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Dinámica de activación y cooperación entre los 
receptores de la familia de ErbB y proteínas de unión 
a matriz extracelular en células tumorales mamarias 

 

ErbB2 es un receptor de membrana con actividad de tirosina quinasa que se localiza 

en formando parches o clusters cuyo tamaño depende del nivel de expresión y grado 

de estimulación de la célula. Pese a no haber un ligando descripto, puede ser 

activado por la unión de heregulina-1 (HRG) a su homólogo ErbB3, el cual induce la 

formación de heterodímeros ErbB2/3. ErbB2 se expresa en la glándula mamaria 

normal y su desregulación en procesos de desarrollo tumoral induce un fenotipo 

agresivo. El objetivo de este trabajo es describir la interacción entre ErbB2 y 

receptores de proteínas de matriz extracelular. Se muestra que, en contraste con lo 

propuesto en la literatura, ErbB2 no coexiste  con 1-integrina (receptor de laminina, 

fibronectina y colágeno) en complejos de adhesión focal maduros. Por otro lado, 

ErbB2 si colocaliza con el Receptor de Dominio Discoidina 1 (DDR1), un receptor 

tirosina-quinasa específico para colágeno, en clusters de membrana tanto en células 

con altos como bajos niveles de expresión de ErbB2. Además, se ha caracterizado la 

interacción física de ErbB2 con DDR1 en modelos con de expresión endógena y 

mediante sobrexpresión de protenias recombinantes. Por otro lado, se demostró que 

el colágeno, pero no fibronectina, es capaz de regular la fosforilación de Akt en 

células tumorales mamarias. Los presentes resultados proponen a DDR1 como un 

novedoso regulador de la activación la vía de Akt por HRG en células tumorales 

mamarias.  

 

 

Palabras clave: ErbB2, Complejos de Adhesión Focal, 1-integrina, DDR1, Akt 
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Activation dynamics and cooperativity between ErbB 
receptor family and extracellular matrix receptors in 

breast cancer cells 

 

ErbB2 is a tyrosine kinase receptor forming membrane clusters whose size depends 

on expression levels and stimulation of the cell. Although a ligand for ErbB2 has not 

yet been described, it can be activated by ErbB3 binding to heregulin-1 (HRG), 

inducing heterodimerization and transphosphorylation of ErbB2. ErbB2 is expressed in 

the normal mammary gland and its disregulation during cancer development leads to 

an aggressive phenotype. The aim of the present work is to describe the interaction 

between ErbB2 and extracellular matrix receptors in breast cancer cells. In contrast 

with what has been reported in the literature, ErbB2 do not coexist with 1-integrin 

(laminin, fibronectin and collagen receptor) in mature Focal Adhesion Complexes. On 

the other hand, ErbB2 colocalizes with Discoidin Domain Receptor 1 (DDR1), a 

collagen-specific tyrosine-kinase receptor, in clusters in cells expressing high and low 

ErbB2 levels. It has also been characterized the physical interaction between these 

two receptors in both endogenous and overexpressed cellular models. Furthermore, 

we showed that collagen, but not fibronectin, is capable of regulate Akt 

phosphorilation. All together these results propose DDR1 as a novel regulator of HRG 

activated Akt pathway in breast cancer cells. 

 

 

 

 

Keywords: ErbB2, Focal Adhesion Complexes, 1-integrin, DDR1, Akt 
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1. Cáncer 

  

 Se define con el término “cáncer” a un conjunto de enfermedades caracterizadas 

por el crecimiento anormal y descontrolado de células del organismo. El proceso por el 

cual las células adquieren la capacidad de proliferar fuera de los programas normales 

desarrollo y mantenimiento tisular se denomina “transformación”. Una clasificación 

general para este conjunto de enfermedades puede realizarse entre tumores “sólidos”, 

donde dicha multiplicación descontrolada genera una masa celular definida y tumores “no 

sólidos”, donde las células se multiplican y esparcen libremente por el organismo, lo que 

es característico de las neoplasias hematológicas como las leucemias. 

 El simple crecimiento desregulado de una célula y la generación de una masa 

celular compacta no es un proceso diagnosticable como “cáncer”. La formación de una 

masa de células compacta en el tejido donde se originó se denomina “carcinogénesis in 

situ”. Para que un proceso hiperproliferativo sea clasificado como “cancerígeno” debe, a 

su vez, ser invasivo. Esto implica que las células que forman parte de dicha masa celular 

(conocida como “tumor primario”) sean capaces de liberarse de su nicho original, migrar e 

invadir otros tejidos para formar un nuevo tumor (denominado “tumor secundario”), en un 

proceso conocido como “metástasis” (Alberts et al., 2002). Los tumores se clasifican de 

acuerdo al tejido y el tipo celular del que derivan. Aquellos generados a partir de células 

epiteliales se denominan “carcinomas”, mientras que aquellos derivados de células del 

tejido conjuntivo o músculo se denominan “sarcomas”. 

 Para que una población celular se vuelva tumoral necesita acumular un gran 

número de mutaciones. Estas células deben romper con las barreras regulatorias de la 

proliferación celular, como el acortamiento de los telómeros, la independencia de factores 

de crecimiento, etc., así como generar estrategias que le permitan evitar ser detectadas 

por el sistema inmune y por ende ser eliminadas. De esta forma, es necesario no 

solamente “encender” las señales proliferativas sino “apagar” aquellas que inhiben el 

proceso de multiplicación. Aquellos genes que al activarse inducen transformación en la 

célula mutada son denominados protooncogenes, mientras que aquellos cuyo producto 

inhibe la proliferación celular son denominados genes supresores tumorales (Lodish et al., 

2013). Así, para que una célula normal se transforme en una célula tumoral debe 

acumular mutaciones que aumenten la actividad o expresión del producto génico de un 
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protooncogén así como bloquear la función o expresión de un gen supresor tumoral.  

 Por otro lado, una vez que la población celular logra multiplicarse de forma 

desregulada, estas pueden permanecer en el nicho original o migrar y colonizar nuevos 

tejidos. Este es un proceso complejo durante el cual las células transformadas acumulan 

mutaciones que le permiten adquirir la capacidad multiplicarse indefinidamente, atravesar 

la matriz extracelular, migrar a través de los vasos sanguíneos o linfáticos y colonizar 

otros ambientes tisulares, denominado “progresión tumoral”. Durante este proceso se 

acumulan mutaciones que contribuyen a la desregulación de la fisiología celular normal. 

Si bien en cada población celular ocurren diferentes mutaciones, es posible identificar 

patrones de cambio entre tumores. Durante la progresión tumoral la población celular 

debe sobrexpresar o activar protooncogenes así como mutar o inactivar de genes 

supresores tumorales, los cuales le permiten desregular su crecimiento. Asimismo, deben 

ser capaces de desarrollar estrategias para sortear el control del sistema inmunológico y 

producirse cambios en el perfil de expresión de moléculas de adhesión y 

metaloproteasas, que le permiten abrirse paso a través de la matriz extracelular (MEC) 

(Yokota, 2000). 

 Para que una célula “normal” sea capaz de colonizar un nuevo tejido debe ser 

capaz de perder adhesión a la MEC y células adyacentes, así como de adquirir la 

capacidad de migrar a través del tejido. A este cambio, tanto morfológico como de 

expresión de marcadores moleculares, se denomina “transición epitelio-mesenquimal” 

(Gonzalez y Medici, 2014). Durante este proceso la célula pierde expresión de 

marcadores epiteliales como E-cadherina y polaridad celular, aumentando su capacidad 

migratoria y expresando marcadores de células mesenquimales como N-cadherina, 

fibronectina o colágeno tipo I y III. 

 De esta forma, la población de células transformadas se ve sometida a un proceso 

microevolutivo en el cual se acumulan aquellos cambios que permitan sobrevivir y 

proliferar. Asimismo, no solo la capacidad proliferativa y el control dado por el sistema 

inmune ejercen presiones selectivas sobre las células tumorales. Dado que la célula se 

encuentra en un entorno complejo y dinámico, conocido como microambiente tumoral 

(MAT), los factores biofisicoquímicos de éste también cumplen una función crucial en 

dicho proceso evolutivo. 
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2. El Microambiente Tumoral 

 

 Los tumores son masas heterogéneas formadas no sólo por células transformadas 

sino que se comportan como órganos complejos que reclutan distintos tipos celulares, 

secretando proteínas y regulando sus propiedades fisicoquímicas como pH, presión de 

oxígeno, dióxido de carbono, etc. Se define como MAT al entorno celular incluyendo 

vasos sanguíneos circundantes, células del sistema inmunológico, fibroblastos, células 

inflamatorias derivadas de médula ósea, moléculas de señalización y la MEC, así como 

las interacciones entre las células malignas y las no transformadas, sumado a los factores 

secretados por estas. Las células cancerosas influyen en el MAT mediante la liberación 

de señales extracelulares, la expresión y modificación de proteínas de la MEC, el 

reclutamiento y la promoción de la angiogénesis, y la inducción de la tolerancia inmune 

periférica. Por otro lado, las células del sistema inmunológico en el MAT pueden afectar el 

crecimiento y la evolución de las células cancerosas (Korkaya et al., 2011) (Figura 1). 

 La interacción entre las células transformadas, las células “normales” reclutadas 

por éstas, la presencia de citoquinas proinflamatorias, quemoquinas, factores de 

crecimiento y la MEC es lo que hace que cada tumor tenga características particulares y 

responda a tratamientos de forma diferente (Balkwill et al., 2012).  

 

 

3. Factores de Crecimiento y Receptores Tirosina-quinasa de la Familia 

del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico 

 

3.1 Estructura y función 

 

 Los receptores tirosina-quinasa de la familia del receptor para el factor de 

crecimiento epidérmico (EGFR del inglés Epidermal Growth Factor Receptor) son 

proteínas transmembrana de tipo I que participan en el crecimiento y diferenciación de 

varios tejidos. Dicha familia está formada por 4 miembros: EGFR (ErbB1 o HER1), ErbB2 

(HER2/neu o p185), ErbB3 y ErbB4 (Holbro y Hynes, 2004). Todos comparten una 

estructura homóloga dada por cuatro dominios claramente diferenciados: dos dominios 
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extracelulares, uno de unión a ligando y otro de dimerización, y dos dominios citosólicos: 

un dominio quinasa y un dominio C-terminal de unión a proteínas señalizadoras. Si bien 

todos tienen una estructura similar, algunos poseen características particulares que 

determinan su acción biológica: ErbB2 no posee dominio de unión a ligando activo (al 

menos, no hay ligandos descriptos), mientras que ErbB3 posee un dominio quinasa 

catalíticamente inactivo. Estos receptores pueden unir una gran cantidad de ligandos 

entre ellos: el factor de crecimiento epidérmico (EGF, del inglés Epidermal Growth Factor), 

los factores de crecimiento de unión a heparina similares al EGF (Heparin-binding EGF-

like growth factor o HB-EGF) y las Neuregulinas. El EGFR posee alta afinidad por EGF, 

mientras que los demás ligandos son capaces de activar a otros miembros de la familia. 

Uno de ellos es Neuregulina-1, también denominada heregulina-1 (HRG), la cual induce 

la formación de heterodímeros ErbB2-ErbB3 (Figura 2-A) (Sliwkowski et al., 1994). 
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 Mediante técnicas de FRET1 y N&B2 se ha determinado que ErbB2 se encuentra 

en la membrana formando agrupamientos o clusters cuyo tamaño depende del nivel de 

expresión y la estimulación de la célula (Figura 2-B) (Nagy et al., 2010; Szabó et al., 

2008). Por otro lado, mediante la utilización de receptores quiméricos, se ha reportado 

que, a diferencia de EGFR el cual tiene una dinámica de internalización rápida, las 

quimeras con regiones citoplasmáticas de ErbB2, 3 y 4 tienen velocidades de 

internalización más lentas, reteniéndolas en la membrana para su señalización (Baulida 

et al., 1996). 

 Si bien todavía se encuentra en discusión la dinámica y cooperatividad de la unión 

de EGF a su receptor, se sabe que la unión del ligando promueve la formación de 

homodímeros de EGFR, lo que induce un cambio conformacional en el mismo (Lemmon, 

2008; Lemmon et al., 1997; Ziomkiewicz et al., 2013). Esta transición promueve la trans-

fosforilación del dímero, en un mecanismo denominado “asimétrico”, ya que una molécula 

del dímero activo fosforila a la otra (Dawson et al., 2005; Lemmon, 2007; Mattoon et al., 

2004). Una vez fosforilado, el receptor recluta proteínas adaptadoras que activan las 

diferentes vías de señalización aguas abajo. Además, EGFR puede heterodimerizar con 

otros miembros de su familia como ErbB2, lo que modifica sus dinámicas de agregación e 

internalización y por ende los niveles de activación de las diferentes vías de señalización 

(Citri y Yarden, 2006; Guo et al., 2015). 

 Asimismo, la estimulación con HRG induce la formación de heterodímeros ErbB2-

ErbB3 (Sliwkowski et al., 1994). Dado que ErbB3 posee seis sitios de unión para la 

subunidad adaptadora p85 de la fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3 quinasa (PI3K, del inglés 

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3 Kinase) (Hynes y Lane, 2005), el acoplamiento de 

esta subunidad a ErbB3 fosforilado activa la vía de señalización de PI3K con la 

consecuente fosforilación de Akt (Hellyer et al., 2001; Holbro et al., 2003).  

                                                 
1 FRET (del inglés Förster Resonance Energy Transfer) Esta técnica consiste en detectar la 
transferencia de energía entre dos fluoróforos cuyos espectros de emisión y absorción se solapan. 
Estos deben encontrarse a una distancia igual o menor a 10 nm. Dada la corta distancia entre 
fluoróforos la existencia de transferencia de energía se correlaciona con la interacción entre las 
dos moléculas o regiones de una misma moléculas que posean dichos fluoróforos (Jares-Erijman 
y Jovin, 2003, 2006). 

2 N&B (del inglés Numbers and Brightness) Esta técnica permite, mediante fluctuaciones en la 
señal de fluorescencia detectadas en un microscopio confocal, determinar la estequiometría de un 
complejo macromolecular (Digman et al., 2009). 
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3.2 Señalización mediada por PI3K-Akt 

 

 PI3K es una proteína heterotrimérica que consiste en dos subunidades regulatorias 

(p85 y p55) y una subunidad catalítica (p110). PI3K fosoforila al fosfatidilinositol 4,5 

bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3). PDK1 y Akt se unen a PIP3 en la 

membrana y de esta forma PDK1 fosforila Akt en el residuo T308 induciendo un cambio 

conformacional que aumenta su actividad catalítica (Manning y Cantley, 2007; Paplomata 

y O’Regan, 2014). Existen tres isoformas de Akt, todas ellas regulan la dinámica del 

citoesqueleto, crecimiento, proliferación y supervivencia lo que conlleva a un aumento del 

metabolismo celular y la síntesis proteica (Franke, 2008; Xue y Hemmings, 2013). 

Numerosas alteraciones de esta vía han sido descriptas en la fisiopatología del cáncer: 

mutaciones en PI3K, sobreexpresión o mutaciones que aumentan la actividad de Akt o la 

desregulación de vías de señalización aguas arriba que activan Akt, como ErbB2-ErbB3 

(Altomare y Testa, 2005; Fresno Vara et al., 2004; Toker y Yoeli-Lerner, 2006). Si bien es 

necesaria la heterodimerización con ErbB2 para la activación de Akt mediada por HRG, 

se ha descripto que ErbB3 puede homodimerizar haciendo aún mas compleja la 

interactómica de esta familia de receptores (Steinkamp et al., 2014). 
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3.3 Receptores de la familia de EGFR en cáncer 

 

 La desregulación en la función o en los niveles de expresión de estos receptores o 

sus ligandos es capaz de generar procesos patológicos. Las proteínas anteriormente 

descriptas cumplen funciones esenciales en procesos tumorigénicos. Las células 

tumorales adquieren mecanismos que les permiten independizarse de dichas señales y 

una de estas estrategias es la sobreexpresión de receptores para factores de crecimiento 

(Mehra et al., 2011). Los receptores de la familia de EGFR se expresan en varios tipos de 

tumores. EGFR se encuentra sobreexpresado en tumores de mama, próstata, pulmón, 

gliomas y ovario, además de presentar mutaciones o deleciones que aumentan su 

actividad (como es el caso del mutante EGFRvIII) (Gan et al., 2013; Levitzki y Klein, 2010; 

Yarden y Pines, 2012). 

 ErbB2 se expresa en páncreas, próstata y mama, entre otros. La sobreexpresión 

de ErbB2 puede activar dicho receptor de forma ligando-independiente (Hynes y Lane, 

2005; Olayioye et al., 2000) induciendo un fenotipo invasivo al activar vías de señalización 

que promueven la proliferación y migración celular (Wolf-Yadlin et al., 2006). Además, se 

postula que la sobreexpresión de este último podría ser un mecanismo tumoral para 

generar resistencia a antiestrógenos como el tamoxifeno en cáncer de mama (Borg et al., 

1994; Pancholi et al., 2008). Por otro lado, si bien la sobreexpresión de ErbB3 ocurre con 

baja frecuencia en comparación con la frecuencia de aparición de tumores con 

sobreexpresión o mutación de EGFR o ErbB2, su expresión, aunque sea a niveles 

basales, es necesaria para la activación de Akt a través de ErbB2 (Holbro et al., 2003; 

Sithanandam y Anderson, 2008; Stern, 2008; Yarden y Pines, 2012). 

 

 

4. La Matriz Extracelular 

 

4.1 Componentes de la MEC 

 

 Si bien la MEC está compuesta por una amplia variedad de proteínas y 

proteoglicanos, para el presente trabajo de tesis son de relevancia tres de dichos 

componentes: lamininas, fibronectinas y colágenos.  
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 4.1.1 Lamininas 

 

 Las lamininas son una familia de glicoproteínas compuestas por un dominio globular, 

dominios repetitivos de homología al factor de crecimiento epidérmico (EGF) y un dominio 

-helicoidal. Estructuralmente, esta proteína existe como un heterotrímero formado por 

tres subunidades: ,  y  que se entrelazan para formar estructuras lineales o en forma 

de cruz (Figura 3-A). Hasta la fecha se han descripto cinco subunidades , cuatro  y tres 

, pudiendo formar un total de 16 trímeros diferentes (Mouw et al., 2014; Yurchenco et al., 

2002). 

 Estas proteínas se encuentran formando parte de la lámina basal y algunos 

compartimientos mesenquimales, mediando la interacción entre receptores celulares 

como integrinas y otros componentes de la MEC (Kular et al., 2014). 

 

 

 4.1.2 Fibronectinas 

 

 La familia de las fibronectinas comprende mas de 20 proteínas de aproximadamente 

250KDa, productos de procesamiento diferencial (o splicing altenativo) a partir de un 

mismo gen (Pankov, 2002), siendo piezas clave en la organización de la MEC intersticial y 

la membrana basal. Estas proteínas pueden existir en forma soluble circulando por el 

torrente sanguíneo o agregadas formando una red en la MEC donde interactúa con otras 

proteínas y receptores específicos en la membrana plasmática (Frantz et al., 2010; Kular 

et al., 2014). Se ha demostrado que son necesarias para el desarrollo y funcionalidad de 

numerosos tejidos, cicatrización y migración celular, siendo criticas en el desarrollo de los 

vertebrados (Pankov, 2002). 

 Estas proteínas existen principalmente en forma dimérica, mediante la formación de 

puentes disulfuro entre los dominios C-terminales (Mouw et al., 2014) (Figura 3-B). Un 

monómero de fibronectina consiste en tres módulos de unidades repetitivas denominados 

tipo I, II y III. Las unidades repetitivas de tipo I, aproximadamente 12 en total, se 

encuentran en la porción N-terminal de cada monómero y poseen sitios de unión a fibrina 

I y II. Estas son seguidas de dos subunidades repetitivas de tipo II, que participan en la 

unión a integrinas (como 4-1-integrina), colágeno o gelatinas. Las subunidades 
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repetitivas de tipo III tiene la mayor cantidad de sitios de glicosilación y poseen diferentes 

dominios de interacción con integrinas. Particularmente, en la subunidad tipo III10 existe 

un dominio característico de esta familia de proteínas denominado RGD (ya que posee 

una secuencia Arg-Gly-Asp), que es crucial para la interacción con V-1 y V-3-

integrina (Humphries et al., 2006; Pankov, 2002; Wierzbicka-Patynowski y Schwarzbauer, 

2003). 

 

 

 4.1.3 Colágenos 

 

 El colágeno es la proteína más abundante en el organismo que forma parte del tejido 

conectivo, tendones y piel, entre otros. Esta familia de proteínas cumple funciones 

principalmente estructurales, dándole elasticidad y resistencia mecánica a los tejidos así 

como participando de procesos de adhesión y migración. Existen aproximadamente 30 

tipos de colágeno diferentes, los cuales pueden formar redes o fibras que confieren 

propiedades diferenciales a la MEC de cada tejido (Kular et al., 2014). Específicamente, la 

formación de fibrillas está restricta a colágenos tipo I, II, III, V y XI. 

 Estructuralmente, el colágeno se caracteriza por ser un homo o hetero-trímero en 

forma de hélice dextrógira (Figura 3-C). Esta estructura se forma en cuatro pasos: el 

primero consiste en la síntesis y modificación de los monómeros de procolágeno en el 

retículo endoplásmico rugoso donde, además, se forma la triple hélice. A continuación, la 

molécula de procolágeno se modifica en el aparato de Golgi y se empaqueta para su 

secreción. La molécula de procolágeno es luego secretada al medio extracelular y 

proteolitícamente clivada donde, a su vez, puede entrecruzarse con otras moléculas de 

colágeno para formar estructuras supramacromoleculares con alta resistencia mecánica 

(Brinckmann, 2005; Kadler et al., 2007; Mouw et al., 2014). 
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4.2 Moléculas de adhesión a la MEC 

 

 El desarrollo de tejidos conlleva la necesidad de que las células adquieran la 

capacidad de interactuar entre sí y con su entorno para definir su función y/o destino 

celular. Para sensar los estímulos mecánicos del micro-entorno celular, las células deben 

poder adherirse tanto a un sustrato como a otras células. Existen varias familias de 

moléculas que cumplen dichas funciones. Las principales familias de proteínas de 

adhesión son las pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig-CAM, del 

inglés Immunoglobulins superfamily of Cell Adhesion Molecules), las selectinas, las 

cadherinas y las integrinas (Balkwill et al., 2012). 

 Las Ig-CAM son proteínas monoméricas que se caracterizan por tener una o más 

copias de un denominado dominio Ig, una estructura compacta determinada por dos 

residuos de cisteína separados por entre 55 y 75 aminoácidos arreglados en una hoja  

antiparalela. Esta familia participa desde el desarrollo del sistema nervioso hasta el 

funcionamiento del sistema inmune (Aplin et al., 1998). Las selectinas son proteínas 

compuestas por un dominio N-terminal del tipo lectina, seguido por un dominio homólogo 

al factor de crecimiento epidérmico, entre dos y nueve sitios regulatorios, un dominio 

transmembrana y una corta cola citoplasmática. Estas proteínas participan en la unión 

heterotípica de proteínas de membrana, principalmente a proteínas que poseen residuos 

de glicanos conjugados con ácido siálico mediante uniones Ca2+ dependiente. Son 

cruciales, entre otros procesos, en la unión entre leucocitos y células endoteliales o 

plaquetas durante procesos inflamatorios (Aplin et al., 1998). 

 Las cadherinas son una familia de proteínas homodiméricas de membrana que 

participan en la unión célula-célula. Los dominios extracelulares de este dímero 

interactúan con otras cadherinas homólogas de células adyacentes. Del lado 

citoplasmático, las cadherinas se unen a proteínas como p120,  y  catenina (Aplin et al., 

1998), que sirven de nexo entre dichas proteínas de anclaje y el citoesqueleto de actina 

(Aplin et al., 1998). 

 Por su parte, p120  también cumple funciones independientes de su participación en 

la adhesión mediada por cadherinas. Esta proteína actúa en la vía de señalización de Wnt 

regulando negativamente la actividad transcripcional de -catenina. Además, se ha 

comprobado que -catenina modula la actividad de pequeñas GTPasas como Rho y que, 
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al formar homodímeros, es capaz de inhibir la nucleación de actina mediada por Arp2/3 en 

ensayos in vitro (Daugherty y Gottardi, 2007). 

 

 

 4.2.1 Integrinas y complejos de adhesión focal 

 

  Los complejos de adhesión focal, también denominados “focos de adhesión”, son 

estructuras asociadas a la membrana que cumplen funciones de anclaje a la MEC y de 

integración de señales dadas por diferentes receptores de membrana con actividad 

tirosina-quinasa o acoplados a proteína G (Scott y Yap, 2006). Hasta la fecha se han 

identificado alrededor de 150 proteínas que conforman los focos de adhesión, entre las 

que se encuentran moléculas integrales de membrana, quinasas, fosfatasas, proteasas, 

moléculas adaptadoras, reguladoras de pequeñas proteínas que unen GTP y 

moduladores del citoesqueleto de actina. 

 Las principales moléculas de adhesión que forman parte de estos complejos 

pertenecen una familia de glicoproteínas heterodiméricas de membrana denominadas 

integrinas. Estas proteínas se encuentran formadas por una unidad  y otra  y participan 

tanto en la unión célula-célula como con la MEC. Hasta la fecha han sido descriptas 18 

subunidades  y 8 subunidades , las cuales pueden combinarse formando 25 

heterodímeros diferentes abarcando así una gran variedad de especificidades a diferentes 

ligandos (Romer et al., 2006). 

 La región extracelular de las subunidades  consiste de cuatro dominios: un dominio 

de siete hojas  situado en su extremo amino terminal, un dominio de tipo 

inmunoglobulina y dos dominios de tipo -sándwich denominados CALF 1 y 2 (Figura 4-

A). Por su parte, la subunidades  poseen una región extracelular de ocho dominios: un 

dominio N-terminal rico en cisteínas denominado PSI (Plexina-Semaforina-integrina) el 

cual es seguido por cuatro dominios del tipo EGF que continúan en un dominio terminal 

ligado al dominio transmembrana (denominado dominio de cola ). La región extracelular 

de las integrinas posee una región denominada “cabeza” la cual es responsable de las 

interacciones tanto entre subunidades como proteína-ligando. Las hojas  de la subunidad 

 interactúan con el dominio A de la subunidad  para formar la cabeza que, como bien 

se mencionó anteriormente, es la responsable de la estabilización del heterodímero  
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(Humphries et al., 2006). El dominio A de la subunidad  posee un sitio de unión a Ca2+ 

que estabiliza la interacción entre subunidades. Otros cinco cationes metálicos se unen al 

dímero en la subunidad : cuatro en la hoja  y uno en el dominio CALF-1 (Arnaout et al., 

2007; Campbell y Humphries, 2011). 

 En la región intracelular de las integrinas se encuentran sitios de interacción con 

proteínas citoplasmáticas como proteínas adaptadoras, quinasas y proteínas de unión a 

citoesqueleto de actina. La eliminación de la región citoplasmática completa de la 

subunidad  o simplemente de la secuencia GFFKR próxima al dominio transmembrana, 

activa constitutivamente al dímero. En cambio, mientras que variantes truncadas cerca del 

extremo C-terminal de la subunidad  bloquean la activación, la eliminación de regiones 

más cercanas a la membrana plasmática la activan constitutivamente. Durante el estado 

de reposo las colas citoplasmáticas de ambas subunidades se encuentran muy cercanas 

unas de otras, lo que fue demostrado por experimentos de FRET donde el tratamiento con 

un agonista que promueve la activación del dímero produce una reducción en la 

transferencia de energía entre fluoróforos (Arnaout et al., 2007; Campbell y Humphries, 

2011). La activación de estas proteínas puede darse por dos vías: una intrínseca y otra 

extrínseca. La vía de activación intrínseca o activación “inside-out” consiste en un cambio 

conformacional del dímero -integrina por la unión de proteínas citoplasmáticas a las 

regiones C-terminal de la proteína (Calderwood, 2004). Talina, una proteína de unión al 

citoesqueleto de actina, participa activamente en esta vía de activación. Ésta es un 

homodímero antiparalelo el cual se une con alta afinidad a las regiones citoplasmáticas de 

1A, 1D, 2, 3 y 5-integrina, y con menor afinidad a 7-integrina, siendo esta unión un 

paso esencial en la activación inside-out. Otras proteínas citoplasmáticas participan de la 

activación intrínseca de las integrinas, entre ellas puede nombrarse a 3-endonexina, que 

se une específicamente a 3-integrina, y citohesina que se une a la subunidad  y a la 

proteína CIB (del inglés Calcium and Integrin Binding Protein) que interactúa con la región 

citoplasmática de la subunidad  (Askari et al., 2009). La unión de dichas proteínas a las 

regiones citoplasmática de la integrina produce la separación de las colas C-terminales lo 

que causa un cambio conformacional que se propaga a través de la membrana 

exponiendo los dominios extracelulares distales de unión a ligando (Calderwood, 2004). 

La activación extrínseca o “outside-in” se produce cuando el pasaje de la forma inactiva a 

la forma activa es inducido por presencia del ligando, el cual interactúa con la cabeza de 
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la proteína induciendo el cambio conformacional en el dímero (Calderwood, 2004). La 

tensión mecánica producida por la unión del ligando induce un cambio conformacional 

que facilita la interacción de proteínas citoplasmáticas con las colas C-terminales de las 

integrinas y el reclutamiento de los diferentes componentes para la formación del 

complejo de adhesión focal (Figura 4-B) (Askari et al., 2009). 

