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RESUMEN 
 

La actividad transcripcional de RUNX favorece un fenotipo de resistencia a 
drogas quimioterapéuticas en el cáncer de mama triple negativo. 

 
El cáncer de mama triple negativo (TNBC del inglés triple negative breast cancer) reúne al 
grupo de tumores de mama que no expresan receptores de hormonas (estrógeno y 
progesterona) y han perdido (o no está amplificada) la expresión del gen Her2/Neu+. Está 
asociado a la transición epitelio mesenquimal y al enriquecimiento de células madre 
tumorales, ambos procesos involucrados en la resistencia a la quimioterapia. La falta de un 
blanco terapéutico específico genera un riesgo de recurrencia de entre 1 a 3 años y un 
aumento del 40% en la tasa de mortalidad dentro de los primeros 5 años, significativamente 
mayor a los tumores no-TNBC. 
En la búsqueda de marcadores de pronóstico en TNBC ha sido reportado, entre otros, que 
la expresión del factor de transcripción RUNX1 correlaciona con un peor pronóstico en 
este grupo de pacientes. Nuestro grupo reportó que RUNX1 está implicado en la 
malignización de células epiteliales mamarias TNBC y en la quimioresistencia de líneas 
celulares TNBC respondedoras a andrógenos. 
El objetivo de mi trabajo fue evaluar la participación de RUNX durante el tratamiento 
quimioterapéutico en líneas celulares humanas TNBC. Teniendo en cuenta la 
heterogeneidad intra tumoral presente en dicho subtipo establecí cuatro modelos de cultivo 
celular: células creciendo en condición estándar (adheridas), células creciendo en suspensión 
forzada, simulando las células circulantes de tumor con fenotipo stem-like, células 
creciendo en suspensión forzada en medio de cultivo que favorece la formación de 
mamosferas que simulan las células madre tumorales (del inglés cancer stem cells o CSCs), y 
células resistentes a paclitaxel creciendo en condiciones estándar (adheridas).  
En primer lugar, las células TNBC (MDA-MB-231/468) fueron tratadas con un inhibidor 
de la actividad transcripcional de RUNX1 comercial (AI-10-104). Observamos una 
disminución en la viabilidad y en la migración celular; y un aumento en la apoptosis. En 
modelos de cultivo en suspensión, determinamos que RUNX participa en la generación de 
CSCs ya que tratarlas con AI-10-104 impide la formación de mamosferas y reduce la 
expresión de marcadores stem.  
La expresión de RUNX1 se ve aumentada luego del tratamiento de las líneas celulares con 
drogas terapéuticas como paclitaxel y doxorrubicina. A su vez, su expresión se encuentra 
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aumentada en la población de suspendidas (población stem-like) con respecto a la población 
de adheridas, y en la de células resistentes a paclitaxel con respecto a la población control. 
Reducir la actividad transcripcional de RUNX aumenta la sensibilidad de las células a 
dichas drogas, ya que la combinación de estas drogas con AI-10-104 disminuye 
significativamente la viabilidad y aumenta la apoptosis con respecto a las drogas y el 
inhibidor por separado. Este mismo efecto también fue observado en las mamósferas.  Más 
aún, tratar a las células resistentes a paclitaxel con el AI revirtió la resistencia alcanzada, 
observada a través de la modulación del valor de IC50. 
Para explorar el mecanismo a través del cual RUNX modula la sensibilidad a drogas, 
estudiamos los transportadores ABC, uno de los mediadores descritos que tienen las CSCs 
para resistir la toxicidad de las drogas. Inhibir la actividad transcripcional de RUNX 
disminuye la expresión del mRNA de ABCC1, tanto en el modelo de adheridas, como en 
suspendidas. Estos resultados sugieren que RUNX podría estar involucrado en la 
generación de resistencia a quimioterapia en líneas celulares TNBC a través de la regulación 
de la expresión de este gen. 
Por último, el receptor de glucocorticoides (GR) ha sido identificado como un mediador 
necesario para la generación de CSC y de resistencia a paclitaxel en líneas celulares humanas 
de TNBC. En este trabajo encontramos un potencial sitio de unión a ADN para GRs en la 
zona promotora del gen de RUNX1. Las líneas celulares TNBC tratadas con dexametasona 
(agonista de GR) aumentan la expresión de mRNA de RUNX1, y al tratarlas con 
mifepristone (antagonista de GR), esa expresión retoma los niveles basales de expresión. De 
esta manera, RUNX1 podría ser regulado exógenamente.​  
Basándonos en toda esta información, identificamos a RUNX como un blanco terapéutico 
interesante para el tratamiento de pacientes TNBC. 
​ ​ ​ ​ ​  
​ ​ ​ ​  
​ ​ ​  
​ ​  
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ABSTRACT 
 

RUNX transcriptional activity favors a fingerprint of chemotherapeutic 
drug resistance in triple negative breast cancer 

 
Triple negative breast cancer is a heterogeneous disease that includes all breast cancer 
subtypes that have no expression of estrogen and progesterone receptors, nor amplification 
of  Her2/Neu+. TNBC is associated with epithelial-mesenchymal transition (EMT) and an 
enrichment in cancer stem cell (CSC) population which, according to growing evidence, 
are both involved in tumor chemoresistance. Due to the lack of specific therapeutic targets, 
treatment options are limited and patients are consequently managed with standard 
chemotherapy, which poses a recurrence risk between 1 to 3 years and a 40% increase in 
mortality rate within the first 5 years, significantly higher compared to non-TNBC tumors. 
In the search for prognostic markers in TNBC, it has been reported, among others, that the 
expression of the transcription factor RUNX1 correlates with a worse prognosis in this 
group of patients. Our group reported that RUNX1 is involved in the malignancy of 
TNBC mammary epithelial cells and in the chemoresistance of androgen-responsive 
TNBC cell lines.​  ​  ​  ​ ​  
The aim of my study was to evaluate the involvement of RUNX during chemotherapy 
treatment in human TNBC cell lines. Considering the intratumoral heterogeneity present 
in this subtype, I established four cell culture models: cells growing under standard 
conditions (adherent), cells growing under forced suspension, mimicking circulating tumor 
cells with a stem-like phenotype, cells growing under forced suspension in culture medium 
favoring mammosphere formation, simulating cancer stem cells (or CSCs), and 
paclitaxel-resistant cells growing under standard conditions (adherent).​ ​ ​  
Firstly, TNBC cells (MDA-MB-231/468) were treated with a commercial inhibitor of 
RUNX1 transcriptional activity (AI-10-104). We observed a decrease in cell viability and 
migration, and an increase in apoptosis. In suspension culture models, we determined that 
RUNX is involved in the generation of CSCs, as treating them with AI-10-104 prevented 
mammosphere formation and reduced the expression of stem cell markers. 
The expression of RUNX1 is increased after treatment of cell lines with therapeutic drugs 
such as paclitaxel and doxorubicin. Furthermore, its expression is higher in the suspended 
population (stem-like population) compared to the adherent population, and in 
paclitaxel-resistant cells compared to the control population. Reducing the transcriptional 
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activity of RUNX enhances cell sensitivity to these drugs, as the combination of these drugs 
with AI-10-104 significantly decreases viability and increases apoptosis compared to using 
the drugs or the inhibitor alone. This effect was also observed in mammospheres. Moreover, 
treating paclitaxel-resistant cells with AI-10-104 reversed the acquired resistance, as 
evidenced by modulation of the IC50 value. 
To explore the mechanism through which RUNX modulates drug sensitivity, we studied 
ABC transporters, known mediators that CSCs use to resist drug toxicity. Inhibiting the 
transcriptional activity of RUNX reduces the mRNA expression of ABCC1 in both 
adherent and suspended models. These findings suggest that RUNX may be involved in 
generating chemotherapy resistance in TNBC cell lines by regulating the expression of this 
gene. 
Finally, the glucocorticoid receptor (GR) has been identified as a necessary mediator for the 
generation of CSCs and paclitaxel resistance in human TNBC cell lines. In this study, we 
identified a potential DNA binding site for GRs in the promoter region of the RUNX1 
gene. TNBC cell lines treated with dexamethasone (GR agonist) showed increased mRNA 
expression of RUNX1, while treatment with mifepristone (GR antagonist) restored 
expression to basal levels. Thus, RUNX1 could be externally regulated through GR 
activation. 
Based on all this information, we identify RUNX as an interesting therapeutic target for 
the treatment of TNBC patients. 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Key words: TNBC, RUNX, chemotherapy resistance, CSC, GR. 
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I.​ Cáncer y proceso metastásico 

Las características distintivas del cáncer, con respecto al tejido normal, impulsan la 
adquisición de capacidades funcionales que, en conjunto, permiten a las células cancerosas 
proliferar de manera expansiva mientras orquestan la formación de tumores que crecen y, 
con frecuencia, se diseminan. Estas características distintivas incluyen: mantener señales 
proliferativas, evadir supresores de crecimiento, impedir o evadir la respuesta inmune 
antitumoral, permitir la inmortalidad replicativa, promover la inflamación tumoral, activar 
mecanismos moleculares que promuevan la invasión y metástasis, inducir o acceder a la 
vasculatura, poseer inestabilidad genómica o mutaciones, resistir la muerte celular, 
desregular el metabolismo celular (Hanahan, D., and Weinberg, R.A., 2011) y la añadida 
recientemente, desbloquear la plasticidad fenotípica (Hanahan, D., 2022). Por otro lado, la 
reprogramación epigenética no mutacional y los microbiomas polimórficos constituyen 
características habilitadoras que facilitan la adquisición de estas capacidades mencionadas. 
Además, las células senescentes podrían sumarse a la lista de tipos celulares funcionalmente 
importantes en el microambiente tumoral (Hanahan, D., 2022) (Figura 1).  

 

Figura 1. Del lado izquierdo se muestran las capacidades y características del cáncer descriptas en Hanahan, D., and 

Weinberg, R.A., 2011. Del lado derecho, las añadidas recientemente en Hanahan, D., 2022. 

El cáncer representa una gran crisis para el sistema de salud; a nivel global, en 2020 hubo 
aproximadamente 18 millones de casos de cáncer, lo que resultó en 10 millones de muertes. 
Se estima que en la próxima década, la incidencia de cáncer aumentará a más de 27 millones, 
con más de 16 millones de muertes relacionadas con la enfermedad (Mahesh Koirala and 
Mario Di Paola, 2024).  Si bien las tasas de supervivencia a 5 años han aumentado del 35 % 
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en la década de 1950 al 69.7 % en 2017 (SEER Cancer Statistics Review 1975–2018), el 
cáncer sigue siendo una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Uno de los 
principales problemas para combatir el cáncer es la resistencia a los medicamentos, que sigue 
siendo un desafío en la práctica médica oncológica, limitando la eficacia de las terapias 
convencionales y dirigidas (Kumar and Bansala, 2024). Por esta razón, a pesar de los avances 
en los enfoques de tratamiento, los mecanismos de resistencia dificultan la eficacia 
terapéutica, promoviendo la recurrencia de la enfermedad y generando un mal pronóstico 
para los pacientes (Vasan, N. et al., 2019). 

 

Metástasis 

La diseminación es un proceso desafiante para las células cancerosas, dado que requiere una 
serie de eventos que permitan su supervivencia y crecimiento lejos del lugar de origen. La 
metástasis ocurre a través de una cascada de múltiples pasos (Figura 2), que incluye el 
desprendimiento de las células cancerosas del tumor primario, la migración celular, la 
invasión local al tejido circundante, la intravasación a través de la membrana basal hacia los 
vasos sanguíneos o linfáticos, la supervivencia en la circulación, la diseminación, la 
extravasación en sitios distantes y la colonización metastásica (Pérez-González et al., 2023). 
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Figura 2. Esquema de la cascada metastásica. Las células tumorales adquieren propiedades iniciadoras de metástasis a 
través de la inducción de la transición epitelio-mesenquimal (EMT), que permite a las células iniciadoras de metástasis 
(MIC) despegarse del tumor primario. El nicho vascular facilita la intravasación de las MIC en el torrente sanguíneo, 
donde las células circulantes de tumor (CTC) individuales o en cluster interactúan con plaquetas y macrófagos que las 
protegen. El órgano secundario está preparado para recibir esa metástasis por el tumor primario a través de secreción de 
vesículas extracelulares y factores solubles, que crean un microambiente permisivo. Para colonizar el sitio metastásico, se 
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requiere que las células reviertan su estado mesenquimal a epitelial (MET) mediante señales provenientes del nicho 
metastásico. Las células tumorales pueden entrar en dormancy, que les confiere evasión inmune y resistencia a terapia; o 
proliferar y dar lugar a una metástasis macroscópica (Pérez-González et al., 2023). 
 

A continuación se detallan los distintos eventos que ocurren durante dicha cascada 
metastásica: 
 

Formación del tumor primario:  La formación de un tumor primario es el resultado de la 
proliferación desregulada de células cancerosas en cualquier órgano o tejido, debido a una 
respuesta inapropiada a las señales intracelulares que controlan la división y el crecimiento 
celular normales. Esta propagación desregulada de células generalmente se basa en 
mutaciones que resultan en la activación de proto-oncogenes y/o la inactivación de genes 
supresores de tumores (Stratton et al., 2009). El órgano secundario es condicionado por el 
tumor primario mediante la liberación de vesículas extracelulares y factores solubles, 
creando así un microambiente favorable para la metástasis. 

Angiogénesis y linfangiogénesis: Los tumores sólidos suelen inducir la formación tanto de 
vasos linfáticos como sanguíneos, promoviendo así la supervivencia y diseminación de las 
células cancerosas. La neoangiogénesis es principalmente un requisito para sobrevivir al 
entorno deficiente en nutrientes e hipóxico provocado por la división celular desregulada y 
el aumento del tamaño del tumor por encima de 1 mm³ (Hanahan & Folkman, 1996; 
Sherwood et al., 1971). La formación de la vasculatura es promovida por la expresión de 
factores de transcripción como el factor inducible por hipoxia (HIF)⍺ y factores 
angiogénicos descendentes como el VEGF, cuya expresión se correlaciona con la metástasis 
del cáncer (Qing & Simon, 2009; Weis & Cheresh, 2011). 

Iniciación de la metástasis e invasión local: Durante la invasión local, a través de un proceso 
denominado transición epitelio-mesenquimal (EMT por sus siglas en inglés epithelial 
mesenchymal transition), las células tumorales pueden adquirir características 
mesenquimales como una mayor motilidad e invasión (Groves et al., 2023; Novikov, N. M. 
et al., 2021; Trepat, X. et al., 2012; Fanfone, D. et al., 2022). En las primeras etapas de EMT, 
las células cancerosas experimentan una transformación en la que pierden sus características 
epiteliales, como la adhesión intercelular y la polaridad, y adquieren características 
mesenquimales que les permiten desarrollar un fenotipo invasivo (Muscella, A. et al., 2020; 
Wan, G. et al., 2019; Thiery et al., 2009; J. Yang et al., 2020). Paralelamente, varios genes 
muestran cambios en su expresión, incluidos aquellos relacionados con la remodelación de 
la matriz extracelular (MEC), la organización del citoesqueleto y la adhesión celular 
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(Bonnans, C. et al., 2014; Theocharis, A. D. et al., 2016; Insua-Rodríguez, J. & Oskarsson, 
2016). A medida que el proceso de EMT avanza, las células cancerosas pueden experimentar 
cambios adicionales, como la activación de la capacidad stem, lo que puede llevar a la 
heterogeneidad tumoral y a la resistencia al tratamiento. El proceso de EMT también 
puede facilitar la formación de metástasis, ya que las células cancerosas con características 
mesenquimales tienen una mayor capacidad para invadir los tejidos vecinos y entrar en el 
torrente sanguíneo o el sistema linfático (Lambert, A. W. & Weinberg, R. A., 2021; Zhou, 
P. et al., 2017). Durante mucho tiempo, EMT se consideró un interruptor binario, pero 
estudios recientes han demostrado que las células tumorales sometidas a EMT presentan 
estados intermedios, parciales o híbridos que pueden transitar de uno a otro mientras 
coexpresan marcadores epiteliales y mesenquimales. Las células tumorales en un estado de 
EMT completo invaden los tejidos circundantes como células mesenquimales individuales, 
mientras que los estados híbridos de EMT promueven la migración colectiva, con células 
tumorales en el borde de ataque que presentan un fenotipo EMT más pronunciado en 
comparación con las células seguidoras (Aiello, N. M. et al., 2018). Las células híbridas de 
EMT que migran de manera colectiva están asociadas con la plasticidad, la capacidad stem, 
la invasión y una mayor capacidad metastásica (Pastushenko, I. et al., 2018;  Lüönd, F. et al. 
2021). Estos fenotipos adquiridos por plasticidad celular promueven la heterogeneidad 
fenotípica dentro de los tumores (M. S. Brown et al., 2022). Dentro de la conocida 
heterogeneidad fenotípica de los tumores, existe un subconjunto de células indiferenciadas 
(Singh & Settleman, 2010). Algunos grupos de investigación consideran que estas células 
cancerosas potencialmente metastásicas son células madre tumorales (CSCs, por sus siglas 
en inglés cancer stem cells), ya que poseen propiedades de autorrenovación e iniciación 
tumoral que les permitirían, en última instancia, formar tumores secundarios (Cho & 
Clarke, 2008; Khan et al., 2022; Lobo et al., 2007; Singh & Settleman, 2010). Evidencia 
creciente indica que solo ciertas subpoblaciones de células tumorales, denominadas células 
iniciadoras de metástasis (MICs, por sus siglas en inglés metastasis initiating cells), son 
capaces de formar metástasis (Gkountela, S. & Aceto, N., 2016). Las MICs pueden 
originarse a partir de CSCs o generarse mediante la desdiferenciación de células no CSC. 
Por lo tanto, las células cancerosas pueden emplear programas embrionarios, como EMT, 
para generar CSCs.  

Intravasación y supervivencia en circulación: A continuación, las células tumorales 
intravasan los vasos sanguíneos como células tumorales circulantes (CTCs, por sus siglas 
en inglés circulating tumor cells) (Majidpoor, J. & Mortezaee, K., 2021). Las células 
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cancerosas que intravasan sufren una expresión aumentada de integrinas y otras moléculas 
de adhesión, para facilitar la adhesión de las células tumorales a las células endoteliales 
vasculares (Friedl & Wolf, 2003). Mientras que la mayoría de las CTCs son células 
individuales en circulación, una fracción menos prevalente viaja en clusters. A diferencia de 
las CTCs individuales, la migración de los cluster de CTCs muestra una mayor resistencia a 
la anoikis (muerte celular programada que ocurre cuando una célula pierde contacto con la 
matriz extracelular), lo cual probablemente se deba al mantenimiento de los contactos 
célula-célula (Yadav et al., 2015; Fabisiewicz, A. & Grzybowska, E., 2017). Estos clusters se 
forman a través de interacciones homotípicas entre células tumorales o interacciones 
heterotípicas que involucran otros tipos celulares, como plaquetas o células mieloides 
(Obenauf, A. C. & Massague, J., 2015). La formación de estos clusters no sólo impulsa la 
proliferación y supervivencia de las CTCs en el torrente sanguíneo, sino que también 
mejora su eficiencia metastásica al facilitar la evasión inmunitaria y la capacidad de 
colonización en sitios distantes, asociándose con un mal pronóstico (Aceto, N. et al., 2015; 
Wang, C. et al., 2017; Costa, C. et al., 2020). Tanto las CTCs individuales como los cluster 
exhiben cambios en la expresión de marcadores epiteliales y mesenquimales, mostrando 
plasticidad durante la progresión tumoral. Mientras que las células epiteliales que intravasan 
los vasos sanguíneos normalmente sufren anoikis porque pierden las señales de 
supervivencia dependientes de la adhesión, el proceso de EMT permite que células 
tumorales individuales cambien su destino hacia un fenotipo mesenquimal, en el cual las 
señales de supervivencia independientes de la adhesión previenen la muerte celular 
(Castro-Giner, F. & Aceto, N., 2020). Además, la supervivencia de las CTCs se beneficia 
con la adquisición de características stem durante EMT, lo que promueve habilidades 
migratorias e invasivas, así como resistencia a la terapia (Adorno-Cruz, V. et al., 2015). Las 
CTCs con propiedades stem se identifican como cruciales para una diseminación 
metastásica exitosa debido a su heterogeneidad fenotípica (Zhu, L. et al., 2020).  Las CTCs 
que son viables en el torrente sanguíneo tienen el potencial de arrestarse en varios lugares, 
incluidos los sitios metastásicos secundarios o nuevos lugares distantes (Genna, A. et al., 
2020; Silva Paiva, R. et al., 2020, D’Oronzo, S. et al., 2017; Majidpoor, J. & Mortezaee, K, 
2021). Una vez detenidas, estas CTCs pueden experimentar una transición 
mesenquimal-epitelial (MET, por sus siglas en inglés mesenchymal epithelial transition), lo 
que puede facilitar la extravasación. Se ha demostrado que el recuento de CTCs está 
asociado con una disminución de la supervivencia libre de progresión y la supervivencia 
global en pacientes con cáncer de mama, próstata, pulmón y colorrectal (Cohen SJ et al, 
2009; Cristofanilli M et al., 2004; de Bono JS et al., 2008; Krebs MG et al., 2011). La 
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Administración de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. (FDA) aprobó el recuento de 
CTC para su uso clínico de pronóstico. Sin embargo, aún se desconoce si el recuento de 
CTC podría utilizarse como alternativa a la evaluación clínica para guiar la elección de 
tratamiento para lo cual hay actualmente ensayos clínicos realizándose (Bingzhen Li and 
Ying Zheng., 2021).  
 
