B y C, ZINC69391 arresta la progresión del ciclo celular en fase G1. 

Células MDA-MB-231 se sincronizaron y fueron tratadas por 48 h con ZINC69391 10 µM. 

Las células fueron fijadas, teñidas con ioduro de propidio y analizadas por citometría de 

flujo para estimar el porcentaje de células presentes en cada fase del ciclo celular. Las 

barras representan la media ± SD. *, p>0.05; ***, p>0.001 determinado por Test de 

Student vs. Control en cada fase.   
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Efecto de ZINC69391 sobre la progresión del ciclo celular sobre células de 

carcinoma mamario humano       

Rac1 está implicado en el crecimiento celular a través de varios mecanismos, 

entre los cuales se encuentra la modulación la transcripción de diferentes genes. 

Uno de estos genes es el de ciclina D1, que induce la progresión G1/S en el ciclo 

celular [69, 137]. Para evaluar el efecto de ZINC69391 sobre la progresión del ciclo 

celular, células MDA-MB-231 sincronizadas fueron tratadas por 48 hs con 

ZINC69391 10 µM en la presencia de SFB. Los resultados de la Figura II-2B y C 

muestran que ZINC69391 provoca una acumulación de las células tratadas en la 

fase G1. Esto indica que la inhibición de la proliferación celular mediada por 

ZINC69391 se puede explicar en parte, como un arresto del ciclo celular en fase G1.  

 

Determinación del efecto de ZINC69391 sobre la migración celular y la dinámica 

del citoesqueleto de actina 

La migración e invasión celular son procesos claves en diferentes situaciones 

patológicas y son un aspecto fundamental en el proceso metastásico. Las Rho 

GTPasas regulan la motilidad celular y la reorganización del citoesqueleto de actina. 

Particularmente Rac1, dirige la migración celular al promover la formación de 

lamelipodios [138, 139].  

 Con el objetivo de evaluar el efecto de ZINC69391 sobre la migración celular, 

se llevaron adelante ensayos de herida en monocapa. En dicho ensayo, las células 

censan el espacio libre y migran hacia el interior de la herida [68]. Tal como se 

observa en la Figura II-3B, ZINC69391 provocó una significativa reducción de la 

capacidad migratoria de células F3II y MDA-MB-231, dos líneas celulares altamente 

invasivas.  
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Figura II-3|ZINC69391 inhibe la reorganización del citoesqueleto de actina e inhibe la 

migración celular. A, Fotografías representativas de células F3II y MDA-MB-231 tratadas 

con ZINC69391 y tratadas por 15 min con EGF. Las células fueron fijadas y teñidas con 

AlexaFluor555-faloidina. B, Se realizaron heridas sobre monocapas confluentes de F3II y 

se realizaron tratamientos con ZINC69391 en presencia de SFB. Las células se incubaron 

16 h, se fijaron y se tiñeron. Los resultados muestran porcentaje de herida cerrada 

expresada como media (n=10) ± SEM. ***, p<0.001 ANOVA cont. Dunnett´s Multiple 

Comparison Test. C, el mismo diseño experimental se realizó utilizando células MDA-MB-

231. **, p<0.01; ***, p<0.001 ANOVA cont. Dunnett´s Multiple Comparison Test. 
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En el caso de células F3II, el tratamiento con 10 µM y 50 µM de ZINC69391 resultó 

en una inhibición de la migración del 50% y del 80% respectivamente comparado 

con el control. Mientras que en el modelo de MDA-MB-231, ZINC69391 provocó 

una disminución del 100% y del 40% con respecto al control después del 

tratamiento de 50 µM y 10 µM respectivamente.   

Debido a que la migración celular está regulada por los cambios espacio-

temporales del citoesqueleto de actina y está ampliamente aceptado el rol de Rac1 

como regular de este proceso [68], se evaluó si la inhibición de la migración celular 

provocada por el tratamiento con ZINC69391 correlaciona con el modulación de la 

reorganización del citoesqueleto de actina. Experimentalmente está demostrado 

que EGF, PDGF e insulina son capaces de inducir lamelipodios ricos en actina y 

ondulaciones de membrana a través de la activación de Rac1 [140]. Utilizando EGF 

como estimulador de la formación de filamentos de actina, células de carcinoma 

mamario fueron hambreadas, tratadas con diferentes concentraciones de 

ZINC69391 y estimuladas con el factor de crecimiento. Dichas células fueron fijadas 

y luego teñidas utilizando la toxina faloidina conjugada con el fluorocromo 

AlexaFluor555. Dicha toxina presenta gran afinidad por la actina, lográndose un 

marcado específico de este componente del citoesqueleto.  Anteriormente ya 

habíamos evidenciado que ZINC69391 provocaba una inhibición de la 

polimerización de los filamentos de actina en células F3II aún en presencia de EGF. 

En la Figura II-3, se observa el mismo efecto sobre células MDA-MB-231. Se 

evidencia un efecto inhibitorio con el tratamiento de 10 µM, siendo este efecto 

más marcado en el tratamiento de 50 µM.  
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Estudio de la toxicidad de ZINC69391 in vivo 

Se llevaron a cabo ensayos de toxicidad aguda en el Centro de Medicina 

Comparada en el Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral de la Universidad 

Nacional del Litoral – CONICET. En este sentido se evaluaron dos dosis: 25 mg/kg y 

125 mg/kg. El protocolo consistió en inocular a 5 ratones por dosis y en su 

observación por 14 días post-inoculacion. Los animales no manifestaron ninguna 

signología. Posteriormente se realizó la necropsia de los mismos, sin observar 

lesiones y remitiendo muestras hematológicas para análisis bioquímicos. Los 

ensayos arrojaron valores dentro de los valores de referencia de la especie. Estos 

datos indican que no se encontraron signos de toxicidad en las dosis ensayadas, 

indicando que una dosis cinco veces mayor a la cual se evaluará el efecto biológico 

del compuesto ZINC69391 no presenta toxicidad.  

Efecto de ZINC69391 sobre la diseminación metastásica in vivo en un modelo 

murino singénico de metástasis experimental  

En función de los resultados obtenidos in vitro sobre la actividad de 

ZINC69391 sobre células de carcinoma mamario, se evaluó el impacto del 

tratamiento con este compuesto sobre la colonización metastásica de células F3II 

en un modelo murino. Para cumplimentar dicho objetivo, se inyectaron 2x105 

células F3II viables en la vena lateral de la cola de ratones BALB/c (Día 0). Una vez 

inyectadas las células se administró diariamente una dosis de 25 mg/kg via i.p y en 

el día 21 los animales fueron sacrificados, se fijaron y tiñeron los pulmones y luego 

se cuantificaron las metástasis superficiales utilizando una lupa de disección. 



Resultados – Capítulo II 

113 

Figura II-3|Efecto antimetastásico de ZINC69391 en células F3II. Utilizando un modelo de 

metástasis experimental de carcinoma mamario murino F3II, se trataron a los animales 

diariamente vía i.p con ZINC69391 25 mg/kg o vehículo por 21 días. Los animales se 

sacrificaron y se contaron los nódulos superficiales formados en los pulmones (n=10 control, 

n=8 tratado). A, Nodulos totales, B, Macronódulos (>1 mm de diámetro) **, p<0.01 Mann-

Whitney Test. C, Fotografías representativas del lóbulo izquierdo pulmonar.   

El tratamiento diario con ZINC69391 redujo aproximadamente un 60%  la 

formación de focos metastásicos totales (Figura II-4). Este mismo resultado se 

obtuvo considerando únicamente la formación de macrometástasis (focos mayores 

a 1 mm de diámetro). En resumen, el tratamiento diario con ZINC69391 presentó 

una fuerte actividad antimetastásica in vivo.  

C

A B

N
ò

d
u

lo
s

P
u

lm
o

n
a

re
s

N
ò

d
u

lo
s

P
u

lm
o

n
a

re
s

 

(>
1

 m
m

)
Control   ZINC69391 Control ZINC69391



Resultados – Capítulo II 

114 

Figura II-4| ZINC69391 utilizado como estructura líder. Se diseñaron diferentes derivados 

modificando el anillo A, el anillo B y el puente C.  

Diseño racional de análogos de ZINC69391 

Una vez establecida la actividad antitumoral de ZINC69391 en modelos de 

carcinoma mamario murino, se prosiguió con la optimización del compuesto en 

búsqueda de compuestos selectivos y más potentes. Utilizando a ZINC69391 como 

estructura de partida se diseñaron una serie de derivados. Tal como se observa en 

la Figura II-4, se realizaron modificaciones en el anillo A, en el anillo B y en el 

puente C de la molécula parental.  

Tanto el diseño de los derivados como la síntesis de los mismos estuvieron a 

cargo del Laboratorio de Síntesis Orgánica del Centro de Química del Instituto 

Nacional de Tecnología Industrial (INTI) dirigido por la Dra. Maria Julieta Comin, con 

quienes contamos con un convenio de colaboración.  