 Como se mencionó anteriormente, las integrinas se localizan en estructuras de 

membrana conocidas como focos de adhesión, los cuales cumplen funciones tanto de 

adhesión como de señalización. Una de las principales proteínas señalizadoras asociadas 

a integrinas en los complejos de adhesión focal identificada hasta la fecha es la quinasa 

de los focos de adhesión (FAK, del inglés Focal Adhesion Kinase). La región N-terminal 

de FAK interactúa con la región citoplasmática de la subunidad integrina y con la forma 

activa del EGFR. La activación de integrinas por unión a su ligando conduce a la 

fosforilación de FAK. La fosforilación en el residuo Y397, dentro de la región N-terminal, 

genera un sitio de alta afinidad para la unión con el dominio SH2 de Src (Askari et al., 

2009). Existen en esta proteína, además, secuencias ricas en prolinas que permiten la 

interacción de CAS y GRAF (proteína con actividad GAP para Rho) con FAK a través de 

sus dominios SH3.  

 Además de moléculas señalizadoras pueden hallarse un gran número de proteínas 

reguladoras del citoesqueleto dentro de las cuales puede nombrarse a zyxina. Esta 

proteína cumple funciones regulatorias  del citoesqueleto de actina al interactuar tanto con 

los filamentos como con proteínas de adhesión como cadherinas e integrinas, entre las 

cuales podemos destacar las formadas por la subunidad 1 (Parsons, 2003). 

 La quinasa ligada a integrinas o ILK (del inglés Integrin-Linked Kinase) se encuentra 

acoplada a la subunidad 1-integrina en los focos de adhesión y regula la fosforilación de 

Akt y GSK3, la inducción de señales relacionadas con la supervivencia y proliferación 

celular mediada por factores de crecimiento (Drees et al., 1999) y la activación de Rac-1 

en células endoteliales y fibroblastos (McDonald et al., 2008). Además de estar ligada a 

las integrinas, ILK interactúa también con cadherinas y regula la unión célula-célula 

mediada por éstas (Boulter et al., 2006). 

 Otras proteína-quinasas relacionadas con los focos de adhesión son las 

pertenecientes a la familia de Src (Src, Fyn, Yes, Yrk, Blk, Fgr, Hck, Lck, y Lyn). Éstas 

están acopladas a un gran número de moléculas señalizadoras entre las cuales pueden 
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citarse receptores tirosina-quinasa, integrinas y receptores acoplados a proteína G, 

quienes median la fosforilación de una amplia variedad de sustratos como lo son p190 

(una GAP específica para Rho), STAT3, FAK, paxilina y p130CAS, entre otros (Aplin 

et al., 1998). 

 p130CAS (p130 CRK Associated Substrate) es una proteína de andamiaje o scaffold 

que funciona como sensor de estiramiento. CAS posee un dominio sustrato central rico en 

tirosinas que en su estructura terciaria en el estado plegado se encuentra protegido por 

las regiones N- y C-terminales. En el N-terminal presenta dominios SH3 y de unión a FAK, 

mientras que en el C-terminal encontramos un dominio de unión a Src. La separación de 

las regiones C y N-terminales, debido al estiramiento sensado por integrinas, expone el 

dominio sustrato central a fosforilación exógena por parte de quinasas como Src, FynT o 

Abl1 lo que permite el acoplamiento de moléculas adaptadoras que median la activación 

de MAPK río abajo (Okutani et al., 2006). 

 Además de un amplio espectro de quinasas, existe una variedad de proteínas 

pequeñas de unión a GTP de la familia de Rho (Rho, Rac1, Cdc42) que están 

involucradas en la señalización mediada por integrinas. Rho se encuentra involucrada en 

la organización de los complejos focales y la adhesión celular a través del reclutamiento 

de vinculina y la regulación del estado de fosforilación de FAK (Sawada et al., 2006). 

Experimentos realizados con mutantes para la región citoplasmática de 1-integrina 

mostraron que esta GTPasa pequeña participa en la señalización de 

supervivencia/proliferación mediante la vía FAK-Cas-Rac-JNK (Clark et al., 1998).  

 Numerosos experimentos dan evidencia de que la actividad de proteínas de la 

familia de Rho (Rho, Rac y Cdc42) es modulada por señales de adhesión dependientes 

de cadherinas (Hirsch et al., 2002). Fournier y colaboradores demostraron que una 

regulación conjunta entre las vías de señalización de E-cadherina y 1-integrina sobre 

Rac modula la expresión de ciclina-D1 la cual controla la progresión del ciclo celular (Yap 

y Kovacs, 2003). Asimismo, Yano y colaboradores demostraron que la regulación de Rac 

por las vías de señalización dependientes de integrinas es esencial en la adhesión celular 

mediada por cadherinas y el control de la interacción de la región citoplasmática de estas 

con -catenina (Fournier et al., 2008).  
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 4.2.2 Receptores tirosina-quinasa con dominio de discoidina (DDR) 

 

 Los DDR son receptores tirosina-quinasa de unión a colágeno. Dichos receptores 

son proteínas transmembrana de tipo I formadas por tres dominios: un dominio 

intracelular con actividad quinasa, un dominio transmembrana y un dominio extracelular 

homólogo a la discoidina, una proteína de adhesión de Dictyostelium discoideum (Figura 

5-A) (Fu et al., 2013a; Johnson et al., 1993; Valiathan et al., 2012). En estado quiescente 

el receptor se encuentra como homodímeros los cuales, luego de unir colágeno, se 

transfosforilan y agregan formando complejos macromoleculares que regulan la activación 

de cascadas de señalización intracelular (Figura 5-A) (Carafoli y Hohenester, 2013; 

Leitinger, 2011; Mihai et al., 2009). Existen dos tipos de receptores DDR: DDR1, el cual es 

capaz de unir colágeno tipo I, II, V y VII, y DDR2, el cual une colágeno fibrilar (Yeh et al., 

2012). Además, ambos receptores son factibles de ser activados por clivaje mediante 

metaloproteasas de matriz extracelular (MMP, del inglés matrix metalloproteinases) (Fu 

et al., 2013b). 

 Consecuentemente con la unión de colágeno a DDR1, la autofosforilación de la 

región citoplasmática genera sitios de unión para proteínas con dominios homólogos a Src 

2/3 y dominios de unión a fosfo-tirosina (Koo et al., 2006; Lemeer et al., 2012). Asimismo, 

DDR1 se asocia a numerosas proteínas adaptadoras como Nck2, ShcA, Csk, Crk-II, la 

unidad regulatoria de PI3K p85, quinasas como Src, proteínas de la familia de STAT 

(STAT1a/b, STAT3, STAT5), factores intercambiadores de nucleotidos de guanina (GEFs, 

del inglés Guanine nucleotide Exchange Factor) como Vav 2/3 y fosfatasas como SHIP2. 

La fosforilación de DDR1 promueve la activación de las vías PI3K/Akt y Ras/MAPK los 

cuales inducen la actividad de NFB, Hes1, Hey2 y Notch (Reyes-Uribe et al., 2015). 

 DDR1 se expresa predominantemente en células epiteliales mientras que DDR2 se 

encuentra primordialmente en tejido conectivo de origen mesodérmico (Alves et al., 1995). 

Los DDR participan en numerosos procesos fisiológicos. DDR1 y DDR2 son necesarios 

para el desarrollo del neuroectodermo. Además, DDR1 participa en el crecimiento de 

neuritas, la diferenciación de oligodendrocitos y la diferenciación del epitelio bronquial, 

mientras que DDR2 se expresa también en el músculo esquelético, piel, riñones y pulmón 

(Vogel et al., 2006). Asimismo, DDR1 regula la motilidad celular mediante asociación con 

miosina IIA (Huang et al., 2009), promueve la adhesión a colágeno mediante la activación 
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“inside-out” de 1-1 y 2-1-integrinas (Xu et al., 2012), estabiliza las uniones célula-

célula mediante la expresión de E-cadherina (Yeh et al., 2011) y regula la expresión de 

MMP (Leitinger, 2014), entre otras funciones. 

 DDR1 cumple un papel importante en procesos patológicos como el cáncer. Se ha 

reportado que ratones deficientes en estas proteínas desarrollan un fenotipo mamario 

anormal, caracterizado por la hiperproliferación del epitelio mamario y la disrupción de la 

arquitectura ductal normal (Vogel et al., 2001). Si bien algunos estudios reportan un 

aumento en la abundancia de DDR1 en carcinomas invasivos primarios y metástasis en 

nódulos linfáticos (Barker et al., 1995), otros muestran una reducción moderada en 

carcinomas mamarios de grado intermedio y altos en relación al tejido normal (Neuhaus 

et al., 2011). Asimismo, es posible que dichas diferencias se relacionen no solo al grado 

sino al tipo histológico del tumor. Aunque DDR1 también se expresa en numerosas líneas 

tumorales mamarias, la relación entre la expresión de esta proteína y la malignidad o 

capacidad invasiva todavía no es del todo clara (Valiathan et al., 2012). 

 

 

 



21 

4.3 Interacción entre la MEC y los factores de crecimiento 

 

 Para proliferar, una célula tumoral debe, además de independizarse de los factores 

de crecimiento, modular su adhesión al sustrato. Esta capacidad de regular su interacción 

con la MEC le permitirá migrar y colonizar nuevos entornos. Existe amplia evidencia que 

demuestra la regulación cruzada entre receptores de MEC y receptores de factores de 

crecimiento u hormonas. Se ha demostrado que V-3-integrina es capaz de asociarse 

con los receptores de insulina y factor de crecimiento derivado de plaquetas  (PDGF, 

del inglés Platelet-Derived Growth Factor ) (Schneller et al., 1997). Asimismo, se ha 

descripto que 1-integrina es capaz de regular la dinámica de traslocación nuclear del 

receptor de estrógeno  (ER-, del inglés Estrogen Receptor-) con implicancias en la 

resistencia al tratamiento con tamoxifeno (Pontiggia et al., 2012; Sampayo, 2015).  

 Por otro lado, se ha demostrado que la activación de receptores tirosina-quinasa de 

la familia de EGFR promueven la fosforilación de proteínas de complejos de adhesión 

focal como FAK, Src y p130CAS (Cabodi et al., 2010a; Kuramochi et al., 2006; Olayioye 

et al., 2000; Roskoski, 2014; Soung et al., 2010), las cuales, a su vez regulan la capacidad 

proliferativa de la célula como el ensamblaje de dichos complejos. En particular, se ha 

observado que diferentes integrinas son capaces interactuar con ErbB2 en numerosos 

modelos celulares (Alexi et al., 2011; Falcioni et al., 1997; Guo et al., 2006; Soung et al., 

2010; Szabó et al., 2008; Wang et al., 2009). Esto sustenta la hipótesis de que la 

información de señales dadas por factores de crecimiento y la MEC es integrada in situ en 

los complejos de adhesión focal. Además, se postula que la interacción entre receptores 

de moléculas solubles y proteínas de MEC podrían llevar a la activación de quinasas 

asociadas a los complejos de adhesión focal. Esto promovería la resistencia a los 

tratamientos contra inhibidores de quinasas o anticuerpos bloqueantes de ErbB2 como 

Trastuzumab (Huang et al., 2011; Lesniak et al., 2009; Mocanu et al., 2005; Nagy et al., 

2002). 
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5. La Glándula Mamaria 

 

5.1 Desarrollo y diferenciación de la glándula mamaria 

 

 5.1.1 Desarrollo embrionario 

 

 En ratones, el desarrollo de la glándula mamaria comienza entre los días 10 y 11 

de desarrollo embrionario, tanto en machos como en hembras, cuando los brotes 

epiteliales proliferan y se ramifican invadiendo el mesénquima. El desarrollo comienza con 

la formación de las líneas mamarias a partir de tejido ectodérmico, de las cuales se 

desarrollaran cinco pares de glándulas. El tejido ectodérmico que se invagina estimula al 

mesodermo adyacente a diferenciarse y formar el mesénquima de la glándula. Este 

proceso, que dura unas semana, se detiene al día 18 del desarrollo embrionario murino 

(Richert et al., 2000). En los machos, a diferencia de lo que sucede en el humano donde 

los ductos permanecen conectados con el pezón, la glándula mamaria murina regresiona 

en respuesta al aumento de las concentraciones circulantes de andrógenos (Hynes & 

Watson, 2010). 

 

 

 5.1.2 Desarrollo glandular en la pubertad 

 

 Durante las primeras semanas luego del parto, los ductos se elongan y ramifican a 

una tasa relativamente elevada (Figura 6-A). En los extremos de dichos túbulos se 

diferencian estructuras denominadas brotes terminales (terminal end buds, TEB). Los TEB 

son estructuras multicelulares organizadas en múltiples capas de células epiteliales con 

una capa más externa de células pluripotentes no diferenciadas denominadas “células del 

capuchón” (cap cells).  

 Durante la pubertad y debido al aumento en la secreción de hormonas ováricas, los 

TEB se elongan y ramifican en conductos secundarios y terciarios invadiendo así la 

almohadilla de grasa. Esta extensa actividad mitótica continúa hasta que la almohadilla de 

grasa es llenada por completo (Figura 6-B) (Watson y Khaled, 2008). En los machos, la 

testosterona actúa sobre las células del mesénquima inhibiendo el desarrollo de la 

glándula.  
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 5.1.3 La glándula mamaria durante el embarazo y la lactancia 

  

 Durante la preñez, debido al aumento en los niveles de progesterona y en conjunto 

con los niveles crecientes de prolactina (PRL), se estimula la mitosis de las células 

epiteliales y la diferenciación de los TEB en alvéolos secretorios (Figura 6-C y D). Dichas 

estructuras son las unidades funcionales de la glándula, encargadas de la producción, 

secreción, almacenamiento y, eventualmente, expulsión de la leche (Watson y Khaled, 

2008). 

 Debido a la alta actividad mitótica a lo largo de la gestación, la almohadilla de grasa 

se llena por completo de ductos y alvéolos secretores preparando la glándula para el 

período de lactancia. Hacia el final de la preñez, el lactógeno placentario y la PRL 

estimulan la diferenciación alveolar y la lactogénesis. El estroma mamario se reemplaza 

completamente por alvéolos que ocupan toda la almohadilla de grasa y a partir de este 

momento la glándula es capaz de producir leche (Figura 6-E) (Richert et al., 2000). Hacia 

el final de la preñez y luego del parto, se produce una caída abrupta de los niveles 

circulantes de estrógeno y progesterona sistémicos. A partir de este momento la 

arquitectura funcional de la glándula se mantiene principalmente gracias a la PRL liberada 

desde la glándula pituitaria en respuesta al estímulo de succión de las crías, y a los 

glucocorticoides (Reichardt et al., 2001; Topper y Freeman, 1980). 

 

 

 5.1.4 La involución mamaria 

  

 Una vez que las crías dejan de amamantar, la leche se acumula dentro de los 

alvéolos aumentando así su volumen y disparando la secreción de factores locales que 

determinan la inducción de la apoptosis en el epitelio mamario. A su vez, el cese del 

estímulo de succión sobre el pezón disminuye la secreción neurohipofisiraria de 

prolactina, lo que conduce a la pérdida de estímulo secretorio de leche y determina el 

proceso de remodelación de la glándula (Watson, 2006). Este proceso se ha clasificado 

en 2 etapas. La primera etapa, o etapa reversible, abarca las primeras 48 horas luego del 

destete. Una característica fundamental de esta etapa reside en que si durante dicho 

lapso se restablece la succión, la muerte celular se detiene y se restituye la capacidad 
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secretora de leche del epitelio acinar. La segunda fase de la involución mamaria es 

irreversible y se inicia con la disminución de los niveles sistémicos de hormonas 

lactogénicas (Chapman et al., 1999). Durante este período se produce la mayor cantidad 

de muerte del epitelio secretorio y también, debido al aumento de la actividad de MMP 

específicas, el remodelado de la glándula (Khokha y Werb, 2011), lo cual termina con una 

glándula con características histológicas similares a una glándula virgen (Figura 6-F). 

Existen dos hipótesis sobre los posibles estímulos de la expresión de estos factores 

locales. La primera hipótesis propone que al producirse la acumulación de leche dentro de 

los alvéolos secretorios aumenta la concentración de factores pro-apoptóticos (que salen 

al exterior durante la lactancia) que resultan ser los responsables de disparar la muerte 

del epitelio secretorio. La otra hipótesis es que la acumulación de leche al interrumpirse el 

amamantamiento produce un aumento de la presión intra-alveolar que estimula 

mecánicamente a las células epiteliales e induce la expresión de estos factores locales 

(Marti et al., 1997). 

 

 

5.3 Receptores de la familia de EGFR en la glándula mamaria 

 

 Los receptores tirosina-quinasa de la familia del EGFR han sido extensamente 

estudiados en la glándula mamaria dado que su desarrollo es principalmente posnatal y 

sus células son particularmente susceptible a sufrir una transformación inducida por la 

desregulación de estos (Holbro et al., 2003; Kang et al., 2011; Osborne y Schiff, 2011; 

Stern, 2008). Ratones knock-out (KO) para ErbB3 muestran un menor crecimiento en los 

botones terminales, ramificaciones y espacios luminales, aunque la tasa de proliferación 

celular no se ve aparentemente afectada. Además, se ha demostrado que ErbB3 cumple 

un papel crucial en el mantenimiento de la polarización vaso-luminal en las células 

epiteliales (Balko et al., 2012). Tanto EGFR como ErbB2 se expresan en la glándula 

mamaria y son necesarios para el desarrollo glandular durante la pubertad, mientras que 

durante el embarazo y la lactancia, ErbB4 adquiere mayor relevancia. 
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5.4 Las integrinas en la glándula mamaria 

 

 La utilización de ratones mutantes condicionales para 1-integrina aportó al 

entendimiento del papel de dicha subunidad en la fisiología mamaria. Los ratones KO 

para 1-integrina presentan un fenotipo letal, sin superar la etapa de blastocito durante el 

desarrollo embrionario (Fässler y Meyer, 1995; Tarone et al., 2000). Para sortear este 

problema, se desarrollaron ratones KO condicionales a partir de una cepa transgénica que 

posee una recombinasa que se expresa bajo el control del promotor de la -lactoglobulina 

(Blg-Cre). En estos ratones, la recombinasa se activa sólo en las células del epitelio 

acinar mamario, haciendo posible eliminar la región codificante del gen de interés 

únicamente en las células epiteliales sin afectar otros tejidos. Esto permitió desarrollar 

varios KO condicionales para el estudio in vivo de la funcionalidad de diferentes genes en 

este órgano. 

 Los ratones KO condicionales para 1-integrina mostraron que ésta subunidad es 

esencial para el desarrollo acinar, la capacidad secretora y la integridad epitelial de la 

glándula mamaria (Li et al., 2005). Los ratones mutantes (1fx/fx;Blg-Cre) tuvieron un 

desarrollo significativamente menor de las yemas terminales en comparación con los 

ratones control (1fx/fx) (Figura 7-A, B y C) y la capacidad secretoria de dichas 

estructuras se vio seriamente comprometida. La pérdida de expresión de esta proteína en 

el tejido mamario provoca la disrupción del epitelio con cúmulos de células disociadas en 

la luz acinar de los ratones mutantes (Figura 7-B, C y E). Sorprendentemente, las células 

libres en los acinos no presentaron marcadores para apoptosis ya que mostraron ser 

negativas para caspasa-3 activada y sus núcleos son morfológicamente normales (Figura 

7-E) (Naylor et al., 2005). 

 Asimismo, experimentos similares fueron realizados utilizando ratones KO 

condicionales para las subunidades 3 y 6-integrina. Tanto ratones nulos para 3 como 

para 6 mostraron un desarrollo y diferenciación glandular normal, sin pérdida de 

capacidad secretora en el individuo adulto (Klinowska et al., 2001). Mientras que en los 

ratones deficientes en 6 se evidenció una pérdida de la expresión de 4-integrina, la 

expresión de 1 se mantuvo invariable en ambos mutantes. 
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5.5 Cáncer de mama 

 

 5.5.1 Clasificación histológica 

 

 Como se discutió anteriormente, se denomina “cáncer” a un conjunto de 

enfermedades relacionadas cuya característica en común es la desregulación en el 

crecimiento de algún tipo celular, lo que genera una masa celular conocida como tumor. 

Cuando el tumor crece en el mismo órgano del cual surgió se denomina “in situ”, mientras 

que si las células son capaces de migrar a otros tejidos se denomina “invasivo”. Ahora, si 
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el origen de dichas células es la glándula mamaria, la enfermedad se denomina “cáncer 

de mama”, y ya que deriva de tejido epitelial, se le otorga el nombre de carcinoma. 

Existen dos subtipos básicos de cáncer de mama basados en el origen de dicha célula 

transformada: Ductal (proveniente las células de los ductos) o Lobular (de células de los 

acinos mamarios). 

 

 

 5.5.2 Clasificación por expresión de receptores hormonales 

  

 Los tumores mamarios pueden clasificarse según el tipo de receptores hormonales 

que expresen: 

 Receptor hormonal positivos: si las células expresan receptor de estrógeno (ER, 

del inglés Estrogen Receptor) o receptor de progesterona (PR, del inglés 

Progesterone Receptor), pudiendo ser sensibles a terapias hormonales como el 

Tamoxifeno. 

 Receptor hormonal negativo: Las células no expresan tanto ER como PR. 

 HER2-positivo: Expresan altos niveles de la proteína ErbB2, esto puede ser tanto 

por multiplicación del gen o por desregulación en la expresión génica. Dichos 

tumores son sensibles a terapias con inhibidores de quinasas, como Lapatinib, o 

anticuerpos monoclonales bloqueantes como Trastuzumab o Pertuzumab. Se ha 

propuesto, además, que este puede subclasificarse en función a la expresión de 

ER (Vaz-Luis et al., 2013). 

 HER2-negativo: Expresan niveles basales de ErbB2 

 Triple negativo: No expresa ninguno de los receptores anteriormente nombrados. 

 Triple positivo: Expresa tanto ER, como PR y ErbB2. 

 

  

 5.5.3 Clasificación por expresión génica 

 

 Los tumores mamarios, a su vez, pueden clasificarse según la expresión de 

diferentes marcadores moleculares: 

 Luminal A: Es el subtipo más común, representa alrededor del 50% de los casos. 
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Son positivos para ER y/o PR y mantienen patrones de expresión génica similares 

a las células normales que recubren los conductos y las glándulas del seno. Los 

cáncer luminal A son de bajo grado, suelen crecer con bastante lentitud y tener 

buena prognosis (Eroles et al., 2012; Guiu et al., 2012; Sørlie et al., 2006; Yersal, 

2014). 

 Luminal B: Corresponde entre el 15 y 20% de los casos. Comparten muchas 

características con los luminal A, pero con un fenotipo más agresivo, 

diferenciándose del subtipo luminal A por una mayor expresión de genes 

relacionados con la proliferación celular (como v-MYB, GGH, LAPTMB4, etc.). A su 

vez, pueden subdividirse según los niveles de expresión de ErbB2 (Eroles et al., 

2012; Guiu et al., 2012; Yersal, 2014). 

 HER2-positivos: Corresponde entre el 15 y 20% de los tumores mamarios. Se 

caracterizan por alta expresión de ErbB2 (tanto por desregulación como por 

multiplicación del gen HER2/neu), pudiendo además ser positivos para ER. Sus 

células tienen alta tasa de proliferación por lo que los tumores tienden a crecer más 

rápidamente, ser altamente invasivos y, por ende, tener peor prognosis (Eroles 

et al., 2012; Guiu et al., 2012; Yersal, 2014). 

 Basal: Corresponde alrededor del 10% de los casos estudiados. Estos son 

llamados también triple negativo, lo que significa que carecen de los receptores de 

estrógeno, progesterona y ErbB23. Los patrones de expresión génica son similares 

a las células mioepiteliales y tienen peor prognosis que los luminales, con mayor 

frecuencia de mutaciones en p53 y BRCA1. (Eroles et al., 2012; Guiu et al., 2012). 

 Tipo mamario normal (normal breast-like): Corresponde entre el 5 y el 10% de 

los tumores mamarios. Su clasificación como subtipo independiente está todavía 

en discusión, ya que se cree que pueden ser un artefacto dado por la 

contaminación con tejido mamario normal en los microarrays (Weigelt et al., 2010). 

Dada la baja expresión de ER, PR y ErbB2 son generalmente clasificados como 

triple negativos, pero no son considerados de tipo basal ya que no expresan CK5 y 

EGFR. Comparten patrones de expresión con el tejido adiposo y presentan una 

                                                 
3 Si bien se utilizan comúnmente como sinónimos, basal y triple negativo no representan 
exactamente la misma patología, con aproximadamente un 20 a 30% de discordancia entre 
diagnosticos. Triple negativo se define mediante la no expresión de ER, PR y ErbB2, mientras que 
el subtipo basal está definido por patrones de expresión más complejos (Yersal, 2014). 
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prognosis intermedia entre los tipos luminales y basales (Yersal, 2014). 

 Claudina-baja (Claudin-low): Se caracteriza por la baja expresión de genes 

involucrados en las uniones estrechas e intercelulares como claudina-3, -4, -7 (de 

ahí su nombre), cingulina, ocludina, y E-cadherina. Además, sobrexpresan un 

subgrupo de genes relacionados a la diferenciación mesenquimal, son altamente 

infiltrantes y están asociados a un fenotipo de célula madre tumoral. Este tipo de 

tumores son de mala prognosis (Eroles et al., 2012; Herschkowitz et al., 2007).  
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Hipótesis y Objetivos 
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 Teniendo en cuenta la importancia que posee el microambiente tumoral en el 

comportamiento de las células tumorales y la evidencia existente respecto a la posible 

interacción entre proteínas asociadas a los complejos de adhesión focal, como 1-

integrina, y receptores tirosina-quinasa, nuestra hipótesis de trabajo propone que la MEC, 

como parte esencial del microambiente tumoral, modula el comportamiento de los 

receptores tirosina-quinasa de la familia de EGFR lo que alteraría el comportamiento de la 

célula tumoral, ya sea durante el proceso de proliferación o invasividad como en la 

respuesta a tratamientos oncológicos en células tumorales mamarias. Dada la función 

crucial que cumple ErbB2 tanto en el desarrollo y la función normal como en los procesos 

tumorigénicos asociados a la glándula mamaria, nos proponemos estudiar la interacción 

de este receptor con las moléculas que participan de la adhesión celular, tanto a nivel 

estructural como funcional.  

 De esta forma, los objetivos de esta tesis son: 

 

 

Objetivo General:  

 

 Estudiar el efecto de la matriz extracelular y sus receptores en el comportamiento de 

células tumorales mamarias, particularmente su interacción física y funcional con los 

receptores tirosina-quinasa de la familia de EGFR. 

 

 

Objetivos Específicos:  

 

 Estudiar el efecto de la adhesión celular sobre la respuesta a drogas antitumorales 

como Cucurbitacina I. 

 

 Caracterizar la interacción física entre ErbB2 y proteínas de adhesión a la matriz 

extracelular como 1-integrina y DDR1. 

 

 Estudiar la modulación dada por la matriz extracelular de las vías de señalización 

activadas por HRG. 
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1. Técnicas de Cultivo y Líneas Celulares 

 
1.1 Líneas celulares utilizadas 

 
 

Línea Origen Características 
Medio de 

Cultivo 

MCF7 

Adenocarcinoma mamario 

humano 

(Soule et al., 1973) 

Epitelial, adherente, ER 

positivo, ErbB2 negativo 

(expresa niveles similares a 

una célula epitelial mamaria 

normal). Mantienen muchas 

características de las células 

epiteliales mamarias normales. 

DMEM alta 

glucosa / F12 

T47D 

Carcinoma ductal mamario 

humano 

(Keydar et al., 1979) 

Epitelial, adherente, Receptor 

de Estrógeno y Progesterona 

positivos, ErbB2 negativo. 

RPMI 

SKBR3 

Adenocarcinoma mamario 

humano 

(Trempe, 1976) 

Epitelial, adherente, ErbB2 

positivo (sobreexpresa dicho 

receptor), sensibles a 

Trastuzumab. 

DMEM alta 

glucosa / F12 

HC11 
Epitelial mamaria murina 

(Ball et al., 1988) 

Epitelial, capaz de ser 

diferenciada y secretar 

proteínas de leche como -

lactoglobulina 

RPMI + insulina 

5g/ml 

HeLa 
Adenocarcinoma de cervix 

humano 
Epitelial adherente 

DMEM alta 

glucosa 
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A4-HeLa 

Línea estable generada a partir 

de la línea HeLa en el 

laboratorio del Dr. Thomas 

Jovin (Instituto Max Planck de 

Química Biofísica, Göttingen, 

Alemania) 

Sobreexpresión estable de la 

proteína de fusión ErbB2-

mYFP. 

DMEM alta 

glucosa 

CHO  

ACP-EGFR 

Línea estable generada a partir 

de la línea CHO (Ovario de 

Hamster Chino) en el 

laboratorio del Dr. Thomas 

Jovin (Instituto Max Planck de 

Química Biofísica, Göttingen, 

Alemania) 

Sobrexpresa la proteína de 

fusión ACP-EGFR. 

DMEM alta 

glucosa 

COS7 

Riñón de mono verde 

(Cercopithecus aethiops) 

(Gluzman, 1981) 

Adherentes de tipo 

fibroblásticas, fácilmente 

transfectable 

DMEM alta 

glucosa 

Tabla 1. Líneas celulares. Características principales y medios de cultivo utilizados en las líneas celulares 

utilizadas. 