Extravasación y colonización metastásica: Las proteínas de membrana en la superficie 
tumoral desempeñan un papel clave en la extravasación. Varias integrinas en las células 
cancerosas están involucradas en este proceso, incluyendo su adhesión y transmigración a 
través del endotelio, así como su unión a la matriz estromal que rodea los vasos sanguíneos 
(Osmani et al., 2019). Tras la extravasación e infiltración en el sitio secundario, se inicia la 
MET (por sus siglas en inglés mesenchymal epithelial transition), que requiere la 
reactivación de factores epiteliales y la supresión de los mesenquimales, y a través de la cual 
las células recuperan su carácter epitelial para proliferar y diferenciarse en diferentes tumores 
secundarios o metastásicos (Nieto, 2013). Para permitir el crecimiento progresivo de las 
metástasis, el switch angiogénico y la evasión inmunitaria son esenciales. Aunque la 
proliferación de las células cancerosas puede activarse sin un switch angiogénico, la falta de 
vasculatura conduce a apoptosis, lo que impide el crecimiento general del tumor y mantiene 
las micrometástasis en dormancy (Holmgren et al., 1995; Naumov et al., 2006).  
 
Latencia tumoral o Dormancy: Está bien establecido que el crecimiento de células 
metastásicas en un microambiente tisular extraño es un proceso altamente ineficiente y se 
considera el paso limitante de la metástasis en el cáncer de mama (Valastyan S. et al., 2011). 
Las células diseminadas que sobreviven a las señales adversas en su nuevo entorno a menudo 
permanecen en estado de quiescencia en órganos secundarios durante períodos 
prolongados, conocido como el período de latencia (en inglés dormancy) (Giancotti FG., 
2013). El dormancy celular en CTCs y células cancerosas metastásicas ha sido caracterizada 
como un proceso potencialmente reversible definido por la inhibición de la proliferación y 
la entrada en un estado quiescente, donde las células permanecen en la fase G0/G1 del ciclo 
celular pero siguen siendo viables y metabólicamente activas (Marlow et al., 2013; Spiliotaki 
et al., 2014; Truskowski K. et al., 2023; Min HY. et al., 2023). Este estado permite que las 
células cancerosas soporten períodos prolongados en condiciones adversas, incluidas 
aquellas inducidas por terapias contra el cáncer, o la mala vascularización, destrucción 
inmunitaria, falta de nutrientes y factores de crecimiento o señales inhibitorias del 
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microambiente (Holmgren, L. et al., 1995; Koebel, C. M. et al., 2007; Bragado, P. et al., 
2013; Miller AK et al, 2021).  
Las células en estado de dormancy suelen mostrar resistencia a las terapias convencionales, 
las cuales están dirigidas principalmente a células de división activa y rápida (Damen MPF 
et al., 2021). Esta resistencia se debe, en parte, a su estado quiescente haciéndolas menos 
susceptibles a los mecanismos de acción empleados por estos tratamientos, permaneciendo 
indetectables mediante técnicas de imagen, y siendo finalmente responsables de la recaída, 
incluso varios años después de la remisión clínica (Massagué, J. & Ganesh, K., 2021). 
Diversos factores, como la restauración del suministro sanguíneo o las alteraciones en la 
matriz extracelular (del inglés extracellular matrix o ECM), pueden desencadenar la 
reactivación de células en estado de dormancy. Esta reactivación suele estar acompañada de 
la sobreexpresión de factores de crecimiento y citoquinas que promueven la división celular 
y las vías de supervivencia (Butturini E. et al., 2019). Además, la unión de integrinas y otros 
receptores de superficie en las células cancerosas en dormancy a componentes específicos de 
la ECM puede activar cascadas de señalización que impulsan la reentrada en el ciclo celular 
(Park SY, Nam JS, 2020). Los estudios de transcriptómica de célula única y modelos de 
organoides del estroma tumoral muestran que estas células cancerosas reactivadas presentan 
una mayor capacidad de autorrenovación, resistencia a la quimioterapia y un 
microambiente tumoral alterado, caracterizado por un aumento en la señalización inmune 
protumoral (Muhammad Tufail et al., 2025). Comprender los mecanismos moleculares 
que “despiertan” a las células tumorales de este estado de latencia es un campo en constante 
crecimiento.  
 
Después de comprender el recorrido que debe realizar un grupo de células para llegar a 
formar exitosamente una metástasis, surgen varios puntos para tratar esta patología: 

●​ Bloquear el proceso de EMT.  
●​ Mantener las células cancerosas en un estado de dormancy para evitar el 

crecimiento metastásico. 
●​ Evitar la plasticidad fenotípica: Durante la progresión del cáncer, las células 

tumorales pueden alternar entre diferentes estados celulares, un proceso 
principalmente mediado por la plasticidad celular, para superar las presiones 
selectivas. Por lo tanto, la plasticidad celular es un factor clave en la heterogeneidad 
intratumoral y en la capacidad de adaptación de las células tumorales, lo que 
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favorece su crecimiento, metástasis y resistencia a la terapia (Pérez-González, A. et al., 
2023). 

●​ Eliminar la población de CSCs.  
●​ Atacar las células resistentes a la terapia (desarrollado en la sección 

“Quimioresistencia”). 
 

Heterogeneidad tumoral 

El cáncer es una enfermedad dinámica que evoluciona constantemente durante el curso de 
la enfermedad. A medida que progresan, los tumores suelen volverse más heterogéneos, lo 
que da lugar a una colección diversa de subpoblaciones celulares dentro del tumor primario, 
cada una con firmas moleculares distintas. Estas células tienen diferente morfología e índice 
proliferativo, son genéticamente variables y presentan variaciones en la sensibilidad a los 
medicamentos contra el cáncer (Makena MR et al., 2020), lo que aumenta las 
probabilidades de la existencia de subpoblaciones tolerantes y resistentes a los tratamientos 
empleados (Andriy Marusyk et al., 2020).  

La heterogeneidad actúa como combustible para la resistencia a la terapia; por lo tanto, una 
evaluación precisa de la génesis de esta característica es fundamental para 
desarrollar terapias efectivas. En la actualidad se conoce que puede generarse a partir de 
cambios genéticos, transcriptómicos, epigenéticos y/o fenotípicos, contribuyendo así a la 
complejidad y resistencia del tumor (Ibiay Dagogo-Jack and Alice T. Shaw, 2018). 

A nivel poblacional, la heterogeneidad tumoral puede dividirse en dos categorías 
principales: heterogeneidad intertumoral o intratumoral. En esta tesis se hace referencia a la 
intratumoral, que refleja las diferencias entre las células tumorales dentro de un mismo 
paciente. La heterogeneidad intratumoral, impulsada por la variabilidad genómica debido a 
factores como la exposición a mutágenos, la disfunción en la reparación del ADN y las 
alteraciones en el equilibrio redox, desempeña un papel crucial en la progresión del cáncer y 
la resistencia a los medicamentos (Huang, R., & Zhou, P. K., 2021; Khan, S. U. et al., 
2022). La heterogeneidad intratumoral puede clasificarse de las siguientes maneras: 

Heterogeneidad espacial: describe la distribución desigual de subpoblaciones tumorales 
genéticamente diversas a través de diferentes sitios de la enfermedad o dentro de un único 
sitio o tumor. 
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Heterogeneidad temporal: abarca las variaciones dinámicas en la diversidad genética de un 
tumor individual a lo largo del tiempo. 

El muestreo multirregional, que consiste en la obtención de biopsias de múltiples regiones 
dentro de una sola lesión tumoral, es una estrategia de investigación integral que mejora 
significativamente la capacidad para determinar el alcance de la heterogeneidad espacial 
dentro de un tumor individual (Yates, L. R. et al., 2015). Sin embargo, el estado clínico del 
paciente y la ubicación de las lesiones en progresión pueden dificultar la realización de 
biopsias tisulares repetidas. Además, los análisis basados en muestras de biopsias de un 
único sitio pueden subestimar la magnitud de la heterogeneidad espacial y el repertorio 
mutacional, y los intervalos de muestreo que el paciente puede tolerar podrían no reflejar 
con precisión el alcance real de la heterogeneidad temporal (Shang, M. et al., 2018). En este 
contexto, las biopsias líquidas no invasivas representan una estrategia prometedora para 
superar las limitaciones del muestreo tisular tradicional (Wan, J. C. M. et al., 2017). Estas 
biopsias permiten realizar análisis de material genético derivado del tumor, extraído de la 
sangre del paciente. El genotipado de material genético obtenido a partir de CTCs, 
exosomas circulantes liberados por los tumores, y ADN tumoral circulante (DNAct) ha 
mostrado resultados alentadores en varios tipos de tumores sólidos debido a la utilidad de la 
evaluación para detectar, por ejemplo, mutaciones que pueden tener implicancia en 
resistencia a la terapia. Las biopsias líquidas tienen el potencial de ser una herramienta 
clínica para el diagnóstico del cáncer, la estratificación terapéutica y el monitoreo del 
tratamiento, evitando la necesidad de muestreo directo del tumor. (Oxnard, G. R. et al., 
2016; Chabon, J. J. et al., 2016; San Lucas, F. A. et al., 2016; Sundaresan, T. K. et al., 2016).  

Quimioresistencia  

Ha sido reportado que la quimioterapia desempeña un papel activo en la generación de 
células resistentes: esta subpoblación celular muestra una mayor expresión de genes de 
respuesta al estrés, suelen caracterizarse por un estado quiescente o de ciclo lento y, al 
reactivarse, dan lugar a tumores más difíciles de controlar que el anterior (Huang S., 2021; 
De Angelis, M. L. et al., 2019).  A pesar de las respuestas favorables iniciales del tumor, la 
resistencia surge casi inevitablemente en los tumores metastásicos. En muchos casos de 
recaídas clínicas, la resistencia está asociada a mutaciones genéticas específicas, como la 
amplificación genómica del blanco terapéutico, mutaciones puntuales que reducen 
alostéricamente la capacidad del fármaco para bloquear la actividad enzimática o la 
amplificación/mutación de otros genes que permiten a las células tumorales mantener la 
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señalización oncogénica (Lovly y Shaw, 2014). La mayoría de estos cambios mutacionales 
en el ADN se consideran suficientes para conferir resistencia completa, lo que subyace a las 
recaídas clínicas (Lovly y Shaw, 2014). Sin embargo, en otros casos no se pudieron 
identificar factores genéticos conocidos. Aunque es posible que la resistencia en estos casos 
se atribuya a mutaciones no caracterizadas, un creciente cuerpo de evidencia experimental 
sugiere que la resistencia puede surgir a través de mecanismos epigenéticos, involucrando 
cambios en la expresión génica mediados por la remodelación de la cromatina (Hinohara et 
al., 2018; Knoechel et al., 2014; Liau et al., 2017; Risom et al., 2018; Sharma et al., 2010; 
Shu et al., 2016). Un subconjunto de células cancerígenas puede evitar la eliminación 
terapéutica al entrar en un estado de células persistentes tolerantes a los medicamentos (o 
DTP, por sus siglas en inglés drug tolerant persistent) mediante una reprogramación 
transcripcional (Sharma, S. V. et al., 2010; Shaffer, S. M. et al., 2017; Oren, Y. et al., 2021). 
Aunque dicho estado tolerante a los medicamentos puede ser inicialmente reversible, con 
una exposición prolongada al fármaco, los estados adaptativos heredables pueden 
eventualmente conferir resistencia estable (Brock, A. et al., 2009; Pisco, A. O. et al., 2013; 
Gustavo S. França et al., 2024). Las células DTP sobreviven pero no proliferan durante el 
tratamiento, y su progenie sigue siendo sensible al tratamiento después de la retirada del 
fármaco (Shen, S. et al., 2020; Marine, J.-C. et al., 2020). 

Además de modificaciones genéticas y epigenéticas, hay otros mecanismos de resistencia a 
drogas en esta patología (Figura 3). Algunos de ellos son: barreras físicas que dificultan el 
flujo sanguíneo disminuyendo la exposición efectiva del tumor a la droga (Vasan, N. et al., 
2019); el sistema inmunológico y microambiente tumoral impidiendo la eliminación 
inmunitaria de las células tumorales, obstaculizando la absorción de medicamentos y 
estimulando factores de crecimiento parácrinos que promueven el crecimiento de las células 
cancerígenas (Sharma, P. et al., 2017); alteraciones del blanco terapéutico que resultan de 
mutaciones secundarias en la proteína o de modificaciones epigenéticas que incrementen la 
expresión de dicha proteína (Mahesh Koirala and Mario Di Paola, 2024); la presión 
terapéutica que aumenta la inestabilidad genómica, con efectos masivos y generalizados 
tanto en las células cancerosas supervivientes como en las células no cancerosas. Además, 
pueden inducir respuestas inmunitarias en el huésped que atenúan las respuestas 
antitumorales, lo que podría comprometer la eficacia del tratamiento (Alexandrov, L. B. et 
al., 2013; Glen, C. D. & Dubrova, Y. E., 2012).  Las presiones de selección de la 
quimioterapia fomentan además la evolución de subclones resistentes (Hata, A. N., 2016). 
La heterogeneidad tumoral (descripto en la sección Heterogeneidad tumoral) como 
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promotor de la resistencia a drogas es el punto clave de esta tesis: la evolución del tumor 
genera una subpoblación de células con resistencia a múltiples fármacos (MDR, por sus 
siglas en inglés multi-drug resistance) que presentan respuestas diferentes al tratamiento en 
comparación con las células primarias (Andriy Marusyk et al., 2020).  
 
 

 
Figura 3. Determinantes biológicos de la resistencia a fármacos (Figura extraída de Neil Vasan et al., 2019). 
 

 
A continuación se explican los procesos biológicos responsables de generar resistencia a 
drogas abordados  en esta tesis: 
 
Transporte de drogas: Este proceso implica el movimiento activo de fármacos fuera de las 
células cancerígenas, lo que conduce a una reducción en la concentración intracelular de los 
fármacos anticancerígenos a niveles subletales, lo que resulta en un tratamiento ineficaz. La 
expulsión de fármacos es impulsada principalmente por una familia de proteínas conocidas 
como transportadores ATP-binding cassette (ABC). Los transportadores ABC utilizan la 
energía de la hidrólisis de ATP para transportar activamente diversas moléculas, incluidos 
los fármacos anticancerígenos, a través de las membranas celulares contra sus gradientes de 
concentración (Pérez‑De Marcos et al., 2021; Wang J-Q et al., 2021). La expresión y 
actividad de los transportadores ABC son típicamente altas en ciertos tejidos como 
mecanismo de protección contra toxinas. Sin embargo, en las células cancerígenas, la 
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sobreexpresión o el aumento de la actividad de estos transportadores pueden generar 
desafíos significativos en el tratamiento, ya que eliminan eficazmente los agentes 
terapéuticos de las células antes de que puedan ejercer sus efectos citotóxicos (Wang J-Q et 
al., 2021). Los transportadores Glicoproteína-P (P-gp/MDR1/ABCB1), Proteína asociada 
a resistencia multi-droga (MRPs/ABCCs), y Proteína de resistencia al cáncer de mama 
(BCRP/ABCG2) son los principales contribuyentes a la resistencia multidrogas (MDR por 
sus siglas en inglés multidrug resistance) en la quimioterapia del cáncer (Wang, F. et al., 
2020). De hecho, varios estudios han demostrado que la sobreexpresión de MDR1 está 
implicado en la resistencia a los fármacos en diferentes tipos de cáncer, incluidos los de 
colon, pulmón, mama y próstata, entre otros (Nooter, K. et al., 1997; Thomas, H. et al., 
2003; Triller, N. et al., 2006; Zalcberg, J. et al., 2000). Se ha asociado la reducción de las 
respuestas a la quimioterapia y un mal pronóstico en diversos tipos de cáncer, con una 
mayor expresión de P-gp en las células cancerígenas. La leucemia mieloide aguda y el cáncer 
de mama son dos ejemplos de malignidades con bajos niveles de expresión de P-gp de forma 
basal, que presentaron una sobreexpresión de P-gp a medida que la enfermedad progresaba 
después de recibir quimioterapia (Waghray, D. et al., 2018). La función activa de expulsión 
de fármacos de P-gp mostró ser un mecanismo clave de defensa contra la resistencia en el 
cáncer de ovario, y la disminución de P-gp demostró restaurar la sensibilidad de las células 
tumorales a paclitaxel (Wu, J. et al., 2021). 
 
Células madre tumorales o cancer stem cells (CSCs): Las CSCs tienen la capacidad de 
generar poblaciones heterogéneas de células cancerosas gracias a su potencial de 
autorrenovación y diferenciación (Phi LTH et al., 2018, Marusyk, A., 2020, Yang L 2020, 
Bhat G 2024). Estas células pueden originarse a partir de células madre normales que se 
vuelven tumorales debido a cambios genéticos o ambientales (Yu Z. et al., 2012). Una teoría 
alternativa sugiere que las células normales diferenciadas se transforman en células 
cancerosas con propiedades similares a las de las células madre (Yu Z. et al., 2012). Otros 
proponen que la plasticidad epigenética, a menudo representada en el proceso de EMT, está 
implicada en la generación de CSCs (Brabletz T. et al., 2018).  
Varios estudios han demostrado que las CSCs se enriquecen después de la quimioterapia o 
la radioterapia, lo que sugiere que la terapia induce o selecciona células cancerosas con 
propiedades de CSC (Nassar D et al., 2016). Las CSCs poseen mecanismos de resistencia 
endógena en un grado mucho mayor que las células tumorales normales, los cuales pueden 
observarse en la Figura 4 (Tahsin Nairuz et al., 2023). Estos mecanismos incluyen la 
desregulación de las vías apoptóticas y la sobreexpresión de mecanismos de supervivencia en 
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las células cancerosas (Fulda, S., 2015; Kof, J. L. et al., 2015), la elevada actividad de la 
aldehído deshidrogenasa (ALDH) (Xu, X., et al., 2015), el aumento en la producción de 
transportadores ABC (An, Y., & Ongkeko, W. M., 2009; Dean, M. 2009; Xu, F., et al., 
2014), la expresión elevada de factores antiapoptóticos como Bcl-2 y Bcl-XL (Wang, Y. H., 
& Scadden, D. T., 2015), la capacidad para reparar el daño en el ADN mediante puntos de 
control como CHK1 y CHK2 (Bao, S., et al., 2006), así como la activación de componentes 
esenciales de señalización de supervivencia (Ramasamy, T. S., et al., 2015; Todaro, M., et al., 
2010).  
Investigaciones recientes han demostrado que las CSCs permanecen en estado de 
quiescencia en el período de reposo del ciclo celular (fase G0), lo que las hace resistentes a la 
quimioterapia, ya que la mayoría de los medicamentos quimioterapéuticos están dirigidos a 
células en división, que están proliferando activamente  (Luo M., & Wicha M. S., 2019; 
Snyder V., et al., 2018). Con respecto a los transportadores ABC, en las CSCs del cáncer de 
mama triple negativo (TNBC por sus siglas en inglés triple negative breast cancer), la 
sobreexpresión de ABCG2 está asociada con quimiorresistencia. Además, se ha encontrado 
que ABCG2 protege a diferentes células cancerosas contra 5-FU y doxorrubicina al expulsar 
estos medicamentos e inhibir la apoptosis (Eldaly, S. et al., 2022; Hsu, H. H. et al., 2018). 
 
 

 
Figura 4. Representación de la resistencia terapéutica del cáncer mediada por CSCs (Tahsin Nairuz et al., 2023).  
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En esta tesis doctoral, el enfoque de estudio estuvo dirigido específicamente al cáncer de 
mama, con un énfasis particular en el cáncer de mama triple negativo (TNBC). 

II.​ Cáncer de mama 

Incidencia 

La distribución de los casos de cáncer en Argentina según los principales sitios tumorales 
muestra que el cáncer de mama, con 22.024 casos, fue el de mayor incidencia en el año 2020 
y es el primero en mujeres, lo que representó el 32,1% de todos los tumores malignos en este 
grupo. En el año 2022 se registraron 5.750 defunciones en mujeres por cáncer de mama, 
que corresponde a una tasa bruta de 24,4 defunciones cada 100.000 mujeres.  
(https://www.argentina.gob.ar/salud/instituto-nacional-del-cancer/estadisticas/incidencia). El 
cáncer de mama es un problema global: es el cáncer más comúnmente diagnosticado en 
mujeres, con un estimado de 2.3 millones de nuevos casos y más de 685,000 muertes 
reportadas en 2020 (Sung et al., 2021). Aunque la tasa de supervivencia ha mejorado 
significativamente en las últimas dos décadas, la incidencia de esta enfermedad sigue 
aumentando en todo el mundo. El aumento en la sobrevida se atribuye en gran medida a la 
detección mediante mamografías y a las terapias adyuvantes (Hashim et al., 2016). Una 
combinación de factores genéticos y no genéticos influye en la incidencia del cáncer de 
mama. Aproximadamente el 10% de los casos de cáncer de mama son hereditarios y están 
asociados con antecedentes familiares, aunque esto varía con frecuencia según la etnia y 
entre países (Shiovitz, S. & Korde, L. A., 2015). Entre los factores no genéticos se incluyen 
la edad, los factores de riesgo reproductivo (por ejemplo, menarca temprana y menopausia 
tardía), las hormonas femeninas exógenas, mayor edad materna al tener el primer embarazo, 
la falta de lactancia materna, factores relacionados con el estilo de vida (como la obesidad 
postmenopáusica y el consumo de alcohol), la exposición a radiación, la alta densidad 
mamográfica y la presencia de lesiones histológicas como la hiperplasia atípica (Sung et al., 
2021). Sin embargo, algunos de estos factores también pueden estar relacionados con una 
predisposición genética (Danaei et al., 2005; Hankinson et al., 2004). El exposoma está 
subutilizado en la investigación del cáncer a pesar de su potencial para desentrañar las 
complejas relaciones entre las exposiciones ambientales y el cáncer,  así como para orientar la 
prevención primaria (Young AS et al., 2025). La incidencia varía a nivel mundial, siendo 
más alta en las regiones de altos ingresos (92 por cada 100.000 en América del Norte) que en 
las regiones de bajos ingresos (27 por cada 100.000 en África central y Asia oriental) (Torre, 
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L. A. et al., 2016, Ginsburg, O. et al., 2017). Estos patrones reflejan tanto los factores de 
riesgo como la disponibilidad y el uso de mamografías (y, por lo tanto, los cánceres de mama 
detectados). Además, en los países de altos ingresos, el cáncer de mama suele diagnosticarse 
en una etapa temprana y el pronóstico suele ser favorable. Sin embargo, en los países de 
ingresos bajos y medianos, el cáncer de mama a menudo se diagnostica en etapas más 
avanzadas y, en consecuencia, está asociado con una menor supervivencia (Allemani, C. et 
al., 2015)— un hecho que se refleja en las estadísticas de mortalidad. Las diferencias en los 
patrones epidemiológicos del cáncer de mama entre países se ven además influenciadas por 
factores culturales, estilos de vida y campañas nacionales de concienciación (Colditz, G. A. 
et al., 2006). También influye el acceso a la salud de cada país, y la calidad de su sistema de 
salud.  