Se comenzaron a desarrollar análogos variando la estructura del anillo 

pirimidínico (Anillo A), ya que se considera crucial para la interacción con Rac1. A 

partir de la estructura de rayos X de Rac1 se modeló la interacción de ZINC69391 y 

sus análogos utilizando el software AutoDock 4.2. La comparación de las energías 
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Figura II-5| Valores de Ki arrojados por AutoDock 4.2 para análogos de ZINC69391. Se 

analizaron las interacciones de diferentes estructuras diseñadas a partir de la molécula 

parental. La línea continua celeste señala el valor de Ki arrojado por Autodock4 para 

ZINC69391, indicando que aquellos compuestos que presentan un Ki menor posiblemente 

tendría una mayor afinidad por el blanco que el compuesto de partida.  

calculadas por el programa para los diferentes análogos y la inspección de las 

interacciones con Rac1 indicaron que modificaciones estructurales podrían lograr 

una mejora en la afinidad por la proteína. Se analizaron más de 60 estructuras y 

para muchas de ellas, se predijo una mayor afinidad (es decir, un menor Ki) por el 

blanco que el compuesto parental, tal como se muestra en la Figura II-5.  
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Figura II-6| Estructuras del compuesto parental ZINC69391 y el análogo 1A-116. A Estructura 
química de ZINC69391 (C14H15F3N5; PM: 310.303 B, Estructura química de 1A-116 (C16H16F3N3; 
PM: 307.31)  

A partir de estos resultados, se sintetizaron  una decena de compuestos y se los 

ensayó in vitro buscando un aumento en la potencia de ZINC69391 (resultados 

mostrados anteriormente). De este grupo de compuestos se seleccionó al análogo 

1A-116 (Figura II-6) que presentó un mayor efecto antiproliferativo que el parental. 

Estos resultados están en línea con los análisis in silico previamente realizados a 

cargo del Dr. Adrian Turjanski de INQUIMAE, en la Facultad de Ciencias Exactas ty 

Naturales, UBA; que muestran que la energía libre de la unión predicha para el 

análogo resultó ser mayor (-6.77 Kcal/mol para 1A-116 vs. -5.86 Kcal/mol para 

ZINC69391). 

Como se observa  en la Figura II-7, ambos compuestos comparten la misma 

pose y las interacciones clave, es decir, que se mantienen las uniones puente de 

hidrógeno y el pi-stacking observados anteriormente para ZINC69391. 

Probablemente, el aumento en la afinidad predicha en concordancia con los datos 
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in vitro puede ser atribuible a diferencias en la solvatación y en la interacción con el 

Trp56. Mientras que ZINC69391 presenta un anillo pirimidinico relativamente polar 

que puede mantener uniones puente de hidrógeno con un solvente como el agua, 

1A-116 presenta un anillo bencénico más hidrofóbico. De hecho, el valor del 

coeficiente de reparto (Log P) predicho para 1A-116 es mayor que el de ZINC69391 

(4.41 vs. 3.85). Por otro lado, las interacciones de pi-stacking con el Trp56 parecen 

ser más fuertes por el reemplazo del anillo pirimidínico por uno bencénico.     

 

 

A B

C

Figura II-7|Mejores poses de docking para ZINC69391 y su análogo 1A-116. A,  

Representación de la estructura de Rac1 mostrando el sitio de unión definido por Trp56. B, El 

sitio de unión de ZINC69391 mostrando las interacciones claves. C, Superficie de Rac1 con la 

pose de docking de 1A-116.  



Resultados – Capítulo II 

118 
 

Efecto antiproliferativo de 1A-116 mediante un mecanismo basado en Rac1 

Con el objetivo de evaluar el efecto de 1A-116 sobre la proliferación celular 

de F3II, se midió la viabilidad celular utilizando el ensayo metabólico de MTT. La 

poca solubilidad en medio acuoso del análogo 1A-116, resultó en un desafío clave 

para los ensayos a realizar. En este sentido, se contó con la colaboración del Lic. 

Eduado Spitzer del Laboratorio ELEA y se desarrolló una formulación en medio 

ácido que permitió solubilizar el compuesto.  

1A-1116 fue capaz de inhibir  la proliferación celular de manera 

concentración-dependiente y mostró tener una actividad antiproliferativa más 

potente que el compuesto parental. El valor de IC50 del análogo fue de 4 µM, un 

valor 15 veces menor que el compuesto parental. También se encontró este mejor 

desempeño en células MDA-MB-231, donde el valor de IC50 para 1A-116 fue de 21 

µM mientras que el parental presenta un valor de 48 µM (Tabla III). 

 

Tabla III. Valores de IC50 comparando ZINC69391 y el análogo 1A-116   

 ZINC69391 (µM) 1A-116 (µM) 

MDA-MB-231 48 21 

F3II 61 4 

 

Por otra parte, con el objetivo de determinar si el efecto antitumoral del 

análogo depende de la inhibición de la vía de señalización de Rac1 se estudió el 

efecto antiproliferativo de 1A-116 en células MDA-MB-231 sobreexpresando una 

variante constitutivamente activa de Rac1, denominada Rac1-G12V.  

Esta variante permite que la vía de Rac1 se encuentre siempre activa, 

independientemente de la actividad de los activadores tipo GEF. Como es de 
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esperar, en la Figura II-8 se muestra que la sobreexpresión de Rac1-G12V atenuó 

significativamente el efecto inhibitorio de 1A-116 sobre la proliferación celular en 

relación a las células transfectadas con el vector vacío. 

 

 

  

 

 

 

 

Efecto de 1A-116 sobre la interacción P-Rex1-Rac1 y los niveles de activación de 

Rac1 

Evidencias fuertes surgidas recientemente indican que el activador tipo GEF 

específico para Rac1 P-Rex1, cumple un rol clave en la progresión del cáncer 

mamario. Por ello evaluamos si 1A-116 es capaz de interferir la interacción de Rac1 

con dicho GEF utilizando un ensayo de precipitación de afinidad. Debido a que 

MCF7 expresa niveles altos de P-Rex1 [94], un lisado celular de dicha línea fue 

incubado con la proteína de fusión Rac1-GST acoplada a microesferas de glutatión. 

Dicho ensayo fue revelado realizando un western blot utilizando un anticuerpo anti 

Figura II-8|Expresión de la variante Rac1-G12V atenúa el efecto de 1A-116.  Células MDA-

MB-231 fueron transfectadas con Rac1-G12V o vector vacío y tratadas por 48 hs con 1A-116. 

Barras, media ± SD. ***, p<0.001 Vector vacío vs. Rac1-G12V a cada concentración. ANOVA de 

dos vías cont. Bonferroni Test   

Concentración (µM)

Vector vacío

Rac1 G12V
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P-Rex1. Tal como se observa en la Figura II-9A, 1A-116 fue capaz de interferir la 

formación del complejo Rac1-P-Rex1 in vitro.  

 

 

Por otro lado, evaluamos el efecto de 1A-116 sobre los niveles de activación 

de Rac1. Para ello, llevamos adelante un ensayo de pull down con células F3II 

tratadas por 12 h en condiciones de medio completo. Se observa en la Figura II-9B  

que el análogo 1A-116 fue capaz de disminuir los niveles Rac1-GTP de manera 

concentración-dependiente. Es interesante notar, que 1A-116 inhibió 

dramáticamente la activación de Rac1 a concentraciones en el rango del 

micromolar bajo (1 µM). Por el contrario, ZINC69391 no mostró efecto con un 

tratamiento de 1µM, mientras que se observa un efecto modesto a una 

Figura II-9|1A-116 interfiere con la interacción Rac1-P-Rex1, siendo más potente que el 

compuesto parental ZINC69391. A, Precipitación de afinidad que demuestra que 1A-116 es 

capaz de bloquear la interacción de P-Rex1-Rac1. B, Células F3II fueron tratadas por 12 h con 

ZINC69391 y 1A-116. Se llevaron a cabo los pull down y se analizaron los resultados por 

western blot. C, 1A-116 no afecta la activación de Cdc42, una GTPasa íntimamente 

relacionada.   

A B

C
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concentración de 10 µM bajo estas condiciones experimentales. Los niveles totales 

de Rac1 no se vieron afectados con el tratamiento. Estos resultados muestran que 

1A-116 es un inhibidor de Rac1 más potente que el compuesto parental 

ZINC69391.     

 Por otro lado, evaluamos la especificidad del análogo 1A-116. Realizamos un 

ensayo de pull down con células F3II para determinar el efecto del análogo sobre la 

activación de la GTPasa Cdc42, que está íntimamente relacionada con Rac1. Tal 

como se observa en la Figura II-9C, 1A-116 no afecta la activación de Cdc42 a 10 

µM, concentración a la cual se observa un drástico efecto sobre los niveles de Rac1-

GTP (Figura II-8B). 

 

Estudio de la toxicidad del análogo 1A-116 in vivo 

 Al igual que con el compuesto parental se llevaron a cabo estudios de 

toxicidad aguda con el análogo 1A-116 en el Centro de Medicina Comparada de la 

Universidad Nacional del Litoral. Se ensayaron cuatro dosis diferentes: 3.7 mg/kg, 

31 mg/kg, 68 mg/kg y 136 mg/kg.  La dosis máxima tolerada (MTD) fue de 31 mg/kg 

mientras que la dosis letal 50% (DL50) fue de aproximadamente 68 mg/kg. La dosis 

de 3.7 mg/kg no mostró signos de toxicidad. Posteriormente, estos animales fueron 

sacrificados y se realizaron los análisis correspondientes. Análisis bioquímicos 

mostraron valores dentro de los esperados para la especie,  por lo tanto no es 

posible detectar  en que órgano se producen las lesiones. La signología aguda 

sugiere que el sistema nervioso central sería el afectado. 