 

 

1.2 Cultivo y propagación 

 

 Las líneas celulares utilizadas se mantuvieron rutinariamente en placas de 10 mm 

con medio de mantenimiento (dependiente de cada línea) suplementado con 10% de 

Suero Fetal Bovino (SFB, Internegocios), 26 mM NaHCO3, 100UI/ml Penicilina y 100 

µg/ml Estreptomicina. La incubación se realizó en una estufa gaseada a 37°C y en 

atmósfera con 5% CO2 y 100% de humedad. 

 Los subcultivos de las células se realizan diluyendo a 1/5 el cultivo empleando una 

solución de Tripsina y 0.25% EDTA (Gibco/Invitrogen) en solución tampón o buffer fosfato 
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(PBS, 137 mM NaCl, 2,7 mM Kcl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4, pH= 7,4) en el 

caso de HeLa, HC11 y T47D, mientras que MCF7 y SKBR3 se subcultivaron utilizando 10 

mM EDTA-PBS como agente desagregante. Las células se aislaron por la acción de 1 ml 

de la solución sobre la monocapa durante 5 minutos a 37°C. La tripsina se neutraliza 

luego por el agregado de 9 ml de medio fresco suplementado con SFB y se disgrega 

mecánicamente la monocapa con con ayuda de una pipeta automática. 

 

 

1.3 Recubrimiento de superficies con laminina, colágeno o fibronectina 

 

 Para el recubrimiento o coating de superficies para microscopía se utilizaron 

cubreobjetos de vidrio tratados con HCl 6 M durante por lo menos 24 horas. Estos se 

lavaron repetidas veces con agua destilada y se mantuvieron en etanol 96% para luego 

esterilizar por flameo. En el caso del material plástico, este no recibió tratamiento previo 

de lavado. 

 Con el objetivo de cargar positivamente la superficie para mejorar la adhesión de 

las proteínas, se incubó con poli-D-lisina (PDL, Sigma) 40 g/ml en buffer borato 0,1 M 

pH=8,5 durante 1 hora y se lavó la superficie con PBS 3 veces. Para el recubrimiento con 

laminina (Invitrogen) se incubaron los vidrios con 20 μg/ml de laminina en PBS. El coating 

con fibronectina se realizó incubando la superficie del vidrio con una solución de 

fibronectina (Invitrogen) 50 g/ml en PBS. Para generar una superficie recubierta de 

colágeno se diluyó una solución 3 mg/ml de colágeno tipo I de cola de rata (Inamed 

Purecol) a una concentración final de 100 g/ml en HCl 0,1 M. En todos los casos, la 

solución se incubo 2 horas a 37°C, se lavó con PBS por triplicado y se mantuvo en dicho 

buffer hasta el momento de su utilización. 

 

 

1.4 Células madre tumorales de glioblastoma 

 

 Se han aislado una serie de líneas celulares a partir de biopsias de tumores de 

pacientes con glioblastoma. Dichas células son altamente indiferenciadas y muestran 

características de células madre tumorales o cancer stem cells, si bien su transcriptoma 
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no ha sido todavía resuelto completamente (Barrantes-Freer et al., 2013, 2015). A partir 

de estas células (denominadas parentales, spp) se generaron tumores en el cerebro de 

ratones inmunodeficientes o nude. Posteriormente, los ratones fueron sometidos a 

sesiones de radioterapia y nuevas líneas de células madre cancerígenas (cancer stem cell 

lines) fueron aisladas a partir de dichos tumores (líneas ahora denominadas spIR). Se 

dispuso de tres pares de líneas celulares (tres parentales y sus respectivas líneas 

seleccionadas por radiación): 10, 1051 y 1080. Dichas células fueron cultivadas en 

botellas de baja adherencia y con un medio definido (Neurobasal Medium (Gifco) con 2% 

de suplemento B27 (Gifco), 10ng/ml bFGF (Peprotech), 20ng/ml EGF (Peprotech) y 0,1% 

BSA. 

 

 

2. Plásmidos 

 
2.1 Plásmidos utilizados 
 

Nombre Inserto Vector Comentarios Fuente 

1-integrina-
ECFP 

1-integrina 
murina 
fusionada a 
ECFP 
(Clontech) 

pcDNA3.1/ 
ZEO (+) 

La proteína 
fluorescente se 
encuentra en el 
extremo C-terminal 
(lado citoplasmático) 

Ver 2.6 

1-integrina-
ECFP-shRNA 

1-integrina 
murina 
fusionada a 
ECFP 
(Clontech) 

pcDNA3.1/ 
ZEO (+) 

Posee además un 
shRNA contra la 
region 3'UTR del 

mRNA de 1-integrina 
murina para disminuir 
la expresión de la 
proteína endógena, 
aguas abajo de una 
secuencia IRES 

Ver 2.7 

6-integrina 
-integrina 
humana 

pRcCMV - 

Lab.del Dr. Arnoud 
Sonnenberg, 
Instituto Holandes para 
el Cancer, Amsterdam, 
Holanda 
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ErbB2-mYFP 

ErbB2 fusionada 
a una variante 
monomérica de 
EYFP 
(Clontech) 

pcDNA3 

La proteína 
fluorescente se 
encuentra en el 
extremo C-terminal. 

Lab. del Dr. Thomas 
Jovin, Instituto Max 
Planck de Química 
Biofísica, Göttingen, 
Alemania 

ErbB2-
TagRFP 

ErbB2 fusionada 
a TagRFP 
(Evrogen) 

pTagRFP-
N1 

La proteína 
fluorescente se 
encuentra en el 
extremo C-terminal. 

Ver 2.8 

ACP-ErbB2 
ErbB2 fusionado 
a un ACP-tag 

pcDNA3 

El péptido añadido a la 
secuencia de la 
proteína se encuentra 
en el extremo N-
terminal. 

Lab. del Dr. Thomas 
Jovin, Instituto Max 
Planck de Química 
Biofísica, Göttingen, 
Alemania 

DDR1a-ECFP 

DDR1 (variante 
a) fusionada a 
ECFP y un 
MYC-tag 

pcDNA3.1 

La proteína 
fluorescente se 
encuentra en el 
extremo C-terminal 
(lado citoplasmático) 

Lab. del Dr. Rafael 
Fridman, Depto. de 
patología, Facultad de 
Medicina, Universidad 
de Wayne State 
University, Detroit, 
Michigan, EE.UU. 

ECFP-N1 
Proteína 
fluorescente 
ECFP 

ECFP-N1 

Variante de EGFP con 
espectros de 
excitación y emisión 
desplazados al azul 

Clontech 

Tabla 2. Plásmidos. Origen y características de los plásmidos utilizados en esta tesis. 

 
 

2.2 Generación de bacterias Escherichia coli ultracompetentes químicas por el 

método de Inoue 

 

 Para amplificar los ADN plasmídicos es necesaria la incorporación del plásmido en 

células de Escherichia coli DH5. Para esto, fue necesario generar células capaces de 

captar y amplificar dicho plásmido. En esta tesis se utilizó el método de Inoue (Sambrook 

y Russell, 2006) para la generación de bacterias ultracompetentes químicas. Este método 
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consiste en inocular 25ml de medio de cultivo LB (10 g/l triptona, 5 g/l extracto de 

levadura, 10 g/l NaCl, pH=7,0) e incubarlo durante 6 horas a 37°C. A continuación, 250 ml 

de medio de cultivo SOB (20 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 10 mM NaCl, 

2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, pH=7,0) se inoculó con 500l del cultivo previo y se mantuvo 

en agitación a 20°C hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm (DO600nm) de 0,55. 

Dicho cultivo se enfrió en baño de hielo durante 10 minutos y se centrifugó a 2500 x g por 

10 minutos. El precipitado fue resuspendido en 80ml de buffer de transformación de Inoue 

(55 mM MnCl2, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl, 10mM PIPES, pH=6,7) frío y se repitió la 

centrifugación. El nuevo precipitado se resuspendió suavemente en 20ml del mismo buffer 

y se agregó 1,5 ml de DMSO. Las células se mantuvieron en hielo durante 10 minutos 

para ser luego alicuotadas, congeladas en Nitrógeno líquido y almacenadas a -80°C. 

 

 

2.3 Transformación de Escherichia coli por choque térmico 

 

 Para la transformación de E. coli se utilizaron 5l de reacción de ligación o 100ng 

de plásmido purificado. Se incubó dicho producto con 100L de bacterias 

ultracompetentes químicas de la cepa DH5y se incubaron en hielo por 30 minutos. A 

continuación, se sometió a choque térmico en un baño a 42°C durante 90 segundos e 

inmediatamente se transfirieron a hielo por otros 7 minutos más. A cada tubo se le agregó 

1 ml de medio de cultivo SOC (20 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 10 mM 

NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2
 

y 20 mM glucosa, pH=7,0) y se incubó 1 hora a 37°C, 

para luego sembrar en placas de LB-agar (10 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura, 10 g/l 

NaCl y 15 g/l agar-agar (Difco), pH=7) con 1 mg/ml de ampicilina (Ivax) a 37°C por 16 

horas. Se picaron colonias en tubos de LB 1 mg/ml de ampicilina y se cultivaron durante 

16 horas con agitación a 37°C y 200 r.p.m. La identidad de las colonias fue analizada por 

minipreparación del plásmido seguida de digestión con enzimas de restricción. 
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2.4 Digestión con enzimas de restricción 

 

 Para analizar los plásmidos empleados a lo largo de este trabajo de tesis se 

recurrió al corte con enzimas de restricción para su posterior análisis electroforético. Las 

digestiones fueron realizadas según el mismo protocolo básico y empleando un buffer 

adecuado en el cual la combinación de enzimas empleadas en la mezcla tenga una 

actividad igual o mayor al 75% según los datos del fabricante. Para un volumen final de 10 

µl de reacción, 0.5 a 1 µg de ADN se incubó con 1ng/μl de albúmina bovina sérica (BSA) y 

3 unidades enzimáticas de cada enzima de restricción en el buffer recomendado por el 

fabricante. Las muestras para ligación se incubaron aproximadamente 16 horas a 37°C. 

 

 

2.5 Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

 

 La electroforesis en geles de agarosa permite separar fragmentos de ácidos 

nucleícos, ADN o ARN (ácido ribonucleico) mediante la aplicación de un campo eléctrico 

que induce el desplazamiento de las moléculas cargadas negativamente a través de 

matriz de gel de agarosa. Los fragmentos de ADN o ARN se separan en base a su 

relación masa/carga. En el caso de los plásmidos linealizados se emplean geles de 0,8 al 

1.2% de agarosa. La solución se preparó en buffer 90 mM Tris-borato, 2 mM EDTA, pH=8 

y se le agregó 1 μl de bromuro de etidio (Invitrogen) para revelar la presencia de ácidos 

nucleícos en un transiluminador de luz ultravioleta. 

 

 

2.6 Generación de 1-integrina-ECFP 

 

 La secuencia codificante para 1-integrina murina se amplificó por PCR a partir de 

ADN copia4 de la línea celular Neuro-2a5 utilizando como cebadores o primers los 

siguientes oligonucleótidos: primer directo, GCGCTAGCGCTGCGAAAAGATGAATTT; 

primer reverso, CGGGATCCCCAGCTTGTCCTCGTCGTCGAGCTCCTCCTCCTCCTTTT 

                                                 
4 ADN copia, o cDNA (del inglés copy DNA), es una cadena de ADN simple generada por 

retrotranscripción de ARN mensajero. 
5 Neuro-2a: línea celular derivada de neuroblatoma de ratón Balb-C (Klebe y Ruddle, 1969). 
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CCCTCATACTTCGGATT. Dichos primers fueron diseñados de manera de agregar sitios 

de restricción en el producto de PCR para la enzima Nhe I en el extremo 5’ y BamH I en el 

extremo 3’ con el fin de utilizarlos en etapas posteriores de clonado (resaltados en 

negrita). Además, el primer reverso se diseño de forma que exista una cadena 

aminoacídica que separe la integrina de la proteína fluorescente, mejorando así la 

probabilidad de que el plegamiento de forma correcta (Parsons et al., 2008). 

 Para la reacción de PCR se utilizó 1 unidad de PFu ADN polimerasa, 1 M de dNTPs 

(Promega), aproximadamente 10 ng de cDNA como templado y 5 M de cada primer en 

solucion 20 mM Tris-HCl, 10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM mgSO4, 0,1% Tritón X-100 

y 0,1mg/ml de BSA, pH=8,8. La amplificación se llevó a cabo en un termociclador 

utilizando el siguiente programa: 2 minutos iniciales de desnaturalización a 94°C seguidos 

de 30 ciclos de: 30 segundos a 94°C + 30 segundos de apareamiento o hibridación a 

55°C + 5 minutos de elongación a 72°C culminando con 10 minutos adicionales a 72°C al 

finalizar el programa. 

 El producto de PCR se purificó con el kit QIAquick PCR purification (Qiagen) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. El volumen correspondiente a 2 g del producto 

purificado y 500ng del vector pCDNA 3.1/ZEO(+) (Invitrogen) (cedido generosamente por 

el Dr. Thomas Jovin, Instituto Max Planck de Química Biofísica, Göttingen, Alemania), 

cuantificados por densitometría en gel de agarosa, fueron digeridos utilizando 1 U de NheI 

y 1 U de EcoRI (Promega) en buffer E (6 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 6 mM MgCl2, 1 mM 

DTT y 0,1 mg/ml de BSA, pH=7,5) (Promega) a 37°C durante toda la noche. La mañana 

siguiente, al vector se le adicionaron 10 U de Fosfatasa Alcalina de Camarón o SAP (por 

sus siglas en ingles Shrimp Alcaline Phosphatase) y se incubó por 1 hora adicional para 

remover los fosfatos de los extremos 5'. Las digestiones fueron corridas en un gel de 0,9% 

agarosa-TBE con bromuro de etidio, reveladas en un transiluminador UV y las bandas 

correspondientes al vector y al producto digeridos fueron cortadas y purificadas usando un 

kit comercial siguiendo las indicaciones del fabricante (QIAquick gel extraction kit, 

Qiagen). Finalmente, la concentración del producto y el vector digeridos se cuantificó por 

densitometría en gel de la misma forma que se describió anteriormente. 

 Para la reacción de ligación se utilizaron 30 ng del vector digerido y purificado los 

cuales se ligaron con 45 ng del producto de PCR cortado. Cada reacción se llevo a cabo 

en un buffer 30 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT y 1 mM ATP, pH=7,8 
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utilizándose 1 U de T4 ADN Ligasa (Promega) en 10 ml finales por reacción e 

incubándose a 14°C durante toda la noche. El producto de ligación se utilizó para 

transformar bacterias como fue descripto anteriormente (ver Transformación de 

Escerichia coli por shock térmico) y se realizaron minipreparaciones del ADN 

plasmídico para identificar clones positivos mediante digestion con las enzimas Hind III y 

BamH I de la misma manera que fue descripta anteriormente. Posteriormente los clones 

positivos fueron secuenciados y analizados utilizando el software Jaligner 1.0 (Ahmed 

Moustafa, JAligner: Open source Java implementation of Smith-Waterman). 

 Para generar la proteína de fusión a ECFP, se digirieron los plásmidos ECFP-N1 

(Promega) y el conteniendo la secuencia codificante para 1-integrina en el vector 

pcDNA3.1/ZEO(+) (anteriormente descripto) con BamH I y Not I (Promega) en buffer D (6 

mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 6 mM MgCl2 y 0,1 mg/ml de BSA, pH=7,9) toda la noche a 

37°C. El fragmento conteniendo la proteína fluorescente se separó por electroforesis en 

gel de agarosa y se purificó utilizando el kit QIAquick gel extraction kit (Qiagen). 

Posteriormente, 30ng de 1-integrina-pcDNA3.1/ZEO(+) se ligaron con la misma masa de 

la secuencia codificánte para ECFP y se incubó con T4 ADN Ligasa (Promega) en las 

condiciones anteriormente descriptas. El producto de ligación fue transformado en E. coli 

ultracompetentes químicas y las colonias chequeadas de la forma anteriormente 

descripta. 

 

 

2.7 Subclonado del plásmido 1-integrina-ECFP-shRNA 

 

 Dada la dificultad de expresar correctamente 1-integrina en células debido a la 

alta expresión endógena de esta proteína, se decidió generar un plásmido en el cual, 

además del constructo anteriormente descripto, se expresara un shRNA que disminuyera 

selectivamente la expresión de la proteína endógena pero no la transfectada. Para esto se 

utilizó el shRNA que híbrida una secuencia en el extremo 3'UTR del ARN mensajero de 

1-integrina de ratón, diseñado por Naipauer y colaboradores (Naipauer et al., 2013), el 

cual se encuentra rio abajo de un sitio de ingreso interno del ribosoma (IRES). 

 Dado esto, se digirió dicho plásmido con las enzimas Pme I y Not I (Promega) para 

liberar el fragmento que contiene al IRES y la secuencia codificante para el shRNA, para 
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clonarlo en el vector 1-integrina-ECFP de la misma forma descripta anteriormente. 

 

 

2.8 Generación de la construcción ErbB2-TagRFP 

 

 Se digirió el plásmido ErbB2-mYFP con las enzimas Nhe I y Hin DIII y se aisló el 

fragmento que contiene la secuencia codificante para ErbB2. Dicha secuencia se insertó 

en el plásmido TagRFP-N1 (Evrogen) de la misma forma que fue descripta anteriormente. 

 

 

2.9 Purificación de plásmidos 

  

 2.9.1 Minipreparación de plásmidos 

 

 La obtención de ADN plasmídico a partir de bacterias de E. coli se realizó por el 

método de lisis alcalina (Sambrook y Russell, 2001) (Sambrook & Russell, 2001). Se 

cosecharon 1.5ml de cultivo bacteriano fresco en medio Luria Bertani (LB) con el 

correspondiente antibiótico (crecido toda la noche a 37°C y con agitación) en un tubo 

eppendorf por centrifugación a 12000r.p.m. durante 1-2 min a 4°C. El sobrenadante se 

descartó y el pellet de bacterias se resuspendió en 300 μl de una solución 25mM Tris-HCl, 

10mM EDTA, pH=8 (buffer de resuspensión). La lisis alcalina se realizó mediante el 

agregado de 300 μl de una solución 0,2 M NaOH y 1% SDS (buffer de lisis) recientemente 

preparada. Se mezcló suavemente por inversión y se incubó a temperatura ambiente por 

no más de 5 minutos hasta observar la lisis por clareado de la suspensión bacteriana. 

Luego se neutralizó el lisado con 300 μl de una solución 5 M de acetato de potasio y 

11,5%v/v ácido acético (buffer de neutralización), enfriada en hielo, agitación suave por 

inversión e incubación en hielo por 5 minutos. La muestra se centrifugó a 12000r.p.m. por 

5 minutos a 4°C y se transfirió el sobrenadante a un tubo limpio. 

 El DNA presente en sobrenadante del paso anterior se precipitó por agregado de 

700 L de Isopropanol e incuó a -20°C durante media hora. Luego se centrifugó a 

12000r.p.m. por 15 minutos a 4°C, el sobrenadante se descartó y el pellet fue lavado con 

750 L de etanol al 70% con posterior centrifugación a 12000r.p.m. por 15 minutos a 4°C. 
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El ADN precipitado se redisolvió en 50 μl de agua bidestilada y se almacenó a -20°C. La 

concentración de ADN plasmídico purificado se determinó utilizando un Nanodrop Thermo 

por absorbancia a 260/280nm. 

 

 

 2.9.2 Maxipreparación de plásmidos 

 

 Se cultivaron bacterias transformadas con la construcción de interés en LB-agar-

ampicilina. 200 L de dicho cultivo se utilizaron para inocular 500ml de LB con ampicilina 

0,1mg/ml y se mantuvieron en agitación a 200r.p.m. y 37°C durante 16 horas. Se 

colectaron las bacterias por centrifugación y se resuspendieron con 10ml de buffer de 

resuspensión. Luego de que las bacterias fueron totalmente resuspendidas, se lisaron con 

10ml de buffer de lisis agitando suavemente. Para la precipitación del ADN genómico, 

membranas y proteínas, se agreó 10ml de solución de renaturalización y se incubó 10 

minutos en hielo. La muestra se centrifugó a 20000 x g durante 30 minutos a 4°C y el 

sobrenadante fue trasvasado a otro recipiente y se repitió la centrifugación. El plásmido 

contenido en el sobrenadante se purificó con columnas de afinidad QIAGEN Tip 500 

siguiendo las recomendaciones del fabricante (QIAGEN). El sobrenadante se colocó en la 

columna previamente equilibrada con 10ml de buffer QBT, se dejó escurrir por gravedad y 

se realizaron dos lavados con 30ml de buffer QC. El ADN se eluyó con 15ml de buffer QF 

y se recolectó en un tubo Falcon de 50ml conteniendo 11ml de isopropanol. La mezcla se 

incubó 16 horas a 4°C aumentar que el ADN plasmídico precipite y se centrifugó en frío a 

5000 x g 60 minutos. El precipitado se lavó con 5ml de etanol 70% y se repitió la 

centrifugación. El precipitado se seco y fue resuspendido en buffer 10mM Tris, pH=8,5. 

 

 

2.10 Transfección 

 

 Las células se transfectaron en placas de 24 pocillos a una densidad de entre 80 y 

90%. Para la transfección se incubaron 2 L de Lipofectamina (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA), en 25 L de OPTI-MEM (Gifco) durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente se le agregaron 0,8 g de plásmido disueltos en 25 L de OPTI-MEM 
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(Gifco) y se incubó la solucion durante 20 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se 

agregó al cultivo celular que previamente había sido lavado dos veces con PBS e 

incubado en 200l de medio sin suero y sin antibiótico. Las células se mantuvieron en 

estufa a 37°C y 5% de CO2 durante cuatro a cinco horas, luego se removió el medio de 

transfección y se agregaron 2 ml del medio completo correspondiente. Las células se 

mantuvieron en cámara de cultivo durante 48 horas con el fin de alcanzar adecuados 

niveles de expresión proteica. Las cantidades mencionadas anteriormente fueron 

duplicadas para transfecciones en placas de 12 pocillos y quintuplicadas para placas de 

60 mm. 

 

 

3. Drogas e Inhibidores Farmacológicos 

 
 

Droga Fuente Características 
Conc. del 

stock 
Solvente 

Conc. de 
uso 

LY294002 
Sigma-
Aldrich 

Inhibidor de pI3K 10 mM Etanol 20 M 

CI1033 
Sigma-
Aldrich 

Inhibidor del dominio 
quinasa de ErbB 1, 2 y 4 

1 mM DMSO 1 M 

Cucurbitacina I 
Sigma-
Aldrich 

Inhibidor de la vía 
JAK/STAT3 

10 mM DMSO variable 

Tabla 3. Inhibidores farmacológicos. Características y concentraciones de stock y uso de los inhibidores 

farmacológicos utilizados. 
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4. Anticuerpos 

 

Epítope Fuente 
Nombre 
(código) 

Isotipo Blot IF IP 

AKT total Cell Signaling C67E7 Conejo 1/1000 - - 

AKT fosforilado en 
Ser473 

Cell Signaling D9E Conejo 1/1000 1/500 - 

ErbB2 (región intra-
celular) 

Millipore OP15 Ratón 1/1000 1/200 - 

ErbB2 (región extra-
celular) 

Genetech Trastuzumab Humanizado - 5 ng/L 10 ng/L 

ErbB3 fosforilado en 
Tyr1289 

Cell Signaling 21D3 Conejo 1/1000 - - 

ErbB3 total Cell Signaling 1B2E Conejo 1/1000 - - 

1-integrina 
(humana, región 
extracelular) 

Millipore mAb1981 Ratón - 1/200 - 

1-integrina 
(policlonal) 

Cell Signalling 
mAb9699 
(D2E5) 

Conejo 1/1000 - - 

5-integrina 
(policlonal) 

Cell Signaling 4705 Conejo 1/1000 - - 

V-integrina 
(policlonal) 

Cell Signaling 4711 Conejo 1/1000 - - 

-integrina 
(policlonal) 

Cell Signalling 
mAb8440 
(D2E1) 

Conejo 1/1000 - - 

-integrina 
(policlonal) 

Cell Signaling 4707 Conejo 1/1000 - - 

3-integrina 
(policlonal) 

Cell Signaling 
mAb13166 
(D7X3P) 

Conejo 1/1000 - - 

5-integrina 
(policlonal) 

Cell Signaling 
mAb3629 
(D24E5) 

Conejo 1/1000 - - 

DDR1 (región intra-
celular) 

Cell Signaling D1G6 Conejo 1/1000 1/800 1/200 

Control (inespecífico) Cell Signaling DA1E Conejo - - 1/200 

GFP Santa Cruz sc-8334 Conejo 1/1000 - - 

Actina Santa Cruz I-19 Cabra 1/5000 - - 

Zyxina Abcam ab58210 Conejo - 1/500 - 

3-Tubulina Cell Signaling 2146 Conejo - 1/200 - 

Tabla 4. Anticuerpos. Fuente y concentración de uso de los anticuerpos utilizados. 
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5. Protocolos de Bioquímica General 

 

5.1 Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida con SDS 

 

 La electroforesis de proteínas es una técnica que se emplea para analizar una 

mezcla de proteínas compleja o para caracterizar una proteína. Debido a que las 

proteínas poseen coeficientes electroforéticos muy variados y que dependen de la 

conformación así como del pH del buffer en el que se encuentra, es fundamental fijar 

algunas variables para poder realizar comparaciones. Se fija el pH del gel y de los buffer 

de corrida y se recurre a un agente desnaturalizante que permite desplegar los péptidos 

de forma que la conformación de cada proteína no influya en la corrida. En la mayoría de 

los casos la electroforesis en geles de poliacrilamida se realizó según el método glicina-

SDS-PAGE (Laemmli, 1970) en el cual la desnaturalizacion por calor y el posterior 

agregado de SDS permite dotar las proteínas de una relación carga/masa prácticamente 

uniforme y, de este modo, se logra una separación en base al tamaño molecular de los 

péptidos. Las muestras son incubadas, en el buffer de muestra (2% SDS, 10% glicerol, 

5% 2-mercaptoetanol, 0.002% azul de bromfenol, 75 mM Tris HCl pH=6,8.), durante 10 

minutos a 100°C antes de la siembra. El agregado de β-mercaptoetanol en el buffer de 

muestra permite romper los enlaces disulfuro. Junto con las muestras se siembra también 

un marcador de peso molecular como referencia. 

 Los geles de poliacrilamida están constituidos por dos fases: En la parte superior 

se ubica el gel concentrador (o stacking), de 3% Acrilamida: Bisacrilamida (29:1), 0,125 M 

de Tris-HCl pH=6,8, 0,1% de SDS, 0,05% de persulfato de amonio, 0,1% de TEMED, 

donde se siembran las muestras y cuya función es el “apilamiento” de las proteínas para 

el ingreso al gel separador (de corrida o running). Esto se produce dado que a pH=6,5 el 

SDS se encuentra mayormente protonado y la carga de las proteínas es baja, con lo que 

migran más lentamente. El gel separador, de concentración de Acrilamida:Bisacrilamida 

(29:1) entre 6 y 12%, 0,375 M Tris-HCl pH=8,8, 0,1% de SDS, 0,03% de persulfato de 

amonio 0.03%, 0,07% de TEMED, es donde se resuelven las proteínas. Los geles se 

armaron en un equipo para celdas MiniProtean III (Bio-Rad) y se corrieron en buffer de 

corrida (25 mM de Tris-HCl pH= 8,8, 192 mM de glicina, 0.1% de SDS) entre 90 y 120 

minutos a 100 V, hasta que el frente de corrida llega a pocos milímetros del borde inferior 
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del gel. 

 La tinción de los geles se realizó en una solución 0.1% Coomasie Blue R-250 en 

H2O:metanol:acético (5:5:2). La decoloración se efectuó con una solución acuosa con 

10% ácido acético 30% etanol. Los geles fueron digitalizados y analizados por 

densitometría con ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA. 

http://rsb.info.nih.gov/ij/). 

 

 

5.2 Cuantificación de proteínas: método de Bradford 

 

 Esta es una técnica ampliamente difundida para cuantificar la presencia de 

proteínas en muestras biológicas basada en el cambio en el espectro de absorción que 

muestra el colorante Coomasie Brillant Blue G250 al unirse a los residuos de los 

aminoácidos en una proteína, el máximo de absorción pasa de 465nm a 595nm. Debido al 

tipo de interacción con dichos residuos, principalmente lisinas, muestra gran variación con 

la secuencia de las mismas cuando se analizan muestras puras y se prefiere su uso con 

muestras complejas. 

 La técnica se desarrolla preparando diluciones de las muestras a analizar y del 

patrón (solución de concentración conocida de BSA), para armar una curva de calibración. 

Cada muestra se lleva a 10 µl con H2O bidestilada y se le agregan 300 l de la solución 

de reacción (0.01% Coomasie Brillant Blue G250 en 8.5% Ácido fosfórico, 10% Etanol). El 

rango lineal de detección abarca una concentración en la muestra de 100 a 1500 g/ml. El 

color tarda 5 minutos en desarrollarse y es estable por 90 minutos, y se utilizó un lector de 

placas para la determinación. 

 

 

5.3 Western blot 

 

 El ensayo de Western blot se empleó para detectar la presencia de proteínas (o 

proteínas fosforiladas) mediante el uso de anticuerpos específicos. La técnica consiste en 

la transferencia e inmovilización de proteínas, separadas previamente por electroforesis 

en gel SDS-PAGE a un soporte sólido seguida de la detección inmunológica de la 
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proteína de interés. 