Clasificación 

La primera clasificación molecular en el cáncer de mama se realizó a partir de muestras de 
pacientes y se basó en sus perfiles de expresión génica con microarrays (Perou et al., 2000; 
Sørlie et al., 2001; Sørlie et al., 2003; Herschkowitz et al., 2007). Esto dio lugar a cinco 
subtipos moleculares intrínsecos de tumores de mama: luminal A, luminal B, 
HER2-enriquecido, basal-like y claudin-low, cada uno con características biológicas, 
pronósticas y clínicas únicas (Nolan et al., 2023) (Figura 5a). 

●​ Tumores luminal A: Suelen ser de bajo grado, ER+ (ER por sus siglas en inglés 
estrogen receptor) PR+ (PR por sus siglas en inglés progesterone receptor), y expresan 
una fuerte firma génica luminal que incluye ESR1, GATA3, XBP1 y FOXA1. Estos 
tumores muestran una mayor supervivencia libre de recaída y supervivencia global 
tras el tratamiento en comparación con otros subtipos de cáncer de mama. 

●​ Tumores luminal B: También son ER+ pero exhiben una menor expresión de 
genes luminales (por ejemplo, PGR) y una mayor expresión de genes de 
proliferación. 

●​ Tumores HER2-enriquecidos (HER2-E): Representan del 15% al 20% de los 
casos de cáncer de mama y se distinguen por la amplificación de HER2/ERBB2 en 
el cromosoma 17q12 y una expresión intermedia de la firma génica luminal.  

●​ Tumores basal-like: Representan el 15% de los casos y son altamente proliferativos, 
con una expresión aumentada de citoqueratinas basales y EGFR, además de una baja 
expresión de la firma luminal A. Estos tumores se caracterizan por una alta 
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inestabilidad cromosómica y tienen una fuerte asociación con mutaciones 
germinales de BRCA1. 

●​ Tumores claudin-low: Son el subtipo menos frecuente y suelen ser triple negativos. 
Muestran baja expresión de marcadores de proliferación, proteínas de adhesión y 
genes de diferenciación luminal. Este perfil muestra un enriquecimiento de 
características mesenquimales y un infiltrado de células inmunitarias. También 
presentan una baja sensibilidad a la quimioterapia (Prat et al., 2010). 

Estos subtipos fueron asociados a una distinta progresión de la enfermedad según análisis 
de supervivencia global y de supervivencia libre de metástasis siendo los tumores luminales 
de mejor pronóstico y los basales de peor pronóstico (Sørlie et al., 2001; Sørlie et al., 2003).  
Actualmente, los tumores de mama se estratifican clínicamente según la expresión del 
receptor de estrógeno (ER), el receptor de progesterona (PR) y el receptor 2 del factor de 
crecimiento epidérmico humano (HER2/ERBB2) en tres grupos clínicos amplios: ER+, 
HER2+ y triple negativo (TNBC). Los tumores ER+ pueden estratificarse en alto riesgo 
(comúnmente llamado Luminal B) o bajo riesgo (comúnmente llamado Luminal A), 
dependiendo del grado tumoral y la proliferación (marcación Ki67). Los tumores HER2+ 
pueden subdividirse según la expresión de ER, identificando tumores con características 
moleculares y pronósticas distintas (Nolan et al., 2023) (Figura 5b). 
 
 
a-                                                                      b- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. a- Gráfico que representa la frecuencia de los subtipos intrínsecos de cáncer de mama. b- 
Comparación de los principales subtipos clínicos de cáncer de mama, basada principalmente en 
características histológicas y en la expresión inmunohistoquímica del receptor de estrógeno (ER), receptor de 
progesterona (PR), receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) y el marcador de 
proliferación Ki67. (Nolan et al., 2023). 
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Ya que las diferencias en los patrones de expresión génica reflejan diferencias básicas en la 
biología celular de los tumores, uno podría considerar a estos subtipos moleculares como 
enfermedades distintas. De hecho, uno de los grandes desafíos que enfrentan oncólogos e 
investigadores es que el cáncer de mama no es una entidad única sino un grupo heterogéneo 
de varios subtipos que manifiestan diferencias en su comportamiento biológico y clínico. 
Una meta fundamental para el tratamiento de esta enfermedad es la individualización del 
enfoque terapéutico, basado en un entendimiento detallado del perfil molecular de cada 
tumor y del resultado clínico probable en cada caso particular (Dawson S.J., et al., 2013). La 
medicina de precisión ofrece la promesa de tratamientos altamente individualizados, en los 
que cada paciente con cáncer de mama recibe los diagnósticos y terapias dirigidas más 
apropiados, basados en el perfil genético del tumor (Sarhangi et al., 2023). 

Pronóstico y tratamiento 

En estadíos tempranos, es decir cuando el tumor está contenido en la mama o se extendió 
únicamente a los ganglios linfáticos axilares, se considera curable (Harbeck et al., 2019; S. 
Loibl et al., 2023). Por el contrario, en estadíos avanzados, es decir cuando el tumor 
mamario ya es inoperable o metastatiza y forma tumores secundarios en otras partes del 
cuerpo, no se considera curable con las opciones terapéuticas disponibles en la actualidad 
(Cardoso et al., 2024). Sin embargo es una enfermedad tratable, donde los objetivos 
terapéuticos principales son prolongar la supervivencia y controlar los síntomas, con una 
baja toxicidad asociada al tratamiento, para mantener o mejorar la calidad de vida (Harbeck 
et al., 2019). 
Los factores pronóstico más importantes en el cáncer de mama son la expresión de ER/PR, 
HER2 y marcadores de proliferación (por ejemplo, Ki67), el número de ganglios linfáticos 
regionales afectados, la histología del tumor, su tamaño, grado y la presencia de invasión 
vascular peritumoral (Loibl et al., 2023). La clasificación intrínseca (Figura 5a) influye en 
el perfil (momento y sitios) de la enfermedad metastásica. Los tumores luminal A tienden a 
recaer tarde (después de 5 años desde su primera manifestación) y tienen un tropismo hacia 
el hueso y los ganglios linfáticos (al igual que los tumores luminal B HER2-negativos). Los 
TNBC son propensos a recurrencias tempranas (dentro de los 2 a 3 años desde su primera 
manifestación) y suelen formar metástasis viscerales (pulmón) y cerebrales. Desde la era de 
las terapias dirigidas contra HER2, los cánceres de mama HER2-positivos muestran un 
mejor pronóstico, pero pueden evadir la terapia mediante metástasis cerebrales (Buonomo, 
O. C. et al., 2017). 
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Los parámetros clínicos (edad, estadío del tumor, expresión de ER, PR y HER2, y grado 
histológico) también se han integrado en sistemas de puntuación, permitiendo una 
estimación relativamente precisa de la probabilidad de recurrencia y muerte por cáncer de 
mama. Ejemplos de estos sistemas incluyen el Índice Pronóstico de Nottingham (NPI), la 
puntuación PREDICT y Adjuvant! Online (Offersen BV et al., 2016; de Wild SR et al., 
2022; Murray Brunt A et al., 2020). Los perfiles de expresión génica, como MammaPrint 
(Agendia, Ámsterdam, Países Bajos), Oncotype DX Recurrence Score (Genomic Health, 
Redwood City, CA), Prosigna (PAM 50; NanoString Technologies, Seattle, WA), 
EndoPredict (Myriad Genetics, Salt Lake City, UT) y Breast Cancer Index (Biotheranostics, 
Inc., San Diego, CA), pueden utilizarse para obtener información adicional de pronóstico 
y/o predicción. Estos complementan la evaluación patológica y ayudan a prever el beneficio 
de la quimioterapia adyuvante (Hessler LK et al., 2017). 
 
Las principales clases de terapias dirigidas (Figura 6) utilizadas en el cáncer de mama ER+ 
son los moduladores selectivos del receptor de estrógeno (SERMs; por ejemplo, 
tamoxifeno), los degradadores selectivos del receptor de estrógeno (SERDs; por ejemplo, 
fulvestrant) o los inhibidores de la aromatasa (Strasser-Weippl K, Goss PE., 2005). El 
tratamiento estándar (SOC) para los cánceres de mama HER2+ incluye agentes anti-HER, 
como inhibidores de moléculas pequeñas, anticuerpos bloqueadores de HER2 o 
conjugados de anticuerpo-fármaco (ADCs por las siglas en inglés antibody drug conjugate) 
dirigidos a HER2. Dado que el TNBC carece de estas proteínas de superficie celular, los 
agentes SOC en este contexto están actualmente limitados a quimioterapias citotóxicas. En 
el caso de los portadores de mutaciones perjudiciales en BRCA1/2, quienes suelen ser 
pacientes triple negativos, los inhibidores de PARP están actualmente aprobados para su 
uso en el contexto metastásico y se encuentran en investigación para su uso en el entorno 
neoadyuvante (Cardoso et al., 2024). Los tratamientos para pacientes TNBC serán 
explicados en la siguiente sección. 
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Figura 6. Tratamiento sistemático para los distintos subtipos de cáncer de mama (Xin Xiong et al., 2025). 

 

III.​ Cáncer de mama triple negativo 

Caracterización y clasificación 

El cáncer de mama triple negativo (TNBC) representa entre el 15 % y el 20 % de los casos de 
cáncer de mama. En la clínica, se considera TNBC cuando el tumor es negativo para HER2 
y presenta una expresión de menos del 1 % de ER y PR mediante inmunotinción. Es un 
tumor biológicamente más agresivo que los no-TNBC, caracterizado por células cancerosas 
de grado moderado/alto y altamente proliferativas, lo que, junto con las opciones de 
tratamiento limitadas, conduce al peor pronóstico entre los subtipos de cáncer de mama 
(Zagami et al., 2022). En comparación con otros subtipos de cáncer de mama, el tiempo de 
supervivencia de los pacientes con TNBC es más corto, y la tasa de mortalidad alcanza el 40 
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% en los primeros 5 años tras el diagnóstico (Dent R, et al., 2007). El TNBC es altamente 
invasivo, y aproximadamente el 46 % de los pacientes desarrollará metástasis a distancia. El 
tiempo medio de supervivencia después de la metástasis es de solo 13,3 meses, y la tasa de 
recurrencia después de la cirugía es tan alta como el 25%. Las metástasis suelen involucrar el 
cerebro y los órganos viscerales, ocurriendo principalmente en el tercer año tras el 
diagnóstico (Lin NU, et al., 2008).  En particular, el riesgo de recaída para las pacientes 
TNBC durante los primeros 3 a 5 años es significativamente mayor en comparación con las 
mujeres que presentan cáncer de mama con receptores hormonales positivos (C. a Hudis et 
al., 2011). El tiempo promedio libre de enfermedad detectable en pacientes con cáncer de 
mama no TNBC es de 35 a 67 meses, mientras que en los pacientes  TNBC es de solo 19 a 
40 meses. La tasa de mortalidad de los pacientes con TNBC dentro de los 3 meses 
posteriores a la recurrencia alcanza hasta el 75 % (Zhang L, et al., 2015; Gluz O, et al., 2009). 
Paradójicamente, la mayor tasa de recurrencia a distancia ocurre a pesar de que estas mujeres 
muestran inicialmente tasas más altas de respuesta a la quimioterapia neoadyuvante (R. 
Dent, M. et al., 2007).  
 
Estos tumores responden favorablemente a la quimioterapia neoadyuvante (NACT por sus 
siglas en inglés: neoadjuvant chemotherapy), y tienen más probabilidades de lograr una 
respuesta patológica completa (pCR por sus siglas en inglés: pathological complete response) 
tras completar la NACT en comparación con los pacientes con tumores de mama que no 
son TNBC (Hugh J. et al., 2009; Tischkowitz M. et al., 2007). Aunque la pCR predice una 
excelente supervivencia independientemente del estado de los receptores tumorales, los 
pacientes TNBC que presentan enfermedad residual después de la NACT experimentan 
una supervivencia libre de enfermedad y una supervivencia general significativamente más 
cortas que los pacientes no TNBC (Dent R. et al., 2007; Gabos Z. et al., 2010; Liedtke C. et 
al., 2008). Las diferencias en la respuesta clínica y la supervivencia tras la quimioterapia 
neoadyuvante sugieren que un subconjunto de TNBC puede ser intrínsecamente insensible 
a la quimioterapia citotóxica. Aunque el TNBC se considera una única entidad tumoral 
clínica, estudios de secuenciación del genoma completo han revelado una amplia 
heterogeneidad molecular intertumoral e intratumoral. Mediante análisis de expresión 
génica en 386 tumores, se identificaron originalmente seis subtipos distintos de TNBC 
(Lehmann BD. et al., 2011). Los subtipos moleculares de TNBC consisten en dos subtipos 
basales (BL1 y BL2), un inmunomodulador (IM), un mesenquimal (M), un mesenquimal 
tipo stem (MSL) y un subtipo luminal con receptor de andrógenos (LAR) con biologías y 
respuestas a la quimioterapia y terapias dirigidas significativamente diferentes (Miyake T, et 
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al., 2012; Horak CE et al., 2013; Lehmann BD et al., 2011; Saura C et al., 2013; Burstein 
MD et al., 2014). Los análisis de Gene Ontology mostraron lo siguiente: 

●​ BL1: Caracterizado por una elevada expresión de genes relacionados con el ciclo 
celular y la respuesta al daño del ADN. Tienen alta expresión de Ki67. Responden 
bien a agentes antimitóticos como taxanos (paclitaxel o docetaxel) y al agente de 
daño al DNA cisplatino, mostrando la tasa más alta de pCR (52%) tras NAC entre 
todas las subclases (Masuda et al., 2014). 

●​ BL2: Enriquecido en señalización de factores de crecimiento (vías EGF, NGF, MET, 
Wnt/β-catenina e IGF1R) y marcadores mioepiteliales. Enriquecidos en genes de 
proliferación, receptores tirosina-quinasas (RTKs), genes de señalización metabólica 
y expresión de marcadores mioepiteliales (TP63 y MME). Los pacientes rara vez 
alcanzan pCR (Masuda et al., 2014).  

●​ IM: Compuesto por genes que codifican antígenos inmunes, vías de transducción 
de señales inmunitarias y de citoquinas, lo que probablemente refleja la expresión 
génica tanto de las células tumorales como de los linfocitos infiltrantes. Muestran 
tasas moderadas de pCR similares a los tumores M (Masuda et al., 2014). 

●​ M y MSL: Comparten una elevada expresión de genes implicados en EMT, en la 
diferenciación celular y en las vías de señalización de factores de crecimiento. Las 
líneas celulares de este subtipo son sensibles a inhibidores de las familias SRC y 
PI3K/mTOR. Los tumores MSL están definidos por la expresión de genes 
relacionados con la angiogénesis, y una alta expresión de genes relacionados con 
células madre mesenquimales. Muestran bajos niveles de expresión de genes 
relacionados con la proliferación, acompañado por un bajo índice mitótico y tienen 
tasas moderadas de pCR (23–31%) (Masuda et al., 2014). Además, los tumores 
MSL y sus líneas celulares presentan una expresión aumentada de TGFBRIII, que 
impulsa la migración e invasión en líneas celulares MSL y crecimiento tumoral in 
vivo. 

●​ LAR: Caracterizado por la expresión génica luminal y dirigido por el receptor de 
andrógenos (AR). Frecuentemente presentan mutaciones activadoras en PIK3CA, y 
muestran menor sensibilidad a la quimioterapia, con tasas de pCR del 10% (Masuda 
et al., 2014). En modelos preclínicos, este subtipo se beneficia de la terapia 
combinada dirigida a AR (bicalutamida) y PI3K (NCT00468715) (Lehmann, B.D. 
et al., 2014). 
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En 2016, Lehmann et al. (Lehmann BD et al., 2016) redefinieron los subtipos moleculares 
del TNBC, reduciéndose de seis a cuatro (TNBC type-4: BL1, BL2, M y LAR), 
considerando que los subtipos IM y MSL estaban influenciados principalmente por la 
contaminación de células estromales normales y células inmunes en el microambiente 
tumoral. Un análisis transcripcional similar de 198 tumores TNBC no caracterizados 
previamente identificó cuatro subtipos estables de TNBC: luminal AR (LAR), 
mesenquimal (MES), basal inmunosuprimido (BLIS) y basal inmuno-activado (BLIA) 
(Burstein MD et al., 2015). Los análisis de pronóstico mostraron una supervivencia libre de 
enfermedad (DFS por sus siglas en inglés disease free survival) en el orden de BLIA > M > 
LAR > BLIS. En conjunto, ambos estudios sugieren la existencia de al menos cuatro 
subclases estables de TNBC: basal (BL1/BL2; BLIS), luminal con receptor de andrógenos 
(LAR), mesenquimal (M/MSL; MES) e inmunomodulador/activado (IM; BLIA). Esta 
clasificación molecular resalta la diversidad biológica del TNBC y subraya la necesidad de 
enfoques terapéuticos personalizados según el subtipo de TNBC (Figura 7).  

 

 
Figura 7. Clasificación y 
opciones terapéuticas en TNBC. 
En el círculo verde se muestran los 
cuatro subtipos principales de 
TNBC, en el círculo azul se 
muestran los principales 
componentes o vías de cada 
subtipo y en el círculo blanco, las 
terapias más adecuada para cada 
subtipo de acuerdo a sus 
características (Yun Li et al., 
2022). 
 
 
 
 
 
 

Terapias y tratamiento 

El tratamiento de las pacientes con TNBC ha representado un desafío significativo debido a 
la heterogeneidad de la enfermedad y la ausencia de blancos moleculares bien definidos (P. 
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Zagami and L.A. Carey, 2022). Clínicamente, esto hace que sea especialmente desafiante 
encontrar la quimioterapia óptima que permita una supervivencia más prolongada sin 
metástasis y una mayor supervivencia general para estas mujeres (Bianchini et al., 2022). La 
quimioterapia ha sido durante mucho tiempo la base del tratamiento para el TNBC 
metastásico. Sin embargo, este enfoque ha cambiado recientemente con la integración de los 
inhibidores de PARP (PARPis: del inglés poly adenosine diphosphate–(ADP)-ribose 
polymerase inhibitors) para pacientes con mutaciones en BRCA y también con los 
resultados positivos de la combinación de quimioterapia e inmunoterapia en pacientes con 
tumores positivos para la proteína PD-L1 (del inglés programmed cell death 1 ligand) 
(expresión de PD-L1 en células inmunitarias infiltrantes del tumor ≥ 1%) (Sarhangi et al., 
2023).  
 
Inhibidores de PARP: 
El subtipo TNBC presenta la mayor incidencia de mutaciones en los genes BRCA1 y 
BRCA2 comparado con los otros subtipos. Se estima que aproximadamente el 20% de los 
pacientes con TNBC tienen una mutación germinal en estos genes. En mujeres con TNBC 
que presentan una mutación en BRCA, tanto la quimioterapia basada en platinos 
(carboplatino/cisplatino) como los PARPis se recomiendan como tratamiento de primera 
línea (Sarhangi et al., 2023).  
Las proteínas codificadas por los genes BRCA contribuyen a la reparación de rupturas de 
doble hebra en el ADN como parte de la vía de recombinación homóloga (Yoshida K, Miki 
Y; 2004), con lo cual  las células con estas mutaciones tienen un mecanismo defectuoso de 
reparación del ADN. Los agentes alquilantes, como los platinos, destruyen las células 
cancerosas al interferir con el ADN y causar numerosas rupturas de hebra sencilla, 
induciendo así apoptosis y evitando la división celular. La formación de aductos de 
ADN-Pt, que contribuyen al arresto del ciclo celular y la apoptosis, es el principal 
mecanismo antitumoral del platino una vez dentro de la célula. 
La inhibición de PARP genera rupturas de doble hebra en células en replicación (Farmer, 
H. et al., 2005). En células con BRCA1/2 wild type, estas rupturas se reparan mediante 
recombinación homóloga. Sin embargo, en células deficientes en BRCA1/2, como la 
recombinación homóloga está afectada, las rupturas en las hebras de ADN dependen de la 
funcionalidad de PARP1 para su reparación (Farmer, H. et al., 2005; Bryant, H. E. et al., 
2005). Por lo tanto, la inhibición de PARP1 mediante interferencia de ARN o inhibidores 
químicos conduce a una toxicidad severa y altamente selectiva en células defectuosas en 
BRCA1/2, un fenómeno conocido como "letalidad sintética" donde las células no pueden 
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reparar su ADN y se ven obligadas a someterse a apoptosis (Turner, N. C. et al., 2008). 
Estudios recientes han mostrado que el uso de olaparib (inhibidor de PARP) en etapas 
tempranas de la enfermedad mejora significativamente la supervivencia libre de enfermedad 
y la supervivencia global en pacientes con enfermedad de alto riesgo (Tutt et al., 2021).  
 