 Estos datos permiten determinar que la dosis a utilizar para los ensayos de 

respuesta antitumoral (3 mg/kg) no es tóxica y es 10 veces menor a la dosis 

máxima tolerada.  
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Efecto antimetastásico del análogo 1A-116 

 Se evaluó el efecto de 1A-116 sobre la colonización pulmonar in vivo de 

células F3II llevando adelante un protocolo de metástasis experimental, tal como se 

explicó anteriormente. El tratamiento diario con el análogo 1A-116 con una dosis 

de 3 mg/kg/dia redujo en un 60% la formación de nódulos metastásicos. Se 

observó una actividad antitumoral significativa, al considerar la formación de 

macronódulos (diámetro >1 mm) (Figura II-10).  

 Es interesante resaltar que 1A-116 mostró un efecto antimetastásico más 

potente que el compuesto parental ZINC69391, observándose un efecto similar a 

una dosis 8 veces menor (3 mg/kg/dia vs. 25 mg/kg/dia) 

 

 

Figura II-10|1A-116 presenta efecto antimetastásico a una dosis 8 veces menor que el 

partenal. A, Número total de nódulos metastásicos. Grupo control (vehículo) vs. 

Tratamiento 3 mg/kg/dia de 1A-116. *, p<0.05 Mann-Whitney test. B, Formación de 

macronódulos (>1 mm de diámetro). *, p<0.05 Mann-Whitney Test. 
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Efecto antitumoral in vivo de ZINC69391 vs. 1A-116 

 Finalmente, se evaluó el efecto de las moléculas evaluadas sobre el 

crecimiento tumoral in vivo. Para ello, se inocularon 2x105 células F3II en el 

subcutis de ratones Balb/c y posteriormente comenzó el tratamiento diario de los 

mismos. Se establecieron 3 grupos experimentales: Control (vehículo), ZINC69391 

(20 mg/kg/día) y 1A-116 (3 mg/kg/día).   

 Tal como se observa en el Figura II-11A, el tratamiento diario tanto del 

compuesto parental ZINC69391 como el análogo 1A-116 presentaron actividad 

antitumoral in vivo con respecto al control. Se observa que ambos tratamientos 

provocaron una disminución significativa del volumen tumoral al final del 

experimento (Figura II-11B). Más aún, analizando las curvas de crecimiento se 

observa una menor tasa de crecimiento en aquellos tumores que recibieron el 

tratamiento de 1A-116 con respecto al tratamiento de ZINC69391 y ambos 

tratamientos con respecto al control (Figura II-11B). Es importante destacar, que la 

dosis de 1A-116 es 7 veces menor a la administrada de ZINC69391, mostrando un 

efecto más potente sobre la progresión tumoral.  
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CB

***

Figura II-10|ZINC69391 y 1A-116  presentan efecto antitumoral in vivo.  Se llevó a cabo un 

protocolo de progresión tumoral in vivo utilizando un modelo murino singénico (Células F3II) 

A, Curvas de crecimiento tumoral de grupo control (negro), grupo ZINC69391 20/mg/kg/día 

(rojo), grupo 1A-116 3 mg/kg/día (azul). Diferencia significativa entre las pendientes 

analizadas. ANOVA Con.t el test de comparación multiple de Tukey´s. ***p<0.001 ambos 

tratamientos vs. Control  B, Volumen tumoral al final del protocolo. ANOVA, contrastado con 

el test de comparación multiple de Tukey's, * p< 0.05; ** p< 0.01 (vs. Control). C, Tasa de 

crecimiento tumoral. Pendientes de la Regresión Lineal (día 12 – 39). ANOVA, contrastado 

con  el test de comparación multiple de Tukey's Tukey's, *** p< 0.001 (vs. Ctrol); ## p< 0.01 
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Conclusiones - Capítulo II 

 ZINC69391 es capaz de interferir la interacción de Rac1- Tiam1 in vitro y este

resultado concuerda con lo predicho in silico.

 ZINC69391 es capaz de inhibir la activación de Rac1 de manera

concentración dependiente en respuesta a EGF, sin afectar la activación de

Cdc42, una GTPasa íntimamente relacionada.

 ZINC69391 presenta efecto antiproliferativo en un panel de líneas de

carcinoma mamario y este efecto se debe, al menos en parte, por un arresto

del ciclo celular en fase G1.

 ZINC69391es capaz de inhibir la migración celular in vitro y disminuye un

60% la formación de nódulos metastásicos. Estudios de toxicidad aguda

indican que ZINC69391 no presenta toxicidad a las dosis evaluadas.

 A partir de la estructura del compuesto parental ZINC69391, se diseñó y

sintetizó el análogo 1A-116 que resultó ser un compuesto más potente in

vitro e in vivo, tal como había sido predicho por docking.

 1A-116 es capaz de inhibir la activación de Rac1 a concentraciones menores

que el compuesto parental, sin alterar los niveles de activación de Cdc42.

1A-116 es capaz de interferir la interacción de Rac1-P-Rex1, un GEF clave

para la progresión de tumores mamarios.

 La actividad antiproliferativa de 1A-116 depende de la inhibición de la vía de

Rac1.

 El  análogo 1A-116 mostró una actividad antitumoral mejorada con respecto

al compuesto parental in vivo.

 .
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Desarrollo de nuevos inhibidores de Rac1 en un 
modelo de glioblastoma multiforme humano 
 Los gliomas son las neoplasias cerebrales primarias más comunes del 

sistema nervioso central y presentan una media de sobrevida de menos de 1 año a 

pesar de los tratamientos disponibles actualmente que consisten en cirugía, radio y 

quimioterapia [42]. Si bien los gliomas presentan un potencial metastásico 

limitado, se caracterizan por un gran invasividad local. La migración e invasión  de 

células de glioma son los mayores desafíos para el tratamiento de estos tumores, 

ya que son los procesos que claves que contribuyen con la recurrencia de la 

enfermedad y la progresión tumoral [58]. 

 Debido a que la vía de señalización de Rac1 presenta un rol clave en la 

regulación de la migración e invasión celular mediante la modulación de la 

dinámica del citoesqueleto de actina, se consolida como un blanco molecular 

atractivo para el tratamiento de gliomas [141]. En astrocitomas, Rac1 se encuentra 

sobreexpresada en los tumores más agresivos. En este sentido, se observa una 

localización de Rac1 en membrana en un subset de glioblastomas, pero dicha 

marca está ausente en astrocitomas de grado bajo y en tejido cerebral no 

neoplásico, indicando que Rac1 se encuentra hiperactivado en glioblastomas [98]. 

 Es importante destacar que diferentes Rac1-GEFs son mediadores clave de la 

motilidad celular, tales como Dock-180, Vav3, Ect2 y Trio [98, 99]. 

 Considerando que el mayor desafío en la terapéutica de gliomas es el 

potencial invasivo de las células de glioma y la vía de Rac1 tiene un rol clave en la 

regulación de dichos eventos celulares, se llevó adelante el estudio del efecto del 

compuesto parental ZINC69391 y su análogo 1A-116 sobre modelos de 

glioblastoma multiforme humanos.   
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Determinación del efecto de ZINC69391 sobre la interacción de Rac1 - Dock-180  

ZINC69391 se desarrolló utilizando como blanco específico el residuo Trp56 

de Rac1 para inhibir la activación de esta proteína por GEFs. El rol de este residuo 

clave fue descripto desde hace más de una década para GEFs pertenecientes a la 

clásica familia Dbl [76, 77]. Sin embargo, recientemente también estableció que el 

Trp56 es importante para la interacción de Rac1 con el GEF Dock-180, que 

pertenece a la familia atípica de GEFs tipo Dock [78]. Particularmente, Dock-180 

está considerado en la literatura como uno de los GEFs claves en la capacidad 

invasiva de células de glioma [99]. Por consiguiente, determinamos el efecto de 

ZINC69391 en la interacción de Rac1 con su GEF atípico Dock-180. 

Para ello, se utilizó un lisado de la línea LN229 que expresa niveles elevados 

de Dock-180. Estos lisados fueron incubados con la proteína de fusión GST-Rac1 

acoplados a microesferas de glutatión-agarosa en la presencia o ausencia del 

compuesto. Posteriormente, se llevó a cabo un Western Blot utilizando un 

anticuerpo específico anti Dock-180. Como se observa en la Figura III-1A, Rac1 y 

Dock-180 son capaces de interactuar (banda control) y la presencia de  ZINC69391 

inhibe dicha interacción in vitro. Esto evidencia que ZINC69391 es capaz de inhibir 

la activación de Rac1 mediada por GEFs de la familia atípica de Dock-180. 
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Figura III-1|ZINC69391 inhibe la activación de la vía de Rac1 en células de glioma LN229. A, 

Bloqueo de la interacción de Rac1-Dock180. Se realizó una precipitación de afinidad 

utilizando una construcción Rac-GST inmovilizadas en microesferas de glutatión. Luego se 

llevó a cabo un Western Blot utilizando un anticuerpo anti Dock180. B, Inhibición de  

concentración–dependiente de la activación Rac1 en células de glioma bajo el tratamiento 

con ZINC69391. Células hambreadas fueron tratadas por 1 h y luego estimuladas por 15 min 

con EGF (100ng/ml). C, Inhibición concentración-dependiente de la fosforilación de Pak1, un 

efector clave de Rac1. Células hambreadas fueron tratadas por 1 h y luego estimuladas por 

15 min con EGF (100ng/ml). 
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Evaluación del efecto de ZINC69391 sobre la activación de Rac1 y su efector Pak1 

Una vez determinado que ZINC69391 es capaz de interferir la interacción de 

Rac1 con uno de los GEFs importantes en la biología tumoral de células de glioma, 

se determinó si efectivamente era capaz de inhibir la activación de Rac1 en células 

humanas de glioma LN229. El tratamiento consistió en una incubación de 1 hora 

con diferentes concentraciones de ZINC69391 y posteriormente el estímulo de 15 

minutos con EGF. Posteriormente, se llevó a cabo un ensayo de pull down, tal como 

se explicó anteriormente.  Como se muestra en la Figura III-1B, el tratamiento con 

ZINC69391 resultó en una reducción de los niveles endógenos de Rac1-GTP sin 

afectar los niveles totales de la proteína. Se observa que el tratamiento de 10 µM 

provoca una significativa reducción de la activación de Rac1. 