 La separación de las proteínas se realizó por SDS-PAGE y se empleó como 

referencia el marcador de peso molecular Full Range Rainbow Protein Molecular Weight 

Marker (GE Healthcare) que contiene bandas de proteínas precoloreadas (250 kDa Azul, 

160 kDa Rojo, 105 kDa Verde, 75 kDa, Amarillo, 50 kDa Violeta, 35 kDa Azul, 30 kDa 

Naranja, 25 kDa Verde, 15 kDa Azul, 10 kDa Rojo). Las proteínas resueltas por el gel de 

SDS-PAGE fueron transferidas a una membrana de PVDF (GE healthcare) en una celda 

inmunoblot para cubas MiniProtean III (Bio-Rad), empleándose un buffer de transferencia 

(Tris 25 mM, Glicina 192 mM, 20%v/v Metanol, pH=8,3). Se transfirió 90 minutos a 100V 

luego de los cual la membrana se bloqueó una hora a temperatura ambiente (RT) con 5% 

de BSA en buffer TBS (50 mM Tris-HCl pH=7,5, 15 0mM NaCl, pH=7,5) suplementado 

con Tween-20 0,05% (TBST). 

 Posteriormente, la membrana se incubó toda la noche a 4°C con el anticuerpo, al 

día siguiente se lavó la membrana 5 veces con TBST y se incubó una hora a temperatura 

ambiente con una dilución 1/5000 del anticuerpo secundario conconjugado a peroxidasa 

de rábano (HRP, HorseRadish Peroxidase) (conejo o ratón: Genetech, cabra: Santa 

Cruz). El uso de anticuerpos secundarios unidos a HRP permite el uso de kits comerciales 

que acoplan la oxidación del ácido cumarínico y luminol con la reducción del peróxido de 

hidrógeno (H2O2), como el SuperSignal WestPico (Pierce). Para el revelado, la membrana 

se lavó 5 veces con TBST, se montó en un cassette y se agregó cantidad suficiente de 

reactivo SuperSignal WestPico para cubrir totalmente la superficie de la membrana. Para 

la detección de la señal de quimioluminiscencia se utilizaron placas radiográficas (Agfa). 

La placa revelada se escaneo y las bandas se cuantificaron por densitometría utilizando la 

distribución FIJI (Schindelin et al., 2012) del software libre ImageJ (Wayne Rasband, 

National Institute of Health, USA. http://rsb.info.nih.gov/ij/). 

 

 

5.4 Dot blot 

 

 El ensayo de Dot blot se empleó como método rápido de screening de expresión 

de proteínas. Para esto, 500g de proteína se sembraron en una membrana de PVDF 

(GE healthcare) la cual se secó en estufa a 37°C 15 minutos. Posteriormente, dichas 
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membranas se trataron de igual forma que las generadas por transferencia de un gel de 

SDS-PAGE (ver Western blot). 

 

 

5.5 Co-inmunoprecipitación 

 

 Células creciendo en placas de 60 mm se lisaron con 300 L de buffer NP40 

(50mM Tris pH=8, 150 mM NaCl, 1%NP40) con inhibidor de proteasas en frío. Para 

mejorar la extracción de proteínas de membrana, el homogenato se paso por una jeringa 

de 1 ml cinco veces y se centrifugó 1 minuto a 12000 r.p.m.. La concentración total de 

proteínas se cuantificó por el método de Bradford. 500 g del lisado se incubaron con 0,2 

mg de proteína A conjugada a sefarosa (Sigma, resuspendida en buffer NP40) durante 

una hora (en agitación a 4°C) con el objetivo de evitar el pegado inespecífico de proteínas 

a la matriz durante la precipitación. La mezcla se centrifugó 5 minutos a 12000 r.p.m. y se 

tomó el sobrenadante. 

 Para la inmunoprecipitación, el sobrenadante se incubó con el anticuerpo en 

agitación a 4°C. Al día siguiente se añadió 0,2 mg de proteína A-sefarosa a un volumen 

final de 1 ml y se mantuvo en agitación a 4°C durante 2 horas. Posteriormente, se 

centrifugó 5 minutos a 12000 r.p.m., se retiró el sobrenadante y se agregó 1 ml de buffer. 

Se repitió el lavado cinco veces, se añadieron 20 L de buffer de muestra 2x (4% SDS, 

20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, 0,004% azul de bromfenol, 150 mM Tris HCl 

pH=6,8), se calentó 10 minutos a 100°C y se centrifugó 1 minuto a 12000 r.p.m. El 

sobrenadante se corrió en un gel de acrilamida 6% con el objetivo de poder resolver 

eficientemente ErbB2 de DDR1 y las proteínas se detectaron por Western blot. 

 

 

6. Microscopía 

6.1 Inmunofluorescencia 

 

 Las células fueron fijadas con 4% paraformaldehido (PFA) en PBS con 4% 

sacarosa durante 10 minutos. La muestra se trató posteriormente con 10mM Tris-PBS 

para bloquear cualquier grupo libre del PFA que pudiese reaccionar con un grupo amino 
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del anticuerpo (evitando así el reconocimiento inespecífico) y posteriormente se incubó 

una hora a 4°C con buffer de bloqueo (0.05% de Triton-X100 (Sigma) y 5% BSA en PBS). 

En el caso de las inmunoifluorescencias contra epítopes fosforilados, al buffer de bloqueo 

se le agregaron inhibidores de fosfatasas. 

 La muestra fue luego incubada con el anticuerpo primario (en su dilución 

correspondiente en buffer de bloqueo) una hora a RT para, posteriormente, lavarse con 

PBS durante cinco minutos por quintuplicado. El mismo procedimiento se llevó a cabo 

para el anticuerpo secundario, utilizándose anticuerpos generados en cabra acoplados a 

un fluoróforo Alexa (Sigma-Aldrich) contra la inmunoglobulina correspondiente (ratón o 

conejo, Invitrogen). Las muestras fueron luego montadas en medio de montaje a base de 

Mowiol o buffer Rab-Tyrode (135 mM NaCl, 10mM KCl, 0,4 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 5,6 

mM Glucosa y 10mM HEPES, pH=7,2), según la técnica correspondiente. 

 

 

6.2 Inmunofluorescencia en suspensión 

 

 En el caso de las muestras en suspensión, las células se colectaron en tubos 

Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugaron 5 minutos a 9000 r.p.m., para luego fijarse con 4% 

paraformaldehido (PFA) en PBS con 4% sacarosa durante 10 minutos en agitación. A 

continuación se repitió el procedimiento anteriormente descripto para las células 

adheridas colectando las células por centrifugación entre lavados. Una vez marcadas, se 

colocaron en una cámara LabTec de 8 pocillos recubierta con Poli-D-Lisina para mejorar 

la adhesión de las células que, por decantación, se depositaban en el fondo de la cámara 

evitando así el movimiento de la muestra durante la adquisición de imágenes. 

 

 

6.3 Microscopía confocal 

 

Para la adquisición de imagines de microscopía confocal de barrido se utilizó un 

módulo de escaneo láser confocal Olympus FV1000 acoplado a un microscopio Olympus 

IX81 con un objetivo de inmersión en aceite Olympus 60x / 1,42NA UPLAN SAPO. Para la 

adquisición de cada canal se utilizó la siguiente configuración: 
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 DAPI: excitación, láser de diodo 405 nm; emisión: paso de banda (BP) 430 a 470 nm. 

 ECFP: excitación, láser pulsatil 440 nm; emisión: paso de banda (BP) 470 a 490 nm. 

 Alexa488/EGFP: excitación, láser de Ag línea 488 nm; emisión: paso de banda (BP) 

505 a 525 nm. 

 EYFP: excitación, láser de Ag línea 514 nm; emisión: BP 525-535 nm 

 Alexa555/TagRFP: excitación, láser de He/Ne 543 nm; emisión: BP 560-620 nm. 

 Alexa647: excitación, láser de diodo 633 nm; emisión: BP 650-750 nm. 

Las imágenes fueron adquiridas utilizando el software provisto en el equipo y procesadas 

con la distribución FIJI (Schindelin et al., 2012) del software ImageJ (Wayne Rasband, 

National Institute of Health, USA. http://rsb.info.nih.gov/ij/) o MATLAB (MATLAB and 

Statistics Toolbox Release 2010a, The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, EE.UU.). 

 

 

6.4 Colocalización 

 

Para estudiar cuantitativamente la localización relativa de dos proteínas por 

microscopía confocal, fue necesario el desarrollo de métodos estadísticos que permitan 

correlacionar la posición e intensidad de la señal en una imagen con otra. El coeficiente 

de correlación de Pearson (r) mide la relación lineal entre dos variables cuantitativas 

independientes: 

 

  
                                    

                                       
 

 

Este coeficiente puede tomar valores entre 1 y -1. En el caso de una imagen de 

microscopia confocal, S1i y S2i corresponden al valor de un par de píxeles de dos canales 

(Bolte y Cordelieres, 2006; Manders et al., 1992; Zinchuk et al., 2007). 

Si bien dicho coeficiente da una noción de la correlación entre la señal de un canal 

y otro, no da información espacial de que región aporta positiva o negativamente a dicho 

valor. Para esto, se realizaron mapas de Pearson, los cuales muestran el aporte relativo 

de cada pixel al valor de dicho coeficiente. De esta manera, es posible determinar si los 

pixels colocalizantes corresponden a una estructura o región de la célula determinada.  
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El coeficiente de superposición de Manders (Manders et al., 1993) se define de 

forma similar a r, pero si restar el valor promedio: 

 

  
          

      
        

  

 

 

Este coeficiente toma valores entre 0 y 1. La principal ventaja de este coeficiente es 

no verse afectado por diferencias en las señales relativas, dadas por diferencias en la 

marcación, fotoblanqueo o parámetros de adquisición. 

Otros coeficientes usualmente utilizados para cuantificar el nivel de correlación 

entre píxeles de dos imágenes son los coeficientes M1 y M2 de Manders (Dunn et al., 

2011; Manders et al., 1993). M1 corresponde a la fracción de píxeles de la imagen 1 que 

colocalizan con la imagen 2, mientras M2 corresponde a la fracción de píxeles de la 

imagen 2 que colocalizan con la imagen 1: 

 

   
         

    
     

         

    
 

 

Para la cuantificación de colocalización y la generación de los mapas se utilizó el 

algoritmo GUI_Coloc 3.0, que trabaja sobre la plataforma MATLAB (MATLAB and 

Statistics Toolbox Release 2010a, The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, EE.UU.), 

desarrollado por Villalta y colaboradores (Villalta et al., 2011). 

 

 

6.5 Microscopía de reconstrucción óptica estocástica (STochastic Optical 

Reconstruction Microscopy, STORM) 

 

 La técnica de microscopía de superresolución denominada Microscopía de 

Reconstrucción Óptica Estocástica (del inglés STochastic Optical Reconstruction 

Microscopy, STORM) (Coltharp y Xiao, 2012; Schermelleh et al., 2010), o también 

denominada Ground State Depletion Microscopy (GSDM), se basa en una propiedad de 

algunos fluoróforos que, al absorber un fotón, un electrón pasa a un estado conocido 
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como singulete excitado. Este electrón puede tanto decaer por fluorescencia a su estado 

fundamental como sufrir una proceso denominado “cruzamiento entre sistemas”, para 

pasar a un estado de triplete excitado. Dichos electrones en el estado de triplete excitado 

poseen una vida media mucho más alta que los electrones en estado de singulete. 

Además, mientras la molécula posee un electrón en estado de triplete excitado, esta no 

puede volver a excitarse y fluorescer, lo que se denomina “estado oscuro” de la molécula. 

Al excitar la muestra con altas potencias de láser, se induce el pasaje al estado de triplete 

de la mayor parte de las moléculas fluorescentes del campo, siendo solo algunas capaces 

de fluorescer. Es así como durante la adquisición la muestra es excitada con altas 

potencias de láser tomándose sucesivas imágenes cada una con un número finito de 

moléculas individuales emitiendo de forma aleatoria. Además, se utiliza un láser 

denominado back pumping, que induce el decaimiento de los electrones del estado de 

triplete excitado al estado fundamental lo que permite regular de esta forma la cantidad de 

moléculas que emiten simultáneamente. Es posible calcular con gran precisión la posición 

de la molécula emisora en cada imagen y, así, reconstruir una imagen de superresolución 

al sumar el total de las imágenes adquiridas y procesadas (entre 10 y 15 mil imágenes en 

total). 

 Para esto se utilizó un microscopio Olympus IX71 con un objetivo de inmersión en 

aceite Olympus 60x / 1,42NA UPLAN SAPO. La muestra fue preparada en vidrios de 18 

mM y montadas en un soporte donde se colocó buffer de Imaging (50 mM Tris pH=8, 10 

mM NaCl, 10%m/v de glucosa, ~1 g/ml de Glucosa Oxidasa (Sigma) y ~0,5 g/ml de 

Catalasa (Sigma). La muestra marcada con Alexa647 se excitó con un láser de diodo de 

633 nm y un láser de back pumping de 405 nm. Se adquirieron 15000 imágenes con una 

cámara Andor DU-885-K-CS0-#VP mediante el software Andor IQ y se procesó con un 

software desarrollado por el grupo del Dr. Fernando Stefani (Barabas et al., sin publicar). 
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7. Ensayos de Pull-down 

 

7.1 Síntesis y purificación de ACPwtS 

 

 Una familia de enzimas procariontes denominada fosfopanteteinil transferasas 

(PPTasa) catalizan la reacción de transesterificación entre la coenzima A y una serina 

ubicada dentro de una secuencia consenso específica de proteínas transportadoras de 

acilos de Escherichia coli (ACP, del inglés Acyl Carrier Protein) (George et al., 2004). 

Cada fosfopanteteinil transferasa reconoce una secuencia específica denominada 

ACPtag. La Acil Carrier Protein wild type Synthase (ACPwtS) de E. coli reconoce una 

familia de secuencias peptídicas con alta especificidad y transfiere un residuo de acilo en 

la serina mas cercana al extremo C-terminal (Zhou et al., 2007). La adición de una 

secuencia que codifique para dicho péptido en una proteína eucarionte permite la unión 

de cualquier producto conjugado con coenzima A (CoA) (Figura 8-A). Esta técnica se ha 

utilizado previamente para la marcación y visualización de moléculas de membrana 

(George et al., 2004; Jacquier et al., 2006) y para la adición de moléculas reporteras 

durante la síntesis de antibióticos (La Clair et al., 2004). 

 Bacterias E. coli (araBADC- y araEFGH+) fueron transformadas por electroporación 

con el plásmido pBAD-ACPwtS (cedido por el Dr. Thomas. Jovin, Instituto Max Planck de 

Química Biofísica, Göttingen, Alemania), sembradas en LB-agar con ampicilina (0,1 

mg/ml) e incubadas a 37°C por una noche. Este plásmido posee la región codificante de 

la ACPwtS a la cual se le adicionó un tag de seis histidinas, lo que permite su purificación 

por resinas de afinidad con Ni2+, y que se encuentra bajo control de un promotor de 

expresión procarionte inducible por L-arabinosa. 

 Al día siguiente se picó una colonia en un tubo conteniendo 3ml de medio 2xYT (16 

g/l triptona, 10 g/l extracto de levadura, 5 g/l NaCl, pH=7) y se incubó a 37°C una noche. 

400l de dicho cultivo sirvieron de inóculo para 200ml de medio 2xYT con ampicilina (0,1 

mg/ml), el cual fue cultivado a 37°C y 200r.p.m. hasta alcanzar una densidad óptica a 600 

nm (OD600) de 0,8. En ese momento se estimuló la expresión del gen mediante el 

agregado de L-arabinosa a una concentración final de 0,1%m/v y se incubó a 30°C ON. 

 Al día siguiente, se centrifugaron las células durante 15 minutos a 5400 r.p.m. y 4 

ºC. El pellet fue resuspendido en 50ml de buffer de lisis (10 mM Imidazol, 250 mM NaCl, 
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50mM, NaH2PO4 e inhibidor de proteasas, pH=8, 10 ml por gramo de pellet) y se sonicó 

tres veces durante 15 segundos para lisar las bacterias. Se agregó 1% de Triton X-100, 

se incubó en hielo durante 15 minutos y se centrifugo a 9500r.p.m. a 4°C durante 30 

minutos. El sobrenadante recolectado de la centrifugación fue dividido en dos tubos 

Falcon de 50 ml e incubado con 2 ml de la resina Ni-NTA (QIAGEN) en hielo durante 1 

hora. La resina luego se colectó por centrifugación a 3500 r.p.m., se descarto el 

sobrenadante y el pellet fue transferido a un tubo eppendorf de 1,5 ml. A continuación, se 

procedió a lavar la resina 10 veces con 1 ml de buffer de lavado I (500 mM NaCl, 20 mM 

Imidazol y 50 mM NaH2PO4, pH=8) y subsecuentemente 5 veces con buffer de lavado II 

(100 mM NaCl, 20 mM imidazol, 50 mM NaH2PO4, pH=8), centrifugándose a 10000 r.p.m. 

cada vez. Finalmente, se eluyó la enzima de la resina realizando 10 lavados de 500 L 

con buffer de elución (100 mM NaCl, 400 mM imidazol y 20% glicerol, pH=8). Al eluato se 

le agregó dithiothreitol (DTT) a una concentración final de 1mM y se lo congeló en 

nitrógeno líquido, para luego almacenarse en freezer de -80°C. 

 Para la cuantificación, se tomaron 20 μL de cada fracción eluída y se corrió en un 

gel de SDS-PAGE al 10% con el objetivo de cuantificar la cantidad de proteína en la 

muestra, se sembraron patrones de BSA de 10, 1 y 0,1 g. El gel fue teñido con 

Coomasie Brillant Blue G-250 y se digitalizó utilizando un escáner CanoScan Lide 100 

(Canon) y se cuantificaron las bandas correspondientes a los eluatos por densitometría 

utilizando el programa ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA. 

http://rsb.info.nih.gov/ij/). La actividad de la enzima se analizó por microscopía de 

fluorescencia para lo que se utilizó como control positivo células CHO expresando de 

forma estable la construcción ACP-EGFR. Las celulas, plaqueadas en vidrios de 10mm, 

se marcaron con 1 M de biotina-CoA (sintetizado por J.Giudice (Giudice et al., 2013)) y 

10ng/L de ACPwtS en buffer Rab-Tyrode a 37°C durante 1 hora. 

 Para la detección del receptor biotinilado se utilizaron puntos cuánticos o Quantum 

dots (QD). Los QD son nanopartículas semiconductoras fluorescentes que tienen la 

característica de, a pesar de excitarse en el rango del UV, emiten en una banda discreta 

en el rango de luz visible, cuya longitud de onda es directamente dependiente del tamaño 

de dicha partícula (Barroso, 2011; Michalet et al., 2005). Estas partículas tienen la ventaja 

de ser sumamente brillantes, lo que facilita su detección en el microscopio de 

fluorescencia. La superficie de los QD puede ser químicamente modificada para darle 
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especificidad mediante la unión a un anticuerpo especifico para una determinada proteína 

de interés, o estreptavidina. 

 Las células marcadas con ACPwtS y biotina-CoA se lavaron 5 veces con buffer 

Rab-Tyrode y se marcaron con QD-estreptavidina 1nM durante 10 minutos. Las muestras 

se lavaron 5 veces con buffer Rab-Tyrode y se montaron en el mismo buffer para la 

adquisición de imágenes (Figura 8-B). 
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7.2 Ensayos de pull-down con ACP-ErbB2 

 

 Células COS-7 transfectadas en una placa de 60mM se lavaron con buffer Rab-

Tyrode y se marcaron con 1 M de biotina-CoA y 10 ng/L de ACPwtS en buffer Rab-

Tyrode a 37°C durante 2 horas. 

 La biotina, también llamada vitamina B7, vitamina H o coenzima R, es una pequeña 

molécula de 244,31 Da capaz de unirse muy fuertemente (aunque no de forma covalente) 

a la avidina6. La avidina es una proteína tetramérica que posee cuatro sitios de unión a 

biotina. La unión entre la biotina y la avidina es una de las uniones no covalentes más 

fuertes en la naturaleza, con una constante de disociación de 1015
 

M-1 (Diamandis y 

Christopoulos, 1991). Esta unión, de entre 3 y 6 órdenes de magnitud mayor que la unión 

antígeno-anticuerpo, es resistente a cambios en el pH, la fuerza iónica y la temperatura, 

haciéndola inalterable en condiciones de trabajo fisiológicas. La alta especificidad y 

estabilidad de esta unión resulta de gran utilidad al momento de desarrollar técnicas de 

aplicación biotecnológica. La utilización de biotina-CoA como sustrato para la ACPwtS 

permitirá generar un derivado biotinilado de ACP-ErbB2 lo cual genera, a su vez, un sitio 

de unión para una molécula de avidina. 

 Las células se lavaron 5 veces con buffer Rab-Tyrode, se lisaron con 500 L de 

buffer NP40 con inhibidor de proteasas en frío y dicho homogenato se centrifugó 5 

minutos a 12000 r.p.m.. Al sobrenadante se añadió 0,2 mg de streptavidina-sefarosa y se 

incubó toda la noche en agitación a 4°C. Al día siguiente, se centrifugó 5 minutos a 12000 

r.p.m., se retiro el sobrenadante y se agregó 1 ml de buffer. Se repitió el lavado cinco 

veces, se añadieron 20 L de buffer de muestra 2x y se corrió en un gel de acrilamida 

10%. 

 

 

 

 

                                                 
6 En este texto se hace referencia indiferentemente a "avidina" como "streptavidina". La diferencia 
subyace en que mientras la avidina es de origen eucarionte, extrayendose de huevos de aves, 
reptiles y anfibios, la streptavidina es producida por la bacteria Streptomyces Avidinii. Aunque 
existen leves diferencias entre una proteína y la otra, la afinidad por la biotina es del mismo orden 
de magnitud. 
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8. Bioinformática 

 

 Para el análisis de coexpresión de las proteínas estudiadas en este trabajo se 

utilizó la base de datos online CoexpressDB (coxpresdb.jp) (Kinoshita, 2009; Obayashi 

et al., 2008; Okamura et al., 2014). 

 

 

9. Ensayos de Viabilidad 

 

Con el objetivo de evaluar el efecto de Cucurbitacina I en las células MCF7, se 

plaquearon 105 células en placas de 96 pocillos (Greiner) y se mantuvieron en medio 

completo por 24 horas. Las células se incubaron con concentraciones crecientes de la 

droga durante 2, 12, 18 y 24 horas en 100 L de DMEM-F12. Posteriormente, se agregó 

100L de MTT 2mg/ml (Promega) y se incubó a 37°C durante 2 horas. El MTT (Bromuro 

de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolio) es una sal de formazan que es 

capaz de ser reducida por enzimas dependientes de NADH en la célula, produciendo un 

precipitado violeta (Levitz y Diamond, 1985). De esta forma, al ser la cantidad de 

precipitado dependiente de la concentración de NADH, es utilizado para evaluar la función 

mitocondrial (Gerlier y Thomasset, 1986). Luego de la incubación, se eliminó el 

sobrenadante y el reactivo precipitado se redisolvió con 200 L de DMSO y se midió la 

absorbancia a 570 nm, sustrayéndose la señal de background a 630 nm. 

Para estudiar el efecto de Cucurbitacin I en las líneas derivadas de glioma se 

realizaron curvas de toxicidad incubando 2x103 células (en 200 L de volumen final) en 

placas de 96 pocillos para quimioluminiscencia (Greiner) a diferentes concentraciones de 

la droga entre 1 y 6 días. Finalizado el tratamiento se determinó la cantidad de ATP por 

luminiscencia utilizando el kit CellTiter-Glo (Promega) y se midió la señal en un lector de 

placa. 

 Con el fin de determinar si esta droga induce muerte celular en dichas células, 

1080spIR fueron cultivadas en camaras LabTec de 8 pocillos en medio suplementado con 

5% de suero en presencia de Cucurbitacina I de 0, 1, 3 y 5 días. Las células apoptóticas 

fueron marcadas utilizando AnexinaV-Cy3 (Bossy-Wetzel y Green, 2000) mediante el kit 

Annexin V-Cy3 Apoptosis Detection (Abcam).  
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 De la misma forma, se repitió el procedimiento marcando las células con ioduro de 

propidio (Sigma) y diaceto-fluoresceina (Sigma) con el objetivo de estudiar la 

permeabilidad de la membrana. Células 1080spIR fueron cultivadas en medio 

suplementado con 5% de suero en presencia de Cucurbitacina I de 0, 1, 3 y 5 días. Las 

células se marcaron con 500 nM de Ioduro de propidio y 5 g/ml de diaceto-fluoresceina 

durante 10 minutos. Posteriormente, se lavaron por quintuplicado con buffer Rab-Tyrode y 

se analizaron por microscopía de fluorescencia. 

 

 

10. Ensayo de Ciclo Celular 

  

 Para estudiar las poblaciones de células en diferentes estadios del ciclo celular se 

cuantificó el contenido de ADN por citometría de flujo utilizando la sonda Hoechst 33342 

(Arndt-Jovin y Jovin, 1977), 106 células se incubaron con la 100 nm de Cucurbitacina I 

durante 0, 1, 2 y 3 días. Las células se incubaron con Tripsina durante 5 minutos a 37°C, 

se disgregaron los esferoides con una pipeta automática de 200 L y se fijaron con PFA 

4% durante 5 minutos. Se agregó Tris pH=7,4 hasta una concentración final de 10 mM 

para evitar el agregado de las células entre sí. Estas se centrifugaron 1 minuto a 12000 

r.p.m. y se resuspendieron en 1ml de PBS 0,5% BSA. Para la tinción del ADN se agregó 

Hoechst 33342 a concentración final de 10 M. Dado que esta sonda solo brilla al 

intercalarse en el ADN, no fue necesario el lavado posterior a la marcación. Las muestras 

se analizaron en un citómetro de flujo Aria II (BD) excitando con un láser de 405nm. 

 

 

11. Análisis de Datos 

  

   Los experimentos se realizaron cómo mínimo por triplicado en forma 

independiente. Los resultados se expresan como las medias con sus respectivos errores 

estándar de la media (ESM). Los datos se analizaron utilizando el software GraphPad 

Prism versión 5 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA, 

www.graphpad.com). Las diferencias entre las mismas son analizadas estadísticamente 
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empleando el test “t” de Student, en el caso de diferencias entre dos grupos, o un ANOVA 

y test Tukey para experimentos con más de dos grupos experimentales. 
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Capítulo 1:  

 

Caracterización de Distintos 

Modelos de Células Tumorales para 

el Estudio Funcional de la Adhesión 

Celular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 

Objetivo general 
 

 Caracterizar diferentes líneas celulares como modelos de estudio. 

 

 

Objetivos específicos 

 

 Caracterizar las células tumorales mamarias MCF7, SKBR3 y T47D 

analizando los niveles de expresión de: 

 - Receptores de la familia de ErbB: ErbB2. 

 - Moléculas de adhesión a matriz extracelular: integrinas y DDR1. 

 

 Diseñar y poner a punto estrategias para la sobrexpresión de proteínas 

de fusión de ErbB2 y 1-integrina. 

 

 Estudiar la morfología, el comportamiento adhesivo y la expresión de 

integrinas en células madre tumorales de glioblastoma. 

 

 

1. Modelos Celulares en el Estudio del Cáncer 

  

 Desde hace más de un siglo los científicos han cultivado células de mamífero in vitro. 

El trabajo con células aisladas permite estudiar la fisiología celular manteniendo el 

contexto genético propio de una célula de mamífero (lo que no es posible lograr 

estudiando eucariotas unicelulares). Además, a diferencia del trabajo con animales de 

laboratorio, el uso de células en cultivo permite realizar experimentos con alto control de 

las variables ambientales, a un (relativo) bajo costo y tiempos cortos.  

 El primer cultivo de tejidos fue realizado por Wilhelm Roux (Alemania, 1850-1924) en 

1885 al remover la placa neural de un embrión de pollo y mantenerla en una solución 
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salina durante días. Muchos investigadores lograron cultivar células o tejidos en cultivo 

durante un determinado período de tiempo, pero recién aproximadamente 50 años más 

tarde, en 1943, Wilton Earle (EE.UU., 1901-1980) logró obtener la primera línea celular 

inmortalizada a partir de tejido subcutáneo de ratón (Earle et al., 1943). 

 En 1951, George Otto Gey (EE.UU., 1899-1970), en la escuela de medicina de la 

universidad Johns Hopkins, EEUU, logró por primera vez obtener una línea celular 

humana. Dichas células se aislaron de una biopsia de adenocarcioma cérvico-uterino 

proveniente de una paciente afroamericana, Henrietta Lacks (EE.UU., 1920-1951), de 

quién derivó el nombre de la línea: HeLa. Esta línea celular ha sido ampliamente utilizada 

y permitió desde estudiar procesos fisiológicos celulares hasta desarrollar la vacuna 

contra la poliomelitis (Masters, 2002; Skloot, 2010). A partir de la segunda mitad del siglo 

XX se han obtenido numerosas líneas celulares a partir de diferentes tejidos, tanto 

normales como tumorales. Las líneas celulares tumorales son una herramienta poderosa 

en el estudio del cáncer. Su uso permitió caracterizar el efecto de la desregulación en la 

expresión génica y la mutación de proteínas involucradas en vías de señalización así 

como el estudio de moléculas con potencial efecto antitumoral (Ferreira et al., 2013; 

Gazdar et al., 2010).  