Inmunoterapia: 
PD-1 es una proteína transmembrana expresada en células T, células B y células NK. El 
ligando de PD-1 (PD-L1), que se expresa en células normales y células cancerosas, se une a 
PD-1 e inhibe directamente la apoptosis de la célula tumoral mientras promueve el 
agotamiento periférico de las células T efectoras y la conversión de células T efectoras en 
células T regulatorias (Treg) (Francisco, L.M. et al., 2009). Los tumores pueden regular el 
aumento en la expresión de PD-1 y PD-L1 (Tumeh, P.C. et al., 2014). PD-L1 se utiliza 
clínicamente como biomarcador para la respuesta a la inhibición de puntos de control 
inmunitario (ICIs) en malignidades avanzadas (Salmaninejad A et al., 2019). 
La elevada inestabilidad genómica y carga mutacional en el TNBC generan una mayor 
propensión a formar neoantígenos, que pueden ser reconocidos como "no propios" por el 
sistema inmunitario adaptativo (Brown, S. D., 2014). En consecuencia, los tumores TNBC 
presentan una mayor cantidad de linfocitos infiltrantes de tumores (TILs del inglés tumor 
infiltrating lymphocytes) (Loi, S. et al., 2013) y una mayor expresión de la proteína PD-L1 
en comparación con otros subtipos de cáncer de mama. La expresión de PD-L1 se asocia 
significativamente con la presencia de TILs (Wimberly, H. et al., 2015; Ali, H. R. et al., 
2015). Una alta infiltración de TILs se ha relacionado con un menor riesgo de recaída en 
pacientes con cáncer de mama (Aaltomaa, S. et al., 1992). En el TNBC, la asociación entre 
la presencia de TILs o la expresión de marcadores inmunitarios y la probabilidad de lograr 
una pCR después de la quimioterapia neoadyuvante es consistente y significativa. Un alto 
nivel de expresión de marcadores inmunitarios, asociado con diferentes tipos de células 
inmunitarias, ha demostrado beneficios con la quimioterapia en el TNBC (Gu-Trantien, C. 
et al., 2013; West, N. R. et al., 2011; Denkert, C. et al., 2015). 
A diferencia de los cánceres de melanoma y pulmón, la monoterapia con los inhibidores de 
puntos de control inmunitarios dirigidos contra PD-1 o PDL-1 (ICIs por sus siglas en 
inglés immune checkpoint inhibitors) ha mostrado un beneficio limitado en el cáncer de 
mama. Sin embargo, la combinación de ICIs con quimioterapias de base ha demostrado 
beneficios notables, especialmente en el entorno de enfermedad metastásica de primera 
línea, donde la función inmunológica es menos probable que esté "agotada" (Cortés et al., 
2020; Schmid et al., 2018). En pacientes tratados por primera vez, esta combinación ha 
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logrado mejorar las tasas de pCR y la supervivencia libre de progresión (PFS por sus siglas 
en inglés progression free survival) (Mittendorf et al., 2020; Schmid et al., 2022). La FDA 
aprobó atezolizumab para el tratamiento de TNBC localmente avanzado irresecable o 
metastásico (mTNBC) con expresión positiva de PD-L1 el 8 de marzo de 2019, 
convirtiéndose en el primer anticuerpo monoclonal de bloqueo inmunitario aprobado para 
TNBC. Posteriormente, el 13 de noviembre de 2020, la FDA también aprobó 
pembrolizumab en combinación con quimioterapia para pacientes con TNBC recurrente 
localmente irresecable o mTNBC con expresión positiva de PD-L1 (US Food and Drug 
Administration website http://www.accessdata.fda.gov/). 
Otro avance destacado ha sido el desarrollo de anticuerpos conjugados con drogas (terapia 
ADC por sus siglas en inglés Antibody-Drug Conjugates), son una clase novedosa de terapias 
oncológicas complejas que consisten en un anticuerpo, un enlace y un agente citotóxico. La 
base del anticuerpo generalmente se dirige a una proteína de superficie celular expresada por 
células tumorales y/o en el microambiente tumoral, como sacituzumab govitecan (SG), 
aprobado por la FDA en 2020 para pacientes con cáncer de mama triple negativo 
metastásico (mTNBC) refractario y recurrente, tratados al menos dos veces previamente 
(US Food and Drug Administration website http://www.accessdata.fda.gov/). SG es un 
anticuerpo humano monoclonal dirigido contra el antígeno 2 de superficie celular del 
trofoblasto (TROP2), glicoproteína sobreexpresada en el 80% de los cánceres de mama, 
especialmente en el TNBC. El agente citotóxico, SN-38 (un potente inhibidor de la 
topoisomerasa I), está unido al anticuerpo monoclonal humanizado anti-Trop-2 hRS7 
IgG1κ mediante un enlace CL2A escindible, lo que permite la entrega de concentraciones 
terapéuticas del fármaco tanto en las células target como en las células vecinas (Zong et al., 
2021). 
En Argentina, la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología 
Médica (ANMAT) ha autorizado la realización de ensayos clínicos con sacituzumab 
govitecán en pacientes con cáncer de mama metastásico con receptor hormonal positivo y 
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano negativo (HR+/HER2-). 
Atezolizumab y Olaparib están disponibles en nuestro país. 
 
En resumen, el tratamiento para pacientes TNBC se muestra en la Figura 8: 
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Figura 8. Tratamiento de TNBC (Cardoso et al, 2024). 
ABC, advanced breast cancer; ChT, chemotherapy; PARPI, poly-adenosine diphosphate ribose polymerase inhibitor; 
PD-L1, programmed death-ligand 1; N/A, not available. 
 
 

De los resultados de los ensayos clínicos actuales de TNBC, se sabe que el beneficio de una 
única terapia convencional (monoquimioterapia) o inmunoterapia no es suficiente debido a 
la heterogeneidad tumoral, la evolución del tumor y la resistencia a drogas (M. A. Mir et al., 
2020; Chalakur-Ramireddy et al., 2018; Lee and Mustafa, 2018). Por lo tanto, la terapia 
combinada es actualmente la opción preferida por la práctica clínica para el tratamiento del 
TNBC. A partir de estos estudios, los pacientes con TNBC no avanzado mostraron buenas 
respuestas tras la terapia combinada; sin embargo, el pronóstico del TNBC avanzado sigue 
siendo pobre. Sin lugar a dudas, el tratamiento personalizado y preciso del TNBC depende 
del estudio de las características de expresión molecular y los mecanismos biológicos del 
tumor. Por lo tanto, la evaluación frecuente de la expresión inmunomolecular y el análisis 
de mutaciones en tejidos tumorales de TNBC resulta muy importante, proporcionando 
evidencia sólida para determinar los regímenes de terapia combinada del TNBC (Yun Li et 
al., 2022). 
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TNBC- Heterogeneidad tumoral 

La heterogeneidad observada en el cáncer de mama es una de las principales causas del 
fracaso terapéutico. Las variaciones en las características genéticas y epigenéticas dentro de 
un subconjunto de células cancerosas (heterogeneidad intratumoral) pueden alterar tanto el 
pronóstico como la respuesta a los medicamentos. Cada cáncer es genéticamente 
heterogéneo, lo que implica que no hay garantía de que un único tratamiento sea eficaz 
contra todos los clones malignos que componen la masa tumoral.  

El cáncer de mama triple negativo (TNBC) no es una enfermedad única, sino un conjunto 
de múltiples entidades con heterogeneidad histopatológica, transcriptómica y genómica 
pronunciada: 

- Heterogeneidad histopatológica: El TNBC incluye varias variantes histológicas, como baja 
diferenciación tumoral, presencia de elementos metaplásicos, características medulares y 
respuesta linfocítica estromal (Livasy, C. A. et al. , 2006; Kreike, B. et al., 2007). Además, 
esta vasta heterogeneidad en TNBC también se extiende al microambiente inmunitario 
tumoral, que exhibe una amplia gama de niveles de infiltrado de linfocitos y monocitos, así 
como la activación de puntos de control inhibitorios como PD-1/PD-L1 (Spranger, S. et 
al., 2013).  

- Heterogeneidad transcriptómica: TNBC también presenta una gran heterogeneidad en el 
nivel transcriptómico, el estudio pionero de Lehmann et al. (Lehmann, B. D. et al., 2011) 
identificó siete subtipos de TNBC: Basal-like 1 (BL1), Basal-like 2 (BL2), 
Inmunomodulador (IM), Mesenquimal (M), Tipo mesenquimal similar a células madre 
(MSL), Receptor androgénico luminal (LAR), Inestable (UNS); que luego pasaron a ser 
cuatro (Lehmann BD et al., 2016): BL, M, I y LAR (sección “Clasificación de TNBC”). 

- Heterogeneidad genómica: El TNBC se caracteriza por genomas complejos, con alta 
inestabilidad genética y patrones intrincados de alteraciones en el número de copias y 
reordenamientos cromosómicos (Cancer Genome Atlas, N., 2012; Kandoth, C. et al., 2013; 
Nik-Zainal, S. et al., 2016; Bertucci, F. et al. , 2019; Shah, S. P. et al., 2012). Utilizando 
técnicas de secuenciación de células individuales, Wang y sus colegas (Wang Y et al., 2014) 
investigaron el grado de diversidad genética clonal en cánceres positivos para ER y en 
cánceres triple negativos. Descubrieron que las células de cáncer de mama triple negativo 
presentan una tasa de mutación intrínseca muy alta, lo que genera una amplia diversidad 
genómica. Los tumores triple negativos presentan, en promedio, 1.68 mutaciones somáticas 
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por Mb de regiones codificantes (~60 mutaciones somáticas por tumor) (The Cancer 
Genome Atlas Network, 2012; Kandoth, C. et al., 2013) y una ocurrencia frecuente de 
múltiples aberraciones en el número de copias que afectan genes implicados en diversas vías 
de señalización (The Cancer Genome Atlas Network, 2012; Shah, S. P. et al., 2012; Curtis, 
C. et al., 2012). Entre las mutaciones más frecuentes en TNBC, se destacan: 

●​ TP53, con una frecuencia del 60–70%, es significativamente más común en tumores 
basales (62–80%) que en no basales (43%) (The Cancer Genome Atlas Network, 
2012; Shah, S. P. et al., 2012). 

●​ PIK3CA es el siguiente gen más mutado en TNBC, en ~10% de los casos 
globalmente (Shah, S. P. et al., 2012; Lehmann, B. D. et al., 2014), es mucho más 
frecuente en el subtipo LAR (46.2%) que en otros subtipos (promedio 4.5%) 
(Lehmann, B. D. et al., 2014). 

●​ Todas las demás mutaciones tienen una frecuencia baja (1–5%) o muy baja (<1%) en 
los TNBC. Algunas de estas son accionables, como ERBB2, o son el blanco de 
terapias existentes, como BRAFV600E (Shah, S. P. et al., 2012).  

Por otro lado, cabe destacar que la clasificación intrínseca de células malignas individuales 
indicó la presencia de fenotipos diversos dentro de tumores individuales, con múltiples 
subtipos intrínsecos evidentes en muchos tumores (Chung et al., 2017; Wu et al., 2021). 
Por ejemplo, se detectó un pequeño subconjunto de células de tipo basal en algunos 
tumores luminales y HER2-enriquecidos.  

En TNBC, el perfil genómico de las biopsias líquidas basado en ctDNA ha demostrado ser 
útil para caracterizar alteraciones específicas del tumor y predecir el pronóstico del paciente 
(Takeshita, T. et al., 2015; Madic, J. et al., 2015; Stover, D. G. et al., 2018; Radovich, M. et 
al., 2020). Actualmente se están llevando a cabo ensayos clínicos con biopsias líquidas para, 
por ejemplo, evaluar la correlación entre la detección de Enfermedad Residual Molecular 
(MRD) mediante un test basado en ADN tumoral circulante y la pCR después de la 
quimioterapia neoadyuvante (NAC) en pacientes con TNBC en estadio I-III. Los 
resultados de este estudio buscan mejorar la detección de MRD y los resultados clínicos en 
futuros pacientes (NCT06230185). 

La diversidad molecular e histológica del TNBC resalta la necesidad de enfoques 
terapéuticos personalizados y el uso de tecnologías avanzadas (como las biopsias líquidas) 
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para mejorar el diagnóstico y la vigilancia de la enfermedad. Esto subraya el potencial de las 
terapias dirigidas basadas en características moleculares específicas del tumor. 

 

TNBC- Quimioresistencia 

Los TNBC suelen volverse resistentes durante los tratamientos o pueden ser 
intrínsecamente no respondedores a la quimioterapia, con numerosos mecanismos posibles 
de quimiorresistencia (Ferrari et al., 2022).  

Uno de los principales mecanismos está mediado por transportadores ABC (ABC 
ATP-binding cassette), que provocan la salida dependiente de ATP de varios compuestos de 
quimioterapia a través de las membranas celulares. Interesantemente, se observó una 
expresión significativamente mayor de la proteína de resistencia a múltiples fármacos 1 
(ABCC1/MRP1 por sus siglas en inglés multidrug-resistant protein-1), la proteína de 
resistencia al cáncer de mama (ABCG2/BCRP por sus siglas en inglés breast cancer 
resistance protein) y la proteína de resistencia a múltiples fármacos 8 (ABCC11/MRP8 por 
sus siglas en inglés multidrug-resistant protein-8) en TNBC (Yamada, A. et al., 2013; Anna 
Makuch-Kocka et al., 2023). En las últimas tres décadas, se han desarrollado agentes que 
han mostrado un gran potencial como inhibidores en modelos in vitro y en algunos 
modelos in vivo (Darby RA et al., 2011; Dong J. et al., 2020; Krishna R. et al., 2001; 
Palmeira A et al., 2012; Jaramillo AC et al., 2018). Sin embargo, hasta la fecha, ningún 
inhibidor ha demostrado revertir significativamente la resistencia a múltiples fármacos 
(MDR) en ensayos clínicos en humanos y hay toxicidades inaceptables asociadas (Borst P. et 
al., 2020; Robey RW et al., 2018). 

La quimiorresistencia observada en TNBC también puede deberse a la presencia de CSCs 
tras el tratamiento, lo que lleva subsecuentemente al recrecimiento tumoral (Clara, J. A. et 
al., 2020). La quimiorresistencia asociada a las CSCs puede deberse a varios factores, 
incluyendo su tasa de proliferación relativamente baja y la alta expresión de transportadores 
ABC (Zhou, S. et al., 2001). Se están evaluando diferentes estrategias terapéuticas para 
superar la quimiorresistencia de las CSCs, incluyendo dirigirse hacia los antígenos de 
superficie y vías de señalización cruciales para su autorrenovación (Clara, J. A. et al., 2020). 

Otras causas de la quimiorresistencia en TNBC son: la hipoxia (Vaupel, P., 2008), las 
mutaciones en TP53 (Friboulet, L. et al, 2019), las vías NF-κB (Messeha, S. S. et al., 2018), 

 
43 
 



 

PAM (Ueng, S. H. et al., 2012; Steelman, L. S. et al., 2008), JAK/STAT (Marra et al., 2020), 
EGFR y IGF-1R (Kim, A. et al., 2017; Farabaugh, S. M. et al., 2015). 

La experiencia de esfuerzos pasados y actuales sugiere que los agentes individuales 
(monoterapia) tienen pocas probabilidades de ser efectivos contra el TNBC. Utilizarlos en 
combinación con otras terapias podría ser una estrategia prometedora para neutralizar la 
resistencia intrínseca o adquirida a los medicamentos (Yun Li et al., 2022). 

TNBC-CSCs 

Las CSCs de mama (o BCSCs en donde B es breast) representan una subpoblación muy 
pequeña frente a la población total de células tumorales (0.0001% a 10%: Dos Santos y Da 
Silva, 2013, pudiendo llegar a 30%, Enderling, 2015). Es una subpoblación dinámica de 
células tumorales que conservan las propiedades de las células madre mamarias y, lo más 
notable, la capacidad de repoblar un tumor heterogéneo a partir de una sola célula 
(Charafe-Jauffret, E. et al., 2009). Las BCSCs tienen tasas de proliferación más lentas y 
mayores grados de resistencia a la quimioterapia en comparación con las células cancerosas 
no madre (Creighton, C. J. et al., 2009), y a menudo muestran cambios en el fenotipo 
similares a los asociados con células que experimentan EMT (Mani, S. A. et al., 2008; 
Creighton, C. J. et al., 2010). 

Las BCSCs y las células madre normales (SCs) comparten habilidades de resistencia 
similares (Carnero, A. et al., 2016). Debido a que el pool celular de un organismo es 
mantenido por las SCs, es necesario proteger biológicamente estas SCs. Por ello, se han 
desarrollado varios mecanismos para mantener la capacidad stem celular y evitar la muerte 
por apoptosis. Las CSCs parecen emplear estos mecanismos intrínsecos contra las terapias 
anticancerígenas. Como resultado, el tratamiento con quimioterapia y radioterapia erradica 
a la mayoría de la población de no-BCSCs, pero no a las BCSCs, lo que lleva a la recurrencia 
de la enfermedad (Dallas, N.A. et al., 2009).  

El uso del patrón de expresión CD44+/CD24-/low junto con la actividad de ALDH 
(aldehído deshidrogenasa), además de enfoques funcionales como la formación de 
mamósferas o la siembra de tumores en xenoinjertos, se ha convertido en el "estándar de 
oro" para la caracterización de BCSCs in vitro (Liedtke et al., 2013). También la capacidad 
de excluir sustratos de transportadores ABC (Pontier, S. M. & Muller, W. J., 2009; Britton, 
K. M. et al., 2012). Utilizando análisis inmunohistoquímico seguido de perfil molecular, 
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Honeth et al. (Honeth G et al., 2008) demostraron una correlación entre la expresión de 
CD44+/CD24-/low y el subtipo TNBC. Resultados similares se observaron en un análisis 
de 466 carcinomas invasivos de mama y ocho líneas celulares de cáncer de mama que 
representaban distintos subtipos moleculares, donde el cáncer de mama basal presentó el 
porcentaje más alto de células tumorales con el fenotipo de BCSCs CD44+CD24−/low y 
positividad para ALDH1 (Ricardo S et al., 2011; Charafe-Jauffret E et al., 2009). Estas 
células positivas para ALDH también mostraron características de CSCs, ya que podían 
formar mamósferas in vitro y tumores in vivo (Charafe-Jauffret E et al., 2009). En otros 
estudios también se encontró que el TNBC resulta estar intrínsecamente enriquecido en 
CSCs, aunque se han observado CSCs en todos los subtipos de cáncer de mama (Park, S. Y. 
et al., 2010; Ma, F. et al., 2014). Esto también podría explicar el pronóstico desfavorable del 
TNBC en comparación con otros subtipos de cáncer de mama. Además, se ha descrito la 
acumulación de CSCs quimiorresistentes en tumores residuales después de la 
quimioterapia neoadyuvante (Lee, H. E. et al., 2011). Clínicamente, la expresión de CSCs 
se asocia con una peor respuesta a la quimioterapia, metástasis en los ganglios linfáticos, 
metástasis distantes, recurrencia, y peor supervivencia libre de enfermedad (DFS) y 
supervivencia global (OS) (Chen, Y. et al., 2015; Lin, Y. et al, 2012).  

Por otro lado, el perfil molecular ha proporcionado una base importante para comprender 
la etiología del cáncer de mama, ya que los subtipos intrínsecos muestran una notable 
similitud con las células normales dentro de la jerarquía de células madre mamarias (Lim et 
al., 2009) (Figura 9). Las similitudes moleculares entre células tumorales de un subtipo y 
células madre mamarias sugieren que éstas últimas sirven como células de origen para la 
transformación maligna en los diferentes subtipos, con una heterogeneidad adicional 
atribuible a influencias intrínsecas y extrínsecas, incluyendo mutaciones, eventos 
epigenéticos y el microambiente (Lim et al., 2009). Los tumores claudin-low, que están 
pobremente diferenciados, presentan transcriptomas notablemente similares a los de la 
población enriquecida en células madre del tejido mamario normal. Lo mismo sucede entre 
el progenitor luminal y el fenotipo basal-like. Existe evidencia convincente de que las células 
progenitoras luminales son los precursores de los cánceres basales (Lim et al., 2009; 
Molyneux et al., 2010). En el extremo opuesto del espectro de diferenciación, los tumores 
luminales A se alinean más estrechamente con las células luminales maduras (Nolan et al., 
2023). Los subtipos claudin-low y basal coincidentes con las células madre más 
indiferenciadas del tejido mamario, son los que presentan peor pronóstico. 
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Como se puede observar en la Figura 9, las flechas indican el tipo de célula epitelial normal 
más cercano (posible célula de origen) para cada subtipo tumoral.  