También se evaluó el efecto de ZINC69391 sobre los niveles de Pak1 

fosforilado. Pak1 es una proteína efectora de Rac1 y su activación media varios de 

los eventos regulados por Rac1, tal como regulación de la dinámica de 

citoesqueleto, de la adhesión y de la transcripción [137]. En este sentido, está 

descripto que Pak1 presenta un rol importante en proliferación, sobrevida e 

invasión de células transformadas [142]. Particularmente, en muestras de 

pacientes con glioma se evidenció que niveles altos de fosforilación de Pak1 en el 

citoplasma correlaciona con una menor sobrevida [143]. Con el objetivo de 

determinar el efecto de ZINC69391 sobre los niveles de fosforilación de Pak1, 

células LN229 fueron tratadas durante 1 h con diferentes concentraciones del 

compuesto y luego estimuladas por 15 minutos con EGF. Posteriormente, se reveló 

el experimento utilizando la técnica de western blot y dos anticuerpos específicos 

anti-Pak1 y anti-pPak1. Como se muestra en la Figura III-1C, ZINC69391 mostró 

inhibición de la fosforilación de Pak1 a partir de una concentración de 10 µM en la 

presencia de EGF. Más aún, concentraciones más altas provocaron descensos a 
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niveles comparables con la condición sin estimulación de EGF. En resumen, 

demostramos que ZINC69391 es capaz de inhibir efectivamente la vía Dock-

180/Rac1/Pak1, la cual es considerada relevante para la progresión de gliomas.       

      

Efecto de ZINC69391 sobre la proliferación celular y la progresión del ciclo celular 

en líneas de glioma humano 

Después de determinar el efecto de ZINC69391 sobre la vía de señalización 

de interés, estudiamos el efecto del compuesto sobre eventos celulares en donde 

Rac1 posee un rol relevante. Por consiguiente, en primer lugar se determinó la 

capacidad antiproliferativa de ZINC69391 sobre células de glioblastoma humano. 

Para ello, se realizaron tratamientos con diferentes concentraciones de ZINC69391 

por 72 hs sobre células LN229 y U-87-MG de glioma humano. Posteriormente, se 

midió la viabilidad celular utilizando en método del MTT. El tratamiento con 

ZINC69391 resultó en un descenso de la viabilidad celular en ambas líneas celulares 

(Figura III-2A).  

Nuevamente con el objetivo de delinear el mecanismo de inhibición de la 

proliferación celular, determinamos el efecto de ZINC69391 sobre la progresión del 

ciclo celular. Tal como observamos en el modelo de carcinoma mamario, 

ZINC69391 provocó un aumento del número de células en la fase G1. Este aumento 

también se evidenció en la fase sub-G0. Este efecto fue dosis-dependiente y mostró 

que el efecto antiproliferativo de ZINC69391, se explica en parte como un arresto 

del ciclo celular en fase G1 (Figura III-2B).  
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Figura III-2|ZINC69391 afecta la proliferación celular y el ciclo celular en células de glioma. 

A, ZINC69391 inhibe la proliferación celular. Células LN229 y U87-MG fueron tratadas por 72 

h con diferentes concentraciones de ZINC69391. Se midió la viabilidad celular con el ensayo 

de MTT. B, ZINC69391 arresta la progresión del ciclo celular en fase G1. Células LN229 

fueron sincronizadas y tratadas por 48 hs con diferentes concentraciones de ZINC69391 en 

presencia de SFB. Las células fueron fijadas, teñidas con ioduro de propidio y analizadas por 

citometría para estimar los porcentajes de la población en cada fase del ciclo celular. Barras, 

SEM. *, p<0.05; **, p<0.01 determinado por ANOVA cont. Con el test de comparación 

múltiple de Dunnett´s vs. control en cada fase. 
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Evaluación del efecto de ZINC69391 sobre la apoptosis de células de glioma 

humano 

La actividad de Rac1 está vinculada con la activación de vías de sobrevida 

como JNK y MAPK y su sobreactivación se asocia a un aumento a la resistencia a la 

apoptosis en diferentes tipos tumorales [144-146]. Particularmente en células de 

glioma, la supresión de Rac1 induce apoptosis tanto en líneas celulares como en 
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Figura III-3|ZINC69391 presenta un efecto proapoptótico en células de glioma. A, 

Apoptosis de células LN229 tras el tratamiento de 10 y 50 µM de ZINC69391 por 6 h 

utilizando la tinción de Anexina V. B, Apoptosis tardía evaluada con el sistema de TUNEL. C, 

cuantificación de células apoptóticas por campo utilizando la técnica de TUNEL. *p<0.05. **, 

p<0.01. ANOVA cont. Con el test de comparación múltiple de  Dunnett´s versus control.   



Resultados – Capítulo III 

136 

cultivos primarios de pacientes con glioma grado III y grado IV [147]. 

Teniendo esto en cuenta, se determinó la posible actividad pro-apoptótica 

de ZINC69391. Se evaluó la actividad de ZINC69391 sobre el evento de apoptosis 

utilizando dos metodologías diferentes. En primer lugar, utilizamos la tinción con 

AnexinaV conjugada con AlexaFluor488 para marcar diferencialmente células 

LN229 que sufrieran la pérdida de asimetría de fosfolípidos de membrana, evento 

temprano en la apoptosis. Como se observa en la Figura III-3A, ZINC69391 fue 

capaz de inducir apoptosis comenzando a una concentración de 10 µM. 

 En segundo lugar, determinamos el efecto de ZINC69391 sobre el evento de 

apoptosis utilizando la técnica de TUNEL. Esta técnica es capaz de determinar si las 

células en estudio presentan fragmentación de ADN, evento tardío en el proceso 

de apoptosis. En la Figura III-3B, se observa que  ZINC69391 provoca un efecto 

proapoptótico  significativo comenzando en 10 µM (Figura III-3B y C). En resumen, 

se confirmó por dos técnicas diferentes que ZINC69391 presenta un efecto 

proapoptótico mediante la inhibición de Rac1.  

Efecto de ZINC69391 sobre migración e invasión de células de glioma 

 Una de las funciones clave de Rac1 es la regulación del comportamiento 

invasivo e infiltrativo de los gliomas. Esta GTPasa modula la formación de 

lamelipodios, la migración celular y la invasión de células de glioblastoma [148]. 

Con el fin de determinar el efecto del inhibidor sobre la capacidad migratoria de 

células de glioma, llevamos adelante un ensayo en transwell que consistió en la 

siembra de células LN229 hambreadas en la parte superior de la cámara en 

presencia o ausencia del ZINC69391, mientras que en la parte inferior se utilizó SFB 

como quimioatractante. Se incubaron por 16 h y luego las células que migraron 

fueron fijadas y teñidas con cristal violeta para realizar el recuento. Los resultados 
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muestran que el tratamiento con ZINC69391 provocó una significativa inhibición 

concentración-dependiente  de la migración celular de células LN229 (Figura III-4A). 

Debido a que el componente principal del fenotipo invasivo de los gliomas 

es la migración celular [149], se esperaba que la invasión celular también se viera 

afectada por la presencia de ZINC69391. Con el objetivo de evaluar dicha hipótesis, 

se llevaron a cabo ensayos de invasión celular utilizando un coating de Matrigel en 

los transwell. Se siguió con el mismo procedimiento antes descripto, incubando las 

células 48 hs. Efectivamente, ZINC69391 inhibió significativamente la invasión 

celular de células LN229, observándose una respuesta concentración-dependiente 

(Figura III-4B). 

Asimismo, se determinó si la reorganización del citoesqueleto era afectada 

por el tratamiento con ZINC69391, ya que Rac1 modula la motilidad celular 

principalmente por la regulación de la dinámica del citoesqueleto [150]. Tal como 

se observa en la Figura II-4C, donde se muestran fotos representativas de células 

en presencia o ausencia de ZINC69391 estimuladas con un pulso de EGF por 15 

min, el inhibidor es capaz de interferir en la dinámica del citoesqueleto de actina 

observándose filamentos de actina despolimerizados cuando las células fueron 

tratadas con ZINC69391. Este mismo efecto se observa en células hambreadas sin 

estimular (Figura III-4C).  
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Figura III-4|ZINC69391 inhibe la migración e invasión de células de glioma modulando el 

citoesqueleto de actina. A, Células LN229 fueron sembradas en transwell e incubadas por 18 

h con diferentes concentraciones de ZINC69391. Barras, SEM. *, p<0.05; ***, p<0.001, 

determinado por ANOVA cont. Con test de comparación multiple de Dunnett´s. B, Células 

LN229 fueron sembradas en transwell con coating de Matrigel e incubadas por 48 con 

diferentes concentraciones de ZINC69391. Barras, SEM. *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 

determinado por ANOVA cont. Con test de comparación multiple de Dunnett´s. C, 

Fotografías representativas tomadas a 1000X mostrando la inhibición de la reorganización 

del citoesqueleto de actina por ZINC69391 en células LN229. 