 

 

1.1 Células MCF7 

 

 Numerosas líneas celulares han sido desarrolladas para estudiar el cáncer de mama. 

Una de las primeras y más utilizadas es la denominada MCF7, acrónimo para “Michigan 

Cancer Foundation”-7, Instituto en la ciudad de Detroit, EE.UU., donde fue aislada (Soule 

et al., 1973). Esta línea fue obtenida en 1973 de una paciente de 69 años diagnosticada 

con un adenocarcinoma maligno con efusión pleural. Las células muestran características 

típicas de las células epiteliales mamarias tales como procesar estrógeno a través de 

receptores específicos en el citoplasma. Asimismo, a diferencia de la línea epitelial 

mamaria normal MCF10a que forma estructuras pseudo-acinares al ser cultivadas en 

matrices tridimensionales (como matrigel), las MCF7 forman masas densas de células 

mostrando que la polarización típica de las células epiteliales no se encuentra conservada 

(Kenny et al., 2007). 
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1.2 Células T47D 

  

 Otra línea tumoral mamaria comúnmente utilizada es la denominada T47D. Esta línea 

fue aislada por Iafa Keydar (Romania, 1923) a partir de la efusión pleural de una mujer de 

54 años con un carcinoma ductal invasivo (Keydar et al., 1979). Las células tienden a 

crecer formando cúmulos gracias a la que tienen fuertes uniones célula-célula. Además, al 

igual que las MCF7, son ER y PR positivas, expresando niveles bajos para ErbB2 

 

 

1.3 Células SKBR3 

 

 Otra línea comúnmente utilizada es la SKBR3. Esta línea, también denominada 

AU565, fue aislada en el Memorial Sloan–Kettering Cancer Center, EE.UU., en el año 

1970. Las células SKBR3 derivan de la efusión pleural de una paciente de 43 años tratada 

con radiación, esteroides, citoxano y 5-fluorouracilo (Trempe, 1976). Esta línea posee una 

morfología epitelial al ser cultivada en monocapa y desarrolla estructuras desorganizadas 

en cultivos tridimensionales (Kenny et al., 2007). Además, tienen la particularidad de 

sobrexpresar el producto del gen HER2/c-erb-2 (ErbB2) y ser sensibles al tratamiento con 

el anticuerpo bloqueante humanizado Trastuzumab (Tseng et al., 2006), así como otros 

tratamientos dirigidos a dicho receptor y sus vías de señalización. 

 

 

1.4 Estudio de la expresión de ErbB2 en líneas tumorales mamarias 

 

 Como se discutió en la sección 5.3 de la introducción, ErbB2 es un receptor tirosina-

quinasa que se encuentra desregulado en numerosos procesos tumorales. 

Particularmente, este receptor cumple un papel crucial en la evolución del cáncer de 

mama, tanto que la sola sobrexpresión de ErbB2, pero no de otros proto-oncogenes, es 

capaz de inducir la transformación de un cultivo de células epiteliales mamarias normales 

(Leung y Brugge, 2012). Dada la relevancia de dicho receptor en esta patología, su 

dinámica de activación, regulación e interactómica han sido objeto de estudio durante los 

últimos 20 años. 
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 Con el fin de estudiar la dinámica de activación de ErbB2 en células epiteliales 

mamarias, fue necesario caracterizar la expresión de dicho receptor. Tanto las líneas 

tumorales mamarias MCF7 como T47D expresan niveles muy bajos de ErbB2 (Figura 9), 

los cuales son prácticamente indetectables por Western blot. En contraposición, las 

células SKBR3 tienen altos niveles de expresión de ErbB2. Como control se utilizaron 

células HeLa que sobreexpresan de forma estable la proteína de fusión ErbB2-mYFP 

(Figura 9).  

  Por su parte, los niveles de expresión de ErbB3 son similares en las líneas MCF7 y 

SKBR3 (Figuras 10 y 11). Sin embargo, dada su baja actividad tirosina quinasa, ErbB3 

necesita interactuar con otros miembros de su familia, en particular ErbB2, para activarse 

luego de la unión de su ligando HRG (Sliwkowski et al., 1994). De esta forma, el bloqueo 

del domino quinasa de todos los miembros de la familia de ErbB (1, 2 y 4) con la droga 

CI1033 en células MCF7 bloquea completamente la fosforilación de ErbB3 y Akt (Figura 

10-B). Además, cuando se bloquea selectivamente la interacción con ErbB2 utilizando el 

anticuerpo monoclonal 2C4 (Jackson, 2004) se observa el mismo efecto (Figura 10-C), lo 

que demuestra que, si bien los niveles de 

ErbB2 son bajos (no detectables por 

Western blot, Figura 9) en la línea celular 

MCF7, este receptor se expresa en bajas 

cantidades y es fundamental para la 

señalización por HRG a través de ErbB3.  

  Se ha descripto que la amplificación 

de ErbB2 induce la activación constitutiva 

de dicho receptor, lo que lleva aparejada 

la fosforilación de EGFR y la consecuente 

activación de las vías de señalización 

aguas abajo (Worthylake et al., 1999). 

Dicha activación constitutiva es la 

responsable del efecto transformarte de la 

sobrexpresión de ErbB2 (Leung y Brugge, 

2012). La línea SKBR3, al expresar 

grandes cantidades de ErbB2, muestra ni- 
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veles de fosforilación de ErbB3 y Akt constitutivos que no se ven afectados por la 

estimulación con HRG. En contraste, la fosforilación de ErbB3 y Akt inducida por HRG en 

la línea MCF7 muestra un comportamiento del tipo dosis-respuesta (Figura 11) lo que 

permite analizar las dinámicas de activación y regulación de dicha vía en esta línea 

celular.  

 El estudio de receptores de membrana por microscopia de fluorescencia requiere de 

su marcación con una sonda fluorescente, ya sea utilizando anticuerpos primarios o 

secundarios marcados (por inmunofluorescencia indirecta), marcación química de un 

ligando o la generación de una proteína de fusión con VFP. Dados los bajos niveles de 

expresión de ErbB2 en células MCF7 y la ausencia de ligando para este receptor no es 

posible marcarlo utilizando anticuerpos o ligandos unidos a sondas fluorescentes. Por lo 

tanto, para estudiar la localización de ErbB2 en la membrana de células MCF7, se decidió 

transfectar estas células con la construcción ErbB2-TagRFP. Se estudió la correcta 

expresión de dicha proteína de fusión en la membrana de células MCF7 marcando in vivo 

las células transfectadas con el anticuerpo monoclonal humanizado Trastuzumab unido al 

fluoróforo Alexa488. Dado que el anticuerpo no es permeable a la membrana plasmática, 
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la sonda Trastuzumab-Alexa488 solo marcará el receptor que se encuentra expuesto al 

espacio extracelular el cual fue correctamente procesado y dirigido a la membrana. 

Además, tanto la señal dada por TagRFP (fusionada a ErbB2) como la sonda 

Trastuzumab-Alexa488 colocalizan con la señal dada por la inmunofluorescencia indirecta 

utilizando el anticuerpo monoclonal contra la región intracelular de ErbB2 OP15 

(Millipopre) (Figura 12). Dada la correcta expresión y procesamiento de la proteína de 

fusión ErbB2-TagRFP, se utilizó dicha construcción para el estudio de ErbB2 en MCF7 

por microscopía de fluorescencia. 

 

 

1.5 Expresión de moléculas de adhesión en líneas tumorales mamarias 

 

 Las células epiteliales necesitan anclarse a un sustrato para poder sobrevivir. Dichas 

células, al perder adhesión, entran en un programa de muerte celular programada 
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denominado anoikis (Frisch y Francis, 1994a). Se ha planteado que la pérdida de 

adhesión a la membrana basal (principalmente, laminina-111 secretada por las células 

mioepiteliales) es una señal proapoptótica en las células epiteliales mamarias durante el 

proceso de remodelación de la glándula luego de la lactancia (Watson, 2006; Inman, 

Robertson, Mott, & Bissell, 2015).  

 Las integrinas son la principal familia de proteínas de adhesión. Son éstas las 

encargadas de anclar la célula a la MEC, servir de puente entre el sustrato y el 

citoesqueleto transmitiendo fuerzas mecánicas entre uno y otro, y detectar el tipo de 

proteínas de MEC presentes y su estructura. Las células MCF7 expresan 1 (Figura 9), 

5 y V-integrina, mostrando bajos niveles de la subunidad 3-integrina la cual también 

forma receptores para fibronectina como 1-integrina (Taherian et al., 2011). Asimismo, 

las células SKBR3 expresan niveles inferiores de 1-integrina comparados con MCF7 

(Figura 9) y en ambos casos son capaces de responder al tratamiento con anticuerpos 

bloqueantes para dicha proteína (Park et al., 2006). Esto permite utilizarlas como modelos 

de estudio para la interacción entre receptores de adhesión, particularmente 1-integrina, 

y ErbB2. Asimismo, las tres líneas tumorales mamarias: MCF7, SKBR3 y T47D expresan 

el receptor tirosina-quinasa para colágeno DDR1. Llamatívamente, la línea celular A4-

HeLa expresa niveles muy altos de dicho receptor mientras que en la línea parental dicha 

proteína no puede detectarse. No es posible determinar si esto es una característica 

propia de este clon en particular o es un producto de la sobreexpresión de ErbB2. 

 

 

1.6 Estrategias para la sobrexpresión de 1-integrina 

 

 Como se discutió previamente, 1-integrina es esencial para el desarrollo de 

numerosos tejidos, entre ellos, la glándula mamaria (Nisticò et al., 2014). Como estrategia 

para estudiar la localización y dinámicas de acoplamiento a otras proteínas, se desarrolló 

una proteína de fusión a ECFP. A diferencia de lo que ocurre con 3-integrina-EGFP 

(González Wusener et al., 2015), al transfectar células A4-HeLa con la construcción 1-

integrina-ECFP, esta no se localiza en complejos de adhesión focal inclusive al cultivarlas 

sobre una superficie recubierta con laminina. Por el contrario, se observa una intensa 

señal citoplasmática (Figura 13-A). Esto probablemente se deba a que 1-integrina 
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(Figura 9) requiere de un complejo procesamiento, glicosilación y heterodimerización con 

una subunidad  para ser funcional. Si bien estas células expresan dicha subunidad de 

forma endógena, el desajuste estequeométrico dado por la sobrexpresión de esta quimera 

saturaría el sistema de procesamiento quedando atascada en el retículo endoplásmico o 

el aparato de Golgi. 

 Con el objetivo de estimular la formación de proteína heterodimérica funcional que 

sea capaz de ser procesada y translocada a la membrana, se cotransfectaron dichas 

células con la construcción 1-integrina-ECFP junto con 6-integrina (cuyo dímero es un 

receptor para laminina). Fue posible observar células formando estructuras en la 

membrana, lo que supone que la proteína de fusión se habría procesado correctamente 

(Figura 13-B). A pesar de eso, solo células con baja señal para ECFP mostraban dichas 

características, siendo muy poco reproducible este resultado. 

 Existe poca evidencia en la literatura acerca del uso de proteínas de fusión a 1-

integrina. Los mejores resultados se han obtenido utilizando células que KO para esta 

proteína (Parsons et al., 2008), lo que apoya la hipótesis de que sería la subunidad 

endógena la que estaría compitiendo con la de fusión por la maquinaria de procesamiento 

y el acoplamiento a subunidades . De esta forma, se diseñó una estrategia novedosa: se 

subclonó la secuencia codificante para 1-integrina-ECFP en un vector que posee un 

shRNA dirigido a la región 3'UTR del ARN mensajero de 1-integrina murina (Naipauer 

et al., 2013) (Figura 13-C). Así, al ser transfectada en células de ratón permite disminuir la 

cantidad de subunidad endógena al mismo tiempo que se expresa la de fusión. Esta 

estrategia fue sumamente eficaz, mostrando a 1-integrina-ECFP en dominios discretos 

de membrana (Figura 13-D) y por ende, será la utilizada en los experimentos expuestos 

en el Capitulo 3. 

 

 

2. Células Madre Tumorales 

 

 El concepto de “células madre” fue propuesto por primera vez en los trabajos de Till 

y McCulloch en 1961, demostrando la capacidad tanto de autoreplicación como de 

diferenciación de ciertas poblaciones celulares que daban lugar a precursores 

hematopoyéticos en la médula osea (Till & McCulloch, 1961). Una célula madre se carac- 
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teriza por la capacidad de división ilimitada, tanto para autorenovarse como para 

diferenciarse y mantener estable el número de poblaciones celulares que de esta deriven. 

El mismo concepto fue extrapolado al proceso de desarrollo tumoral. Las células 

madre tumorales son las encargadas de alimentar la población de células que forman el 

tumor, con capacidad de autorenovación. A diferencia de una célula madre “normal”, una 

célula madre tumoral posee la capacidad de generar tumores de-novo por multiplicación 

clonal (Clarke et al., 2006; Kreso y Dick, 2014). De esta forma, si una célula madre 

tumoral pudiera escapar de su nicho, viajar por el torrente sanguíneo (o linfático) y fijarse 

en un nuevo tejido podría desarrollar un tumor en un ambiente completamente diferente 

(Soltysova et al., 2005). Las células madre tumorales juegan un papel central en el 

proceso de metástasis y el estudio de cómo el microambiente tumoral (entre ellos, la 

MEC) afecta su comportamiento es de sumo interés y tiene gran aplicabilidad en el campo 

terapéutico (Tang et al., 2007). 

 

 

2.1 Células madre tumorales mamarias 

 

 El cáncer de mama es una enfermedad altamente heterogénea que abarca 

subtipos de cánceres distintos, cada uno generado por la transformación de células 

basales, luminales o epiteliales, lo que genera un amplio espectro de enfermedades que 

pueden desarrollarse a partir de este complejo órgano (Sørlie et al., 2006; Guedj et al., 

2012). Dado esto, no es sorprendente encontrar heterogeneidad en los patrones de 

expresión de células madre provenientes de diferentes subtipos de tumores. 

 Se ha descripto un tipo de células madre tumorales mamarias derivadas de células 

basales. Estas están caracterizadas por un patrón de expresión de los marcadores de 

membrana CD447 alto y CD248 bajo, además de bajos niveles de expresión de ErbB2 

(Mimeault, & Batra, 2014). Asimismo, es posible identificar dos subtipos de células 

                                                 
7 CD44: glicoproteína de membrana expresada en numerosos tipos celulares como célula T, 
linfocitos B, timocitos medulaers, granulocitos, macrófagos y eritrocitos, entre otros. La relación 
entre la expresión de este marcador y CD24 es un indicador de células madre tumorales 
mamarias (de Beça et al., 2013). 
8 CD24: proteína de adhesión celular que cumple funciones en el proceso de metástasis. La 
relación entre la expresión de este marcador y CD44 es un indicador de células madre tumorales 
mamarias (de Beça et al., 2013). 
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madres tumorales mamarias basales CD44alto/CD24bajo: basal B, con morfología 

mesenquimal, y basal A, con morfología tanto epitelial como mesenquimal (Jordan et al., 

2006). De esta forma, tanto células con morfología epitelial como mesenquimal pueden 

tener patrones de expresión característicos de células madre tumorales y estar 

involucradas en procesos de metástasis y resistencia a terapias. 

 

 

2.2 Células madre tumorales en el sistema nervioso 

 

 En el año 2003, Singh y colaboradores utilizando técnicas para obtener células 

madre neuronales normales, lograron aislar células pluripotenciales a partir de tumores 

cerebrales de pacientes pediátricos. Estas células representaban un porcentaje bajo del 

número total de células del tumor y expresaban el marcador de membrana CD1339 (Singh 

et al., 2003). Asimismo, pueden diferenciarse in vitro a células con la misma morfología 

que las células del tumor (Soltysova et al., 2005). Dichas células al ser cultivadas en 

superficies no adherentes dan lugar a estructuras macizas denominadas neuroesferas. 

Las células creciendo en este estado mantienen el compartimiento de células madre, se 

dividen ilimitadamente y, al ser separadas en células individuales, pueden generar nuevas 

estructuras (Jordan et al., 2006). 

 

 

2.3 Caracterización de las líneas de células madre de glioblastoma 

 

 El grupo de la Dra. Ella Kim, del hospital Mainz en Alemania, ha aislado una serie 

de líneas celulares a partir de biopsias de tumores de pacientes con glioblastoma. Dichas 

células son altamente indiferenciadas y muestran características típicas de una célula 

madre tumoral como la expresión de CD133 (Barrantes-Freer et al., 2013, 2015). A partir 

de estas células (denominadas parentales o spp) se generaron tumores en el cerebro de 

ratones nude. Posteriormente, los ratones fueron sometidos a sesiones de radioterapia y 

nuevas líneas celulares madre cancerígenas fueron aisladas a partir de dichos tumores 

                                                 
9CD133: prominina-1, antígeno de células madre hematopoyéticas. La expresión de este 
marcador está relacionada al fenotipo de célula madre tumoral (Li, 2013). 
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(líneas ahora denominadas spIR). Se dispuso de tres pares de líneas celulares (tres 

parentales y sus respectivas líneas seleccionadas por radiación): 10, 1051 y 1080. 

 Estas células tumorales madre fueron mantenidas en botellas de baja adherencia 

formando estructuras de neuroesferas (Figura 14-A). Sin embargo, al cultivarlas en medio 

suplementado con 5% de SFB, dichas células se adhieren rápidamente (Figura 14-B), en 

particular la línea 10 la cual genera proyecciones 30 minutos luego de plaquearlas. A 

pesar de su capacidad invasiva y resistencia al tratamiento con radiación, no se 

observaron diferencias morfológicas entre las líneas 

parentales y las seleccionadas por radiación.  

 Dado que estas células son adherentes 

únicamente bajo determinadas condiciones, se 

realizaron Dot blots con el objetivo de estudiar la 

expresión de diferentes integrinas en estas células. Se 

observó que la línea 1080spIR expresa V, 3 y 5-

integrina. Por su parte, 10spIR expresa 1, 3-integrina 

y bajos niveles de 5-integrina, mientras que 1051spIR 

solo expresa niveles bajos de 5-integrina. También se 

estudió la expresión de 4, 5, 6 y 4-integrina, cuyos 

resultados fueron negativos (Figura 15).  

 Si bien este tipo de células tiene capacidad 

ilimitada de reproducirse, su tasa de duplicación es baja, 

con ciclos entre 2 y 7 días. Las líneas, 1080spp y 

1080spIR muestran mayor velocidad de crecimiento, 

con una tasa de replicación de aproximadamente 48 

horas. Si bien dicha línea celular expresa integrinas en 

su membrana, es capaz de proliferar en suspensión sin 

señales de la MEC, lo que las diferencia de otras líneas 

celulares tumorales como MCF7. Tomando esto en 

consideración, y dada la baja tasa de proliferación del 

resto de las líneas y su alto costo de cultivo, se utilizó la 

línea 1080spIR para el estudio del efecto diferencial de 

drogas quimioterapéuticas sobre células tumorales no 
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adherentes y células tumorales 

dependientes de la adhesión, como 

MCF7, que se desarrolla en el siguiente 

capítulo. 

 

 

3. Conclusiones 

 

 En este capítulo se han relevado 

las características de origen, 

morfológicas y bioquímicas más 

importantes de tres modelos de líneas 

celulares tumorales con distinto grado 

de dependencia de anclaje a la MEC e 

interacción con la misma, las cuales se 

utilizaron durante el desarrollo de la 

presente tesis. Tanto la línea celular 

MCF7 como SKBR3 son líneas tumorales derivadas de tejido epitelial, las cuales 

conservan ciertas características, como la expresión de moléculas de adhesión (entre 

otras, 1-integrina) y dependen de la interacción con el sustrato para sobrevivir y 

proliferar. 

 Por otro lado, las células madre tumorales derivadas de glioblastoma, si bien 

expresan moléculas de adhesión, tienen la capacidad de proliferar en suspensión 

formando esferoides. Esto permitirá estudiar cómo el efecto del sustrato y la capacidad 

adhesiva son capaces de condicionar la respuesta celular tanto a factores de crecimiento 

como al tratamiento con agentes quimioterapéuticos. 
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Capítulo 2: 

 

Efecto de la Adhesión Celular sobre 

la Respuesta al Tratamiento con la 

Droga Quimoterapéutica 

Cucurbitacina I 
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Objetivo General 

 

 Estudiar como la interacción con el sustrato afecta la toxicidad celular 

de Cucurbitacina I 

 

 

Objetivos Específicos 

 

 Estudiar el efecto de Cucurbitacina I sobre células tumorales mamarias 

de la línea MCF7 

 

 Evaluar la toxicidad de Cucurbitacina I en células madre tumorales de 

glioblastoma no adherentes  

 

 

1. Introducción 

 

1.1 Terapéutica del cáncer 

 

 El cáncer es una enfermedad heterogénea. Dos tumores, aún del mismo subtipo, si 

bien tienen características similares poseen diferencias devenidas de las mutaciones 

azarosas acumuladas durante su desarrollo. Asimismo, el tumor se ve sometido a un 

proceso microevolutivo inducido por las presiones selectivas dadas por las condiciones 

del tumor como la disponibilidad de oxígeno, naturaleza de la matriz, pH, etc. y las 

terapias aplicadas, modificando así su fenotipo a lo largo del tiempo. 

 Al provenir de células somáticas que sufrieron un proceso de transformación, las 

células tumorales comparten características con las células normales de los tejidos 

originales. Esto plantea un desafío al momento de encarar una terapia antitumoral, ya que 

es sumamente dificultoso encontrar un tratamiento que actúe diferencialmente sobre 

células tumorales sin afectar a las células de los tejidos normales. 
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 La primera aproximación terapéutica fue la extracción quirúrgica del tumor en el 

año 1846 realizada por Theodor Bilroth (Prusia, 1829-1894), William Sampson Handley 

(Inglaterra, 1872-1962) y William Halsted (EE.UU., 1852-1922) incursionaron en la 

extirpación quirúrgica de tumores y ganglios linfáticos adyacentes. Años más tarde, 

James Paget (Inglaterra, 1814-1899) reportó que células tumorales podían migrar, 

colonizar nuevos tejidos y desarrollar nuevos tumores, proceso conocido como metástasis 

(Sudhakar, 2009). 

 A finales del siglo XIX se comenzó a utilizar la radioterapia como método 

alternativo para el tratamiento de tumores. Esta terapia se basa en utilizar radiación 

ionizante para dañar el material genético de las células y así eliminar el tejido tumoral. Si 

bien esta terapia carece de especificidad es efectiva en casos donde el tejido a eliminar 

se encuentra circunscripto y, en combinación con otros tratamientos como la 

quimioterapia, ha dado buenos resultados particularmente en tumores difícilmente 

operables como gliomas. 

 Otras estrategias terapéuticas han sido desarrolladas a lo largo de los años. En 

tumores capaces de responder a hormonas, como son los de mama y próstata, 

inhibidores de aromatasas, antagonistas hormonales (como el tamoxifeno) y moléculas 

que interfieren con el metabolismo de las hormonas esteroides han sido utilizadas con 

fines terapéuticos. Asimismo, varias estrategias terapéuticas fueron desarrolladas a partir 

del estudio de la desregulación de las vías de señalización aguas abajo de receptores 

hormonales y factores de crecimiento. Inhibidores específicos de quinasas, entre otros, 

son utilizados actualmente para el tratamiento de tumores especialmente aquellos con 

sobrexpresión de receptores para factores de crecimiento, como el EGFR, donde drogas 

como Gefitinib en combinación con otros tratamientos han dado resultados positivos en el 

tratamiento de esta enfermedad (Armour y Watkins, 2010; Levitzki y Klein, 2010; Politi 

et al., 2015). 

 Durante la década de los '90 y gracias al desarrollo de anticuerpos monoclonales e 

ingeniería genética, nuevas estrategias terapéuticas fueron diseñadas con el fin de 

mejorar la especificidad de la terapia y disminuir los efectos colaterales de la misma. 

Anticuerpos monoclonales humanizados como Trastuzumab (comercializada por Roche 

como Herceptina) (Rossi et al., 2016; Slamon et al., 2001) o Pertuzumab (versión 

humanizada del anticuerpo 2C4) (Barthélémy et al., 2014; Jhaveri y Esteva, 2014) han 
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sido revolucionarios en el tratamiento de tumores mamarios altamente agresivos que 

sobrexpresan el receptor ErbB2. Asimismo, la producción de proteínas recombinantes 

permitió la utilización de interferón, interleuquinas y citoquinas para modular la respuesta 

inmune (Sudhakar, 2009). 

 El uso de anticuerpos ha permitido aumentar la especificidad del blanco 

terapéutico. Actualmente, el principal foco de la investigación en farmacología oncológica 

se basa en encontrar estrategias que permitan una terapia dirigida, aumentando la 

toxicidad sobre las células tumorales y evitando la citotoxicidad sobre tejidos sanos, 

principal causante de los efectos colaterales y, por ende, del detrimento en la calidad de 

vida de los pacientes oncológicos durante el tratamiento. 

 

 

1.2 Quimioterapia 

 

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

(Silesia, actualmente Polonia, 1854-1915) a principio del siglo XX definiéndolo como “el 

uso de agentes químicos para tratar una enfermedad”. Si bien es un término de uso 

general, en oncología este hace referencia al uso de moléculas sintéticas en el 

tratamiento de un tumor. 

 Uno de los primeros agentes quimioterapéuticos utilizados en oncología fue el Gas 

Mostaza, utilizado previamente como arma química en la primera guerra mundial. Se 

observó que la fuga accidental de pequeñas cantidades de Gas Mostaza indujo depresión 

en la médula ósea y los ganglios linfáticos de aquellas personas que se vieron afectadas. 

En 1943 Alfred Gilman (EE.UU., 1908-1984) y Louis Goodman (EE.UU., 1906-2000), de la 

universidad de Yale, en colaboración con Gustaf Lindskog (EE.UU., 1903-2002) realizaron 

los primeros ensayos. Administrando uno de estos compuestos a pacientes con linfoma 

no-Hodgkin lograron remisión parcial de la enfermedad (Gilman, 1946). Aunque los 

primeros resultados fueron prometedores, la remisión resultó ser incompleta y dicha 

terapia cayó en desuso prontamente.  

 A partir de esos primeros descubrimientos y hasta la actualidad, grandes avances 

se han hecho en la quimioterapéutica. Por ejemplo, en los años '60 el uso de antibióticos 

y transfusión de plaquetas permitió aumentar la sobrevida de pacientes con linfoma 
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tratados con drogas que, al inducir muerte celular en la médula ósea generaban 

problemas de coagulación e inmunodeficiencias que comprometían la salud del paciente. 

Asimismo, a partir de los años 70' se expandió el uso de agentes químicos en el 

tratamiento del cáncer. No solamente se utilizaron como terapia principal, sino también 

como “adyuvantes” de otras terapias, como la cirugía o la radioterapia. De esta forma, se 

consiguió disminuir las probabilidades de que tanto células que no hayan sido 

quirúrgicamente removidas como aquellas que se encontraban en el torrente sanguíneo o 

linfático generen un tumor de novo. De la misma forma, se ha demostrado que la terapia 

con anticuerpos monoclonales, en auge a partir de mediados de los años '90, es más 

eficiente con el uso conjunto de una o varias drogas (DeVita y Chu, 2008).  

 Ya desde los años '70 y hasta estos días, el mayor desafío que se plantea en el 

desarrollo y aplicación de agentes quimioterapéuticos es lograr un efecto citotóxico 

altamente eficiente en las células tumorales sin comprometer la viabilidad y el 

funcionamiento de los tejidos sanos. Esta búsqueda de especificidad dio lugar al 

desarrollo de fármacos que bloquean vías de señalización que se encuentran 

constitutivamente activas en células tumorales, como Gefitinib, un inhibidor específico de 

la actividad tirosina-quinasa de EGFR. Es en este contexto donde el diseño inteligente de 

fármacos y la medicina personalizada podrán dar grandes avances terapéuticos para 

mejorar tanto la especificidad de las drogas como la elección de moléculas blanco según 

las características del tumor y del paciente en particular. 

 

 

1.3 Cucurbitacina I 

 

 Desde tiempos remotos existen registros del uso de plantas para el tratamiento de 

diferentes enfermedades: plantas medicinales con propiedades analgésicas, 

antiinflamatorias, antipiréticas, antimicrobiales o, inclusive, antitumorales. Hace más de 50 

años se han aislado una familia de compuestos triterpenoides tetracíclicos de plantas 

pertenecientes a la familia Cucurbitaceae, las cuales fueron utilizadas tradicionalmente 

por sus efectos antiinflamatorios y antitumorales (Geissman, 1963). Ya desde los años 

'60, estos compuestos fueron caracterizados como agentes con capacidad antitumoral 

tanto in vivo como in vitro (Lee et al., 2010; Rios et al., 2012). 
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 La familia de las cucurbitacinas está formada por 17 miembros (nombrados por 

letras sucesivas del abecedario desde la “A” a la “T”) y numerosos derivados (Chen et al., 

2005). Éstas moléculas han captado la atención de investigadores durante las últimas dos 

décadas dada su capacidad de funcionar como inhibidores específicos de las vías de 

STAT3 (del inglés Signal Transducers and Activators of Transcription 3) y Jak2 (del inglés 

JAnus Kinase 2), con distintas especificidades (Sun et al., 2005). Cucurbitacina I (Figura 

16-A) mostró ser un potente inhibidor de la fosforilación de STAT3 y Jak2. Este 

compuesto inhibe dichas vías con efectos citotóxicos en diferentes líneas celulares 

derivadas de tumores, tanto in vitro como en modelos de xenoinjertos (Hsu et al., 2011). 