 

 

 

 

Figura 9. Modelo esquemático que muestra las 
relaciones entre la jerarquía de diferenciación normal 
de la mama y los subtipos intrínsecos basado en la 
comparación de firmas de expresión génica (Lim et 
al., 2009) y estudios en células madre de ratón (Fu et 
al., 2020) (Nolan et al., 2023). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
En la búsqueda de procesos moleculares que contribuyen a comprender la biología de los 
tumores de mama triple negativos (TNBC) y encontrar nuevos blancos terapéuticos, 
nuestro grupo y otros, identificaron al factor de transcripción RUNX1 como marcador de 
mal pronóstico en esta patología (Ferrari 2014, Recouvreux 1016; Fernández 2023, Chen 
2024).  
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IV.​ FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN RUNX 

Estructura y caracterización de la familia RUNX 

La familia de factores de transcripción Runt-related (RUNX) actúan como reguladores 
maestros del desarrollo embrionario y están involucrados en procesos celulares esenciales, 
como la proliferación, diferenciación, especificación de linaje celular e incluso apoptosis 
(Chuang LS et al., 2013; Hongyang Yi et al., 2022; Xinyi Chen et al., 2024; Michael 
Lie-a-ling et al., 2019; Hong D. et al., 2018; Alessandra I. Riggio and Karen Blyth, 2017; 
Tsung-Chieh Lin, 2022; Khan, A.S. et al., 2023, Adhiraj Roy et al., 2023). 
Tradicionalmente descrito como una proteína de unión al ADN que se asocia con CBFβ 
para formar el complejo de transcripción heterodimérico CBF (por sus siglas en inglés 
core-binding factor), RUNX es ahora considerado una proteína multifacética que 
interacciona con diversas proteínas para dirigir resultados biológicos de manera dependiente 
del contexto (Ito Y., 2008; Mevel et al., 2019). 
Los tres miembros de la familia RUNX (1, 2 y 3) presentan una expresión específica de 
tejido y funciones restringidas al linaje embrionario. Los mamíferos tienen tres genes 
RUNX con patrones de expresión altamente dinámicos, dependiendo de las etapas de 
diferenciación y desarrollo (Blyth K. et al., 2005). Funcionalmente, RUNX1 es crucial para 
la diferenciación de células hematopoyéticas (diferenciación de células madre 
hematopoyéticas en células sanguíneas maduras) (Dowdy CR. et al., 2010; Yamagata T. et 
al., 2005). RUNX2 es esencial para la osteogénesis (Lian JB and Stein G., 2003; Komori T., 
2003). RUNX3 regula la neurogénesis (Inoue K. et al., 2002), el desarrollo de linfocitos T 
(Woolf E. et al., 2007) y el crecimiento del epitelio gástrico (Fukamachi H., 2006). Los 
modelos de ratón han demostrado que la interrupción de genes Runx individuales (KO 
condicionales) da lugar a fenotipos distintos, lo que indica funciones no redundantes y 
específicas de tejido: la eliminación de Runx1 se asocia con la ausencia de hematopoyesis 
definitiva; la eliminación de Runx2 resulta en la falta de formación ósea, y la eliminación de 
Runx3 conduce a ratones con defectos en el desarrollo de células T citotóxicas, así como 
trastornos gastrointestinales y neuronales (Ito K. et al., 2008; Li QL et al., 2002; Inoue K. et 
al., 2002). Los tres genes Runx de mamíferos son parte de una triplicación ancestral de 500 
kb, la cual es evidente en los cromosomas 1p (Runx3), 6p (Runx2) y 21q (Runx1) (Levanon 
D. et al., 1994). 
La proteína RUNX de mamíferos contiene varias regiones conservadas. La característica 
más altamente conservada de las proteínas RUNX es el dominio Runt de 128 aminoácidos 
(Rennert et al., 2003), ubicado cerca del extremo N terminal. El dominio RHD (del inglés 
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Runt Homology Domain) es esencial para (1) la unión al ADN en el motivo consenso 
RUNX ‘PyGPyGGTPy’, siendo Py cualquier pirimidina (Wang y Speck, 1992), (2) las 
interacciones proteína-proteína (Lilly et al., 2016; Nagata et al., 1999) y (3) la localización 
nuclear de los factores RUNX (Telfer et al., 2004). El dominio Runt también es necesario 
para la interacción con la subunidad core-binding factor subunit beta (CBFβ) (Kamachi Y. et 
al., 1990). CBFβ es una proteína expresada de manera ubicua, codificada en mamíferos por 
el gen Cbfb de 50 kb (Kent, W.J. et al., 2002). CBFβ es una proteína que no se une al ADN 
y carece de una señal de localización nuclear (Tahirov, T.H.et al., 2001), residiendo en el 
citoplasma, donde puede unirse al RHD en las proteínas RUNX (Bushweller, J.H. et al., 
1999). Mientras que la unión a las proteínas RUNX permite que CBFβ se transporte al 
núcleo (Figura 10a), éste estabiliza alostéricamente el punto de contacto entre el RHD y el 
ADN (Bravo, J. et al., 2001), mejorando así la afinidad de unión al ADN de las proteínas 
RUNX en un factor de 40 veces (Yan, J. et al., 2004). Además, la unión a CBFβ puede 
proteger a las proteínas RUNX, como se muestra en el caso de RUNX1, donde la 
heterodimerización con CBFβ previene su degradación (Huang, G. et al., 2001). De hecho, 
los niveles de RUNX1 son apenas detectables en ratones knockout de Cbfβ, y se ha 
demostrado que CBFβ aumenta la vida media de esta proteína previniendo la proteólisis de 
RUNX1 mediante ubiquitinación (Huang, G. et al., 2001). Esta regulación integral de, y 
por RUNX/CBFβ es imperativa para controlar las vías celulares tanto en el desarrollo como 
en la enfermedad (Figura 10b). De hecho, la pérdida de cualquiera de los componentes del 
complejo CBF tiene efectos letales en el desarrollo normal. Las deleciones homocigotas de 
Runx1 o Cbfb in vivo previenen el desarrollo hematopoyético, siendo el genotipo Runx1-/- 
letal durante el desarrollo embrionario (Okuda T et al., 1996; Otto F et al., 1997; Li QL et 
al., 2002). 
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Figura 10. a- CBFβ interactúa con miembros de la familia RUNX dentro del citoplasma. Una vez unido a cualquiera 
de las tres proteínas RUNX, en este caso RUNX1, el complejo es translocado al núcleo, donde puede unirse al ADN y 
regular la transcripción. El reclutamiento de diversos cofactores determina el destino de la regulación transcripcional de 
los genes target de RUNX/CBFβ. b- El complejo CBF trabaja en conjunto con una variedad de coactivadores y 
correpresores transcripcionales para regular vías celulares cruciales. (Figura obtenida de Khan et al., 2023) 

La región C-terminal es menos conservada y contiene un dominio de transactivación (TAD 
por las siglas en inglés transactivation domain), responsable de la transactivación de genes 
target, y un dominio inhibitorio (ID), que regula negativamente la expresión de proteínas 
(Javed A. et al., 2000) (Figura 11). Dentro del TAD, las proteínas RUNX también poseen 
una secuencia conservada de señal de orientación a la matriz nuclear (NMTS), que 
desempeña un papel en la regulación de la actividad de RUNX y su localización nuclear. 
También existe una secuencia de nueve aminoácidos ubicada después del RHD, 
denominada señal de localización nuclear (NLS). Los múltiples sitios de interacción 
proteica en RUNX (motivo PY y motivo VWRPY) sugieren que pueden generarse 
diferentes resultados mediante la unión combinatoria de proteínas (Terry A. et al., 2004; 
Seo et al., 2012b). 

Figura 11. a- Estructura genómica 
conservada de los genes humanos Runx1 
(Entrez Gene ID: 861), RUNX2 (Entrez 
Gene ID: 860) y RUNX3 (Entrez Gene ID: 
864). Los codones ATG iniciadores de los 
transcritos derivados de P1 y P2 están 
indicados con flechas. Los exones que 
codifican para los dominios Runt y de 
transactivación (TAD) se muestran en azul 
oscuro y azul claro, respectivamente, mientras 
que las regiones no traducidas (UTRs) están 
en blanco. El empalme dominante se indica 
con una línea continua, y algunas variantes de 
empalme alternativo se muestran con una 
línea discontinua. b- Esquema de las 
estructuras y dominios proteicos humanos 
RUNX1 (NP_001001890), RUNX2 
(NP_001265407) y RUNX3 (NP_004341), 
que incluyen el dominio conservado de 

homología Runt (RHD), la señal de localización nuclear (NLS), los dominios de transactivación (AD) e inhibición 
(ID), el sitio de unión C-terminal para Groucho/TLE (VWRPY) y la secuencia rica en glutamina/alanina (QA) 
específica de RUNX2. (Renaud Mevel et al., 2019). 
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RUNX como regulador clave del destino de las células madre 

 

Los factores RUNX desempeñan roles clave en la regulación del destino de las células madre 
durante la homeostasis y la regeneración de diversos tejidos. Las células cancerosas parecen 
haber corrompido estas funciones asociadas a las células madre para promover la 
oncogénesis (Deltcheva and Nimmo, 2017).  
RUNX1 está principalmente involucrado en el desarrollo hematopoyético, y RUNX2 en el 
desarrollo esquelético (Mevel et al., 2019). Ambos participan en el desarrollo de la glándula 
mamaria (Mevel et al., 2019; Khan, A.S. et al., 2023): 

Células madre hematopoyéticas:  

Ha sido reportado que RUNX1 es necesario para el desarrollo de las células madre 
hematopoyéticas (HSCs por sus siglas en inglés Hematopoietic Stem Cells) a partir de células 
endoteliales (Okuda T. et al., 1996) a través de la transición endotelial-hematopoyética 
(EHT por sus siglas en inglés Endothelial Hematopoietic Transition). Aunque no es 
indispensable para el mantenimiento de las HSCs en ratones adultos, es esencial para la 
maduración y diferenciación de los diferentes componentes sanguíneos (Chen MJ et al., 
2009). La modulación precisa de los niveles y la actividad de RUNX1 es esencial para la 
eficiencia y el momento adecuado de la aparición de los progenitores hematopoyéticos (Cai 
et al., 2000; Eliades et al., 2016; Lie-A-Ling et al., 2018). Esto se debe, en parte, a la 
activación secuencial de los dos promotores de Runx1: los transcritos del promotor 
proximal P2 se detectan durante EHT, mientras que los transcritos del promotor distal P1 
aparecen únicamente cuando el compromiso hematopoyético está completo (Challen y 
Goodell, 2010; Fujita et al., 2001; Sroczynska et al., 2009). 

RUNX1 desempeña un papel crucial en el desarrollo del sistema hematopoyético, y sus 
mutaciones conducen a la aparición de neoplasias hematológicas, como la leucemia 
mieloide aguda (AML), la leucemia linfoblástica aguda (ALL) y el trastorno plaquetario 
familiar con predisposición a leucemia mieloide aguda (FPD/AML) (Ito, Y. et al., 2015; 
Sood, R. et al., 2017; Lie, A.L.M. et al., 2020). Dado que la mayoría de las mutaciones de 
RUNX1 detectadas en estos pacientes se definen como mutaciones de pérdida de función, 
se considera que RUNX1 actúa principalmente como un supresor tumoral en estos tipos 
de cánceres. 
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Células madre mesenquimales: 
 
Las células madre mesenquimales normales (MSCs del inglés mesenchymal stem cells) son 
células estromales multipotentes capaces de autorrenovarse y diferenciarse en cartílago, 
hueso y tejido adiposo.  
Ha sido reportado que RUNX2 es un regulador maestro del desarrollo esquelético, 
desempeñando múltiples funciones en la especificación y diferenciación tanto de 
osteoblastos como de condrocitos (Komori, 2018). La formación del esqueleto óseo ocurre 
a través de dos procesos distintos. La formación ósea de novo en tejido blando se logra 
mediante la diferenciación de MSCs en osteoblastos, que maduran a osteocitos y 
eventualmente forman hueso, en un proceso llamado osificación intramembranosa (Marks 
y Odgren, 2002). Alternativamente, las MSCs pueden diferenciarse en condrocitos, 
formando cartílago, que puede ser permanente o bien permitir la llegada de osteoclastos y 
células mesenquimales, iniciando la osificación endocondral. En este proceso, los 
condrocitos residentes sufren diferenciación terminal y apoptosis, mientras que las células 
mesenquimales se diferencian en osteoblastos y forman hueso sobre las estructuras 
cartilaginosas (Komori, 2018). El papel de Runx2 en la formación ósea se descubrió 
mediante modelos de ratón knockout. Los ratones nulos para Runx2 mueren poco después 
del nacimiento debido a insuficiencia respiratoria, y el análisis de sus esqueletos reveló que 
están compuestos completamente de cartílago, sin hueso. En estos ratones, los osteoblastos 
están completamente ausentes y la expresión de proteínas de la matriz ósea es prácticamente 
nula (Inada et al., 1999; Komori et al., 1997). Además, Runx2 se expresa en condrocitos 
maduros (Enomoto et al., 2000), y su eliminación in vitro conduce a la pérdida del fenotipo 
diferenciado (Enomoto et al., 2004).  En conclusión, RUNX2 es un factor clave en la 
maduración de los condrocitos y desempeña un papel fundamental en la formación ósea y 
el equilibrio entre la proliferación y diferenciación celular en el desarrollo esquelético. 
 
RUNX2, factor de transcripción esencial para la diferenciación de osteoblastos, desempeña 
un papel significativo en la patogénesis del osteosarcoma (OS) (Li et al., 2015). Actúa 
predominantemente como un oncogén ya que se han demostrado niveles elevados de 
número de copias de ADN, ARN y proteína de RUNX2 en OS (Martin et al., 2010). La 
expresión de RUNX2 se correlaciona con metástasis y una mala respuesta a la 
quimioterapia en OS (Lucero et al., 2013). 
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Células madre epiteliales mamarias: 

Las células madre mamarias normales (MaSCs del inglés mammary stem cells) son células 
multipotentes que se auto-renuevan y dan origen a las líneas luminal y basal del epitelio 
mamario (Van Bragt et al., 2014). Los tres genes RUNX se expresan a diferentes niveles en 
el epitelio mamario de ratón (Blyth et al., 2010). Runx1 se expresa en mayor medida que 
Runx2, mientras que la expresión de Runx3 es apenas detectable (McDonald et al., 2014; 

Owens et al., 2014; van Bragt et al., 2014). RUNX1 y RUNX2 están expresados en las 

células epiteliales mamarias y ambos afectan el desarrollo y la diferenciación de la glándula 
mamaria normal, lo que sugiere una posible redundancia parcial en este tejido (Van Bragt et 
al., 2014). Sin embargo, existen funciones antagónicas y específicas de linaje entre ambos 
factores. RUNX2 promueve el destino alveolar, mientras que RUNX1 favorece el destino 
luminal, al menos en parte, mediante la represión del factor de transcripción alveolar Elf5 
(van Bragt et al., 2014). Además, la eliminación de RUNX1 utilizando MMTV-Cre 
provoca una reducción de las células luminales maduras, lo que confirma su papel en la 
diferenciación de estas células. RUNX2 regula el potencial regenerativo de las MaSCs, 
mientras que RUNX1 y RUNX2 promueven la diferenciación de células epiteliales 
mamarias maduras, similar a lo observado en líneas hematopoyéticas y en las HFSCs. Un 
fragmento del elemento de enhancer de RUNX1, conocido como eR1, que regula la 
expresión de RUNX1 en las HSCs, también estimula la expresión de RUNX1 en células 
madre luminales y basales mamarias (Matsuo J. et al., 2022). Estudios previos demostraron 
que eR1 es crucial para la expresión de RUNX1 en células madre epiteliales del corpus y 
antro del estómago (Matsuo J. et al., 2017). Estos hallazgos subrayan la importancia de eR1 
en la expresión de RUNX1 en células madre y confirman que RUNX1 es esencial para la 
función normal de las células madre en diversos tejidos del organismo. En resumen, los 
factores RUNX desempeñan un papel tanto en el potencial regenerativo de las MaSCs 
(Runx2) como en la promoción de la diferenciación de las células epiteliales mamarias 
maduras (Runx1 y Runx2). Esto es similar a lo observado en los linajes hematopoyéticos y 
de células madre del folículo piloso (HFSC), donde los factores RUNX apoyan la función 
de células madre primitivas y, al mismo tiempo, promueven la diferenciación de linajes 
celulares específicos derivados de estas células madre. 
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RUNX y cáncer de mama 
 
RUNX1: 
Si bien RUNX1 y CBFβ han sido estudiados principalmente en el contexto de cánceres 
hematológicos, en la última década se ha demostrado su implicancia en cáncer de mama, 
tanto en la supresión tumoral como en la promoción del tumor (Hongyang Yi et al., 2022; 
Xinyi Chen et al., 2024; Michael Lie-a-ling et al., 2019; Hong D. et al., 2018; Alessandra I. 
Riggio and Karen Blyth, 2017; Tsung-Chieh Lin, 2022; Khan, A.S. et al., 2023, Adhiraj 
Roy et a al., 2023; Recouvreux et al 2016, Tocci et al 2018, Fernández et al 2023). Muchas 
evidencias sugieren que RUNX1 se comporta como gen supresor de tumor en el cáncer de 
mama ER+, y como oncogén en TNBC: 
 
En un estudio realizado por Ellis y colaboradores, RUNX1 fue identificado como uno de 
los 18 genes frecuentemente mutados en el subtipo luminal-B (ER+) de cáncer de mama 
(Ellis, M.J. et al. 2012). Un informe independiente encontró dos mutaciones adicionales en 
RUNX1 y cuatro en CBFβ. Es importante destacar que todas estas mutaciones se 
detectaron en tumores luminales ER+ (Banerji et al., 2012). En la misma época, tras la 
secuenciación del exoma completo de 510 tumores de mama, The Cancer Genome Atlas 
(TCGA) también informó que las 19 mutaciones identificadas de RUNX1 en este estudio 
se encontraron en los subtipos luminal A/B (ER+) y en el subtipo enriquecido en HER2, 
mientras que ninguna estuvo presente en el subgrupo tipo basal (Cancer Genome Atlas, 
2012). Nik-Zainal y sus colegas demostraron que tanto RUNX1 como CBFB se 
encontraban entre los 50 principales de un total de 93 genes con riesgo de adquirir 
mutaciones impulsoras en el cáncer de mama no-TNBC (Nik-Zainal, S. et al., 2016). 
 
El trabajo del laboratorio de grupo de Frenkel ha demostrado que la pérdida de RUNX1 en 
células de cáncer de mama ER+ facilita la activación de β-catenina inducida por estrógenos a 
través de la supresión de la proteína de andamiaje AXIN1 (Chimge et al., 2016). Esto resalta 
el papel de RUNX1 como un supresor tumoral en el cáncer de mama ER+, y su mecanismo 
sugiere estar relacionado, al menos en parte, antagonizando la supresión de AXIN1 
mediada por estrógenos. Si este es el caso en el cáncer de mama ER+, es posible que RUNX1 
tenga el efecto opuesto en el cáncer de mama ER-. La ausencia de estrógenos podría inducir 
a RUNX1 a promover la proliferación celular en el cáncer de mama ER- mediante la 
inactivación de AXIN1. Como consecuencia, se activaría la β-catenina, lo que estimularía la 
señalización WNT (Nur Syamimi Ariffin, 2022). 
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La pérdida de RUNX1 en células epiteliales mamarias MCF10A y de cáncer de mama ER+ 
MCF7 provoca la activación de un fenotipo de EMT y CSC . RUNX1 suprime la eficiencia 
de formación de esferoides tumorales y la subpoblación de CSCs. Además, la expresión 
ectópica de RUNX1 reduce la migración y la invasión in vitro, así como el crecimiento 
tumoral en vivo (Hong et al., 2017; Hong et al., 2018).  
De manera independiente, el laboratorio del grupo de Ito determinó que RUNX1 ejerce 
protección contra EMT en la línea MCF10A al antagonizar los efectos oncogénicos de 
YAP1, un cofactor de transcripción implicado en la metástasis del cáncer de mama 
(Kulkarni, M. et al., 2018). Asimismo, el complejo RUNX1-CBFβ fue capaz de prevenir el 
potencial de migración de la línea celular de cáncer de mama ER+ MCF7 de manera 
dependiente del ER (Pegg et al., 2019). Los estudios de estos laboratorios son consistentes 
con el concepto de que RUNX1 es un potente supresor de EMT y de las CSC en el epitelio 
mamario normal y en líneas tumorales mamarias ER+. Por lo tanto, junto con los datos 
genéticos, la creciente evidencia en líneas celulares y modelos de ratón establece el concepto 
de que RUNX1 tiene una actividad de supresor tumoral en el subtipo luminal ER+. 
 
Por el contrario, hay evidencia de sobreexpresión de RUNX1 funcional en varios casos de 
cáncer de mama ER- y triple negativo, lo que respalda un papel pro-oncogénico de RUNX1 
correlacionado con un mal pronóstico y menor supervivencia (Hongyang Yi et al., 2022; 
Xinyi Chen et al., 2024; Michael Lie-a-ling et al., 2019; Hong D. et al., 2018; Alessandra I. 
Riggio and Karen Blyth, 2017; Tsung-Chieh Lin, 2022; Khan, A.S. et al., 2023, Adhiraj 
Roy et a al., 2023), como se detalla en las siguientes evidencias:  
RUNX1 se encontró asociado con super-enhancers vinculados a oncogenes y genes 
relacionados con la patogénesis del cáncer, específicamente en una línea celular de cáncer de 
mama ER- (Hnisz D. et al., 2013; Browne et al., 2015). Un estudio de microarrays de tejidos 
(TMA por sus siglas en inglés TissueMicroArrays) mostró una correlación positiva entre la 
expresión de RUNX1 y un peor pronóstico/supervivencia global, específicamente en los 
subgrupos ER- y triple negativo. De hecho, un análisis multivariado retrospectivo indicó 
que la expresión de RUNX1 podría actuar como un marcador pronóstico independiente en 
este grupo de pacientes indicando que a mayor expresión de RUNX1 en el tumor primario 
correlaciona con un peor pronóstico (Ferrari et al., 2014). 
Los estudios de TMA realizados por Browne y colegas también sugirieron que la expresión 
de RUNX1 estaba elevada en un subconjunto de carcinomas ductales in situ y carcinomas 
ductales invasivos. Este hallazgo fue respaldado por la observación de que la expresión de 
RUNX1 se correlaciona positivamente con la progresión de la enfermedad en el modelo 
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murino de cáncer de mama MMTV-PyMT (Browne et al., 2016; Browne et al., 2015). La 
capacidad invasiva de las células aisladas de este modelo murino pudo ser reprimida 
mediante el knock down de la expresión de Runx1 (Browne et al., 2015). 
Nuestro grupo reportó que RUNX1 regula positivamente la expresión del oncogén 
RSPO3 (R-Spondin 3) y negativamente la del gen supresor de tumor GJA1 (Gap Junction 
protein Alfa 1), promoviendo la migración celular en líneas celulares murinas y humanas de 
TNBC (Recouvreux et al., 2016). Además, la inhibición de la actividad transcripcional de 
RUNX1 por una construcción dominante negativa en la línea celular de TNBC 
MDA-MB-231 mostró un fenotipo menos agresivo reduciendo su capacidad migratoria 
(Recouvreux et al., 2016). Se reportó también que los factores RUNX1/2 y CBFβ 
promueven la plasticidad fenotípica y son esenciales para mantener el fenotipo 
mesenquimal e invasivo en líneas de cáncer de mama TNBC (Ran et al., 2020). 
De manera similar, nuestro grupo reportó que la interacción entre RUNX1 y FOXP3 
regula la expresión de genes asociados al cáncer de mama. Mientras que en células epiteliales 
mamarias normales FOXP3 inhibe físicamente la actividad transcripcional de RUNX1, su 
desregulación en el cáncer de mama llevaría a la activación inducida por RUNX1 del 
oncogén RSPO3 y a la represión del gen supresor tumoral GJA1 (Recouvreux et al., 2016). 
Recientemente nuestro grupo determinó que el receptor de andrógenos (RA) regula 
positivamente la expresión de RUNX1 en un modelo de células circulantes de tumor 
respondedoras a andrógeno (RA+) (líneas MDA-MB-453 y SUM-159PT) así como en 
muestras derivadas de pacientes y xenógrafos derivados de pacientes (Patient-Derived 
Xenograft o PDX por sus siglas en inglés), es decir tumores humanos implantados en la 
almohadilla de grasa de ratones inmunocomprometidos. En particular, observamos que la 
reducción en la actividad transcripcional de RUNX1 aumenta la sensibilidad de líneas 
celulares TNBC-RA+ a drogas quimioterapéuticas y antiandrogénicas tales como paclitaxel 
y enzalutamida, respectivamente (Fernández et al., 2023). 
Muy recientemente, RUNX1 (y también RUNX2) fue identificado mediante un análisis 
epigenético de tumores mamarios murinos como altamente sobreexpresado en fibroblastos 
asociados al cáncer (CAF). Los autores extrapolaron sus hallazgos mostrando que RUNX1 
se expresa en fibroblastos de cáncer de mama humano, pero no en tejido mamario normal 
(Halperin, C. et al., 2022). Estos CAF son componentes del microambiente tumoral que 
desempeñan un papel fundamental en la progresión tumoral, la resistencia a los fármacos y 
la metástasis (Ralf-Peter Czekay et al., 2022). 
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Todos estos hallazgos demuestran de manera consistente cómo el papel de RUNX1 
depende del subtipo de cáncer de mama (ER+ vs. ER-) y que su efecto sobre las células 
tumorales varía según el contexto en el que se exprese (Khan, A.S. et al., 2023). A lo largo de 
esta tesis trabajamos con líneas celulares TNBC investigando el rol de RUNX como 
oncogén. 
 