 

Concentración (µM) Concentración (µM)

Sin estimular
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Evaluación del efecto in vivo de ZINC69391 en un modelo murino xenogénico 

ortotópico de glioblastoma  

Con el objetivo de evaluar el posible efecto antitumoral in vivo de 

ZINC69391, se estudió el efecto del tratamiento diario con el inhibidor en un 

modelo ortotópico intracraneal en ratones atímicos. Para ello, los animales fueron 

operados e inoculados con células LN229 en el cuerpo estriado utilizando un marco 

estereotáxico. 6 días después de la implantación se comenzó con un tratamiento 

i.p diario de vehículo o 20 mg/kg de ZINC693691. Este tratamiento resulto en un 

aumento significativo de la sobrevida de los animales (P=0.0151, log-rank test 

comparado con el control) (Figura III-5).  

 

 

 

 

  

Figura III-5| Análisis de sobrevida en respuesta a tratamiento con ZINC69391. Curva 

Kaplan-Meyer de ratones atímicos con glioblastoma humanos intracraneales tratados con 

ZINC69391. En este experimento, dos grupos de 8 ratones recibieron inyecciones diarias vía 

i.p de ZINC69391 20 mg/kg/día o vehículo comenzando 6 días post-implantación del tumor. 

La media de sobrevida del grupo control fue de 51 días mientras que el tratamiento con 

ZINC69391 resultó en una mediana de sobrevida de 73 días (*, p<0.05. Log-rank (Mantel-

Cox) test)   
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El análogo 1A-116 presenta un efecto antiproliferativo y antiinvasivo más potente 

que el compuesto parental 

Como se explicó anteriormente en el capítulo anterior, el diseño racional de 

nuevos derivados permitió identificar a 1A-116 como un análogo más potente que 

el compuesto parental ZINC69391. Con el objetivo de determinar la actividad de 

dicho análogo sobre células de glioblastoma multiforme, se llevaron adelante 

ensayos de proliferación celular en dos líneas celulares humanas de glioblastoma: 

LN229 y U87-MG. Para el mismo, se trataron las células por 72 hs y se determinó la 

viabilidad celular utilizando el ensayo de MTT. El tratamiento con 1A-116 inhibió la 

proliferación celular de manera concentración-dependiente, mostrando un mayor 

efecto que el compuesto parental en ambas líneas celulares (Figura III-6A). 

Con el objetivo de determinar si estos compuestos presentan actividad 

antiproliferativa mediante la inhibición de Rac1, se evaluó el efecto de 1A-116 en 

células LN229 con Rac1 silenciado utilizando la tecnología de ARN de interferencia 

(ARNi). Como se observa en la Figura III-6B, el silenciamiento de Rac1 atenuó 

significativamente el efecto inhibitorio que presenta 1A-116 sobre la proliferación 

celular comparando con células control. Este resultado muestra que la presencia 

del blanco es indispensable para que la actividad antiproliferativa del análogo 1A-

116.   

También se evaluó el efecto de 1A-116 sobre la capacidad invasiva de células 

LN229. El tratamiento con 50 µM de 1A-116 resultó en una reducción significativa 

de la invasión celular, tal como se muestra en la Figura III-6C. En este sentido, el 

análogo 1A-116 demostró tener una actividad más potente sobre la invasión celular 

con respecto al compuesto parental.  
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Figura III-6| El análogo 1A-116 es un inhibidor más potente de Rac1. A, Células LN229 y 

U87-MG fueron tratadas por 72 h con diferentes concentraciones de ZINC69391 y 1A-116. La 

viabilidad celular fue medida con MTT. B, Células LN229 fueron transfectadas 

transcientemente con ARNi de Rac1 o ARNi control. Se realizaron tratamientos por 72 h con 

diferentes concentraciones de 1A-116 y la viabilidad celular fue medida utilizando MTT. 

ANOVA de doble vía, contraste de límites de confianza de la media (95%, 99%). *p<0.01; 

***, p<0.001. ANOVA cont. Con Dunnet´s Multiple Comparison Test. C, Células LN229 fueron 

sembradas en transwells con coating de Matrigel en presencia de 50 µM ZINC69391 o 1A-

116 y se incubaron por 48 h. Barras, SEM. **, p<0.01; ***, p<0.001 ANOVA contr. Dunnett´s 
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Concentración (µM)
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Conclusiones – Capítulo III 
 

 ZINC69391 es capaz de interferir  la interacción de Rac1-Dock-180, disminuir 

los niveles de Rac1-GTP de manera concentración dependiente en respuesta 

a EGF y reducir la fosforilación de Pak1, un efector río abajo de Rac1. 

 

 ZINC69391 presenta actividad antirpoliferativa sobre dos líneas de 

glioblastoma humano y este efecto se correlaciona con un arresto del ciclo 

celular en fase G1 y una inducción de la apoptosis.  

 

 ZINC69391 es capaz de inhibir la migración e invasión tumoral en células de 

glioblastoma humano. 

 

 ZINC69391 provoca un aumento del 50% de la sobrevida en un modelo 

xenogénico ortotópico de glioma. 

 

 El análogo 1A-116 es un inhibidor más potente que el compuesto parental 

en líneas de glioblastoma humano y este efecto está mediado por la vía de 

Rac1.  
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Desarrollo de nuevos inhibidores de Rac1 en 
modelos de cáncer mamario agresivo  

Numerosas evidencias muestran que las Rho GTPasas se encuentran 

involucradas en diferentes eventos vinculados al fenotipo transformado. En 

particular, la GTPasa Rac1 cumple un rol preponderante en la regulación de 

diferentes procesos como en la reorganización del citoesqueleto de actina, la 

migración celular y la proliferación [68]. La regulación de dichos eventos resulta de 

una modulación finamente controlada por diferentes activadores (GEFs) e 

inhibidores (GAPs). Debido a su rol central en diferentes eventos celulares, la 

regulación aberrante de Rac1 o su sobreexpresión se asocia con transformación 

oncogénica y metástasis en diferentes tipos tumorales incluyendo al carcinoma 

mamario. Es importante resaltar que en la mayoría de los casos, la señalización 

aberrante está dada por diferentes alteraciones en las proteínas regulatorias: GEFs 

y GAPs [63].  

Existen vastas evidencias que la expresión de Rac1 correlaciona con el grado 

histológico de tumores mamarios. Uno de los primeros trabajos publicados en este 

sentido, muestra esta correlación en 50 muestras de cáncer mamario [131]. 

Posteriormente, se demostró que en 399 especímenes niveles altos de expresión 

de la relación Rac1/Cdc42 correlacionan significativamente con la estadificación del 

tumor, el índice proliferativo (Ki67), metástasis en nódulos linfáticos, invasión 

tumoral y expresión baja de ER [151]. Otros estudios muestran que los tumores 

expresan niveles más altos de Rac1 que el tejido circundante [83, 134].  

La validación de Rac1 como blanco en cáncer proviene de numerosos 

estudios publicados. En nuestro laboratorio, se describió previamente que la 

expresión del dominio catalítico de beta2-quimerina, una proteína con actividad 
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Rac1-GAP, en células de carcinoma mamario F3II afectó marcadamente la 

proliferación, migración, invasión y metástasis. Más aún, la inhibición de la vía de 

señalización de Rac1 a través de la expresión de beta2-quimerina afectó la 

diseminación metastásica de células de carcinoma mamario in vivo [102].  

Actualmente la terapéutica del cáncer mamario se basa en cirugía, 

radioterapia,  quimioterapia, hormonoterapia y terapias dirigidas, dependiendo del 

tipo tumoral que presenta la paciente. Si bien varias de estas estrategias son 

exitosas en la clínica, aquellas pacientes que presentan la enfermedad más agresiva 

y metastásica (10-15% de los tumores) tienen posibilidades terapéuticas limitadas. 

Por otro lado, una proporción de las pacientes que responden inicialmente a 

terapias dirigidas o antihormonales se vuelven resistentes en el tiempo. En este 

sentido, se propone desarrollar terapias novedosas que permitan mejorar el 

manejo terapéutico de la enfermedad, utilizando a Rac1 como blanco molecular.  

En este trabajo se llevó adelante un proyecto de diseño de drogas (ver figura 

final) contra Rac1 como blanco específico utilizando una estrategia de screening 

virtual basado en docking. Por un lado, se utilizó la estructura tridimensional de la 

proteína Rac1 como blanco  y por otro se eligió un subset de moléculas “drug-like” 

de la base de datos libre ZINC, ya que contiene compuestos comercialmente 

disponibles. Utilizando el software eHITs se llevó adelante el screening virtual con 

el objetivo de identificar compuestos que pudieran unirse con afinidad a la 

superficie de Rac1 que contentiene el aminoácido clave (Trp56) para la interacción 

con sus activadores tipo GEF. 

 Es interesante mencionar que tanto en pacientes como en líneas celulares 

de carcinoma mamario se describió la expresión de una variante de splicing de 

Rac1, denominada Rac1b [83, 152, 153]. Esta variante de Rac1 presenta una 

actividad intercambiadora de nucleótidos de guanina exacerbada y GEFs como 
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Tiam1 y Vav2 no regulan esta actividad [154]. Es por esto, que utilizando esta 

estrategia de inhibición vinculada a la interacción Rac1-GEF se hipotetiza que los 

posibles compuestos seleccionados no presentan un efecto inhibitorio sobre esta 

variante de splicing.   

Utilizando la estrategia antes descripta, se identificó al compuesto 

ZINC693691 con capacidad de inhibir la activación de Rac1 y de inhibir la 

proliferación de manera concentración-dependiente. Es decir, en este trabajo se 

presenta una estructura química novedosa que puede ser utilizada como 

compuesto líder para el desarrollo de compuestos inhibidores de Rac1.  