Si bien no se conoce el blanco molecular de dicha droga, se ha descripto que 

Cucurbitacina I induce la despolimerización del citoesqueleto de actina de forma similar a 

la observada con el tratamiento con citocalasina B. Además, ejerce un efecto 

antiinflamatorio mediante la inactivación de la ciclooxigenasa-2 (Chen et al., 2012). 

Asimismo, se ha demostrado que Cucurbitacina I inhibe la vía de Rac, disminuyendo la 

motilidad celular al alterar el balance de activación entre las GTPasas pequeñas Rac1 y 

RhoA en células MCF7 (Lopez-Haber y Kazanietz, 2013).  

 Varios estudios mostraron que la inhibición de las vías Jak2/STAT3 induce muerte 

en células madre tumorales. El tratamiento con Cucurbitacina I a concentraciones 

menores a 200nM inhibe la proliferación, induce la expresión de marcadores de 

diferenciación y sensibiliza a células de meduloblastoma CD133 positivas a la radioterapia 

(Chang et al., 2012). El mismo efecto se observó en células CD133 positivas derivadas de 

cáncer de pulmón no microcítico (de células no pequeñas) (Hsu et al., 2011).  

 Otro miembro de esta familia de compuestos, Cucurbitacina B, mostró un efecto 

inhibitorio de la vía ErbB2 - integrina-6. Esta droga es capaz de inhibir la proliferación in 

vitro de células de las líneas MDA-MB-231, SKBR3, y MCF7 así como reducir del tamaño 

de tumores generados a partir de la línea celular MDA-MB-231 en ratones nude (Gupta y 

Srivastava, 2014). Asimismo, se observó que a las 72hs de tratamiento se ven 

disminuidos los niveles de fosforilación de EGFR, Src, p130CAS e ILK1 en todas las 

líneas anteriormente mencionadas. Dado que Cucurbitacina I muestra un efecto altamente 

citotóxico en células tumorales, independientemente de la expresión de marcadores de 

células madre tumorales (como CD133), y que compuestos de la misma familia son 

capaces de inhibir la fosforilación de moléculas aguas abajo de las vías de adhesión 
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(como p130CAS e ILK1), se propone que la interacción con la MEC y la dependencia de 

ésta para la supervivencia celular condicionará el efecto de esta droga sobre la célula 

tumoral. Para comprobar esto se propone utilizar dos modelos celulares: MCF7, célula 

tumoral adherente; y la línea de célula madre tumoral de glioblastoma 1080spIR, que es 

independiente de las vías de adhesión para proliferar, con el fin de estudiar como la 

interacción con el sustrato afecta la toxicidad celular de Cucurbitacina I. 

 

 

2. Cucurbitacina I y su Efecto sobre Células Tumorales Adherentes 

 

2.1 Las células tumorales mamarias MCF7 son sensibles al tratamiento con 

Cucurbitacina I 

 

 Con el fin de estudiar la toxicidad de Cucurbitacina I en células MCF7, éstas fueron 

tratadas con concentraciones entre 5 y 250nM de la droga durante 2 a 24 horas. La 

viabilidad se midió utilizando el reactivo MTT (Riss et al., 2015), que se reduce 

enzimáticamente consumiendo NADH. Es posible observar que, a concentraciones 

mayores a 100nM, la viabilidad celular disminuye a partir de las 12 horas (Figura 16-B). 

Se observó también que a partir de las 12 horas un porcentaje creciente de células han 

perdido su morfología epitelial. Asimismo, a partir de las 48 horas, las células se 

encontraban mayoritariamente en suspensión. Esto puede deberse tanto al potente efecto 

citotóxico, que induce muerte celular de forma rápida, o porque dicha droga induzca 

pérdida de la adhesión en esta línea celular, siendo esta la consecuencia de la 

disminución en la viabilidad celular que induce dicha droga. 

 

 

2.2 Cucurbitacina I induce el desacoplamiento de los complejos de adhesión focal 

 

 Con el fin de estudiar si dicha droga afecta el acoplamiento de los complejos de 

adhesión focal, se trataron células MCF7 con 100nM de Cucurbitacina I durante 1 hora. 

Las células se fijaron y se tiñó el núcleo con DAPI, el citoesqueleto de actina con 

Faloidina-Rodamina 6G y 3-tubulina y zyxina (como marcador de los focos de adhesión) 
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con anticuerpos específicos. 

 Es posible observar un dramático cambio morfológico en las células tratadas con 

Cucurbitacina I. Las células MCF7 pierden su morfología epitelial característica tomando 

forma redondeada o ahusada con largas prolongaciones (Figura 17). Además, se observa 

una pérdida del patrón radial de los microtúbulos y una disgregación del citoesqueleto de 

actina, donde la -actina en vez de formar fibras se encuentra agregada en el citoplasma. 

Asimismo, es posible observar que, mientras en las células control zyxina se encuentra 

formando estructuras conspicuas correspondientes a los complejos de adhesión focal, el 

tratamiento con 100nM de Cucurbitacina I durante una hora es capaz de desensamblar 
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totalmente dichas estructuras.  

 Como se comentó anteriormente, Cucurbitacina I es capaz de inhibir la activación 

de Rac1 modificando la relación Rac1/RhoA activo en la célula (Lopez-Haber y Kazanietz, 

2013). La activación de las vías de Rac1 y RhoA cumple la función de regular la dinámica 

del citoesqueleto de actina así como la adhesión celular a través de la fosforilación y 

reclutamiento de proteínas de los complejos de adhesión focal y la activación inside-out 

de integrinas (Fukata et al., 1999; Katoh et al., 2011). Las señales dadas por la adhesión 

a la MEC son necesarias para la supervivencia, proliferación y/o funcionalidad de muchos 

tipos celulares, en especial las células epiteliales. La disrupción de la adhesión celular 

trae como consecuencia la muerte celular programada por un proceso conocido como 

anoikis (Frisch y Francis, 1994b; Gilmore, 2005). De esta forma, Cucurbitacina I podría 

inducir un proceso citotoxico dada la disrupción de la adhesión celular causada por la 

desregulación de las vías de Rac1 y RhoA a través de un proceso de muerte celular por 

un mecanismo de anoikis. 
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3. Efecto de Cucurbitacina I sobre Esferoides de Células Madre 

Tumorales de Glioblastoma 

 

3.1 Las células 1080spIR son sensibles a Cucurbitacina I a tiempos de incubación 

mayores que las células MCF7 

 

 Con el objetivo de estudiar si Cucurbitacina I tiene un efecto diferencial sobre las 

líneas de células madre tumorales de glioblastoma y si a su vez, la selección por radiación 

confiere o no resistencia a dicha droga, se utilizaron células en suspensión para realizar 

curvas de toxicidad incubando 2x103 células a concentraciones entre 5 y 250nM de 

Cucurbitacina l durante 48 horas. Con el objetivo de tener mayor sensibilidad, la viabilidad 

se midió utilizando el kit CellTiter-Glo, el cual determina la concentración de ATP por 

luminiscencia (Riss et al., 2015). No se observaron diferencias en la respuesta a 

Cucurbitacina I entre las líneas parentales (1051spp y 1080spp) y las seleccionadas por 

radiación (1051spIR y 1080spIR) (Figura 18-A). Dada su tasa de proliferación más alta, 

con tiempos de duplicación de aproximadamente 48 horas, se utilizó la línea 1080spIR 

para estudiar el efecto de esta droga sobre células madre tumorales no adherentes. 

Teniendo en cuenta que muchas drogas quimioterapéuticas requieren del pasaje a través 

de fase S del ciclo celular y que éstas células poseen tiempos de duplicación largos, se 

decidió estudiar el efecto de Cucurbitacina I a tiempos de incubación más prolongados. 

Para esto se repitió el experimento de proliferación utilizando células 1080spIR en 

suspensión e incubándolas durante 1 a 6 días con dicha droga (Figura 18-B).  

 La viabilidad de las células 1080spIR varía en función de la duración del 

tratamiento. Mientras que a las 24 horas de incubación no se observan diferencias con las 

células control, se requieren 4 días de tratamiento para alcanzar una disminución 

significativa de la viabilidad comparable con la observada en células MCF7 luego de 24 

horas de incubación. Dado que éstas células son capaces de crecer en suspensión, no 

dependen de las señales de adhesión que, como se ha descripto, se disrumpen por el 

tratamiento con Cucurbitacina I. De esta forma, el tratamiento con esta droga tendría un 

efecto citotóxico diferente en células en suspensión ya que induce la muerte celular a 

tiempos mas largos, lo que sugiere la participación de otras vías. 

 



92 

 

 

 

 

 

 



93 

3.2 Cucurbitacina I induce arresto del ciclo celular en células madre tumorales no 

adherentes 

 

 Si bien estas células al ser cultivadas en botellas de baja adherencia con medios 

específicos pueden crecer en suspensión formando esferoides, cuando se cultivan en 

botellas convencionales con 5% de SFB las células se adhieren al sustrato. Éstas células 

son capaces de proliferar en suspensión, son independientes de las señales de adhesión 

y por lo tanto aún estando adheridas no muestran un comportamiento diferencial. De esta 

forma, se propuso estudiar si la disminución en la viabilidad observada se correlaciona 

con la inducción de procesos citotoxicos midiendo cambios en la estructura de la 

membrana por marcación con anexinaV y su integridad por tinción con ioduro de propidio 

y diaceto-fluoresceina. Células 1080spIR fueron incubadas durante 1 a 5 días en 

presencia de 100nM de Cucurbitacina I. Estas células se cultivaron en placas LabTec de 8 

pocillos con medio suplementado con 5% de SFB para inducir su adhesión, dado que el 

estar adheridas facilita la marcación de las muestras. 

 Con el objetivo de evaluar si existe una correlación entre la disminución de la 

viabilidad y la integridad de la membrana, se tiñeron las células con diaceto-fluoresceína e 

ioduro de propidio. La diaceto-fluoresceína es permeable a la célula, pero al ingresar es 

desacetilada, formando una especie cargada que permanece dentro de la célula a 

excepción que la integridad de la membrana se vea comprometida. Por otro lado, el 

ioduro de propidio es un agente intercalante de ácidos nucleícos impermeable a la 

membrana, de forma que solo es capaz de unirse al ADN o a estructuras secundarias de 

ARN de células con poros en sus membranas. De esta forma, las células vivas serán 

marcadas con fluoresceína (verde) y aquellas inviables, cuya membrana este 

comprometida, será marcada con ioduro de propidio (rojo) (Ross et al., 1989). Se puede 

observar que tanto en las células adheridas e incubadas durante 1 a 5 días como en las 

células control la membrana no se ve comprometida ya que presentan intensa señal para 

fluoresceína (Figura 19). Asimismo, pueden observarse algunas células marcadas con 

ioduro de propidio solo luego de 5 días de incubación, lo que es coherente con los 

resultados de los experimentos de viabilidad anteriormente descriptos. 

Complementariamente, se tiñeron células adheridas con anexinaV acoplada a Cy3. De la 

misma forma, solo fue posible detectar células positivas a partir de los 3 días de 
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tratamiento (Figura 20). A diferencia de lo observado en células MCF7, la adhesión al 

sustrato no se ve alterada por el tratamiento con Cucurbitacina I (Figura 19 y 20), por 

ende la disminución en la viabilidad no se produciría por un mecanismo de anoikis. Estos 

resultados sugieren que la disminución en la viabilidad no es una consecuencia directa 

sobre la muerte celular sino debido a un efecto sobre la proliferación celular.  

 Ha sido descripto que otros miembros de esta familia de drogas tienen capacidad 

de desregular el ciclo celular. Cucurbitacina E es capaz de arrestar el ciclo celular en fase 

G2/M, tanto en células tumorales mamarias triple negativas como en cultivos primarios de 
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células de cáncer colorectal (Hsu et al., 2014; Kong et al., 2014), y Cucurbitacina B induce 

el mismo efecto en células K562 de leucemia (Chung et al., 2015; Guo et al., 2014). Con 

el objetivo de estudiar el efecto del tratamiento con Cucurbitacina I sobre el ciclo celular 

en células madre tumorales de glioblastoma, se trataron células 1080spIR en suspensión 

con 100nM de Cucurbitacina I, se disgregaron las neuroesferas y se marcaron in vivo con 

Hoechst 33342. Esta molécula es permeable a la membrana pero solo fluoresce al 

intercalarse en el ADN (Arndt-Jovin y Jovin, 1977). Como la eficiencia cuántica de la 

forma soluble es practicamente nula y no es capaz de unirse a estructuras secundarias de 

ARN, es una sonda ampliamente utilizada para la tinción nuclear in vivo. Así, se observó 

que a partir de las 48 horas comienza un aumento en la población de células en fase 

G2/M, respecto al control (Figura 21). Asimismo, a partir de las 72 horas, se observa que 

aumenta la población sub-G1. Esto es coherente con lo observado con en las tinciones 

con ioduro de propidio y anexinaV, donde los eventos de muerte celular se detectaban a 

partir de las 72 horas. Este efecto es posterior a los cambios morfológicos observados en 

el citoesqueleto de tubulina, los cuales son evidentes a partir de las 24 horas de 

incubación (Figura 22). Dado que la Cucurbitacina I modifica la dinámica del citoesqueleto 

de tubulina y este es necesario para la migración de los cromosomas durante la mitosis, 

es posible que sea ésta la causa del aumento en la población G2/M observada por 

citometría de flujo. Se observa una banda sub-G1 en las células control lo cual puede 

deberse a que, al formar grandes esferoides, las células del centro no poseen el 

abastecimiento de oxígeno y nutrientes óptimo promoviendo así su muerte celular.  

 De esta forma, es posible concluir que a diferencia de lo que ocurre con células 

adherentes como el caso de las células MCF7, las células madre tumorales no 

adherentes mueren por un mecanismo diferente al de anoikis al no depender de la 

adhesión. Probablemente este efecto se deba a eventos desencadenados a partir del 

bloqueo de otras vías de señalización o de la aneuploidía generada por el efecto sobre el 

citoesqueleto de tubulina y el arresto del ciclo celular.  
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4. Conclusiones 

 

 Una innumerable cantidad de compuestos extraídos de plantas han sido utilizados 

con fines terapéuticos a lo largo de la historia. Uno de ellos en particular, Cucurbitacina I, 

ha sido objeto de estudio durante la última década dada su actividad como inhibidor de la 

vía de supervivencia y proliferación celular Jak2/STAT3 y su efecto citotóxico en células 

tumorales (Villarino et al., 2014). Si bien no se conoce el mecanismo por el cual 

Cucurbitacina I induce muerte celular, se propone que no sería por mecanismos de 

apoptosis (Ishdorj et al., 2011). Los resultados presentados en este capítulo muestran que 

dicha droga podría tener un efecto diferencial según el tipo de célula y su estadio de 

diferenciación. En células tumorales altamente dependientes de adhesión, como el 

carcinoma nasofaringeo, se ha probado que Cucurbitacina I disminuye la capacidad 

invasiva y sensibiliza a dichas células a la muerte por anoikis (Lui et al., 2009). En 

concordancia con dichos resultados, en este trabajo se ha demostrado que en células 

tumorales mamarias Cucurbitacina I tiene un rápido y sensible efecto sobre la adhesión 

celular, disrumpiendo con la dinámica del citoesqueleto de actina, desensamblando los 
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complejos de adhesión focal e induciendo la pérdida de adhesión al sustrato, lo que 

conlleva a una disminución rápida de la viabilidad celular (Figuras 16-B y 17).  

 En contraposición, el tratamiento de células madre tumorales de glioblastoma no 

adherentes con Cucurbitacina I indujo una disminución en la viabilidad celular con 

dinámicas mucho más lentas (Figura 18-B). Este efecto no se correlaciona con la 

identificación de células muertas (Figura 19 y 20) pero si con un incremento en la 

población en fase G2/M en función del tiempo de incubación (Figura 21). El mismo efecto 

citotóxico ha sido descripto en otros modelos celulares, tanto con Cucurbitacina I como 

con otros miembros de la misma familia de compuestos (Guo et al., 2014; Hsu et al., 

2014; Kong et al., 2014). Esto permite concluir que, si bien Cucurbitacina I posee un 

marcado efecto farmacológico sobre la vía Jak2/STAT3, el efecto citotóxico varía según el 

tipo y contexto celular estudiado. 

 Estos experimentos ponen de manifiesto que si bien una molécula puede inhibir 

farmacológicamente una vía, su efecto a nivel células puede variar. Aquí se muestra como 

la dependencia con la matriz extracelular condiciona la respuesta al agente 

quimiterapéutico Cucurbitacina I. Esta droga bloquea las mismas vías de señalización 

pero induce muerte celular con mecanismos y dinámicas sumamente diferentes según las 

características de las líneas celulares estudiadas. En particular, la dependencia de las 

células con la interacción a la matriz extracelular mostró ser crítica en este proceso. 

 Numerosos experimentos han demostrado la eficiencia de este tratamiento sobre 

tumores xenotransplantados (Gupta y Srivastava, 2014; Hsu et al., 2011; Iwanski et al., 

2010; Lui et al., 2009; Tseng et al., 2012). Esta familia de drogas se perfila como un 

potencial agente químico de aplicación clínica la cual, en combinación con otras terapias 

clásicas como radiación o cirugía, podría resultar en nuevas alternativas terapéuticas 

especialmente en tumores altamente invasivos. Dado el amplio rango de efectos 

citotóxicos que posee Cucurbitacina I, especialmente el efecto diferencial sobre células 

adherentes y aquellas capaces de crecer sin interacción con la matriz extracelular, resulta 

necesario estudiar in vivo el efecto del tratamiento sobre tejidos. Por ejemplo, sobre 

epitelios cuya pérdida de adhesión compromete su funcionalidad lo que acarrearía efectos 

secundarios no deseados en la clínica. 
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Objetivo General 

 

 Caracterizar la interacción entre ErbB2 y 1-integrina. 

 

Objetivos Específicos 

 

  Estudiar la coexistencia de ErbB2 y 1-integrina en regiones definidas 

de la membrana en células tumorales mamarias. 

 

  Determinar la dependencia de dicha heteroasociación con los niveles de 

expresión y activación de los receptores de adhesión. 

 

 

1. Introducción 

 

1.1 Interacción entre receptores de la familia de EGFR y moléculas de los complejos 

de adhesión focal 

 

 Las células están constantemente recibiendo señales de su entorno tanto químicas 

como físicas, tales como el tipo y densidad del sustrato, radiaciones, temperatura y pH, 

entre muchas otras. La capacidad de responder a mensajeros químicos sintetizados y 

liberados por otras células (ya sea de forma endócrina o parácrina) y la capacidad de 

integración de dichas señales son imprescindibles para definir el destino celular: 

proliferación, diferenciación, senescencia o muerte celular. Alteraciones en dichas 

señales, o su capacidad de detectarlas e integrarlas, puede conllevar a perturbaciones en 

el desarrollo de tejidos u órganos, condiciones fisiopatológicas o neoplasias. 

 Se ha descripto que no sólo los factores de tipo soluble, sino la composición y 

densidad de la MEC per se es capaz de determinar el destino celular (Park et al., 2011; 

Rowlands et al., 2008; Witkowska-Zimny et al., 2012). Las estructuras encargadas de 

sensar el tipo y densidad de la MEC son los complejos de adhesión focal. Estas 
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estructuras son, además, unidades de integración de señales por excelencia. Son 

complejos supramacromoleculares dinámicos compuestos por moléculas de adhesión 

(por ejemplo, integrinas), adaptadoras, proteínas regulatorias del citoesqueleto, quinasas, 

fosfatasas y receptores, los cuales integran señales tanto mecánicas como de factores de 

crecimiento y hormonas (Romer et al., 2006; Schiller y Fässler, 2013). 

 Se ha descripto que, en cultivos primarios de miocitos de rata, el tratamiento con 

HRG induce fosforilación de Src y FAK dependiente de ErbB2 y su interacción con 

p130CAS lo que regula la formación de los complejos de adhesión focal (Kuramochi et al., 

2006). Sin embargo, aunque Akt y ERK también se fosforilan por estimulación con HRG, 

en este modelo celular dicha fosforilación no se ve afectada por el bloqueo de ErbB2 con 

anticuerpos específicos, lo que sugiere que otro receptor, probablemente ErbB4, este 

involucrado en dicha activación. 

 En células MCF10a10 que sobreexpresan ErbB2 se demostró que la estimulación 

con TGF- induce la fosforilación de EGFR, Src y FAK, lo que también promueve la 

interacción de ErbB2 con 6, 1 y 4-integrina vía FAK, a través de un mecanismo 

indirecto de activación de ErbB2 por EGFR (Wang et al., 2009). Se ha reportado que la 

transformación de células NIH/3T3 por sobreexpresión de ErbB2 necesita de la 

coexpresión de p130CAS para inducir un fenotipo tumoral (Cabodi et al., 2006, 2010a). 

Estas proteínas, además, podrían formar parte de un complejo macromolecular con FAK y 

Src como ha sido descripto en otros modelos celulares. 

 Creciente evidencia sugiere la existencia de un control dinámico entre los 

componentes de las vías de señalización de EGF, HRG y adhesión, donde la dinámica del 

citoesqueleto, la adhesión y activación de vías de señalización aguas abajo de los 

receptores tirosina-quinasa se ven interregulados (Alexi et al., 2011; Cabodi et al., 2010b; 

Ivaska y Heino, 2011; Kim et al., 2011b; de Laurentiis et al., 2007; Pickup et al., 2014; 

Soung et al., 2010). Dicha interrelación permitiría integrar todas las señales, para alcanzar 

una regulación minuciosa de los procesos de diferenciación, proliferación o invasividad. 

 

 

                                                 
10 MCF10a: línea celular no tumorigénica epitelial mamaria humana adherente. Son células 
adherentes y polarizadas que expresan marcadores de células epiteliales mamarias normales 
como el antígeno de glóbulos de grasa de la leche. Son, además, capaces de diferenciarse y 
formar estructuras pseudoacinares en cultivos tridimensionales (Pauley et al., 1993). 
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1.2 Interacción entre ErbB2 e integrinas en células tumorales 

 

 Como se comentó anteriormente, la integración de señales es necesaria para la 

regulación de la fisiología celular. Aunque la interacción funcional entre receptores de 

adhesión y factores de crecimiento ha sido extensamente estudiada, las bases 

estructurales de dicha interacción siguen siendo una incógnita. Esto ocurre principalmente 

dada la complejidad del sistema de estudio y la gran variabilidad existente entre los 

modelos celulares utilizados. Ivaska y Heino proponen que la interacción entre receptores 

de MEC y de factores de crecimiento puede darse a diferentes niveles (Ivaska y Heino, 

2011):  

 Mediante la activación o regulación la misma vía de señalización. 

 A través del rearreglo de complejos macromoleculares en la membrana dada por la 

adhesión celular, lo que altera la distribución e interacción de receptores de membrana 

y afectando así sus dinámicas de activación. 

 Por medio de la activación cruzada de receptores de factores de crecimiento e 

integrinas de forma ligando-independiente. 

 Mediante la activación y/o inducción de la expresión moléculas de adhesión por 

factores de crecimiento, de la misma manera que la activación de integrinas puede 

estimular la expresión de receptores para factores de crecimiento. 

 4 y 1-integrina (formando dímeros con 6-integrina) son los principales receptores 

de laminina-111 en la célula epitelial mamaria. Esta proteína de MEC es producida por las 

células mioepiteliales y resulta esencial para el desarrollo y funcionamiento de la glándula 

mamaria (Humphries et al., 2006; Inman et al., 2015; Nisticò et al., 2014) y es uno de los 

principales componentes de la lámina basal en dicho tejido. Se ha descripto que la 

activación de 4-integrina induce resistencia a apoptosis y aumenta la capacidad invasiva 

de células tumorales mamarias (Bon et al., 2006; Weaver et al., 2002). Además, se ha 

postulado que la expresión y activación de 4-integrina promueve la fosforilación de Akt a 

través del aumento en la expresión de ErbB3 (Folgiero et al., 2008) cuya activación, como 

ha sido demostrado en el capítulo 1 (Figura 10), requiere de la participación de ErbB2.  

 Se ha descripto además la interacción de 4-integrina con ErbB2 por 

coinmunoprecipitación en numerosas líneas celulares con alta expresión de ErbB2. 

Inclusive ambas proteínas pueden interactuar in vitro cuando se obtienen a partir de 
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fracciones de membrana (Falcioni et al., 1997). Además, se ha determinado que 4-

integrina interactúa físicamente con ErbB2 en células epiteliales mamarias, y que la 

formación de dichos complejos aumenta la actividad de los factores de transcripción 

STAT3 y c-Jun, lo que disrumpe la unión epitelial, favorece la pérdida de polaridad e 

induce un fenotipo invasivo tanto in vivo como ex vivo (Guo et al., 2006).  

 Resultados similares a los mencionados anteriormente se han obtenido al estudiar la 

interacción entre ErbB2 y 1-integrina (Falcioni et al., 1997). Por ejemplo, 6, 1 y 4-

integrina coinmunoprecipitan con ErbB2 en células MCF10a que sobreexpresan dicho 

receptor al ser estimuladas con TGF- (Wang et al., 2009). Si bien no se ha observado 

correlación directa entre la expresión de ErbB2 y 1-integrina (Shimizu et al., 2002), 1-

integrina juega un papel crucial en el proceso de metástasis en células tumorales 

mamarias ErbB2 positivas, donde células que no expresan dicho receptor de adhesión 

generan tumores más pequeños, menos vascularizados y con menor capacidad de 

producir metástasis en pulmón (Huck et al., 2010). Ha sido propuesto también que la 

interacción entre ErbB2 y 1-integrina participa en la resistencia de células tumorales 

mamarias ErbB2 positivas al tratamiento con Trastuzumab. Se mostró que, en células 

SKBR3 o MCF7 sobreexpresando establemente la proteína ErbB2, la sobrexpresión de 

1-integrina incrementa los niveles de fosforilación de Akt y ERK1/2 además de disminuir 

su sensibilidad al tratamiento con Trastuzumab (Lesniak et al., 2009). 

 Se ha descripto además que ErbB2 y 1-integrina pueden interactuar físicamente 

en células en suspensión. Es posible detectar interacción directa en células JIMT-111 y 

NCI-N8712 al medir FRET entre estos receptores por citometría de flujo mediante el uso 

de anticuerpos primarios marcados (Mocanu et al., 2005). Dicha interacción en 

suspensión no es detectable en células SKBR3 o MKN-713, aún teniendo en consideración 

que todas estas líneas celulares expresan altos niveles de ErbB2 y/o 1-integrina. 

Contradictoriamente, en células MKN-7 adheridas a un sustrato, se detectó transferencia 
                                                 
11 JIMT-1: línea tumoral mamaria con alta expresión de ErbB2 (1,12.105 receptores por célula) y 

1-integrina (2,46.106 receptores por célula), resistente al tratamiento con Trastuzumab (Mocanu 
et al., 2005; Tanner et al., 2004). 
12 NCI-N87: línea de adenocarcinoma gástrico con alta expresión de ErbB2 (1,20.106 receptores 

por célula) y 1-integrina (1,22.105 receptores por célula), sensible a Trastuzumab (Mocanu et al., 
2005; Park et al., 1990). 
13 MKN-7: línea de adenocarcinoma gástrico con alta expresión de ErbB2 (5,00.105 receptores por 

célula) y 1-integrina (5,66.105 receptores por célula), resistente a Trastuzumab (Mocanu et al., 
2005; Motoyama et al., 1986). 
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de energía sólo en la membrana basal lo que sugiere que el rearreglo de la membrana 

durante la adhesión modificaría estos complejos a la vez que induce la interacción entre 

estos receptores. Además, no es posible observar en estas células focos de adhesión 

bien diferenciados, sino que la señal se observa distribuida en toda la membrana celular 

(Fazekas et al., 2008). Asimismo, independientemente de la heteroasociación física 

directa entre receptores, todos ellos muestran altos niveles de colocalización con balsas 

lipídicas o lipid rafts, lo que sugiere que estas estructuras funcionarían como plataformas 

donde se integra la información de dichos receptores (Mocanu et al., 2005). 

 Los lipid rafts son dominios lipídicos ricos en colesterol que se encuentran más 

densamente empaquetados, por lo cual se comportan como “balsas” (rafts, en inglés) que 

“flotan” en la bicapa fosfolipídica más desordenada y fluida de las membranas celulares 

(Brown y London, 1998; Rietveld y Simons, 1998). Esta arquitectura no homogénea 

permite generar una compartimentalización de la membrana con diferentes dominios 

lipídicos que funcionan como plataformas donde convergen proteínas, lípidos y otras 

moléculas con funciones específicas como la endocitosis o la señalización (Lingwood y 

Simons, 2010; Simons y Toomre, 2000). Estas estructuras están reguladas, entre otras 

cosas, por la adhesión celular mediada por integrinas (Guan, 2004; Del Pozo, 2004), y 

sirven de plataforma de señalización a la vez que regulan la asociación entre receptores 

de la familia de EGFR, como ErbB2 (Nagy et al., 2002).  