 
RUNX2: 
RUNX2 ha demostrado antagonizar la señalización del ER y desempeñar un papel supresor 
de tumores en las células de cáncer de mama MCF7 y en pacientes con cáncer de mama ER+ 
(Chimge, N.-O. et al., 2013; Chimge, N.-O. et al., 2012; Khalid, O. et al., 2008). Sin 
embargo, en los conjuntos de datos transcriptómicos del cáncer de mama, la expresión 
aumentada de RUNX2 se asocia tanto con subtipos ER+ como ER-, sugiriendo un papel 
pro-oncogénico en estas células. Aunque su función en el cáncer de mama es dependiente 
del contexto, RUNX2 se ha consolidado como un importante impulsor de la metástasis del 
cáncer de mama (Adhiraj Roy et al., 2023; Deltcheva and Nimmo, 2017; Mevel et al., 2019; 
Khan, A.S. et al., 2023; Xinyi Chen et al., 2024) . Como regulador maestro de los 
osteoblastos y del desarrollo óseo, el aumento de la expresión de RUNX2 se ha vinculado 
con la metástasis del cáncer de mama al hueso ( Javed, A. et al., 2005; Pratap, J. et al., 2008; 
Pratap, J. et al., 2011; Leong, D.T et al., 2010). En células metastásicas de cáncer de mama, 
la fosforilación de RUNX2 por AKT mejora su actividad transcripcional y aumenta la 
expresión de genes relacionados con la invasión tumoral (Pande, S. et al., 2013). Un estudio 
de Barnes y colaboradores resaltó la importancia de RUNX2 en el crecimiento de células 
tumorales metastásicas MDA-MB-231 y LCC15-MB dentro del microambiente óseo. En 
este trabajo, la inactivación genética de RUNX2, eliminando su dominio de 
transactivación, anuló la capacidad de estas células para regular la diferenciación osteogénica 
en células del estroma de médula ósea in vitro y su habilidad para inducir enfermedad 
osteolítica in vivo (Barnes, G.L. et al., 2004). Esto fue apoyado por otro estudio, donde se 
demostró que RUNX2, en conjunto con CBFβ, inhibe la diferenciación de osteoblastos y 
osteoclastos a través de la inducción de la secreción de esclerostina en células MDA-MB-231 
(Mendoza-Villanueva, D. et al., 2011). La esclerostina es un antagonista de la vía de 
señalización Wnt en osteoblastos y afecta el desarrollo óseo, lo que podría facilitar el 
crecimiento de tumores secundarios en el hueso (Mendoza-Villanueva, D. et al., 2011; 
Rutkovskiy, A. et al., 2016). Además, varios genes implicados en la diferenciación de 
osteoclastos y la resorción ósea, como CSF2, IL8, SPP1, SPHK1, PTHLH y diversas 
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metaloproteinasas de matriz (MMPs), son regulados por RUNX2 en células de cáncer de 
mama y próstata (Pratap, J. et al., 2006; Pratap, J. et al., 2008; Mendoza-Villanueva, D. et al., 
2011; Pratap, J. et al., 2005; Baniwal, S.K. et al., 2010; Akech, J. et al., 2010). La 
sobreexpresión de Runx2 se ha asociado con TNBC, y su expresión aberrante muestra una 
correlación positiva con varias proteínas vinculadas a la metástasis y EMT, como MMP9, 
MMP13 y proteínas sialoproteicas óseas (Pratap et al., 2011; Rooney et al., 2017). RUNX2 
y CBFβ también son críticos para la expresión de osteopontina (IBSP), IL11 y GM-CSF 
(CFS2) en células metastásicas de cáncer de mama, promoviendo la destrucción ósea 
mediada por osteoclastos y permitiendo la invasión del microambiente óseo por células 
tumorales (Mendoza-Villanueva, D. et al., 2011; Bonewald, L.F. et al., 2008; Kang, Y. et al., 
2003). Esto sugiere que las células de cáncer de mama que expresan RUNX2 y CBFβ 
pueden explotar los factores de crecimiento involucrados en la homeostasis de la formación 
de hueso para favorecer la osteoclastogénesis y el crecimiento metastásico en hueso. El 
análisis inmunohistoquímico de tumores primarios ha correlacionado la expresión elevada 
de RUNX2 con fenotipos agresivos en cáncer de mama humano (Onodera, Y. et al., 2010).  
RUNX2 ha sido particularmente asociado con líneas celulares invasivas y ER-negativas del 
subtipo basal, como MDA-MB-231, HCC38 y MDA-MB-157, en las cuales también se 
observa una alta expresión de CBFB (Lau, Q.C. et al., 2006). Además, en un análisis extenso 
de microarreglos de tejidos (TMA) de cáncer de mama humano, una alta expresión de 
RUNX2 se correlacionó con enfermedad ER-negativa y mal pronóstico en pacientes, 
además de inducir cambios preneoplásicos en tejido mamario murino no transformado 
(McDonald, L. et al., 2015). En experimentos in vitro con células MCF7 ER+, RUNX2 
promovió EMT y metástasis mediante la regulación de SNAI2 a través de las vías 
Wnt/TGFβ. Curiosamente, este estudio encontró una correlación inusual entre la alta 
expresión de RUNX2, SNAI2 y ERα (Chimge, N.-O. et al., 2011). RUNX2 también 
promueve la formación de tumorsferas, un marcador de capacidad de autorrenovación, y en 
asociación con TAZ, aumenta la liberación de E-cadherina soluble, que a su vez puede 
cooperar con HER2 en la progresión del cáncer de mama (Brusgard, J.L. et al., 2015). 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
Durante el desarrollo de esta tesis de doctorado investigamos el rol de RUNX en la biología 
tumoral, focalizándonos en la resistencia a quimioterapia en líneas celulares humanas 
TNBC teniendo en cuenta la diversidad de subpoblaciones tumorales o heterogeneidad 
intratumoral. Para ello, propusimos los siguientes objetivos particulares: 
 
Objetivo particular 1: Evaluar la relevancia de la actividad transcripcional de RUNX en 
procesos tumorales. 
 
Objetivo particular 2: Estudiar el impacto sobre la sensibilidad de las líneas celulares  
TNBC humanas a drogas quimioterapéuticas cuando la actividad transcripcional de 
RUNX está reducida. 
 
Objetivo particular 3: Investigar posibles mecanismos involucrados en la modulación de 
la sensibilidad a drogas por  RUNX. 
 
Objetivo particular 4: Investigar posibles mecanismos de modulación externa de la 
expresión de RUNX en TNBC. 
 
 

Nuestra hipótesis de trabajo propone que RUNX promueve la resistencia a 
quimioterapia en distintas subpoblaciones que componen  la heterogeneidad intratumoral 

reduciendo la eficacia de los tratamientos en TNBC.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
  

  
  
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
59 
 



 

I.​ Drogas 

Las drogas utilizadas a lo largo del trabajo fueron: las drogas quimioterapéuticas 
comúnmente usadas en la clínica para los pacientes TNBC: doxorubicina (gentilmente 
cedida por Claudia Lanari) y paclitaxel (Cell Signaling Technology #9807); el inhibidor 
comercial de la actividad transcripcional de RUNX1 AI-10-104 (Glixx Lab, GLXC-20705); 
el agonista del receptor de glucocorticoides (GR, por sus siglas en inglés Glucocorticoid 
Receptor), dexametasona (Sigma D1756); y el antagonista del receptor de progesterona 
(también anti-glucocorticoide), mifepristone o RU-486 (Sigma M8046). 
 

II.​ Líneas celulares 

Durante el desarrollo de la tesis se utilizaron las líneas celulares humanas TNBC 
MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MDA-MB-453.  Las tres líneas  derivan de una metástasis 
pleural de pacientes con cáncer de mama. Las líneas MDA-MB-231/453 son de tipo 
mesenquimal, mientras que la  MDA-MB-468 es de tipo basal. Las líneas MDA-MB-231 y 
MDA-MB-468 fueron cedidas gentilmente por la Dra. Roxana Schillaci (Instituto de 
Biología y Medicina Experimental, IBYME), la Dra. Cecilia Perez Piñero (Instituto de 
Biología y Medicina Experimental, IBYME) y por el Dr. Luciano Vellón (IBYME). Para 
éstas se utilizó el medio DMEM F12 (GIBCO) suplementado con 10% SFB  (Serendipia 
Lab) y 1% estreptomicina-penicilina-anfotericina B (GIBCO) para el crecimiento y 
mantenimiento de las células. La línea MDA-MB-453 fue gentilmente cedida por la Dra. 
Jennifer Richer (Denver Colorado, USA) y fueron mantenidas en medio RPMI (GIBCO) 
suplementado con 10% SFB. En los experimentos del Objetivo 4, se utilizó suero 
charcolizado en experimentos que requieren la eliminación de hormonas esteroideas para 
evaluar el efecto de tratamientos específicos sin interferencia hormonal. Las líneas celulares 
empleadas se cultivaron en estufa gaseada a 37°C, en atmósfera de CO2 al 5 %, saturada de 
humedad. Para repicar las células adherentes, se usó tripsina 1X (GIBCO). Se usaron 
cultivos celulares con un máximo de 10 pasajes continuos. Las células se testearon 
regularmente para mantener controlada la posible contaminación con micoplasma 
mediante la técnica de PCR. 
A lo largo de la tesis utilizamos las mismas línes celulares pero provenientes de distintos 
laboratorios: utilizamos MDA-MB-231 del laboratorio de Roxana Schillaci y del 
laboratorio de Cecilia Pérez Piñero, y MDA-MB-468 del laboratorio de Roxana Schillaci y 
del laboratorio de Luciano Vellón. Con cada línea calculamos el IC50 de cada droga 
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utilizada, pero este valor varió según el origen de cada una. En la sección de Resultados, 
mostramos el valor de IC50 de las MDA-MB-231 de Cecilia Pérez Piñero y las 
MDA-MB-468 de Luciano Vellón, pero si algún experimento se realizó con la otra de 
distinto origen, se aclarará su valor de IC50. Los cambios en las líneas se debieron a que 
alcanzaron fenotipos inestables por el número de pasajes. Todas las líneas celulares fueron 
autenticadas por el Servicio de Huellas Digitales Genéticas de la Facultad de Farmacia y 
Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires, mediante un análisis de polimorfismos de 
ADN. El perfil genético entregado estudia una serie de marcadores autosómicos, el cual 
coincidió en un 100% con bases de datos del perfil genético de cada línea.  
 

III.​ Transfección de células 

Los plásmidos utilizados en este trabajo fueron: DN-Runx1-PCDNAC3.1 (DN: 
dominante negativo) y  PCDNA3.1 (V: control Vacío). El plásmido DN consta del ADNc 
de RUNX1 que contiene la inserción de una secuencia denominada Linker 
(GATCGAGTTAACCATGGTTAACTC) que contiene un codón stop prematuro. La 
proteína resultante de este ADNc heterodimeriza con el RUNX1 endógeno bloqueando su 
actividad transcripcional. Su construcción fue previamente reportada en la tesis de 
licenciatura de este laboratorio de la Dra. Sol Recouvreux y publicada en doi: 
10.18632/oncotarget.6771.  
 

a- Transformación de bacterias: amplificación del plásmido 
Se incubaron 50 ul de bacterias competentes con 100 ng de plásmido por 30 minutos en 
hielo. Luego, se les produjo un shock térmico pasándolas directamente del hielo a un 
bloque térmico a 42°C por 90 segundos y regresándolas al hielo por 5 minutos. A 
continuación, se les agregó 1 ml de LB y se incubó por 1 hora a 37°C. Luego se 
centrifugaron a 3000 g a temperatura ambiente por 1 minuto, se descartó el sobrenadante, 
se resuspendieron en 50 ul de medio LB y se sembraron en una placa con medio 
LB-agar-ampicilina. Las placas con las bacterias se incubaron entre 12 y 24 horas a 37°C, 
hasta la aparición de colonias visibles a ojo desnudo.  
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b- Midiprep: purificación del plásmido 

A partir de una colonia bacteriana aislada se preparó un cultivo en 25 ml de medio líquido 
(LB-ampicilina). Los pasos que siguen son los recomendados por el fabricante y 
correspondientes al kit Wizard Plus Midipreps DNA Purification System (Promega): 
Luego de una noche de incubación (ON por sus siglas en inglés OverNight) en shaker a 
37°C, las bacterias fueron centrifugadas por 10 minutos a 10.000 g a 4°C. Se resuspendió el 
pellet en 3 ml de Solución de Resuspensión Celular (tiene agregada RNAsa) y se le agregó 3 
ml de Solución de Lisis Celular, se mezcló por inversión 4 veces y se incubó por 5 minutos. 
Se agregó 3 ml de Solución de Neutralización y se mezcló invirtiendo el tubo 4 veces. A 
continuación, el lisado bacteriano se centrifugó por 15 minutos a 14.000 g a 4°C. Se 
recuperó el sobrenadante en un tubo nuevo sin tomar el precipitado blanco. Se le agregó 10 
ml de la Resina de Purificación de ADN a la solución de ADN obtenida y se mezcló. Se 
insertó la columna en un equipo que ejerce vacío y se transfirió la mezcla ADN/resina en la 
columna aplicándole vacío. Se le agregó 15 ml de Solución de Lavado a la columna y se le 
aplicó vacío de nuevo. Este último paso se repitió. Se colocó el reservorio de la columna en 
un tubo eppendorf y se centrifugó a 10.000 g por 2 minutos para remover cualquier residuo 
que pudiera haber quedado (ese tubo eppendorf se descartó). Se volvió a colocar el 
reservorio de la columna en un tubo eppendorf nuevo, se le agregó agua precalentada a 
65°C y se volvió a centrifugar para eluir el ADN y obtenerlo en el tubo eppendorf. La masa 
de ADN y su calidad se cuantificó utilizando un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Se 
lo corrió en un gel de agarosa 1% en Buffer TAE para revisar su integridad. Se guardaron las 
muestras a -20°C.​  

​  

c- Ensayo de transfección 

Se sembraron 100.000 células MDA-MB-231 por well en una placa p12 y se esperó 24 horas 
hasta que las células alcanzaran un 70% de confluencia. La transfección se llevó a cabo con 
LIPOFECTAMINE 2000 (Invitrogen, 11668-027) o PEI PolyAR o FUGENE (Promega, 
E231A): 
Con Lipofectamine 2000: Se las sometió a una hora de hambreado (solo OPTIMEM, sin 
SFB). Para cada well a transfectar, se preparó una solución I con 1,7 ul de Lipofectamine 
2000 (Invitrogen) y 98,3 ul de OPTIMEM (GIBCO) y una solución II con 2 ug de 
plásmido en OPTIMEM (c.s.p. 100ul). Se incubaron estas soluciones durante 5 minutos a 
temperatura ambiente. A continuación se agregó la solución II a la I gota a gota y se incubó 
esta mezcla por 20 minutos a temperatura ambiente. Al cabo de este tiempo se lavaron las 
células dos veces con PBS 1x y se les agregó la mezcla conteniendo los complejos de 
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plásmido con lipofectamina. Se incubaron las células a 37°C durante 6 horas, luego de lo 
cual se agregó 1 ml de medio completo con o sin doxorubicina 0,1uM. Se esperaron 48 hs 
para contar las células. 
Con PEI: Para cada well a transfectar, se preparó una mezcla con 2 ug de plásmido, 6 ug de 
solución PEI y volumen suficiente de OPTIMEM para tener un volumen final de 20ul. La 
mezcla se incubó por 10 minutos a temperatura ambiente luego de los cuales se le agregó 
180 ul de OPTIMEM. Al cabo de este tiempo se lavaron las células dos veces con PBS 1x y 
se les agregó la mezcla conteniendo los complejos de plásmido con PEI. Se incubaron las 
células a 37°C durante 6 horas, luego de lo cual se agregó 1 ml de medio completo con o sin 
doxorubicina 0,1uM. Se esperaron 48 horas para contar las células. 
Con FUGENE: Para cada well a transfectar, se preparó una mezcla de 800 ng de plásmido y 
cantidad suficiente de OPTIMEM para un volumen de 38 ul, que fue mezclada por vortex 
y sometida a una centrifugación a máxima velocidad y corta (segundos) para obtener un 
pellet de material. Se le agregó 2 ul de FUGENE y se mantuvo 10 minutos a temperatura 
ambiente. Transcurrido ese tiempo, las células se lavaron con PBS 1X y se agregaron 560 ul 
de medio completo en cada well, seguido de los 40 ul de la mezcla gota a gota. Se incubaron 
a 37°C durante 6 horas y luego fueron tratadas con la droga correspondiente (Doxo y/o 
DN. Ver Figura 41). Se esperaron 48 hs para contar las células. 
 

IV.​ Generación de mamósferas 

Para generar mamósferas, las células MDA-MB-231 fueron tripsinizadas y centrifugadas a 
1200 rpm por 5 minutos. Se resuspendieron en medio base DMEM F12 de modo tal que 
quedaran bien desagregadas, y se plaquearon 5000 células/ml (pocas células para que se 
forme una esfera a partir de una única célula y no se agreguen entre ellas) en placas no 
adherentes para que efectivamente crezcan en suspensión. Cada tres días se agregó medio 
fresco con factores y se re-trató con la droga correspondiente.  
El medio para favorecer la formación de esferas está compuesto por: DMEM F12 medio 
base; L-glutamina (Gibco, 25030-081) 1%; antibiótico-antimicótico 1%; metilcelulosa 
(Sigma, M0512) 0,24%; b27 (Gibco, 17504-044) 2%; y los factores de crecimiento hEGF 
(Sigma, E9644; disuelto en ácido acético 10 mM) y hbFGF (Sigma, F0291; disuelto en Tris 
20 mM pH 7) 20 ng/ml que se agregan en el momento de uso. Este protocolo fue adaptado 
de Iglesias et al., 2013. 
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V.​ Generación del modelo de células en suspensión forzada  

Para generar el cultivo de células creciendo en suspensión forzada que simula a células 
madre tumorales en circulación (Barton et al., 2017) se preparó una solución de 
poli-2-hidroxietil metacrilato (poly-HEMA, Sigma) en etanol 95% cuya concentración final 
fue 12 mg/ml. Previo a su uso, la solución se calentó a 60-65°C con agitación y las placas P6 
necesarias se incubaron en estufa a 55°C por al menos 1,5 horas antes. Se agregó 1 ml de la 
solución por well bajo campana de cultivo celular y las placas se dejaron durante la noche en 
estufa a 55°C para que el etanol se evaporara correctamente y el revestimiento quedara 
homogéneamente distribuido. Al día siguiente se retiraron las placas de la estufa listas para 
usar o almacenar hasta su uso. Al momento de usarlas, se lavaron las placas con 1 ml de PBS 
1X por pocillo para retirar cualquier impureza no deseada y se plaquearon 450.000 células 
por pocillo de placa p6.  
Ya que este modelo de cultivo adquiere un fenotipo stem-like, lo validamos midiendo la 
expresión de genes stem después de cuatro días de estar en suspensión: el mRNA de los 
genes stem OCT4, ALDH y KLF4 se incrementaron en la población suspendida con 
respecto a la adherida. A lo largo de la tesis, cada vez que se hizo un experimento con el 
modelo de células en suspensión, se usó la nomenclatura “número1+número2” para llamar 
a la cantidad de días en que se dejaron las células en suspensión sin ningún tratamiento para 
que adquieran el fenotipo stem (número 1) y la cantidad de días que recibieron algún 
tratamiento (número 2). 
 

 
Figura 12. Expresión relativa del ARNm de los genes stem OCT4, ALDH y KLF4 medida por qPCR para validar el 
modelo de células en suspensión (SUSP) en MDA-MB-468. Los valores están normalizados a la expresión de GAPDH 
de cada muestra y relativos a la expresión de estos genes en las mismas células crecidas en condiciones estándar (ADH). 
Se graficó la media de las veces de cambio ± ES (n=4). Se realizó una prueba de t. * p < 0.05.  

 
Para saber a partir de qué momento las células en suspensión adquieren un fenotipo stem, se 
midió la expresión de estos genes a distintos tiempos. 

 
64 
 



 

 
Figura 13. Expresión relativa del ARNm de los genes stem OCT4, ALDH y KLF4 medida por qPCR en las  
MDA-MB-468 en función del tiempo de suspensión de las células. Los valores están normalizados a la expresión de 
GAPDH de cada muestra y relativos a la expresión de estos genes en las mismas células crecidas en condiciones estándar. 
Se graficó las veces de cambio con respecto al modelo de adheridas (n=1).  
 