En este trabajo se determinó que ZINC69391 es capaz de interferir la 

interacción de Rac1 con Tiam1 in vitro, mostrando que seleccionando 

correctamente el “hot spot” o residuo clave de cierta interacción es posible inhibir 

interacciones proteína-proteína utilizando pequeñas moléculas. Es importante 

destacar que en este caso, los experimentos in silico concordaron con los 

resultados obtenidos in vitro, ya que los scores calculados por el software predicen 

una alta afinidad de unión y esto coincide con un claro efecto in vitro. Este 

resultado resalta la potencialidad de las herramientas bioinformáticas como 

plataforma para el desarrollo de nuevas drogas, ya que permite realizar pesquisas 

de miles de compuestos en una primera etapa in silico y sólo avanzar con una 

decena de moléculas para la confirmación y validación de los hits.  

Siguiendo con la validación del efecto que presenta ZINC69391 sobre células 

de carcinoma mamario, se determinó la actividad de este compuesto sobre la 

activación de Rac1. Utilizando EGF con el objetivo de activar la vía de señalización 

de Rac1, se observó que la presencia de ZINC69391 provocó una reducción 

concentración-dependiente de los niveles de Rac1-GTP. Más aún, ZINC69391 fue 

capaz de reducir los niveles basales de Rac1-GTP. Esta actividad es particularmente 
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importante en el contexto de la biología tumoral, donde un inhibidor debe ser 

efectivo en la modulación de una vía constitutivamente hiperactivada.  

Si bien Cdc42 y Rac1 comparten un 70% de la homología estructural, cada 

uno de estas proteínas presentan activadores y efectores específicos. A pesar de 

esta homología alta, no se conserva el Trp56 clave en la interacción de Rac1 con sus 

activadores, sino que Cdc42 contiene un residuo de fenilalanina en esta posición 

[73]. Es por esto, que se determinó el efecto de ZINC69391 sobre la activación de 

Cdc42, donde se observa que el inhibidor no afecta los niveles de activación de 

Cdc42 en concentraciones donde los niveles de Rac1 se ven claramente afectados. 

Este resultado, no solo demuestra que ZINC69391 es un inhibidor específico de la 

GTPasa Rac1, sin afectar la actividad de la GTPasa íntimamente relacionada Cdc42, 

sino que también pone de manifiesto que la presencia del Trp56 en dicha posición 

es determinante para la actividad del inhibidor.  

Una vez determinado el efecto de ZINC69391 a nivel molecular, se llevaron a 

cabo ensayos biológicos con el objetivo de evaluar el efecto de Rac1 sobre eventos 

celulares en donde Rac1 cumple un rol regulador importante. ZINC69391 presentó 

un efecto antiproliferativo concentración-dependiente en diferentes líneas de 

cáncer mamario donde Rac1 es relevante [73, 102, 155]. Este efecto se determinó 

utilizando el método indirecto de MTT. Se pudo determinar que este efecto 

antiproliferativo se debió en parte a un arresto significativo del ciclo celular en la 

fase G1. Estos resultados coinciden con trabajos en donde utilizando estrategias de 

sobreexpresión del RacGAP β2-quimerina se logra inhibir a Rac1 y provocar arresto 

del ciclo celular en modelos de cáncer mamario. Más aún, la modulación de Rac1 

afecta directamente la expresión de ciclina D1 en estas líneas celulares, reduciendo 

la capacidad proliferativa de las células [155]. En nuestro caso, logramos reproducir 

estos resultados utilizando una estrategia farmacológica, al utilizar a ZINC69391. 
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Debido a que las Rho GTPasas y en particular Rac1 están asociadas 

fuertemente a la regulación de la remodelación del citoesqueleto de actina y de la 

migración celular. El fenómeno de migración implica una fina regulación de 

coordinación y dinámica del citoesqueleto de actina. El inicio de la migración 

requiere de una rápida reorganización de actina en el frente de la célula, formando 

lamelipodios y ondulaciones de membrana, las cuales son imprescindibles para la 

migración celular. La activación espacio-temporal de Rac1 induce la formación de 

lamelipodios y ondulaciones de membrana, mientras que la expresión de 

dominantes negativos de Rac1 inhibe la reorganización del citoesqueleto de actina 

tras la activación de  diferentes receptores de membrana [139]. Particularmente, 

en líneas de carcinoma mamario se reportó que la expresión de una versión 

dominante activa de Rac1 provoca un aumento en la capacidad migratoria e 

invasiva, mientras que la inhibición de Rac1 atenúa la motilidad celular [156, 157]. 

Estos datos previos se encuentran en línea con los resultados obtenidos en este 

trabajo, donde ZINC69391 fue capaz de inhibir la reorganización del citoesqueleto 

de actina y así disminuir significativamente la capacidad migratoria de células F3II y 

MDA-MB-231. 

La reorganización del citoesqueleto de actina y la migración son eventos 

centrales en la regulación de la invasión y metástasis. Tal como es de esperar, el 

papel que cumple en estos eventos Rac1 es central. Estudios in vitro muestran que 

el aumento de activación de Rac1 correlaciona directamente con el aumento del 

potencial metastásico en un panel de variantes celulares derivadas de la línea 

MDA-MB-435 [156, 157]. Por este motivo, se evaluó la capacidad antimetastásica in 

vivo de ZINC693914 utilizando un modelo murino singénico de metástasis 

experimental, el cual consiste inyectar células viables por la vena lateral de la cola y 

luego contabilizar los nódulos formados en el pulmón de los animales. Si bien este 

modelo de metástasis no permite determinar el efecto de la droga en los pasos 
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tempranos del proceso metastásico, es un modelo muy utilizando para estudiar la 

capacidad de células cancerosas de formar nódulos secundarios. Nuestros 

resultados muestran que el tratamiento diario con ZINC69391 a una dosis de 25 

mg/kg/día reduce significativamente la colonización pulmonar resultando un 60% 

menos de nódulos totales formados. Este resultado muestra por primera vez que 

un inhibidor farmacológico de Rac1 es capaz de reducir significativamente la 

metástasis pulmonar de células de carcinoma mamario agresivo utilizando un 

esquema terapéutico relevante.     

Utilizando la estructura de ZINC69391 como compuesto líder se diseñaron y 

sintetizaron una serie de análogos con el objetivo de optimizar la potencia y la 

selectividad. El análogo 1A-116 fue el candidato elegido debido a que sus scores de 

docking correlacionaron con una actividad inhibitoria in vitro más potente que el 

compuesto parental.  

En este escenario, es importante determinar el efecto específico del nuevo 

análogo sobre la interacción Rac1-GEF. Si bien el screening virtual se llevó adelante 

utilizando la estructura de Rac1 interaccionando con los dominios DH-PH de Tiam1, 

es de gran interés determinar la capacidad inhibitoria de esta molécula en 

diferentes interacciones de Rac1-GEF. En los últimos años, se evidenció que existen 

ciertos GEFs preponderantes en cada tipo tumoral y estas proteínas relevantes son 

las que, través de la activación de Rac1, determinan la progresión maligna mediada 

por esta vía de señalización.  

En el caso del cáncer mamario, en los últimos años se determinó la 

importancia del RacGEF P-Rex1, ya que está asociada fuertemente con la invasión y 

metástasis en cáncer mamario [158]. La expresión de P-Rex1 se correlaciona con un 

mal pronóstico para los pacientes y la reducción de la expresión de P-Rex1 

restringe la proliferación y la diseminación metastásica [94, 158]. En este trabajo se 
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demuestra que el análogo 1A-116 es capaz de inhibir la interacción de Rac1-P-Rex1, 

potencialmente inhibiendo diferentes funciones mediadas por señalización vía P-

Rex1, tales como proliferación, migración e invasión. Diferentes autores sostienen 

que el eje P-Rex1-Rac1 es un blanco atractivo para intervenir terapéuticamente, 

particularmente en pacientes con tumores ER positivos que desarrollan resistencias 

a terapias antiestrogénicas, ya que se demostró que Rac1 es un mediador 

importante en este tipo de resistencias en células MCF7 [94, 159].   

En línea con resultados obtenidos con ZINC69391, el análogo 1A-116 

también presentó un efecto antiproliferativo y este análogo mostró ser más 

potente que el compuesto parental presentando una IC50 hasta 15 veces menor, 

dependiendo del modelo estudiado. Con el objetivo de determinar si la actividad 

antiproliferativa de 1A-116 está mediada por la inhibición de Rac1, se llevó acabo 

un ensayo de proliferación celular en un modelo de sobreexpresión de la versión 

constitutivamente activa de Rac1, denominada Rac1-G12V. Esta variante activa es 

independiente de la modulación de los GEFs y la vía de Rac1 se encuentra 

sobreactivada. Es por esto, que los inhibidores de Rac1 acá mencionados no 

deberían presentar efecto en este modelo. Tal como era esperado, 1A-116 no tuvo 

efecto sobre la capacidad proliferativa de células de carcinoma mamario con la vía 

de Rac1 constitutivamente activa. Esto evidencia que el efecto antiproliferativo de 

1A-116 está relacionado con la modulación de la vía con Rac1. 

Es importante destacar que concentraciones bajas de 1A-116 (tales como 1 y 

10 µM) provocaron la reducción de los niveles de Rac1-GTP sin afectar la 

especificidad, ya que los niveles de Cdc42-GTP no se vieron afectados.  