 Como se ha mencionado anteriormente, ErbB2 cumple un papel crucial tanto 

durante el desarrollo como en el proceso de tumorigénesis de la glándula mamaria, con lo 

que el presente estudio se enfocará en la interacción de dicho receptor con la MEC y sus 

receptores. Si bien no está clara la naturaleza de la interacción entre ErbB2 y 1-integrina, 

la expresión de este receptor de MEC es un factor de mala prognosis en tumores 

mamarios ErbB2 positivos en pacientes tratados con Trastuzumab (Lesniak et al., 2008, 

2009). Teniendo esto en cuenta, se propone estudiar la interacción entre ErbB2 y 1-

integrina, así como su regulación por los niveles de expresión y activación de dichos 

receptores. 
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2. ErbB2 y 1-integrina no Colocalizan en Complejos de Adhesión Focal 

Maduros 

 

2.1 ErbB2 y 1-integrina colocalizan sólo en células con alta expresión de estas 

proteínas 

  

 Con el objetivo de estudiar la dependencia de los niveles de expresión en la 

coexistencia de ErbB2 y 1-integrina en los mismos dominios de membrana, se utilizaron 

tres modelos celulares: MCF7, que expresa bajos niveles de ambos receptores; SKBR3, 

que expresa altos niveles de ErbB2 pero bajos de 1-integrina; y la línea A4-HeLa, células 

HeLa que expresan niveles muy altos de ambas proteínas y expresan de forma estable la 

construcción ErbB2-mYFP (Capítulo 1, Figura 9). Todas estas líneas celulares se 

sembraron en vidrios recubiertos con fibronectina con el objetivo activar a 1-integrina y 

estimular la formación de complejos de adhesión focal. 

 Como se comentó en el capítulo 1, dado los bajos niveles de ErbB2 que expresan 

las células MCF7, para los estudios de microscopía de fluorescencia se transfectaron las 

células con un plásmido para expresar la proteína de fusión ErbB2-TagRFP. Para 

determinar la localización de ErbB2 endógeno en células SKBR3, este receptor se marcó 

con Trastuzumab-Alexa488. Asimismo, en todos los casos, para la marcación de 1-

integrina se realizó inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo MAB1981 

(Millipore) y un anticuerpo secundario acoplado al fluoróforo Alexa647. 

 Tanto en células MCF7 como SKBR3, 1-integrina se observa en complejos de 

adhesión focal (Figura 23). En el caso de las células A4-HeLa, si bien se observan focos 

de adhesión, la señal para 1-integrina es detectada principalmente en la membrana 

plasmática. Asimismo, ErbB2 se observa en agrupamientos o clusters en la membrana, 

pero solo se puede detectar colocalización en células A4-HeLa donde los niveles de 

ambas proteínas son mucho más altos que en MCF7 o SKBR3 (Figura 23). Además, la 

colocalización de estas proteínas se observa en dominios de membrana fuera de los 

complejos de adhesión focal maduros. 
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2.2 ErbB2 y 1-integrina colocalizan cuando ambas proteínas se encuentran 

sobreexpresadas 

 

 Para estudiar si la colocalización entre los receptores en estudio es una 

particularidad de la línea celular A4-HeLa, se cotransfectaron células HC11 con los 

plásmidos ErbB2-mYFP, 6-integrina y 1-integrina-ECFP-shRNA. Como se discutió en el 

Capitulo 1 (Sección 1.6), al expresar únicamente la proteína 1-integrina-ECFP esta 

queda retenida en el sistema de membranas interno (retículo endoplásmico o aparato de 

Golgi), probablemente al saturarse los sistemas de glicosilación y la capacidad de 

heterodimerizar (Parsons et al., 2008). Al disminuir los niveles de 1-integrina endógenos 
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y coexpresar una subunidad  con la cual puede dimerizar, la proteína es correctamente 

procesada y traslocada a la membrana externa. Dado que el shRNA esta dirigido al 3'UTR 

murino, se utilizó la línea epitelial mamaria de ratón HC11. Al igual que lo observado en la 

línea celular A4-HeLa, las células HC11 que sobreexpresan las proteínas de fusión 

ErbB2-mYFP y 1-integrina-ECFP muestran un alto nivel de colocalización en clusters de 

membrana (Figura 24-A).  

 Como se mostró anteriormente, ErbB2 forma espontáneamente clusters en la 

membrana cuyo tamaño varía en función de los niveles de expresión y del grado de 

activación del receptor (Nagy et al., 2010; Szabó et al., 2008). Para estudiar la morfología 

de estos clusters de receptores en mayor detalle, se utilizó una técnica de microscopía de 

superresolución denominada Stochastic Optical Reconstruction Microscopy (STORM), o 

también denominada Ground State Depletion Microscopy (GSDM) (Coltharp y Xiao, 2012; 

Schermelleh et al., 2010).  

 Para generar las imágenes de STORM se realizaron inmunofluorescencias indirectas 

utilizando el anticuerpo anti-ErbB2 OP15 (Millipore), cuyo epítope se encuentra en la 

región citoplasmática de ErbB2, junto a un anticuerpo secundario acoplado a un fluoróforo 

Alexa647. Se puede observar en dichas imágenes que cada cluster está formado por un 

número variable de moléculas de receptor. Aunque no es posible observarlos por 

microscopía de fluorescencia convencional, esta técnica también permite detectar 

receptores en forma monomérica fuera de dichos complejos (Figura 25, flechas blancas). 

En contraposición, no es posible determinar si existen diferencias en el número de 

receptores (o tamaño) en los clusters dependiendo del sustrato donde se encuentre la 

célula ya que, como fue descripto anteriormente, el estado de agregación del receptor es 

altamente dependiente de los niveles de expresión (Nagy et al., 2010; Szabó et al., 2008) 

y este es, a su vez, variable inclusive dentro de una misma línea celular (con diferencias 

de entre el 10 y el 20% en células SKBR3). 

 De esta forma, es posible concluir que en células adheridas a fibronectina, 1-

integrina se encuentra acoplada a los complejos de adhesión focal. En el caso de células 

con baja expresión de 1-integrina (como MCF7 o SKBR3), no es posible observar 

colocalización con ErbB2, mientras que en células donde 1-integrina tiene alta expresión 

(A4-HeLa, Figura 23) o se encuentra sobrexpresada de forma exógena, ambos receptores 

se encuentran colocalizando (Figura 24-B). De esta forma, la heteroasoción entre ErbB2 y 
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1-integrina solo podría ocurrir en gran escala cuando los niveles de expresión son altos. 

Sin embargo, no es posible descartar que haya moléculas de ErbB2 que se encuentren en 

los complejos de adhesión focal sin poder ser detectados por esta técnica, ya que existen 

receptores (como monómeros o en otro estado de agregación) fuera de los grandes 

clusters. 

 

 

2.3 La coexistencia de ErbB2 y 1-integrina es regulada por el acoplamiento de los 

complejos de adhesión focal 

 

 Como se mostró anteriormente, los clusters de ErbB2 no colocalizan con los focos 

de adhesión. Sin embargo, en modelos de alta expresión tanto de ErbB2 como 1-

integrina, el número de receptores fuera de los clusters puede aumentar saturando el 

sistema y forzando así la coexistencia de los receptores fuera de los complejos de 

adhesión focal. Dado que muchos estudios han determinado la coexistencia y/o 

interacción entre ErbB2 y 1-integrina por citometría de flujo, donde las células no 

interactúan con el sustrato y las integrinas están desactivadas, se repitió la 

inmunofluorescencia en células MCF7 en suspensión. Aunque las células MCF7 

adheridas no muestran coexistencia de ambos receptores en los mismos dominios de 

membrana, las células en suspensión muestran colocalización para las señales 

correspondientes a ErbB2 (TagRFP) y1-integrina (Alexa647) (Figura 26-C y D). Además, 

reconstrucciones tridimensionales de dichas células muestran que existen estructuras 

donde coexisten ambas proteínas en toda la superficie celular (Figura 26-E). 

 De esta forma, se ha demostrado que, en contraste con lo propuesto en la literatura 

(Fazekas et al., 2008; Mocanu et al., 2005), los clusters de ErbB2 no colocalizan con los 

complejos de adhesión focal sino que, en el caso de existir interacción entre dichos 

receptores, esta se produce en otros dominios de membrana fuera de dichos complejos. 
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3. Conclusiones 

 

 La membrana celular es una estructura compartimentalizada y dinámica con zonas 

que difieren en sus propiedades fisicoquímicas y biológicas. Esta organización permite 

definir regiones y agrupar proteínas interrelacionadas funcionalmente en un mismo 

contexto físico. Dominios lipídicos definidos participan en procesos de señalización celular 

(Chidlow y Sessa, 2010; Reis-Sobreiro et al., 2013), regulando la dinámica de receptores 

de membrana, como los receptores tirosina-quinasa de la familia de EGFR (Irwin et al., 

2011; de Laurentiis et al., 2007; Nagy et al., 2002). 

 Se ha demostrado en la literatura la existencia de heteroasociación en lipids rafts 

entre ErbB2 y 1-integrina en células tumorales (Fazekas et al., 2008; Mocanu et al., 

2005). Los resultados aquí expuestos, en contraposición, revelan que dicha asociación no 

ocurre en células adheridas salvo en el caso de células con niveles muy altos de expre- 
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sión de ambos receptores donde, además, la colocalización se da fuera de los complejos 

de adhesión focal. Por el contrario, células en suspensión muestran colocalización entre 

ErbB2 y 1-integrina en toda la superficie celular, lo que muestra un rearreglo en los 

dominios de membrana y una redistribución de los receptores luego de que la célula se 

adhiere al sustrato. Esto es coherente con resultados de la literatura donde se demuestra 

que la adhesión celular mediada por 1-integrina regula estos dominios y la distribución 

de los lípidos en la membrana (Guan, 2004; Pankov et al., 2005). 

 Teniendo esto en consideración, se propone un modelo que integra los resultados 

obtenidos con los publicados en la literatura. Cuando las células se encuentran en 

suspensión, 1-integrina esta inactiva y co-confinada con ErbB2 en lipid rafts (Figura 27-

A) (Mocanu et al., 2005). Al unirse a un sustrato como fibronectina, 1-integrina se activa 

y se libera de los lipid rafts para formar parte los complejos de adhesión focal, mientras 

que ErbB2 se mantiene formando clusters en dichos dominios lipídicos (Figura 27-B) 

(Fazekas et al., 2008; Nagy et al., 2002). En células donde la expresión de ambos 

receptores es alta, el sistema se satura y pueden observarse la presencia de ambas 

proteínas coexistiendo en clusters de membrana aún cuando la célula se encuentra 

adherida al sustrato y los complejos de adhesión focal ensamblados (Figura 27-C). 

Aunque no es posible descartar la existencia de receptores en los complejos de adhesión 

focal maduros, estos no pueden ser detectados mediante las técnicas utilizadas.  

 Si bien se ha visto que 1-integrina juega un papel crucial en el proceso de metástasis 

en células tumorales mamarias ErbB2 positivas (Huck et al., 2010) y está propuesta como 

una molécula crucial en el proceso de resistencia a la terapia con Trasatuzumab (Lesniak 

et al., 2008, 2009), no existe correlación directa entre la resistencia a dicha droga y la 

heteroasociación entre ErbB2 y 1-integrina (Mocanu et al., 2005). Los resultados aquí 

presentados junto con los expuestos en la literatura no avalan la hipotesis de que la 

resistencia a esta terapia dada por la sobreexpresión 1-integrina se deba a un efecto 

estérico que interfiera la interacción del anticuerpo monoclonal con ErbB2, como ocurre 

con otras proteínas como Muc4 (complejo de sialomucina) (Nagy et al., 2005; Price-

Schiavi et al., 2002). De esta forma, proponemos que la interacción entre 1-integrina y 

ErbB2 se produce a un nivel de integración de señales, como la fosforilación de Akt o 

ERK1/2, que evita la inhibición de las vías proliferativas que Trastuzumab bloquea en 

células tumorales mamarias con sobreexpresión de ErbB2.  
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Capítulo 4:  

 

DDR1 como Novedoso Regulador 

de la Señalización de ErbB2 

Gatillada por HRG 
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Objetivo General 

 

 Estudiar el efecto de los receptores de MEC sobre la señalización 

mediada por factores de crecimiento. 

 

 

Objetivos Específicos 

 

  Estudiar como la MEC modula la señalización mediada por HRG en 

células tumorales mamarias. 

 

 Estudiar la interacción entre ErbB2 y DDR1 en células tumorales 

mamarias. 

 

 

 

1. Introducción 

 

1.1 La MEC regula las vías de señalización activadas por factores de crecimiento 

 

 Como se ha discutido en capítulos anteriores existe consenso en la literatura sobre la 

activación de proteínas asociadas a los complejos de adhesión focal por receptores 

hormonales o de factores de crecimiento. Se ha descripto cómo la activación de 

receptores de la familia de EGFR es capaz de fosforilar moléculas asociadas a los 

complejos de adhesión focal tales como FAK, ILK, Src y p130CAS, entre otras (Cabodi 

et al., 2010a; Ivaska y Heino, 2011; Kim et al., 2011b; Kuramochi et al., 2006; Pickup 

et al., 2014; Wang et al., 2009). Recíprocamente, la adhesión celular puede modular las 

vías de señalización activadas por factores de crecimiento, y es incluso necesaria para la 

óptima estimulación con factores de crecimiento como VEGF, PDGF, insulina, o EGF 

(Eliceiri, 2001). La MEC es capaz de interactuar con los receptores para factores de 
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crecimiento y regular así su activación y señalización. Los dominios FnIII de la fibronectina 

o tenascina C son capaces de unirse a VEGF y potenciar su actividad a través del 

receptor VEGFR2 (Wijelath et al., 2006). Asimismo, FnIII es capaz de unirse al 

ectodominio del FGFR1 y actuar como co-ligando para regular su actividad (Hu et al., 

2009). 

 Las señales dadas por la activación outside-in de integrinas se superponen con 

aquellas gatilladas por receptores para factores de crecimiento, como ser la activación de 

Ras-MAPK, PI3K-Akt y las GTPasas pequeñas de la familia de Rho, lo que permite una 

“regulación fina” de las señales (Ivaska y Heino, 2011). Las integrinas son capaces de 

activar sinérgicamente vías de señalización asociadas al receptor de insulina, IGFR1, 

VEGFR, receptor para el TGF-y PDGFR, entre otros (Kim et al., 2011b). 

 

 

1.2 Las vías de señalización activadas por la unión de ligandos a receptores de la 

familia de EGFR están reguladas por la MEC 

 

 Como se comentó anteriormente, la MEC puede interactuar directamente con los 

receptores para factores de crecimiento. Muchas proteínas de la MEC como laminina, 

tenascina, trombospondina y fibrilina poseen dominios homólogos al EGF que, una vez 

solubilizados por la acción de metaloproteasas, son capaces de interactuar con EGFR y 

modular su actividad (Schenk et al., 2003). 

 Por otro lado, la agregación de integrinas puede inducir la activación a receptores de 

la familia de EGFR. La agregación de 1-integrina en fibroblastos humanos, inducida 

tanto por fibronectina como con anticuerpos entrecruzantes, es capaz de inducir la 

fosforilación de MAPK a través de la activación de EGFR (Miyamoto et al., 1996). De 

forma similar, el entrecruzamiento de integrinas por tenascina C en células de músculo 

liso así como la unión de fibroblastos y células endoteliales a una matriz de fibronectina 

induce la fosforilación de EGFR (Carpenter, 1999; Jones et al., 1997; Moro et al., 1998). A 

su vez, cuando células epiteliales mamarias HB214 son sembradas sobre una matriz de 

                                                 
14 HB2: línea celular originada por el subclonado de células epiteliales luminales mamarias 
MTSV1-7 e inmortalizadas por la introducción del gen que codifica para el antígeno T del virus de 
simio 40 (SV40) (Bartek et al., 1991).
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laminina 5, esta es capaz de sensibilizar a las células a la estimulación con EGF, con el 

consecuente aumento de la fosforilación de EGFR y ErbB2 (Alexi et al., 2011). 

 Así como la activación de EGFR y sus vías de señalización son reguladas por la 

MEC, la actividad de ErbB2 también es modulada por integrinas. La interacción de 6-4-

integrina con ErbB2 en células NIH-3T3 es capaz de incrementar la actividad quinasa de 

PI3K y, por ende, la invasividad de dichas células (Gambaletta et al., 2000). Asimismo, se 

ha demostrado que el agregado de los receptores 6-4-integrina y 6-1-integrina 

mediante el uso de anticuerpos contra 6-integrina inducen la fosforilación de ErbB2 en 

células tumorales mamarias BT-47415 (Falcioni et al., 1997). Teniendo en cuenta la vasta 

evidencia existente sobre la modulación de ErbB2 por la MEC, se propuso estudiar el 

efecto de la activación de receptores de MEC en la modulación ErbB2, particularmente 

sobre activación de Akt mediada por HRG. 

 

 

2. DDR1 regula la Activación de Akt Mediada por HRG a Través de la 

Interacción con ErbB2 

 

2.1 Colágeno tipo I es capaz de modular la respuesta a HRG en células MCF7 

 

 Dado que ErbB2 no posee ligandos descriptos, para el estudio de la modulación de 

ErbB2 por la MEC es necesaria su activación mediante la heterodimerización con otro 

receptor de su familia y la estimulación con ligandos como EGF o HRG. El EGF se une a 

su receptor quien puede homodimerizar o formar heterodímeros EGFR-ErbB2 (Holbro y 

Hynes, 2004; Olayioye et al., 2000). HRG, por el contrario, se une con alta afinidad a 

ErbB3. Este receptor no posee dominio quinasa activo por lo cual depende de la 

interacción con otros receptores para fosforilarse, predominantemente ErbB2 (Sliwkowski 

et al., 1994). De esta forma, al estimular células tumorales mamarias de la línea MCF7 

con HRG, este ligando induce específicamente la heterodimerización de ErbB3 con ErbB2 

lo que conduce a la activación de ErbB2 sin la formación de otros dimeros funcionales 

como sucedería con EGFR cuando las células son estimuladas con EGF. 

                                                 
15 BT-474: línea celular de carcinoma ductal mamario con alta expresión de ErbB2, sensible al 
tratamiento con Trastuzumab (Lasfargues et al., 1978). 
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 ErbB3 posee seis sitios de unión a PI3K que señalizan principalmente por la vía de 

Akt (Holbro et al., 2003; Stern, 2008; Stoica et al., 2003). Esto fue demostrado en células 

MCF7 mediante el uso de inhibidores farmacológicos y anticuerpos monoclonales 

bloqueantes (Capítulo 1, Figura 10). Con el objetivo de estudiar el efecto de la activación 

de 1-integrina por la MEC sobre la fosforilación de Akt por HRG, células creciendo sobre 

PDL (como sustrato control), fibronectina o colágeno tipo I fueron estimuladas con HRG 

durante 5 minutos y se evaluó el estado de fosforilación de Akt tanto por microscopía 

confocal cuantitativa como por Western blot utilizando el anticuerpo contra Akt fosforilado 

D9E (Cell Signaling). Las integrinas capaces de unir fibronectina son aquellas formadas 

por subunidades 1 (V-1, 5-1 y 8-1) y 3 (II- y V-), mientras que las 

integrinas que participan de la unión a colágeno son únicamente heterodímeros de 1-

integrina (1-1, 2-1, 10-1 y 11-1) (Humphries et al., 2006). Las células MCF7 

expresan 1-integrina (Capítulo 1, Figura 9) y V-integrina, pero no 3-integrina (Taherian 

et al., 2011), por lo cual la unión a fibronectina se debe principalmente a la activación de 

dímeros V-1-integrina. Por el contrario, laminina une tanto dímeros formados por 1 y 

4-integrina, por lo cual se utilizó fibronectina y colágeno tipo I para activar de forma 

selectiva 1-integrina. 

 Tanto por microscopía confocal cuantitativa como por Western blot fue posible 

determinar que al estimular células crecidas sobre colágeno con HRG, a diferencia de 

aquellas en fibronectina, se observan niveles de fosforilación de Akt menores al control 

(Figura 28-A y B). Esto se contrapone con lo observado en otras líneas tumorales 

mamarias donde al crecer sobre laminina y ser estimuladas con EGF la fosforilación de 

Akt, así como de otras vías de señalización asociadas a EGFR y ErbB2, se ven 

aumentadas (Alexi et al., 2011). Dado que tanto fibronectina como colágeno son capaces 

de activar 1-integrina, pero sólo éste último es ligando para DDR1, se hipotetizó que sea 

este receptor el cual se encuentre modulando la activación de Akt en este modelo de 

estudio. 

 Partiendo de la observación de que Akt fosforilado se ubica en regiones circunscriptas 

de la membrana, se decidió estudiar si estas estructuras tienen relación con los clusters 

de ErbB2 anteriormente descriptos. Se estimularon células MCF7 expresando la proteína 

de fusión ErbB2-TagRFP con 1nM de HRG durante 5 minutos y se marcó con un 

anticuerpo contra Akt fosforilado. Se observó que la mayor señal de Akt fosforilado se 
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detecta en dichos clusters de ErbB2 (Figura 29).  

  Se ha demostrado por experimentos de seguimiento de partículas individuales 

(single-particle tracking) que, inclusive sin estar unido a su ligando HRG, ErbB3 y ErbB2 

se encuentran co-confinados en regiones conspicuas de la membrana (McCabe Pryor 

et al., 2015; Steinkamp et al., 2014). Estos dominios de membrana cumplirían la función 

de integrar físicamente la maquinaria de señalización a ser reclutada por dichas 

moléculas. De esta forma, al unir su ligando, ErbB3 tendría disponibilidad de proteínas 
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con las cuales interactuar y un contexto lipídico apropiado para la activación de PI3K, 

cuya función es necesaria para la fosforilación de Akt en este modelo (Capítulo 1, Figura 

10). Esto a su vez es coherente con resultados de la literatura donde ErbB2 se localiza en 

lipid rafts (Mocanu et al., 2005). Estas regiones se encuentran enriquecidas en 

fosfatidilinositol (3,4) bifosfato y fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato, sustrato y producto 

respectivamente, de PI3K (Di Paolo y De Camilli, 2006). Además, estos dominios de 

membrana nuclean componentes de la maquinaria de señalización de la vía PI3K/Akt 

(Patra, 2008; Peres et al., 2003). De esta forma, los receptores no se encuentran 

dispersos en la membrana, sino en regiones circunscriptas de la misma, donde se 

observa tanto la forma fosforilada de Akt así como su maquinaria de señalización aguas 

arriba, dentro de las cuales se encuentra ErbB2.  
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2.2 DDR1, a diferencia de 1-integrina, es capaz de interactuar con ErbB2 en células 

tumorales mamarias 

 

 Como fue discutido anteriormente, existen dos principales familias de receptores de 

colágeno en células MCF7: 1-integrina, que forma heterodímeros con diferentes 

subunidades , y DDR1. Asimismo, dado que se observó una menor activación de Akt en 

células crecidas sobre colágeno se propuso que es DDR1 y no 1-integrina el 

responsable de dicha regulación. Con el objetivo de estudiar la localización física de 

dichos receptores, se realizaron inmunomarcaciones para 1-integrina y DDR1 en células 

MCF7 que expresan la proteína de fusión ErbB2-TagRFP. Fue posible observar que, al 

igual que ErbB2, DDR1 se encuentra en dominios conspicuos de membrana (Figura 30-A 

y B). Además, a diferencia de 1-integrina, este receptor posee un alto nivel de 

colocalización con ErbB2 (Figura 30-C) el cual no se ve afectado por el tipo de sustrato: 

fibronectina o colágeno.  

 Con el objetivo de evaluar si esta asociación es un artefacto dado por la expresión 

exógena de ErbB2, necesaria para la detección por microscopía de fluorescencia en 

células MCF7, se repitió el experimento utilizando células SKBR3, las cuales poseen altos 

niveles endógenos de dicho receptor (Capítulo 1, Figura 9). Para esto se realizaron 

inmunomarcaciones para 1-integrina y DDR1 de la misma forma que para MCF7, 

mientras que el ErbB2 endógeno se marcó utilizando el anticuerpo primario Trastuzumab 

conjugado con el fluoróforo Alexa488. Los resultados obtenidos en esta línea celular están 

en concordancia con los obtenidos para MCF7. Fue posible observar que ErbB2 y DDR1, 

pero no 1-integrina, colocalizan en dominios de membrana (Figura 31-C), cuya 

coexistencia tampoco se vio afectada por el sustrato (Figura 31-A y B). Teniendo esto en 

cuenta, se propone que sería la interacción con DDR1, y no con 1-integrina, la 

responsable de la modulación en la fosforilación de Akt inducida por HRG observada en 

colágeno. 

 Para estudiar la interacción física entre ErbB2 y los receptores de colágeno, se 

realizaron experimentos de pull down. Para esto, se cotransfectaron células COS-7 con la 

construcción ACP-ErbB2 junto con cada uno de los siguientes plásmidos: 
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- ErbB2-mYFP16
 

- 1-integrina-ECFP 

- DDR1-ECFP 

 Mediante la utilización de biotina-coA como sustrato de la enzima ACPwtS, es 

posible la transesterificación de dicha biotina a una serina en la secuencia consenso 

(ACP) de la proteína de fusión ACP-ErbB2 (Materiales y Métodos 7.2, Figura 8). De esta 

forma, el receptor en la membrana externa, pero no en el aparato de Golgi o retículo 

endoplásmico, es específicamente biotinilado lo que permite precipitarlo utilizando 

estreptavidina-sefarosa (Figura 32-A). La presencia de los receptores en el precipitado se 

determinó por Western blot por medio de anticuerpos específicos para 1-integrina y 

DDR1, los que permiten detectar tanto la proteína endógena como la sobreexpresada, así 

como con un anticuerpo policlonal para GFP17.  

 El Western blot para GFP muestra bandas para ErbB2 y DDR1. Esto corrobora la 

homodimerización de ErbB2 descripta en la literatura, ya que ErbB2-mYFP se asocia con 

ACP-ErbB2 el cual es selectivamente biotinilado y precipitado (Figura 32-B). Por otro lado, 

es posible observar una banda para DDR1-ECFP tanto al revelar con un anticuerpo contra 

GFP como con un anticuerpo específico para DDR1, lo que sugiere que este receptor se 

asocia a ErbB2 en la membrana externa de las células (Figura 32-B). Asimismo, 1-

integrina no es detectable en el precipitado, lo que respalda la idea que la interacción 

sería sumamente lábil o nula. De esta forma se determinó que DDR1, pero no 1-

integrina, es capaz de interactuar con ErbB2 en la membrana de células COS-7 que 

sobreexpresan dichos receptores, ya que ambos receptores coprecipitan. 

 Para determinar si la interacción observada entre las proteínas de fusión ocurre 

también en la membrana de las células MCF7 y SKBR3, se realizaron 

inmunoprecipitaciones para ErbB2 y DDR1 con anticuerpos específicos. Con el objetivo 

de estudiar si existe interacción entre ambas proteínas a niveles de expresión de ErbB2 

bajos, y dado que la técnica de Western blot tiene mayor sensibilidad que la 

inmunofluorescencia, se utilizaron células MCF7 no transfectadas para este experimento.  

                                                 
16 La cotransfección con ErbB2-mYFP se utilizó como control positivo ya que está descripta la 
homodimerización de dicho receptor (Nagy et al., 2010; Szabó et al., 2008). 
17 Esto es posible ya que tanto ECFP como mYFP fueron desarrolladas a partir de mutaciones 
puntuales de GFP (Shaner et al., 2007), que son reconocidas por un anticuerpo policlonal contra 
esta proteína fluorescente. 
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Lisados celulares fueron incubados con Trastuzumab para precipitar ErbB2 o con 

un anticuerpo monoclonal específico contra DDR1 (D1G6, Cell Signalling). La 

precipitación de los inmunocomplejos se realizó utilizando proteína A-sefarosa. Dichos 

precipitados fueron desnaturalizados y las muestras se corridas y reveladas para ambos 

receptores por Western blot. 

 Se pudo determinar que dicha interacción ocurre en células MCF7 (Figura 33-A). 

En este modelo, al inmunoprecipitar ErbB2 con Trastuzumab se observa una banda clara 

para DDR1, mientras que al inmunoprecipitar DDR1 la banda para ErbB2 no es visible. 

Esto puede explicarse teniendo en cuenta que, dado los bajos niveles de expresión 

endógena de ErbB2 en MCF7, la cantidad de proteína precipitada es demasiado baja para 

ser detectada. Este mismo ensayo realizado en células SKBR3 permite evidenciar que 

ambas proteínas coinmunoprecipitan, aún cuando las diferencias en los niveles de 

expresión son altas (Figura 33-B). Estos resultados nos permiten concluir que ambos 

receptores interactúan en células tumorales mamarias independientemente de sus niveles 

de expresión. 

 

 

2.3 DDR1 se coexpresa con ErbB2 en la glándula mamaria 

 

 Como se demostró anteriormente, ErbB2 y DDR1 coexisten en dominios 

conspicuos de membrana. A su vez, dicha interacción no se ve alterada por los niveles de 

expresión de ambas proteínas o la naturaleza de la MEC. Con el objetivo de ahondar aún 

más en dicha interacción, se estudió la coexpresión DDR1, ErbB2 y ErbB3 utilizando la 

base de datos COXPRESdb (http://coxpresdb.jp/). 

 COXPRESdb (siglas que provienen del inglés COeXPRESsed gene database) es 

una herramienta en línea que permite, entre otras cosas, correlacionar la expresión de 

varios genes entre sí y obtener datos de expresión génica en un determinado tejido 

(Obayashi et al., 2008). Esta base de datos fue creada en el año 2007, provee 

información sobre la expresión por microarrays de 40.813 genes (19.777 humanos y 

21.036 de ratón) y permite generar redes de coexpresión en hasta 63 tejidos humanos. 