 

VI.​ Generación de células resistentes a drogas quimioterapéuticas 

Tanto las MDA-MB-231 como las MDA-MB-468 fueron tratadas con dosis crecientes de 
paclitaxel o doxorubicina comenzando por una dosis muy baja (0,5nM y 0,01uM 
respectivamente) que prácticamente no tienen efecto en la viabilidad de las células (Ver 
figura 34: IC50 doxo o PX en cada línea) e incrementándose cada tres semanas 
aproximadamente. Cuando más del 50% de las células de la placa se encontró afectada por la 
droga, se renovó el medio por medio fresco sin droga y se mantuvo hasta que las células se 
recuperaron y volvieron a tener su fenotipo normal (población “resistente”). En paralelo, se 
mantuvo una población de células control (población “control”) a la que se trató con el 
vehículo de cada droga (agua para doxorubicina y DMSO para paclitaxel) cada vez que se 
trataba con droga a la otra población celular. Para comprobar la resistencia, se realizaron 
varios ensayos de cristal violeta donde se trató a ambas poblaciones con dosis crecientes de la 
droga y se calculó el valor de IC50. Cuando el valor de IC50 de la droga de la población 
resistente fue considerablemente mayor al de la población control, se consideró resistente. 
Se pudo generar una línea resistente a PX (MDA-MB-468) luego de tres meses de 
tratamiento, cuando las células fueron tratadas por última vez con PX 10nM.  
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Figura 14.  Curvas de porcentaje de viabilidad 
celular en función del logaritmo de concentraciones 
crecientes de PX en la línea MDA-MB-468 control y 
MDA-MB-468 resistente a PX. Valor de IC50 
obtenido a partir de una transformación logarítmica 
de las concentraciones de PX y una regresión no 
lineal en GraphPad. 
 
 
 

Estas líneas celulares resistentes obtenidas también fueron autenticadas por el Servicio de 
Huellas Digitales Genéticas de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad de 
Buenos Aires. El perfil genético coincidió en un 100% con bases de datos del perfil genético 
de la línea MDA-MB-468.  
 

VII.​ Ensayo de viabilidad celular 

Para estudiar la viabilidad de las células se llevó a cabo el ensayo de cristal violeta, para el cual 
se plaquearon, en una p96, 4500 células por well en un volumen final de 100 ul; y una curva 
de número de células en otra p96 para obtener una ecuación de número de células en 
función de la absorbancia, a partir de la cual poder hacer una regresión.  
Después de los tratamientos que recibieron las células, el medio fue descartado y se 
agregaron 50 ul de formalina 10%, quedando la placa en agitación durante 15 minutos para 
fijar las células que quedaron adheridas (viables). Luego, esa formalina fue descartada y se la 
placa fue incubada con 50 ul de cristal violeta 0,5%-metanol 25% durante 15 minutos en 
agitación para teñir las células. Por último, el cristal violeta fue descartado y la placa se dejó 
secando. Una vez seca, los cristales remanentes se disolvieron en 50 ul de ácido acético 5% y 
se midió la absorbancia a 540/640 nm en el equipo Tecan infinite 200Pro. El mismo 
procedimiento se usó para la p96 con la curva de número de células al día siguiente de 
haberla plaqueado. 
 

VIII.​ Ensayo de apoptosis 

Para evaluar y cuantificar la apoptosis temprana, la apoptosis tardía y la necrosis de las 
células frente a distintos tratamientos, se llevaron a cabo ensayos de apoptosis con tinción 
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de Anexina V Cy5 (BD Pharmingen, 559934) e Ioduro de Propidio (Invitrogen, 
P1304MP). Se plaquearon 150.000 células MDA-MB-468 por well y 130.000 
MDA-MB-231 en un volumen final de 2 ml en una p6 para el modelo de adheridas, y 
450.000 MDA-MB-468 y 500.000 MDA-MB-231 por well en un volumen final de 2 ml en 
una p6 coateada antes con poly-HEMA para el modelo de suspendidas. Luego del tiempo 
requerido para los tratamientos, se recolectó el medio y las células correspondientes a cada 
tratamiento en un tubo eppendorf. Se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos, se lavaron 
con PBS 1X y se volvieron a centrifugar. El pellet de cada tubo fue resuspendido en 300 ul 
de binding buffer 1X conteniendo 2,5 ul de Anexina y se incubaron 15 minutos en 
oscuridad a temperatura ambiente. Luego se agregaron 200 ul de binding buffer 1X 
conteniendo 1 ul de ioduro de propidio 1 mg/ml y se vortexearon para homogeneizar la 
muestra.  
La Anexina Cy5 se excita a 625-650 nm y emite a 670 nm, por lo tanto se usa el filtro APC. 
El ioduro de propidio se excita a 535 nm y emite a 617 nm, por lo tanto se usa el filtro PE. 
Estas fluorescencias fueron detectadas en los citómetros de flujo BD FACSAria II y BD 
Accuri C6 Plus del centro de citometría de FCEN-UBA y los datos fueron analizados en el 
programa FlowJo. 
Como control de apoptosis se usaron H2O2 10V durante 3 horas, doxorubicina 0,5 uM 
durante 24 horas o paclitaxel 10 nM durante 24 horas. Para el control de autofluorescencia 
se usó una mezcla de células vivas y células apoptóticas, para el control de Anexina se usó la 
misma mezcla teñidas solo con Anexina y para el de ioduro de propidio, incubadas sólo con 
ioduro de propidio. Las compensaciones celulares del equipo fueron hechas por el técnico 
del citómetro de flujo.  
 

IX.​ Ensayo de migración 

Se plaquearon 50.000 células de MDA-MB-468 en un volúmen de 200 ul de medio base 
DMEM F12 en cada  inserto (Millicell, PTEP24H48) y éstos fueron colocados sobre los 
wells de una p24 conteniendo 900 ul de medio DMEM F12 20% SFB (utilizado como 
quimioatractante). La placa fue incubada en la estufa a 37°C durante 24 horas para que 
ocurriera la migración. Transcurrido ese tiempo, la placa fue retirada de la estufa. Los 
insertos fueron sumergidos en PBS 1X y luego en 500 ul de metanol durante 20 minutos. 
Luego, los insertos fueron transferidos a otro well con cristal violeta 0,5%-metanol 25%. 
Después de media hora, se realizaron varios lavados con agua destilada para remover el 
excedente del colorante. Con un hisopo se limpió la membrana del inserto por el lado de 
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adentro (donde fueron sembradas las células) para remover aquellas células que no 
migraron y el inserto se dejó secar por varias horas. Una vez seco, se cortó dicha membrana y 
se la montó en un portaobjetos con un cubreobjetos encima sellado con esmalte. Las fotos 
de campo claro se tomaron con un microscopio óptico invertido Zeiss Ax10 con el aumento 
10X (NA=0.25) y fueron analizadas con el programa ImageJ 2.9.0. El servicio fue brindado 
por el Centro de Microscopía de Fluorescencia “Gregorio Weber”, ubicado en la Facultad 
de Ciencias Exactas y Naturales, bajo supervisión de la Dra. Victoria Repetto. Se contaron 
las células teñidas con la herramienta del contador. Como control negativo, se colocó un 
inserto con células sobre un well con DMEM F12 pero sin quimioatractante (0% SFB). 
 

X.​ Ensayo de PCR 

a- Extracción de RNA 

Se partió de una placa de cultivo P6 con células crecidas en confluencia, que fue colocada en 
hielo. Se lavaron las células adheridas con PBS 1X, se les agregó 500 ul de TRI REAGENT 
(Molecular Research Center, TR 118) y se dejó incubando a temperatura ambiente por 5 
minutos. A continuación se pasó el lisado a un tubo eppendorf y se le agregó 100 ul de 
cloroformo a cada muestra, se la agitó vigorosamente por 15 segundos y se incubó a 
temperatura ambiente por 15 minutos. Pasado el tiempo de incubación, se centrifugó 
durante 15 minutos a 12.000 g a 4°C y se recuperó la fase acuosa. Se precipitó el ARN 
agregando 250 ul de isopropanol e incubando 10 minutos a temperatura ambiente. Se 
centrifugó durante 10 minutos a 12.000 g a 4°C y se descartó el sobrenadante. El pellet se 
lavó con etanol 75% y se volvió a centrifugar (7500 g durante 5 minutos) hasta que el pellet 
quedara totalmente seco. Finalmente, el pellet se resuspendió en agua milliQ autoclavada.  
Para células en suspensión, las células se levantaron y se centrifugaron por 5 minutos a 1000 
rpm. El sobrenadante fue descartado y el pellet fue lavado con PBS 1X. Se centrifugó 
nuevamente y el pellet obtenido fue resuspendido en 500 ul de TRI REAGENT. Los pasos 
posteriores son idénticos a los ya mencionados. 
La masa de ARN y su calidad de pureza se cuantificó utilizando un NanoDrop 2000 
(Thermo Scientific). Muestras cuya relación 260/280 y/o 260/230 estuviese por debajo de 
1,5 fueron descartadas. Las muestras fueron conservadas a -70°C para su posterior uso. 
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b- Retrotranscripción 

A partir de los extractos de ARN se realizó una retrotranscripción (RT) a ADNc usando los 
siguientes reactivos con su correspondiente concentración final entre paréntesis: 
MIX 1: Oligo dT IDT (0,025 ug/ul) + 2 ug RNA + cantidad suficiente de agua milliQ 
para Vf=10ul. 
MIX 2: Buffer Promega M531A (1X) + dNTPs INBIO HW K1404 (0,5 mM cada uno) +  
retrotranscriptasa MMLV Promega M1701 (10 unidades/ul) + cantidad suficiente de agua 
milliQ para Vf=10ul. 
La MIX 1 fue incubada en la termocicladora MiniAmp Plus (Applied Biosystems) por 5 
minutos a 70°C para permitir que tanto el ARN como los oligo-dT se linealicen e hibriden 
entre si. Transcurrido ese tiempo, se pasaron rápidamente a hielo para evitar que se formen 
estructuras secundarias, se agregó la MIX 2 y se incubaron nuevamente en la 
termocicladora por 1,5 horas a 42°C para que ocurra la RT obteniendo de este modo el 
ADNc de todos los ARN mensajeros (ARNm) celulares. Las muestras fueron conservadas 
a -20°C para su posterior uso. 

c- qPCR 

A partir de los ADNc obtenidos en la RT se realizaron diversas PCR cuantitativas en 
tiempo real (qPCR), usando la siguientes mezcla de reactivos con su correspondiente 
concentración final entre paréntesis: 
 
Buffer Invitrogen 11615-010 (1x) 
MgCl2  Invitrogen, 11615-010 (3 mM) 
dNTPs INBIO HW K1404 (0,2 mM cada uno) 
Polimerasa TAQ Invitrogen 11615-010 (0,03 unidades/µL) 
SYBR Green Sigma, S9430 (1x) 
Primers (0,4 uM cada uno) 
Agua milliQ, cantidad suficiente para Vf=14 ul 
 
Se colocó la MIX en los pocillos de placa p96 para PCR y luego el ADNc (1ul). Cada 
muestra se midió por triplicado (técnico). La qPCR se realizó en la termocicladora 
StepOnePlus (Applied Biosystems) utilizando el siguiente programa: 
Inicio a 94°C por 2 minutos; 35 ciclos de desnaturalización a 94°C por 15 segundos, 
annealing a 60°C por 20 segundos y elongación a 72°C por 25 segundos; seguido por una 
curva de melting. 
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Se utilizó a GAPDH como el gen de referencia para normalizar la expresión del resto de 
genes de interés en cada muestra, corrigiendo las variaciones que pudieran existir y que no se 
deban al tratamiento en sí. Los datos obtenidos se visualizaron en el programa StepOne 
Software v2.3 y la expresión relativa de los genes se calculó utilizando el método 2-ΔΔCt 
donde ΔΔCt = (CtTARGET - CtREFERENCIA)Tratamiento - (CtTARGET - CtREFERENCIA)Sin tratamiento. 

d-Secuencias de Primers 
 

GEN PRIMER FORWARD PRIMER REVERSE 

GAPDH 5’-GCA CCA CCA ACT GCT TAG CA-3’ 5’-GTC TTC TGG GTG GCA GTG ATG-3’ 

RUNX1 5’-ACT CGG CTG AGC TGA GAA ATG-3’ 5’-GAC TTG CGG TGG GTT TGT G-3’ 

KLF4 5’- CGA ACC CAC ACA GGT GAG AA -3’ 5’- TAC GGT AGT GCC TGG TCA GTT C -3’ 

ALDHA1 5’-CCT GGA GCT TGG AGG AAA GA-3’ 5’-CTT CTT AGC CCG CTC AAC AC-3’ 

OCT4 5’-CAG GCC CGA AAG AGA AAG C-3’ 5’-CCA CAC TCG GAC CAC ATC CT-3’ 

NR2F1 5’-AGC TCA AGG CGC TAC ACG TC-3’ 5’-GCT CCT CAC GTA CTC CTC CAG T-3’ 

GJA1 5’-GCC TGA ACT TGC CTT TTC AT-3’ 5’-CTC CAG TCA CCC ATG TTG C-3’ 

RUNX2 5’-CTG TGG TTA CTG TCA TGG CG-3’ 5’-AGG TAG CTA CTT GGG GAG GA-3’ 

ABCC1 5’-CGA CAT GAC CGA GGC TAC ATT-3’ 5’-AGC AGA CGA TCC ACA GCA AAA-3’ 

ABCG2 5’-TAT AGC TCA GAT CAT TGT CAC 
AGT C-3’ 

5’-GTT GGT CGT CAG GAA GAA GAG-3’ 

GR 5’-CTG CCC CAA GTG AAA ACA GA-3’ 5’-ATG AAC AGA AAT GGC AGA CAT TT-3’ 

GILZ1 5’-TCT GCT TGG AGG GGA TGT GG-3’ 5’-ACT TGT GGG GAT TCG GGA GC-3’ 

Tabla I: Primers humanos usados para ensayos de qPCR. 
 
Cabe aclarar que los primers de RUNX1 levantan las tres isoformas descriptas: RUNX1a, 
RUNX1b y RUNX1c. 

XI.​ Western-Blot 

a- Extracción de proteínas 

Partiendo de placas P6 con células adheridas, éstas se colocaron en hielo y se lavaron con 
PBS 1X. Se agregó 200 µL de Cracking Buffer 2X con β-mercaptoetanol 10% v/v por well 
(confluente al 80-90%). Con el mismo tip se rastrillaron las células y se colocaron en 
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eppendorfs en hielo. Se incubaron por 15 minutos a 95°C para desnaturalizar las proteínas y 
luego se almacenaron a -20°C para su posterior uso. 

b- SDS-PAGE 

Las muestras guardadas a -20°C fueron descongeladas y sembradas en un gel de 
poliacrilamida 10% embebido en buffer de corrida, en un sistema de electroforesis estándar 
(BIO-RAD). Se aplicó un voltaje constante de 90 V para el gel concentrador, luego se corrió 
a 110V durante 30 minutos y finalmente se corrió a 120V constantes hasta caer el frente de 
corrida. A continuación, las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa 
con un poro de 0.45 um por 1,5 horas a 300-350 mA constantes en hielo y en buffer de 
transferencia. Las membranas se bloquearon en leche descremada 5% en T-TBS durante una 
hora a temperatura ambiente y con agitación constante. Pasado el tiempo, se lavaron una 
vez con TBS-T para quitar cualquier resto de leche que pudiera haber precipitado. A 
continuación, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes, 
durante toda la noche a 4°C y con agitación constante. Los anticuerpos usados se detallan a 
continuación: 
 

Anticuerpo primario Dilución Isotipo IgG 

Anti-RUNX1 (Cell Signaling Technology, 
CST4334) 

1:1000 en TBS-T 0,5% BSA Conejo 

Anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, 
sc-32233) 

1:5000 en TBS-T 0,5% BSA Ratón 

Tabla 4. Lista de anticuerpos primarios, diluciones utilizadas e isotipo de cada uno. 
 
Al día siguiente, se retiró el anticuerpo primario y se lavaron las membranas 3 veces con 
TBS-T durante 10 minutos. A continuación, las membranas se incubaron con los 
anticuerpos secundarios correspondientes durante 1-1,5 horas a temperatura ambiente y 
con agitación constante. Como los anticuerpos secundarios estaban acoplados a un 
fluoróforo, dichas membranas se incubaron al resguardo de la luz. Los anticuerpos 
secundarios utilizados fueron: 
 

Anticuerpo secundario Dilución Isotipo IgG 

Anti-IgG de conejo acoplado a fluoróforo 1:10000 en TBS-T 0,5% BSA Burro 
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IRDye 800 CW (LI-COR, 926-32213) 

Anti-IgG de ratón acoplado a fluoróforo 
IRDye 800 RD (LI-COR, 926-68070) 

1:10000 en TBS-T 0,5% BSA Cabra 

Tabla 4. Lista de anticuerpos secundarios, diluciones utilizadas e isotipo de cada uno.  
 
Pasado el tiempo de incubación, se lavaron las membranas 3 veces con TBS-T y una vez con 
TBS durante 10 minutos. Las membranas incubadas con anticuerpos secundarios 
acoplados a fluoróforos se dejaron secar al resguardo de la luz por mínimo 3 horas y la señal 
de fluorescencia fue capturada por medio del analizador Odyssey (LI-COR). 
El peso de cada banda obtenida se determinó por comparación con el marcador de peso 
molecular PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, 11812124). Las 
imágenes obtenidas por fluorescencia fueron visualizadas utilizando el software Image 
Studio Lite 5.2 (LI-COR). 
 

XII.​ Ensayo ex-vivo 

Con el objetivo de pasar a un modelo superior en complejidad, se realizó un cultivo de 
explantos en colaboración con el grupo de la Dra. Cecilia Pérez Piñero. Para esto, dejamos 
crecer MDA-MB-231 hasta la confluencia, se levantaron y se lavaron 3 veces con medio sin 
suero. Se prepararon 4 millones de células en 200 ul de medio (sin suero) en un eppendorf 
guardado en hielo. Se inocularon subcutáneamente en un ratón inmunocomprometido 
NSG Jackson macho. Al cabo de un mes y medio, el tumor alcanzó casi 70 mm2 y fue 
extraído sacrificando al ratón. Con el tumor (explanto) sobre una placa conteniendo medio 
DMEM, cortisol, transferrina y antibiótico gentamicina, se retiró el tejido conectivo y se fue 
cortando con bisturí y ayuda de una pinza de manera de obtener láminas muy finitas lo más 
parecidas posible entre sí. Cada tratamiento requiere contar con alrededor de 5 o 6 láminas 
de tumor, que fueron colocadas sobre una esponja hemostática de colágeno hidrolizado 
(hemospon, Technew) que sirve como soporte y que a su vez se colocó dentro de un pocillo 
de una p12. El medio con el tratamiento correspondiente es absorbido por la esponja que 
permite la llegada uniforme del medio de cultivo a toda la superficie expuesta. Se cerraron 
las placas con cinta papel y fueron colocadas en la estufa de cultivo durante 48 horas. Pasado 
este tiempo, se lavaron las láminas de tumor en un pocillo con PBS 1X y posteriormente 
fueron incubados con eosina durante 3 minutos, lo cual permite la visibilidad de los cortes 
al momento de realizar la inclusión en parafina. Las láminas pertenecientes a un mismo 
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tratamiento fueron colocadas en un papel de filtro dentro de un cassette para el armado de 
los tacos de parafina, y se mantuvieron en formalina Cf 4% hasta ese momento. Por último, 
estos cassettes fueron enviados al STAN de Asesoramiento integral en el manejo de tejidos y 
técnicas de Inmunohistoquímica (Código: 5338) del IBYME y analizados allí. 
Como control del estado del tumor al momento de ser extirpado del ratón, se usaron unas 
láminas del mismo sin pasar por las 48 horas de cultivo, que fueron fijadas en formalina Cf 
4% para ser enviadas junto con el resto de las muestras.  
 

XIII.​ Ensayo de acumulación de doxorubicina 

La fluorescencia de la doxorubicina fue utilizada para estudiar la acumulación intracelular 
de dicha droga. Este protocolo fue adaptado de Orlando et al, 2019. Dos horas antes de 
levantar el experimento, se lavaron los wells con PBS 1X y se agregó 1 ml de medio fresco sin 
drogas. Pasadas las dos horas, se volvió a lavar con PBS 1X y se tripsinizaron las células, las 
cuales fueron resuspendidas en medio completo y centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos 
a temperatura ambiente. Se volvieron a lavar con PBS 1X y a centrifugar. Finalmente, el 
pellet obtenido de la centrifugación fue resuspendido en 500 ul de 2% SFB en PBS. La 
fluorescencia de doxorubicina fue evaluada en los citómetros de flujo BD FACSAria II y BD 
Accuri C6 Plus con el filtro PE; y los datos fueron analizados en el programa FlowJo. 
 