Por último se determinó el afecto del análogo 1A-116 sobre la progresión 

tumoral in vivo. En primer lugar, se repitió el ensayo de metástasis experimental 

utilizando el mismo esquema de tratamiento y utilizando una dosis de 3 mg/kg/día. 
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Estos ensayos mostraron la correlación del aumento de potencia in vitro e in vivo, 

ya que el tratamiento con el análogo 1A-116 a una dosis 8 veces menor resultó en 

una disminución de la colonización pulmonar similar a la observada para el 

compuesto parental ZINC69391.  

También se realizó un ensayo de progresión tumoral in vivo, donde el 

tratamiento tanto con ZINC69391 como 1A-116 provocó una reducción del 

volumen tumoral al final del protocolo. Si bien, entre los dos tratamientos no se 

observaron diferencias en cuando al volumen tumoral final, si se observó una 

diferencia significativa en la tasa de crecimiento tumoral. Más aún, es importante 

resaltar que esta diferencia se obtuvo utilizando una dosis 7 veces menor del 

análogo 1A-116 con respecto al compuesto parental.  

En la terapéutica de cáncer mamario, se identifican como problemáticas 

actuales la resistencia a quimioterapia, terapias hormonales y terapias dirigidas, así 

como también el tratamiento de tumores mamarios triple negativos. Es interesante 

resaltar que diferentes evidencias vinculan a la vía de Rac1 con mecanismos de 

resistencia a diferentes drogas, tanto en cáncer mamario como en otros tipos 

tumorales. Con respecto a resistencia a terapias antihormonales, Rac1 es 

fundamental para la resistencia a fulvestrant, un antagonista de ER, [160] y esta vía 

de señalización que incluye al efector Pak1 resultan blancos interesantes para el 

manejo terapéutico de estos tumores resistentes [159, 161]. Por otro lado, la vía de 

Rac1 está vinculada con resistencia a terapias dirigidas, como por ejemplo a 

tratuzumab, un anticuerpo anti HER2 [162, 163]. En este caso, si bien esta terapia 

presenta una respuesta terapéutica beneficiosa en pacientes con tumores HER2+, 

muchos de ellos responden inicialmente pero en el plazo de un año adquieren 

resistencia a esta terapia. La marcación positiva para Rac1 en muestras de 

pacientes con tumores HER2+ puede ser asociado significativamente con un 
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fracaso temprano a la terapia adyuvante con trastuzumab [164]. En este contexto, 

Rac1 se muestra como un blanco interesante para superar la resistencia adquirida a 

trastuzumab, sugiriendo esquemas terapéuticos de combinación.  

En este sentido, ensayos de combinación de los inhibidores ZINC69391 y el 

análogo 1A-116 con terapias establecidas, tales como drogas antihormonales como 

Tamoxifeno y Fulvestrant o terapias anti HER2 como trastuzumab, son escenarios 

que se comenzarán a explorar para delinear esquemas de tratamiento relevantes 

para futuras aplicaciones clínicas.  

Otro de los escenarios posibles es la administración de los inhibidores de 

Rac1 de manera concomitante con radiación ionizante, la cual desencadena daño 

en el ADN. En este sentido, la inhibición de Rac1 sensibiliza a células de carcinoma 

mamario irradiadas. Se sugiere que esta sensibilización se da porque Rac1 

promueve la supervivencia de las células post-radiación ionizante, y al inhibir a esta 

proteína se gatilla la muerte celular [165]. La radiación ionizante resulta en la 

activación de diferentes miembros de la familia de las MAPK, incluyendo a Erk1/2, 

JNK y p38 [166] y particularmente Rac1 es un mediador de respuestas a agentes 

genotóxicos activando quinasas de stress, incluyendo a SAPK/JNK y p38, y factores 

de transcripción, como AP-1 y NFĸB [72]. Por otro lado, recientemente se demostró 

que Rac1 presenta un rol nuclear importante en la respuesta a daño a ADN 

provocado por antraciclinas (ej. doxorrubicina) y otros tipos de drogas 

quimioterapéuticas como etopósido. Estas drogas tienen como blanco principal la 

toposiomerasa II y la vía de señalización de Rac1 aumenta la interacción de esta 

enzima con las drogas, mediando al menos en parte la respuesta al daño al ADN. Es 

por esto, que se postula la utilización de inhibidores de Rac1 para disminuir la alta 

toxicidad (ej. cardiotoxicidad) asociada a los tratamientos con doxorrubicina, 

potenciando el efecto antitumoral [72].  
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Por todo esto, se llevará adelante un estudio detallado de combinaciones 

con diferentes estrategias terapéuticas establecidas con el objetivo de determinar 

la ventana terapéutica más óptima para la utilización de estos inhibidores de Rac1 

en el tratamiento del carcinoma mamario refractario. 



Desarrollo de nuevos inhibidores de Rac1 en un 
modelo de glioblastoma multiforme humano 

Existen varios estudios que muestran que la actividad desregulada de las 

Rho GTPasas, como Rac1, en glioblastomas son responsables del fenotipo 

altamente invasivo e infiltrativo de estos tumores cerebrales [148, 167-169]. A 

pesar que no se encontraron mutaciones en el gen rac1, los niveles de expresión de 

Rac1 correlacionan con grado tumoral y corta sobrevida en pacientes con 

glioblastoma [98]. Adicionalmente, análisis inmunohistoquímicos muestran una 

marca prominente de Rac1 en la membrana plasmática en muestras de 

glioblastoma de alto grado, indicando un alto grado de activación de estas 

proteínas. Esta hiperactivación puede ser explicada, en parte, por la sobreexpresión 

de diferentes GEFs, tales como Trio, Ect2, Vav3, Dock-180, entre otros [98].  

Debido a que Rac1 juega un rol fundamental en la migración e invasión 

celular y los gliomas presentan como mayor desafío terapéutico su naturaleza 

infiltrativa, regulada en parte por la expresión de diferentes activadores tipo GEFs, 

la activación de Rac1 se presenta como un blanco interesante para el desarrollo de 

nuevas terapias para gliomas malignos. Por ello, se evaluaron tanto el compuesto 

parental ZINC69391 como su análogo 1A-116 en un modelo de glioblastoma 

humano in vitro e in vivo (ver figura final). 

Debido a que ZINC69391 fue identificado como un inhibidor con afinidad de 

unión al residuo Trp56, se esperaba que este compuesto fuera capaz de interferir la 

interacción de Rac1 con aquellos GEFs que compartieran este mecanismo de 

activación. Al comienzo, determinamos que ZINC69391 y 1A-116 fueron capaces de 

interferir la interacción de Rac1 con Tiam1 y P-Rex1 respectivamente, dos GEFs 

relevantes en cáncer mamario pertenecientes a la familia clásica Dbl. 
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Recientemente, se determinó que el residuo Trp56 también resulta importante 

para la especificidad de la interacción de Rac1 con Dock-180, miembro de la familia 

Dock de GEFs. En este trabajo se muestra que ZINC69391 es capaz de interferir la 

interacción de Rac1 con Dock-180. Es particularmente interesante el rol propuesto 

para este GEF en glioma, ya que contribuye de manera pivotal en la migración e 

invasión de las células de glioma a través de la activación de Rac1 [99, 170]. Análisis 

de muestras de pacientes mediante técnicas de inmunohistoquímica mostraron 

que Dock-180 se expresa diferencialmente en células tumorales infiltrativas en las 

áreas invasivas y bordes tumorales con respecto al centro del glioma, 

independientemente del grado  tumoral. Esta marca no se observó en tejido 

normal cerebral [99]. Este patrón de expresión puede traer asociado importantes 

implicancias terapéuticas, ya que todos los gliomas se caracterizan por invadir 

difusamente, incluyendo astrocitomas de grado bajo [42]. Es por esto, que se 

postula que Dock-180 podría estar implicado en estadios tempranos del desarrollo 

de la enfermedad, regulando la naturaleza infiltrativa difusa de los gliomas. Más 

aún, diferentes trabajos muestran que Dock-180 es un nodo importante en la vía 

de señalización que regula la progresión tumoral e invasión mediadas por PDGFR y 

EGFRvIII en gliomas, a través de la activación de Rac1 [170-172]. Tal como se 

explicó anteriormente, la mayoría de los gliomas presentan mutaciones y/o 

amplificaciones de receptores tirosina-quinasa, siendo los más prevalentes las 

mutaciones/amplificaciones de EGFR (40-50%) y PDGFR (15%) [173].  

En línea con este resultado, ZINC69391 también fue capaz de reducir los 

niveles de activación de Rac1 de manera concentración-dependiente en respuesta 

a estimulación con EGF. Las células de glioma tratadas con  ZINC69391 y 

estimuladas con EGF mostraron niveles de Rac-GTP iguales o menores que la 

condición sin estimular. Este mismo efecto se observó sobre los niveles de 

fosforilación de Pak1, un efector directo de Rac1. Pak1 es una proteína quinasa de 
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serina/treonina que regula la reorganización del citoesqueleto y la migración 

celular a través de la modulación de actina y microtúbulos [174]. Pak1 se expresa 

en varios tejidos diferentes y su expresión se encuentra significativamente 

aumentada en diferentes tipos de cáncer [175]. En muestras de glioblastomas, 

análisis inmunohistoquímicos mostraron que los niveles de fosforilación de Pak1 en 

el citoplasma celular correlacionan con una sobrevida más corta en pacientes [143]. 