Actualmente, en su versión 6.0, la base de datos ampliada a 10 especies diferentes y con 

información tanto de microarrays como de RNAseq (Okamura et al., 2015).  
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 Utilizando esta herramienta, se generaron gráficos de expresión para cada par de 

genes (ErbB2 vs. DDR1, ErbB3 vs. DDR1 y ErbB2 vs. ErbB3), donde se representó el 

logaritmo en base 2 de la expresión génica en cada tejido relativizada al valor promedio, y 

se determinó el coeficiente de correlación de Pearson para cada dupla. Como es posible 

observar en los gráficos de coexpresión generados a partir de microarrays de múltiples 

tejidos, la expresión de DDR1 correlaciona con la de ErbB2 (Figura 34-A, D y Tabla 5) y 

los máximos niveles de coexpresión se alcanzan en muestras de glándula mamaria 

normal.  

Asimismo, la expresión de ErbB3 también correlaciona con la de DDR1 (Figura 34-
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B, D y Tabla 5), inclusive a valores de correlación similares a los que tiene con ErbB2 

(Figura 34-C y Tabla 5), cuya relación funcional ha sido extensamente estudiada. Por el 

contrario, 1-integrina, producto del gen ITGB1, no es coexpresada con ErbB2 o ErbB3 

(Tabla 5). 

 A lo largo de este capítulo se ha demostrado la coexistencia física entre ErbB2 y 

DDR1 en dominios conspicuos de membrana, los mismos en los que Akt es fosforilado 

luego de la estimulación con HRG, así como la interacción física entre dichos receptores. 

La coexpresión de DDR1, ErbB2 y ErbB3 aporta evidencias a nuestra hipótesis, en la cual 

este receptor de colágeno acta como regulador de la activación de ErbB2 por ErbB3, a 

través de su ligando HRG, con la consecuente fosforilación de Akt mediada PI3K. 

3. Conclusiones 

 

 Las integrinas juegan un papel crucial en la fisiología celular. Asimismo, su 

participación en la fisiopatología del cáncer ha cobrado importancia en los últimos años 

(Cabodi et al., 2010a, 2010b; Pontier y Muller, 2009). Se ha demostrado que las 

integrinas, principalmente 1-integrina, participan en procesos de invasividad y resistencia  
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a tratamientos como Trastuzumab y Tamoxifeno (Lesniak et al., 2009; Pontiggia et al., 

2012; Sampayo, 2015), dándole mayor importancia a su regulación e interactómica, por lo 

que se las considera un potencial blanco terapéutico (Desgrosellier y Cheresh, 2010). 

 Otros receptores de matriz extracelular han captado la atención de los 

investigadores en los últimos años, entre ellos DDR1. Este inusual receptor tirosina-

quinasa que al igual que ErbB2 forma dímeros en estado quiescente (Mihai et al., 2009), 

ha sido propuesto como marcador de mala prognosis en diferentes modelos tumorales 

(Leitinger, 2014; Miao et al., 2013; Yang et al., 2014). Por el contrario, en cáncer de 

mama, dada su complejidad y variabilidad según la población celular de la cual provenga 

el tumor, no existe una clara correlación entre la expresión de DDR1 y la prognosis de 

dicha enfermedad (Valiathan et al., 2012). 

 Los experimentos anteriormente mostrados revelan que el colágeno, pero no 

fibronectina, es capaz de regular la fosforilación de Akt inducida por HRG en células 

tumorales mamarias. Dicha fosforilación ocurre en dominios definidos de la membrana, 

donde se encuentran no solo la forma fosforilada de Akt, sino también ErbB2 y DDR1. 

Asimismo, se demostró también que DDR1 interactúa con ErbB2 en la membrana 

plasmática independientemente de sus niveles de expresión.  

 Por otro lado, se analizó la coexpresión de DDR1, ErbB2 y ErbB3 en bases de 

datos de tejidos normales. La expresión de DDR1 se correlaciona con la de ErbB2 y 

ErbB3. Llamativamente, la coexpresión de DDR1 con cada receptor tiene niveles similares 

a la determinada para ErbB2 y ErbB3 entre sí, los cuales tienen una relación funcional 

extensamente estudiada. En su conjunto, esta evidencia respalda la hipótesis postulada, 

en la cual DDR1 actúa como modulador de la vía PI3K/Akt activada por HRG. 

 Este trabajo propone una función novedosa para DDR1 como modulador de la 

función de ErbB2. Si bien es necesario ahondar en la relevancia biológica de los efectos 

aquí observados, los resultados muestran una interrelación física y funcional. Dicha 

interacción puede ser caracterizada por técnicas de microscopía avanzadas como FRET, 

STORM de dos colores o dcFCCS18, las cuales permitirán determinar si la interacción 

física es directa, mediada por otras proteínas o por el confinamiento en dominios lipídicos 

de la membrana. También será relevante estudiar los mecanismos por los cuales DDR1 

                                                 
18 dcFCCS: del inglés dual colour Fluorescence Cross-Correlation Spectroscopy, es una técnica 
que permite estudiar cómo se correlacionan los cambios en la fluorescencia de dos proteínas 
marcadas en el tiempo (Fitzpatrick y Lillemeier, 2011). 
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regula la vía de PI3K/Akt y que proteínas están involucradas. Estos estudios permitirían 

un mayor entendimiento del sistema, lo cual puede tener, junto con el desarrollo de 

inhibidores farmacológicos específicos para DDR1 (Kim et al., 2013; Murray et al., 2015), 

gran potencialidad terapéutica. 

 Dada la heterogeneidad que existe entre tumores de mama y la dificultad que esto 

trae al momento del análisis y diagnóstico, es tal vez donde la expresión de DDR1 no 

deba ser considerada en forma aislada como un marcador de prognosis, sino un 

componente más que debe ser interrelacionado con la expresión y/o activación de otras 

proteínas. Considerando la coexpresión ya demostrada en tejidos normales, es necesario 

ahora realizar más extensos y complejos estudios de bioinformática, que correlacionan no 

solo la expresión de ErbB2, ErbB3 y DDR1 en muestras de tumores mamarios, sino 

también otros factores como el subtipo (luminal A, luminal B, basal o HER2 positivo), 

terapias previas y prognosis de la enfermedad. Es aquí donde el desarrollo de métodos 

bioestadísticos y el análisis en bases de datos de transcriptómica de tumores pueden 

generar avances cruciales en la capacidad diagnóstica para esta patología. 
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La Matriz Extracelular 

 

 El microambiente tumoral juega un papel crucial en el desarrollo del cáncer y sus 

propiedades físicas y bioquímicas influyen sobre la progresión tumoral. La MEC es un 

soporte físico que regula la disponibilidad de hormonas y factores de crecimiento y actúa 

como un reservorio o barrera que permite la generación de gradientes. La MEC puede 

regular la mitosis, inclusive afectando la correcta localización de los centríolos lo que 

inducie una división celular asimétrica (Lu et al., 2012; Pickup et al., 2014). El 

entendimiento de su composición, topografía, regulación e interacción con las células que 

componen el tumor, tanto transformadas como células normales reclutadas por éstas 

(macrófagos, fibroblastos, etc.), puede contribuir a la comprensión de los procesos de 

invasión y metástasis así como al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. La 

interacción entre la MEC, ligandos solubles y sus receptores de membrana constituyen un 

sistema complejo y dinámico que es factible de ser regulado en múltiples niveles, 

representando un gran desafío para su estudio dada su complejidad y heterogeneidad 

entre modelos de estudio. 

 En la actualidad existen fármacos en fase de ensayos clínicos cuyo blanco 

terapéutico son receptores de la MEC. Entre ellos puede destacarse un pentámero cíclico 

de secuencias RGD, el Cilengitide (EMD 121974) (Dechantsreiter et al., 1999). Esta 

molécula actúa como inhibidor competitivo específico para integrinas de unión a 

fibronectina y fue la primera de su tipo que mostró resultados en ensayos clínicos de fase 

2 (Reardon et al., 2008). Otros compuestos, como el anticuerpo monoclonal bloqueante 

contra V-integrina Intetumumab (CNTO 95) han sido llevados a estudios clínicos con 

resultados prometedores (Fang y DeClerck, 2013). La identificación de drogas que 

disrumpen el contacto célula-MEC con acción terapéutica comprobada refuerza el 

paradigma actual de la oncología, donde el microambiente tumoral ha tomado 

protagonismo como un blanco terapéutico de gran potencialidad clínica. 

 

 

Los Receptores de la Familia de ErbB y la MEC 

  

 Durante el presente trabajo de tesis se han relevado los conocimientos disponibles 
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sobre la interacción de las células en cultivo con ciertos componentes de la MEC, las 

proteínas de membrana que participan de estos procesos y los mecanismos moleculares 

que permiten integrar las señales extracelulares e internas para controlar procesos 

celulares complejos como la proliferación, la diferenciación o la migración celular, entre 

otros. El objeto de estudio de esta tesis ha sido la regulación de ErbB2 como elemento 

indispensable en la señalización de ErbB3 activado por HRG en células tumorales 

mamarias, así como su interacción con receptores encargados de sensar la MEC, 

particularmente 1-integrina y DDR1.  

 ErbB2 cumple un papel crucial en la progresión tumoral, particularmente del cáncer 

de mama (Borg et al., 1994; Eroles et al., 2012; Hynes y Lane, 2005). Se ha probado que 

este receptor de la familia de EGFR interactúa con integrinas como 5, 4 y 1-integrina, 

cuya integración de señales determina el fenotipo tumoral y regula procesos como 

migración y metástasis. Asimismo, ha sido objeto de discusión si la interacción entre 

ErbB2 y 1-integrina ocurre por la regulación de vías de señalización comunes o a través 

de la heteroasociación física directa entre ellos. Se ha demostrado que en células en 

suspensión ErbB2 y 1-integrina coexisten en regiones definidas de la membrana 

(Fazekas et al., 2008; Mocanu et al., 2005). Esto es contradictorio con nuestros resultados 

en células adheridas a superficies recubiertas con fibronectina o colágeno, donde se 

observó que 1-integrina se encuentra formando complejos de adhesión focal físicamente 

separados de los clusters de ErbB2 (Figuras 23, 30 y 31). 

 En vista de los resultados expuestos en este trabajo, proponemos un modelo que 

permite consensuar los datos de la literatura con aquellos aquí exhibidos. Cuando las 

células se encuentran en suspensión, 1-integrina y DDR1 estan inactivos y coexistiendo 

con ErbB2 en complejos de membrana cuya identidad ha sido atribuida a lipid rafts en la 

literatura (Mocanu et al., 2005) (Figura 35-A). La activación de 1-integrina por la unión a 

la MEC induce su agregación y acoplamiento a otras proteínas en complejos de adhesión 

focal. Si bien los focos de adhesión son estructuras dinámicas y complejas, ErbB2 no 

forma parte de ellas. En este trabajo hemos sido capaces de identificar un patrón 

constante en el cual ErbB2 se encuentra fuera de los complejos de adhesión focal en 

contacto con DDR1 independientemente de la identidad del sustrato sobre el cual se 

adhiera la célula (Figura 35-B).  

 La formación de los complejos de adhesión focal induce la fosforilación de 
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moléculas señalizadoras FAK, ILK o Src, entre otras, las cuales activan vías de 

señalización como ERK1/2 y Akt (Boudreau y Jones, 1999; Cabodi et al., 2010a; Mitra y 

Schlaepfer, 2006). Estas señales son necesarias para la supervivencia en células 

adherentes. La disrupción de estos complejos, como por ejemplo el tratamiento con 

Cucurbitacina I, compromete la viabilidad celular.  

 A diferencia de lo que sucede con 1-integrina, se determinó que DDR1 

permanece acoplado a ErbB2 en regiones específicas de la membrana (Figuras 30 y 31). 

Además, se comprobó la existencia de interacción física entre estos receptores, de forma 

independiente de los niveles de expresión de ambas proteínas (Figuras 32 y 33) lo que 

demuestra que dicha asociación es sumamente estable.  

 Asimismo, al sembrar células sobre una matriz de fibronectina esta induce el 

acoplamiento de 1-integrina a complejos de adhesión focal sin la activación de DDR1. 

Cuando se estimulan dichas células con HRG, se promueve la formación de 

heterodímeros ErbB2-ErbB3 con la consecuente activación de PI3K y fosforilación de Akt 

(Figura 36-A). Por el contrario, la matriz de colágeno induce tanto el reclutamiento de 1-

integrina a los focos de adhesión como la activación de DDR1. Dicha activación inhibe 

parcialmente la fosforilación de Akt gatillada por HRG a través de una vía aún no 

descripta, como podría ser la inhibición de PI3K, la activación de PTEN19 o el 

reclutamiento de fosfatasas de Akt (Figura 36-B). De esta forma, proponemos que 1-

integrina podría actuar sobre ErbB2 durante la adhesión o migración modificando los 

clusters de membrana y con ello la estructura de esos complejos, como ha sido descripto 

para otros miembros de su familia de receptores como EGFR (Miyamoto et al., 1996). 

Además, la unión de 1-integrina a sus ligandos activa cascadas de señales comunes con 

ErbB2 que podrían regular conjuntamente el destino celular y la expresión génica. Por el 

contrario, al interactuar con ErbB2, DDR1 podría cumplir una función de regulación fina de 

la activación de Akt a nivel de la membrana. 

 La vía PI3K/Akt es una vía de señalización aguas abajo de muchos oncogenes, 

como HER2/neu, cuyo producto proteico es el receptor tirosina-quinasa ErbB2. Esta vía 

es inductora de la proliferación celular y su activación contribuye a la progresión tumoral, 

migración, metástasis y, particularmente en el cáncer de mama, juega un papel 
                                                 
19 PTEN: del inglés phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10, es una fosfatasa 
que cataliza la defosforilación de PIP3 a PIP2, inhibiendo así el reclutamiento de Akt a la 
membrana y, por ende, su activación (Georgescu, 2010). 
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importante en la resistencia a terapias endócrinas (Fresno Vara et al., 2004; Xue y 

Hemmings, 2013). Todo esto ha llevado al desarrollo de estrategias terapéuticas que 

modulen o bloqueen dicha vía, como anticuerpos monoclonales bloqueantes o inhibidores 

específicos de su dominio quinasa (Yarden y Pines, 2012). Dada la importancia que la vía 

de Akt tiene en la progresión tumoral y el papel clave que cumple en la actividad 

oncogénica de ErbB2 (She et al., 2008), el estudio de su regulación es de gran relevancia 

tanto en el ámbito de la ciencia básica como en la oncología aplicada. En este trabajo 

proponemos un nuevo elemento regulador de la activación de Akt en células tumorales 

mamarias: el receptor tirosina-quinasa para colágeno DDR1. 
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DDR1 y la Glándula Mamaria 

  

 Análisis bioinformáticos mostraron que la expresión de ErbB2 y DDR1 presenta 

una alta correlación en la glándula mamaria. La expresión de ErbB2 es crucial en el 

desarrollo de esta glándula, participando de la morfogénesis de los ductos y el desarrollo 

lóbuloalveolar así como durante la lactancia (Andrechek et al., 2005; Jackson-Fisher et al., 

2004; Jones y Stern, 1999; Niemann et al., 1998). Por otro lado, la pérdida de expresión 

de ErbB3 muestra un fenotipo similar al observado con células knock out para ErbB2, 

donde la formación de ductos y el desarrollo alveolar se ven comprometidos (Jackson-

Fisher et al., 2008). En este proceso de desarrollo es crítica la activación de PI3K por 

ErbB3 (Lahlou et al., 2012). Se comprobó además que HRG es necesaria para la 

proliferación y diferenciación del epitelio mamario, especialmente en la formación de 

alvéolos secretorios (Jones et al., 1996). Estos hallazgos apoyan la idea de que la 

regulación de la fosforilación de Akt gatillada por HRG por DDR1, estudiada en esta tesis, 

sería activa durante el desarrollo de la glándula mamaria y su desregulación podría 

contribuir a la progresión tumoral. 

 Por el contrario, ratones knock out para DDR1 muestran una reducción en la 

elongación ductal pero con un epitelio mamario hiperproliferativo que compromete la 

diferenciación epitelial en los acinos y la secreción de leche, lo que conduce a una 

glándula con gran cantidad de alvéolos no funcionales (Vogel et al., 2001). Se ha 

demostrado también que la activación de DDR1 induce la expresión de MMP2, 7, 9 y 14 

en diferentes modelos celulares (Valiathan et al., 2012). Dado que la elongación de los 

ductos requiere de la función de MMP para el remodelado de la MEC (Wiseman et al., 

2003), DDR1 cumpliría un doble papel en el desarrollo de la glándula mamaria: 

modulando la proliferación celular estimulada por la activación de la vía 

ErbB2/ErbB3/PI3K y definiendo la arquitectura ducto-alveolar mediante la expresión de 

MMP. Asimismo, es posible que la regulación negativa de la fosforilación de Akt inducida 

por HRG observada en células MCF7 sea un mecanismo de regulación del programa de 

desarrollo de la glándula mamaria recapitulado o remanente en esta línea celular. 
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DDR1 en la Biología Tumoral 

 

 La expresión y activación de DDR1 en modelos de células tumorales muestra 

resultados contradictorios en la literatura. Este receptor puede estimular vías de 

supervivencia (Kim et al., 2011a), inducir la adhesión mediada por integrinas (Xu et al., 

2012), promover la estabilización de E-cadherina y el fenotipo epitelial (Yeh et al., 2011), 

inducir la expresión de MMP (Leitinger, 2014) e inclusive es considerado un marcador de 

mala prognosis en tumores de pulmón de células pequeñas (Miao et al., 2013).  

 Teniendo esto en consideración, proponemos que sería posible que el fenotipo 

celular definiera la función de este receptor en la fisiología tumoral. La capacidad de 

inhibir la proliferación celular y estabilizar un fenotipo epitelial podría hacer de la expresión 

de DDR1 una característica represora de la progresión tumoral. Por el contrario, si las 

células tienen altos niveles de activación de vías proliferativas, como ocurre en tumores 

con sobreexpresión de EGFR o ErbB2, DDR1 perdería la capacidad de regularlas pero 

induciría un fenotipo invasivo al promover la expresión de MMP. De esta forma, la 

presencia de este receptor de colágeno le conferiría una ventaja adaptativa a las células 

tumorales. El modelo aquí planteado explicaría los resultados contradictorios observados 

en la literatura, donde DDR1 muestra funciones de inductor o supresor tumoral según las 

características particulares del modelo de estudio. 

 

 

Perspectivas 

 

 Los resultados expuestos en esta tesis abren nuevos interrogantes relacionados a 

la integración funcional de las señales transducidas por ErbB2 y la MEC. No es posible 

determinar con los resultados aquí obtenidos si la asociación entre ErbB2 y DDR1 se 

debe a la formación de heterodímeros o si ambos receptores se encuentran formando 

parte de complejos macromoleculares más grandes, donde la interacción es mediada por 

otras proteínas o por el empaquetamiento de lípidos en la membrana, donde ambos 

receptores se verían restringidos físicamente.  

 Para caracterizar dicho complejo sería posible realizar experimentos de 

entrecruzamiento o cross-linking de receptores, seguido de una lisis a altas 
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concentraciones de detergentes e inmunoprecipitación. De esta forma, si ErbB2 y DDR1 

se encuentran en dominios de membrana resistentes a la lisis suave (como los lipid rafts) 

pero no interactúan de forma directa, estos no estarían suficientemente cercanos para 

entrecruzarse y coinmunoprecipitar. Por el contrario, si se encontraran interactuando 

directamente o acoplados a complejos macromoleculares, los agentes entrecruzantes 

unirían covaléntemente ambos receptores quienes coinmunoprecipitarán aún si el dominio 

lipídico se desensambla por la acción de detergentes. 

 Otra estrategia para la caracterización de dichos complejos sería el uso de técnicas 

de microscopía avanzada como FRET y STORM de dos colores. Experimentos de FRET 

permitirán determinar si las proteínas se encuentran a distancias menores a los 10 nm, lo 

que dará indicios de una interacción directa. Por otro lado, dado que STORM tiene una 

resolución lateral del orden de los 10nm, esta técnica permitiría no solo complementar los 

experimentos de FRET y evaluar colocalización a resoluciones mucho mayores a las 

logradas con un microscopio confocal convencional, el cual tiene una resolución lateral 

aproximada de 200nm, sino también estudiar la estructura y/o heterogeneidad dentro de 

los clusters de membrana donde estas proteínas se encuentran. 

 Por otro lado, sería de interés estudiar el mecanismo de regulación de la vía de Akt 

observada en células MCF7. Mediante el uso de siRNA o de novedosos inhibidores 

farmacológicos altamente específicos para esta familia de receptores (Kim et al., 2013; 

Murray et al., 2015), sería posible estudiar a qué nivel actuaría DDR1 como represor de 

dicha vía: interfiriendo la activación de PI3K a nivel de interacción entre receptores, 

modificando las relación PIP2/PIP3 al, por ejemplo, aumentar la actividad de PTEN, o 

activando fosfatasas específicas de Akt. 

 Asimismo, hemos hipotetizado que DDR1 participaría como promotor de la invasión 

y metástasis mediante la expresión de MMP. Esta misma estrategia permitiría estudiar si 

el silenciamiento o bloqueo de este receptor de colágeno en células ErbB2-positivas 

induce cambios en la expresión y/o activación de MMP. Dado que la activación de dichas 

proteasas es necesaria durante el proceso de invasión y metástasis, estos resultados 

contribuirían a la inclusión de la expresión de DDR1 como un marcador de mala prognosis 

en algunos modelos tumorales. 

 Por otro lado, sería posible evaluar si la expresión de DDR1 participa en procesos 

de invasión y metástasis tanto in vitro como in vivo. Para esto, podrían generarse en 
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líneas ErbB2-positivas knock out mediante la técnica de CRISPR-Cas920 para DDR1 y 

estudiar su capacidad invasiva por ensayos de transwell e invasión en modelos 

organotípicos21. Asimismo, utilizando estas líneas knock out para DDR1, sería posible 

evaluar si la expresión de este receptor en células ErbB2-positivas modifica la capacidad 

generar metástasis en ratones nude.  

 Los datos obtenidos tanto en experimentos in vitro como in vivo podrían ser 

complementados con estudios avanzados de bioinformática en bases de transcriptómica 

de tumores. Esto permitirá integrar datos de expresión de proteínas, activación de vías de 

señalización e inclusive datos clínicos, como la evolución de la enfermedad y sobrevida 

del paciente. Encontrar patrones donde la presencia de DDR1 se correlacione con la 

sobrexpresión de receptores, mutación de moléculas señalizadoras y/o activación de vías 

proliferativas en tumores agresivos, posibilitaría determinar de forma mas precisa en que 

contextos DDR1 puede considerarse un marcador de mala prognosis y, eventualmente, 

un potencial blanco terapéutico. 

 Este es un ejemplo de cómo, dada la complejidad intrínseca de una enfermedad 

como el cáncer, es necesario tener una visión sistémica de dicho proceso sin evaluar la 

función de una proteína en particular sino estudiando de forma integrada los diferentes 

componentes del tumor y como estos interactúan entre sí. Es en este contexto que, dado 

la heterogeneidad existente entre diferentes tumores, la medicina personalizada podría 

lograr avances en la terapéutica al estudiar cada caso en particular para generar terapias 

especificas según el patrón de expresión del tumor en particular y su evolución. 

 

 

 

 

 

 

                                                 
20 CRISPR-Cas9: del inglés clustered regularly interspaced short palindromic repeats. Esta es una 
técnica basada en un sistema inmunológico procarionte con el cual es posible editar, en células 
vivas, un fragmento del ADN con alta especificidad por acción de la nucleasa Cas9 (Barrangou 
et al., 2015), permitiendo hacer edición del ADN genómico de forma simple y con alta 
especificidad. 
21 La técnica de invasión en modelos organotípicos se basa en generar una matriz tirimensional de 
colágeno tipo I (u otra proteína de matriz), sembrar las células sobre la superficie de esta y 
estudiar la cantidad de células que son capaces de penetrarla (Nyström et al., 2005). 
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Anexo: Acrónimos 

 

3'UTR: del inglés 3' Untranslated Region, región 3' no traducible de mensajeros de RNA. 

ADN: Ácido Desoxirribonucleico. 

ARN: Ácido Ribonucleico. 

ATP: del inglés Adenosine Triphosphate, adenosina trifosfato. 

Blg-Cre: gen de la recombinasa Cre bajo el control del promotor de la -lactoglobulina. 

BRCA1: breast cancer 1. 

CD: del inglés Cluster of Differentiation. 

CRISPR: del inglés clustered regularly interspaced short palindromic repeats, repeticiones 
       palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas. 

DAPI: 4',6-diamino-2-fenilindol. 

dcFCCS: del inglés dual colour Fluorescence Cross-Correlation Spectroscopy, correlación 
 cruzada de espectroscopía de fluorescencia para dos colores. 

DDR: del inglés Discoidin Domain Receptor, receptor con dominio discoidina. 

ECFP: Enhanced Cyan Fluorescent Protein, versión mejorada de la proteína fluorescente 
 celeste. 

EGF: del inglés Epidermal Growth Factor, factor de crecimiento epidérmico. 

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein, versión mejorada de la proteína 

 fluorescente verde. 

EGFR: del inglés Epidermal Growth Factor Receptor. Receptor para el factor de 
 crecimiento epidérmico. 

ER: del inglés Estrogen Receptor, receptor de estrógeno. 

ErbB: del inglés avian erythroblastosis oncogene B, oncogen B de la eritroblastosis aviar. 

ERK: del inglés Extracellular signal-regulated kinases, quinasas reguladas por señales 
 extracelulares. 

EYFP: Enhanced Yellow Fluorescent Protein, versión mejorada de la proteína 
 fluorescente celeste. 

FAK: del inglés Focal Adhesion Kinase, quinasa de los Complejos de Adhesión Focal. 
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FRET: del inglés Förster Resonance Energy Transfer, transferencia de energía por 
 resonancia de Förster. 

GAP: del inglés GTPase-Activating Protein, proteína de activación de la función GTPasa. 

GEF: del inglés GTP Exchange Factor, factor intercambiador de GTP. 

GSDIM: del inglés Ground State Depletion Microscopy Followed by Individual Molecule 
 Return. 

GSK3: del inglés Glycogen synthase kinase 3, quinasa de la glucógeno sintasa 3. 

GTP: del inglés Guanidine Triphosphate, guanidina trifosfato. 

HER: del inglés Human Epidermal growth factor Receptor, receptor para el factor de 
 crecimiento epidérmico humano. 

HRG: Heregulina-1 

Ig-CAM: del inglés Immunoglobulin superfamily Cell Adhesion Molecules, moléculas de 
 adhesión de la familia de la inmunoglobulinas. 

IGFR: del inglés Insulin-like Griowth Factor Receptor, receptor para el factor de 
 crecimiento similar a la insulina. 

ILK: del inglés Integrin-linked Kinasa, quinasa asociada a integrinas. 

IRES: del inglés Internal Ribosome Entry Site, sitio interno de entrada del ribosoma. 

Jak: del inglés Janus Kinase, quinasa que fosforila a la proteína Janus. 

KO: del inglés Knock Out. 

MAPK: del inglés Mitogen-activated protein kinase, proteína quinasa activada por 
 mitógenos. 

MAT: Microambiente tumoral. 

MEC: Matriz extracelular. 

MMP: del inglés Matrix Metalloproteases, metaloproteasas de la matriz extracelular. 

N&B: del inglés Numbers and Brightness. 

NADH: Nicotinamida adenin dinucleotido reducido (H). 

NFB: del inglés 

p130CAS: del inglés p130 Crk-associated substrate. 

PDGF: del inglés Platelet Derived Growth Factor, factor de crecimiento derivado de 
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 plaquetas. 

PDGFR: del inglés Platelet Derived Growth Factor Receptor, receptor para el factor de 
 crecimiento derivado de plaquetas. 

PDK1: del inglés Phosphoinositide-dependent kinase, quinasa dependiente de 
 fosfoinosítidos 

PI3K: del inglés Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3 Kinase, quinasa que fosforila al 
 4,5-fosfoatidilinostol bifosfato en la posición 3. 

PR: del inglés Progesterone Receptor, receptor de progesterona. 

PRL: Prolactina. 

PTEN: del inglés phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10. 

RFP: Red Fluorescent Protein, proteína fluorescente roja. 

RNAseq: del inglés Ribonucleic acid sequencing, secuenciación de ARN. 

SFB: suero fetal bovino. 

SH2: del inglés Src Homology 2, dominio homologo a Src 2. 

shRNA: del inglés small hairpin Ribonucleic acid, “pequeño rulo” de ARN. 

siRNA: del inglés small interference Ribonucleic acid, ARN de interferencia pequeño. 

STAT: del inglés Signal Transducer and Activator of Transcription, transductor de señales 
y activador de la transcripción. 

STORM: del inglés Stochastic optical reconstruction microscopy, microscopía de 
 reconstrucción óptica estocástica. 

TEB: del inglés Terminal-end buds, botones terminales. 

TGF-: del inglés Transforming Growth Factor , factor de crecimiento transformante . 

VEGF: del inglés Vascular Endotelial Growth Factor, factor de crecimiento del endotelio 
 vascular. 

VEGFR: del inglés Vascular Endotelial Growth Factor Receptor, receptor para el factor de 
 crecimiento del endotelio vascular. 

VFP: Visual Fluorescent Protein, proteína fluorescente en el espectro visible. 
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