Los resultados mostrados en este trabajo indican que el tratamiento con 

ZINC69391 de células LN229 reduce la fosforilación de Pak1 de manera 

concentración dependiente en respuesta a EGF. En resumen, se muestra que 

ZINC69391 inhibe la vía Dock-180-Rac1-Pak1 en células de glioma in vitro. 

 Una vez determinado el efecto de ZINC69391 sobre la vía de señalización de 

Rac1 se evaluó el desempeño de dicho compuesto sobre eventos celulares en los 

cuales Rac1 se encuentra involucrado. En primer lugar se determinó el efecto de 

ZINC69391 sobre la proliferación celular. El efecto antiproliferativo que se muestra 

tras el tratamiento con ZINC69391 de células LN229 y U-87 MG se encuentra en 

línea con trabajos en donde la expresión de dominantes negativos de Rac1 en 

líneas celulares de glioma inhibe la proliferación y sobrevida [147, 148]. Esta 

inhibición de la proliferación está asociada, al menos en parte, en un arresto del 

ciclo celular en fase G1. Estos resultados concuerdan con lo esperado, ya que en 

muchos tipos celulares Rac1 regula la progresión del ciclo celular a través de la fase 

G0/G1 modulando los niveles de expresión de ciclina D1 [69].  

Por otro lado, el aumento de la población subG0 tras el tratamiento con 

ZINC69391 sugiere inducción de apoptosis. Con el objetivo de estudiar en detalle 

este fenómeno, se evaluó la actividad proapoptótica de ZINC69391 sobre células de 

glioblastoma humano LN229. La evaluación de la apoptosis se llevó a cabo 

mediante la técnica de AnexinaV y de TUNEL. En ambos casos se observó que el 
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tratamiento con 10 y 50 µM induce apoptosis en células de glioma. Previamente, se 

había descripto que la inhibición de la actividad de Rac1 en líneas celulares y en 

cultivos primarios de pacientes mediante la utilización de vectores adenovirales 

expresando un dominante negativo de Rac1 inducía apoptosis, mientras que este 

efecto no se observaba en astrocitos normales humanos [147]. Este dato, da un 

contexto racional para la utilización de Rac1 como blanco molecular en gliomas 

malignos presentando un efecto selectivo en el tumor. La vía apoptótica 

desencadenada por el tratamiento con ZINC69391 en células de glioma aún es 

desconocida. Sin embargo, se describió la participación de la via Pak1-JNK como 

una de las vías dominantes en las señales de sobrevida mediadas por Rac1 en 

células de glioma [147]. Si bien en esta tesis se mostró un efecto directo de Rac1 

sobre la fosforilación de Pak1, falta aún evaluar si este compuesto es capaz de 

modular la actividad de JNK. 

Como se describió anteriormente, la migración e invasión difusas son 

propiedades claves que presentan los gliomas. Este comportamiento invasivo tiene 

una gran implicancia terapéutica, ya que es la característica clave que determina la 

recurrencia del glioma y el fracaso terapéutico [42]. La cirugía es incapaz de curar 

pacientes, aun cuando las lesiones se encuentran en zonas donde la resección 

quirúrgica aparentemente completa es posible, ya que las células de gliomas se 

encuentran infiltradas en el tejido circundante. Por otro lado, diferentes estudios 

muestran que la radiación ionizante puede aumentar la capacidad migratoria de las 

células tumorales de glioma [176, 177]. A su vez, la invasión tumoral y la resistencia 

a drogas se consideran como procesos interconectados que promueven la 

progresión tumoral y el fracaso terapéutico [141]. En este sentido, Rac1 y las Rho 

GTPasas en general son conocidos moduladores de la migración celular en tejidos 

normales y en diferente patologías [139]. Particularmente en glioblastomas, se 

estudió la regulación espacial de la actividad de las Rho GTPasas utilizando 
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biosensores y sustratos 3D. En ambos modelos, las células de glioblastoma que 

lideran el frente de invasión presentaron mayor actividad de Rac1 y Cdc42, guiando 

a las células de glioma menos invasivas con niveles de activación de Rac1 y Cdc42 

menores [178]. Este patrón de activación muestra una capacidad invasiva 

heterogénea en diferentes poblaciones celulares dentro del mismo tumor. 

Adicionalmente, se describió la participación de diferentes GEFs en la regulación de 

la migración de células de glioma, tales como Ect2, Vav3, Trio y Dock-180 [172, 

179]. Estas evidencias indican que la vía de señalización de Rac1 es relevante para 

la modulación de la migración en células de glioma.  

El tratamiento con ZINC69391 sobre células LN229 inhibe la reorganización 

del citoesqueleto de actina, mostrando una inhibición significativa de la migración 

e invasión celular. Estos datos concuerdan con lo esperado, ya que la utilización de 

versiones dominantes negativas de Rac1 y de ARN interferencia reducen la 

capacidad invasiva de células de glioma. Utilizando estas herramientas moleculares 

se logra una inhibición del 80% de la invasión [148], mientras que los datos que se 

muestran en este trabajo indican que el tratamiento con ZINC69391, un inhibidor 

farmacológico, provoca la inhibición del 50%, 60% y 85%  utilizando 

concentraciones de 10, 50 y 100 µM respectivamente.  

Posteriormente, el objetivo fue establecer un modelo de glioblastoma 

ortotópico in vivo para la evaluación de los inhibidores desarrollados. El 

establecimiento de este  modelo es particularmente importante en este tipo de 

tumor, ya que el cerebro provee un microambiente único comparado con los 

modelos subcutáneos utilizados. Kamphausen et al describieron como el modelo 

utilizado afecta drásticamente la biología de los gliomas, indicando la importancia 

de los modelos ortotópicos intracraneales para definir efectos sobre blancos 

moleculares [180]. Para avanzar en este aspecto, se estableció un modelo 
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ortotópico intracraneal xenogénico utilizando la línea celular LN229 en ratones 

atímicos. Los resultados que se muestran en este trabajo indican que ZINC69391 

presenta un efecto significativo sobre la sobrevida de los animales operados e 

inoculados con células de glioma, logrando un incremento de 23 días en las 

medianas de sobrevida, lo que significa un aumento del 50% de la sobrevida de los 

animales.  

Es importante resaltar que uno de los mayores inconvenientes en el 

desarrollo de terapias dirigidas al cerebro es la capacidad de las moléculas de 

traspasar la barrera hemato-encefálica. De manera general, las pequeñas 

moléculas que cruzan la barrera en cantidades farmacológicamente relevantes 

presentan dos propiedades: 1- el peso molecular de la droga es menor a los 400-

500 Da y 2- la droga forma menos de 8-10 uniones puente de hidrógeno con el 

agua como solvente [181].  En el caso de ZINC69391 presenta un peso molecular de 

310 Da y se predice la presencia de 4 donores y 5 aceptores de puentes de 

hidrógeno. Teóricamente cumple con las condiciones antes enumeradas y, por otro 

lado, presentó un efecto significativo sobre la sobrevida. Esto sugeriría que 

ZINC69391 es capaz de pasar la barrera hemato-encefálica, pero es necesario 

evaluar este evento en detalle, para poder determinar la capacidad de cruzar la 

barrera y conocer cuál es la concentración efectiva que estaría llegando a este 

compartimento tisular.     

Con respecto a la evaluación del análogo 1A-116, este compuesto mostró 

ser más potente que el compuesto parental en líneas de glioblastoma humano. 1A-

116 presentó una mayor actividad antiproliferativa que el compuesto parental. 

Más aún, esta actividad antiproliferativa es Rac1 dependiente, ya que el 

silenciamiento con ARN de interferencia atenuó el efecto antiproliferativo de 1A-

116. Es decir, que complementando los datos obtenidos en el modelo de carcinoma 
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mamario utilizando la versión constitutivamente activa de Rac1 G12V, el efecto del 

análogo 1A-116 está mediado por la presencia de Rac1 con capacidad de ser 

modulado por sus activadores tipo GEFs. Además de presentar un efecto 

antiproliferativo potenciado, también se observa que 1A-116 muestra una mayor 

capacidad antiinvasiva que el compuesto parental.  

Los resultados que se muestran en este trabajo indican que los inhibidores 

de Rac1 ZINC69391 y el análogo 1A-116, presentan un efecto antitumoral tanto in 

vitro como in vivo en modelos de glioblastoma humano. Debido a las pocas 

opciones terapéuticas disponibles y sin disponer de terapias efectivas a largo plazo, 

los siguientes pasos son establecer los esquemas de combinación más efectivos con 

quimioterapia como temozolomida,  radioterapia y otras estrategias de blanco 

molecular como inhibidores de EGFR o inhibidores de la angiogénesis como 

bevacizumab.  

Vastas evidencias postulan la relevancia de Rac1 como blanco molecular en 

múltiples escenarios terapéuticos. Los resultados de la evaluación preclínica de los 

inhibidores ZINC69391 y el análogo 1A-116 aquí mostrados, aportan evidencia 

sólida para continuar su desarrollo hacia futuras etapas clínicas. 
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Desarrollo de inhibidores de Rac1 como estrategia antitumoral. A través de un screening 

virtual basado en docking se identificaron inhibidores específicos de Rac1.  Diferentes 

receptores de membrana provocan la activación de Rac1 a través de los GEFs, los cuales 

presentan un rol relevante en diferentes tipos tumorales. Esta vía modula la migración, 

invasión, proliferación y supervivencia, eventos celulares claves para la progresión tumoral. 

La utilización de inhibidores de la activación de Rac1 se presenta como una estrategia 

terapéutica interesante para el manejo de diferentes tipos tumorales, como el carcinoma 

mamario y el glioblastoma. 
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