XIV.​ Inmunofluorescencia 

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron en vidrios cubreobjetos de 12 mm 
montados en placas P12: 
Se colocó un vidrio por pocillo de una placa P12 y se irradiaron con UV por al menos 15 
minutos antes de ser utilizados. Se sembraron 70.000 células en 1 ml de medio y se 
incubaron en estufa durante 24 horas. Al día siguiente se lavaron con PBS 1X y se trataron 
con la droga correspondiente en medio fresco o simplemente se les cambió el medio, ahora 
en un volumen de 500 ul. Al finalizar el tratamiento, se retiró el medio de los wells y se 
realizó un lavado de PBS 1X. Bajo campana de extracción se agregaron 400 µL de 
paraformaldehído (Sigma, P6148) 4% filtrado y se dejó reposar por 7 minutos a temperatura 
ambiente. Pasado el tiempo, se descartó el PFA y se realizaron tres lavados de 3-5 minutos 
con 1 mL de PBS 1X. Se agregaron 400 µL de glicina 1% m/v en PBS 1X y después 400 µL 
de tritón x-100 0,2% v/v en PBS 1X, cada uno incubado durante 5 minutos y seguido de 3 
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lavados con PBS 1x. Luego, se agregaron 400 µL de BSA 1% m/v en PBS 1X y se incubaron 
en agitación por 1 hora. Pasado el tiempo, los vidrios fueron colocados sobre una gota de 30 
µL del anticuerpo primario montada sobre un parafilm, asegurando que la cara que tiene las 
células adheridas sea la que esté en contacto con el anticuerpo; y se incubó en cámara 
húmeda durante 1 hora a temperatura ambiente. Los vidrios fueron devueltos a la placa P12 
y se realizaron tres lavados de 3-5 minutos con 1 mL de PBS 1X. Luego de los lavados, los 
vidrios fueron colocados sobre una gota, montada sobre parafilm, de 30 µL del anticuerpo 
secundario y se incubó en cámara húmeda durante 1 hora a temperatura ambiente y al 
resguardo de la luz. Nuevamente los vidrios fueron devueltos a la placa P12 y se realizaron 
tres lavados de 3-5 minutos con 1 mL de PBS 1X. Para teñir los núcleos, todos los vidrios se 
incubaron por 5 minutos sobre gotas de 30 µL de Hoechst (Invitrogen, H3570) en PBS 1X 
y al resguardo de la luz. Una vez finalizado el tiempo, se realizaron tres lavados de 3-5 
minutos con 1 mL de PBS 1X. Para finalizar, los vidrios cubreobjetos se montaron sobre 
gotas de 8 µL de Mowiol 4-88 (Sigma, 81381) en vidrios portaobjetos limpios. Pasados 15 
minutos, se sellaron los bordes con esmalte y se guardaron en heladera, resguardados de la 
luz, hasta el momento de verlos en el microscopio confocal. 
Las imágenes se tomaron con el microscopio confocal Zeiss LSM980, utilizando un 
objetivo de aumento 63X (NA=1.42) inmerso en aceite. El servicio fue brindado por el 
Centro de Microscopía de Fluorescencia “Gregorio Weber”, ubicado en la Facultad de 
Ciencias Exactas y Naturales, bajo supervisión de la Dra. Victoria Repetto. Las imágenes 
obtenidas fueron visualizadas utilizando el software ImageJ 2.9.0.  
Se analizaron mínimo 10 campos por vidrio con alrededor de 25 núcleos cada uno. Se 
realizaron máscaras binarias a partir de la imágen de HOECHST para determinar los 
núcleos y medir la intensidad de fluorescencia de los distintos canales 
(https://www.youtube.com/watch?v=9-gsw17zQd8). Se realizó un promedio de los valores 
de intensidad de fluorescencia del canal de interés y se comparó distintos tratamientos o 
distintas poblaciones celulares. Posteriormente, para una fácil visualización de los 
resultados, se graficó las veces de cambio del promedio de fluorescencia respecto al valor 
promedio obtenido con el vehículo o con la población celular control.  
Como control de la técnica, se usó un vidrio teñido con Hoechst sin anticuerpo primario 
pero con anticuerpo secundario. 
Los anticuerpos utilizados fueron: 

-​ anticuerpo monoclonal anti-RUNX1 hecho en conejo (CST 4334) en una dilución 
1/50 en BSA 1% m/v en PBS 1X. 
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-​ anticuerpo monoclonal anti-ABCG2 hecho en ratón (sc-377176) en una dilución 
1/50 en BSA 1% m/v en PBS 1X. 

-​ anticuerpo monoclonal anti-PGP hecho en ratón (sc-55510) en una dilución 1/50 
en BSA 1% m/v en PBS 1X. 

-​ anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A21206) 
con una dilución 1/1000 en BSA 1% m/v en PBS 1X. 

-​ anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A21202) 
con una dilución 1/1000 en BSA 1% m/v en PBS 1X. 

-​ anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a Alexa Fluor 594 (Invitrogen, A21203) 
con una dilución 1/1000 en BSA 1% m/v en PBS 1X. 

 

XV.​ Buffers y soluciones 

 
PBS 1X: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 y 1,8 mM KH2PO4 pH = 7,4 
 
Cracking buffer 2X: 0,02% m/v Azul de bromofenol, 40% v/v SDS 10%, 20% v/v Glicerol 
y  50 mM Tris pH = 6,8. Añadir 10% v/v β-mercaptoetanol. 
 
Tris-Glicina 10X: 114,2 g Glicina y 30,3 g Tris. Llevar a 1 L con Agua destilada. 
 
Buffer de corrida 1X: 100 mL Tris-Glicina 10X, 10 mL SDS 10% y 890 mL Agua 
destilada. 
 
Buffer de transferencia 1X: 100 mL Tris-Glicina 10X, 200 mL Metanol, 700 mL de 
Agua destilada. 
 
Solución de Rojo Ponceau: 0,2% m/v Rojo Ponceau y 0,5% v/v Ácido acético glacial. 
 
TBS 10X: 500 mL NaCl 3 M y 500 mL Tris-HCl 0,5 M pH=7,5. 
 
TBS-T 1X: 100 mL TBS 10X, 900 mL Agua destilada y 0,05% Tween 20. 
 
Solución de bloqueo: TBS-T 1X y 5% m/v Leche descremada en polvo (Svelty). 
 
 
75 
 



 

Gel concentrador: 5% Acrilamida:Bisacrilamida (29:1), 130 mM Tris-HCl pH = 6,8; 0,1% 
v/v SDS 10%; 0,1% v/v Persulfato de amonio (APS) 10% y 0,04% v/v TEMED. 
 
Gel separador: 9,9% Acrilamida:Bisacrilamida (29:1), 375 mM Tris-HCl pH = 8,8; 0,1% 
v/v SDS 10%; 0,1% v/v Persulfato de amonio (APS) 10% y 0,1% v/v TEMED. 
 
Mowiol: 2,4 g Mowiol; 6 g Glicerol; 6 mL Agua destilada; 12 mL 0,2 M Tris pH = 8,5 
 
TAE 1X: 0,8 mM Tris, 0,02 mM EDTA y 0,11% v/v Ácido acético glacial pH=8.4. 
 
LB: 10 g Triptona, 5 g extracto de levadura, 10 g NaCl. Ajustar pH A 7,4. Llevar a 1 litro 
con agua destilada. 
 
LB-AGAR: Misma receta que LB + 15 g de agar. 
 
Metilcelulosa 1,2%: 6 g metilcelulosa en 500 ml medio base (mitad precalentado a 60ºC y 
la otra mitad a temperatura ambiente). Mezclar la solución por 2 horas a 4ºC.  Alicuotar en 
falcons de 50 ml y centrifugar a 5000 xg por 2 horas a temperatura ambiente. Utilizar 
sobrenadante. Protocolo adaptado de O Leis et al, 2012. 
 
Binding Buffer 10x: NaCl 1,4M, Hepes 0,1M (pH 7,4), CaCl2 25mM. 
  
Formalina 10%: 27 ml de formalina 37% en un volumen final de 100 ml llevando a 
volumen con agua destilada. 
 
Cristal violeta 0,5%: 0,5 g de cristal violeta en un volumen final de 100 ml con metanol 
25% (25 ml de metanol en 100 ml de agua destilada). 
 
Ácido acético 5%: 5 ml de ácido acético en un volumen de final de 100 ml con agua 
destilada. 
  
Glicina 1%: 1 g de glicina en un volumen final de 100 ml de PBS 1x. 
 
Tritón x-100 0,2%: 200 ul de Tritón en un volumen final de 100 ml de PBS 1X. 
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BSA: 1%: 1 g de BSA en un volumen final de 100 ml de PBS 1X. 
 

XVI.​ Análisis estadístico 

La visualización y análisis de los datos obtenidos se realizó utilizando el programa GraphPad 
Prism 10. La significancia estadística se evaluó usando distintas pruebas y contrastes según 
el caso, los cuales son aclarados en cada figura. Todos los experimentos fueron realizados al 
menos tres veces antes de analizar la significancia estadística. Un p-valor igual o inferior a 
0,05 se consideró estadísticamente significativo.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
77 
 



 

RESULTADOS 
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Antes de adentrarnos en los resultados de cada objetivo, queremos mencionar que los 
experimentos de esta tesis fueron realizados utilizando cuatro modelos celulares que 
representan parte de la heterogeneidad intratumoral descrita en la introducción. Estos 
modelos reflejan los distintos tipos celulares que componen la masa tumoral que 
potencialmente promueven la resistencia a la terapia y nos interesa estudiar de forma 
individual en este trabajo:  

1)​ células creciendo en condiciones estándar adheridas a la placa; 
2)​ células creciendo en suspensión forzada,  
3)​ células formando mamosferas; y  
4)​ células resistentes a paclitaxel.  

 
Estos modelos celulares pueden verse ejemplificados en la Figura 15. 
 

 
Figura 15. En esta figura se observan las cuatro subpoblaciones celulares que estudiamos a lo largo de la tesis: las 
alojadas dentro del carcinoma in situ o de la metástasis ya establecida (1), las CSCs que se encuentran dentro del 
carcinoma (in situ e invasivo) (2), las circulatorias que viajan por el torrente sanguíneo (3), y las resistentes a la terapia 
(4) (Figura modificada de Bram de Craene and Geert Berx, 2013). 
 

Las células adheridas representan aquellas pertenecientes a un tumor metastásico, dado que 
las líneas celulares utilizadas en esta tesis fueron generadas a partir de una metástasis (ver 
Materiales y Métodos – líneas celulares).  Las células cultivadas en suspensión forzada 
modelan células tumorales circulantes (CTCs), las cuales circulan a través del torrente 
sanguíneo y presentan un fenotipo stem-like característico. Las mamósferas, en cambio, 
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representan las células madre cancerosas (CSCs) del tumor, ya que únicamente estas (y no 
el resto de las células tumorales) poseen la capacidad de crecer formando estas estructuras 
esféricas a partir de una sola célula. Finalmente, las células resistentes a paclitaxel modelan 
la subpoblación tumoral que sobrevive al tratamiento con este fármaco quimioterapéutico. 

De este modo, es posible responder nuestras preguntas de investigación evaluando de 
manera individual la respuesta de cada subpoblación celular, considerando la potencial 
heterogeneidad intratumoral (ver Figuras 2 y 15). 

 
Los modelos celulares de crecimiento en 3D (el modelo de mamósferas y el modelo de 
células crecidas en suspensión forzada) permiten que las células crezcan e interaccionen 
entre sí a lo largo, a lo ancho y a lo alto formando estructuras esféricas (o agregados, según el 
caso) en suspensión que limitan la difusión de oxígeno y nutrientes generando un 
microambiente hipóxico con células necróticas en el interior y células proliferativas en el 
exterior, lo cual recrea de manera más fisiológica las características biológicas y moleculares 
del tumor, pudiendo obtener, por ejemplo, una evaluación más “real o cercana” a la 
observada con el tratamiento en el paciente (Salinas-Vera et al, 2022).  
 

 
Figura 16. Representación esquemática de las diferencias principales entre cultivos celulares 2D y 3D. a- Cultivo 
celular 2D donde las células crecen en una monocapa sobre el fondo de la placa plástica. Las interacciones célula-célula 
reducidas; la exposición  ilimitada a nutrientes, oxígeno y drogas  son limitaciones de este tipo de cultivos. b- Cultivo 
celular 3D, en donde las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular aumentadas; el acceso limitado a 
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nutrientes y oxígeno y la heterogeneidad a interacciones con las drogas conduce a una mejor recapitulación del 
microambiente tumoral que ocurre in vivo. (Salinas-Vera et al, 2022). Cabe destacar que en esta figura, el modelo 3D 
tiene una matriz extracelular que en nuestros modelos no está presente.  
 

Sin embargo, es importante resaltar que una limitación de esta estrategia es que evaluamos a 
cada subpoblación por separado, cuando en el tumor completo hay conexión entre 
subpoblaciones y con el microambiente tumoral. En esta tesis buscamos estudiar 
fenómenos tumorales (descritos a continuación) en cada subpoblación tratando de 
aproximarnos a lo que la heterogeneidad le significa al tumor, con su consecuente dificultad 
para responder a la terapia recibida, sin perder de vista esta limitación.  
 
Otra aclaración pertinente es que esta tesis doctoral estaba inicialmente enfocada en 
RUNX1 ya que ciertas publicaciones demostraron que era la proteína de la familia RUNX 
con mayor representatividad en el epitelio mamario tanto humano como murino (Wang ET 
et al., 2008; Janes KA., 2011; Wang L et al., 2011; Blyth K et al., 2010; Kendrick et al. 2008; 
McDonald et al. 2014; van Bragt et al. 2014, Fernández et al 2023). Sin embargo, en el 
último tiempo se han reportado algunos trabajos en donde se determina que RUNX2 
también tiene un rol en cáncer de mama (Fritz AJ et al., 2020; Si W. et al., 2020; Thomas W. 
Owens et al., 2014; Fengxu Lv et al., 2024; Yin X. et al., 2022). Hay ciertos experimentos en 
donde medimos la expresión de RUNX2 y los mostramos en esta tesis y otros en donde aún 
estamos completando mediciones para el envío del manuscrito. Dado que en la mayoría de 
los experimentos utilizamos el inhibidor comercial AI-10-104, la actividad transcripcional 
de todos los miembros de la familia RUNX está inhibida. RUNX3, por su parte, sí que se 
encuentra apenas detectable, razón por la cual no fue tenido en cuenta en esta tesis 
(Kendrick et al. 2008; McDonald et al. 2014; van Bragt et al. 2014). Por lo tanto cuando 
mencionamos RUNX nos estamos refiriendo tanto a RUNX1 y RUNX2, salvo que se 
especifique. 
 
 
 
 

 
 
 

 
81 
 



 

Objetivo 1:  

Evaluar la relevancia de la actividad transcripcional de RUNX1 y 
RUNX2 en procesos tumorales. 

 
Para estudiar la participación de RUNX 1 y 2  en el proceso de resistencia a quimioterapia, 
en primer lugar investigamos de qué manera afecta la pérdida de función de estos factores 
de transcripción a las células tumorales. Para ello evaluaremos distintas características 
celulares que promueven la agresividad tumoral usando los cuatro modelos celulares 
mencionados previamente y utilizando el inhibidor de la actividad transcripcional de 
RUNX comercial, AI-10-104, descrito a continuación: 

Inhibidor comercial AI-10-104  

En la Introducción se mencionó la participación del complejo RUNX/CBFβ como 
regulador de la transcripción génica en distintos procesos del desarrollo embrionario y 
como intermediario en procesos tumorales.  Dada la importancia de estas proteínas tanto en 
el desarrollo normal como en una variedad de cánceres, las pequeñas moléculas capaces de 
modular su actividad son potencialmente útiles para evaluar nuevos enfoques terapéuticos 
(Illendula et al., 2016; Fernández et al 2023). 
 
El compuesto sintético AI-10-104 (Figura 10) se une al cofactor CBFβ generando un 
cambio conformacional que altera su afinidad inhibiendo la interacción con RUNX de 
manera alostérica. El complejo no puede translocarse al núcleo, de modo que se pierde la 
regulación transcripcional mediada por RUNX/CBFβ (Illendula et al., 2016). Se ha 
determinado que estos inhibidores reducen significativamente el crecimiento y la 
supervivencia de diversas líneas celulares de leucemia mieloide y eliminan por completo la 
formación de colonias en una línea celular de cáncer de mama de tipo basal (Illendula et al., 
2016).  
Este inhibidor es utilizado en nuestro laboratorio y funciona en líneas celulares humanas 
TNBC (Fernández et al., 2023; Couto FL., “Estudio de la regulación de KLF4 por RUNX1 
en un modelo experimental de células madre de cáncer de mama triple negativo”). 
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Figura 17. a- El complejo RUNX/CBF puede actuar 
como represor o activador de la transcripción de manera 
dependiente del contexto. b- Se han desarrollado pequeñas 
moléculas como inhibidores sintéticos que bloquean la 
interacción entre RUNX y CBFβ, lo que conduce a una 
disminución en la unión de RUNX al ADN y a una 
expresión génica aberrante (Figura extraída de Elitza 
Deltcheva and Rachael Nimmo, 2017). 
 
 
 

 

1.1: Efecto de la pérdida de actividad de RUNX en la viabilidad celular:  
 
Análisis de viabilidad celular 
Las líneas celulares seleccionadas (MDA-MB-231/468) provienen de metástasis pleural de 
cáncer de mama humano y son altamente proliferativas, característica distintiva del cáncer 
(Hanahan, D., and Weinberg, R.A., 2011). Por esta razón nos interesó estudiar si la 
reducción de la actividad transcripcional de RUNX altera la supervivencia celular realizando 
un ensayo de viabilidad celular.  
 
Elección de la dosis de trabajo del inhibidor AI-10-104 
Para desarrollar este primer objetivo, utilizamos un inhibidor comercial de la actividad 
transcripcional del factor de transcripción RUNX1: AI-10-104. Inicialmente calculamos el 
valor de IC50 de esta droga para las líneas celulares de TNBC humano mayormente 
utilizadas a lo largo de la tesis: MDA-MB-231 y MDA-MB-468, con el fin de identificar las 
dosis a utilizar para los distintos experimentos. Cabe destacar que en ambas líneas celulares 
se demostró una alta expresión de RUNX1 (Ferrari N. et al., 2014; Recouvreux et al 2016). 
Como muestra la Figura 18, las células fueron tratadas durante 72 horas con distintas dosis 
de AI-10-104, luego de lo cual realizamos un ensayo de cristal violeta, que tiñe las proteínas 
de las células remanentes, obteniendo un valor de absorbancia que representa las células que 
sobrevivieron al tratamiento. A partir de estos datos se calculó el valor de IC50 para cada 
línea.  
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Figura 18. Curvas de porcentaje de viabilidad celular en función del logaritmo de concentraciones crecientes del 
inhibidor para las líneas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468. El valor de IC50 es obtenido a partir de una 
transformación logarítmica de las concentraciones de AI-10-104 y una regresión no lineal realizada en el programa 
GraphPad. Se considera 100% de viabilidad al tratamiento con vehículo (DMSO).  
 

Considerando los valores de IC50 3 uM para MDA-MB-231 y 10 uM para 
MDA-MB-4686, procedimos a realizar los siguientes experimentos. Cabe destacar que estos 
valores fueron controlados a lo largo de los años  en función del número de pasajes celulares 
o si se utilizó la misma línea celular pero proveniente de un laboratorio distinto. En cada 
caso experimental siempre se utilizaron valores menores al IC50 calculado para trabajar en 
una ventana de oportunidades que permita medir procesos biológicos previos a la 
inducción de apoptosis. 
   
Con los datos obtenidos en el experimento anterior (utilizados para calcular el valor de 
IC50 de AI-10-104), se realizó un gráfico de barras sólo con algunas dosis de inhibidor que 
nos permita analizar estadísticamente que el tratamiento con el inhibidor AI-10-104 
disminuye la viabilidad celular de estas líneas TNBC. Es decir que la presencia de RUNX es 
necesaria para mantener a las células viables.  

 
Figura 19. Porcentaje de células viables 
en función de la concentración del 
inhibidor AI-10-104 en las líneas 
MDA-MB-231 y MDA-MB-468 tras 72 
horas de tratamiento. Los valores son 
relativos al tratamiento con DMSO 
durante 72 horas. Se graficó la media ± 
ES (n=3) en ambos casos. Se considera 
100% de viabilidad al tratamiento con 
vehículo (DMSO). Se realizó One-Way 
Anova y comparaciones a posteriori de 
Šidák para evaluar el efecto de cada dosis 
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de AI-10-104. ** p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 0.0001.  

 

1.2: Efecto de la pérdida de actividad de RUNX en inducción de la muerte celular 
programada (apoptosis): 

Dado que, como se observa en la Figura 19, la viabilidad celular se reduce con la pérdida de 
función de RUNX y que, resistir o evadir la inducción de muerte celular es una de las 
capacidades biológicas adquiridas por las células tumorales durante su malignización y 
progresión (Hanahan and Weinberg, 2011), decidimos evaluar la apoptosis. Al igual que en 
el experimento de viabilidad, se trató a las MDA-MB-231/468 con AI-10-104 durante 72 
horas utilizando dosis de AI-10-104 cercanas al IC50 calculado previamente.  Se levantaron 
las células junto con su medio de cultivo (para evaluar las células ya muertas y en 
suspensión) y se marcaron con Anexina V Cy5 (An) y con Ioduro de propidio (IP) según lo 
descrito en la sección Materiales y Métodos. La Figura 20 muestra los gráficos obtenidos a 
partir de la medición y el análisis en el citómetro de flujo: la columna izquierda (a) muestra 
la población celular, denominada “gate” en citometría (puntos rojos), elegida para analizar. 
Esta poblacion contenida en el gate abarca la totalidad de las células excepto el debris o 
celulas rotas (puntos negros); y la columna derecha (b) muestra las cuatro subpoblaciones 
celulares obtenidas: An-IP- (células vivas - Q3), An+IP- (apoptosis temprana - Q1), An+IP+ 
(apoptosis tardía - Q2) y las  An-IP- (necrosis - Q4). La ubicación de cada subpoblación en el 
gráfico es la siguiente: ​  
 

 
 ​  ​ ​  
A- MDA-MB-231 
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a-                                                                    b- 
          DMSO 
 
 
 
 
 
 
 
          AI-10-104 10 uM 
 
 
 
 
 
 
 
          AI-10-104 20 uM 
 
 
 
 
 
 
 
 
B- MDA-MB-468 
a-                                                               b- 
          DMSO 
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          AI-10-104 10 uM 
 
 
 
 
 
 
 
          AI-10-104 20 uM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Dot plots representativos de A-MDA-MB-231 y B- MDA-MB-468 creciendo adheridas obtenidos 
utilizando el programa FlowJo. a- Dispersión lateral (SSC-A) en función de la dispersión frontal (FSC-A) de las células 
tratadas con el vehículo (DMSO) o con AI-10-104 (104) 10 o 20 uM durante 72h?. La población de células que se 
eligió para analizar queda contenida en el gate P1. b- Medición de fluorescencia de Anexina V Cy5 (APC-A)  en 
función de la fluorescencia de Ioduro de Propidio (PI-A) mostrando los cuatro cuadrantes correspondientes a las 

cuatro poblaciones celulares de las células tratadas con el vehículo (DMSO) o con AI-10-104 (104) 10 o 20 uM.  

 
A partir del análisis de estos gráficos, el programa FlowJo calcula los porcentajes 
correspondientes a cada subpoblación celular, para cada tratamiento y en cada línea celular. 
​ ​  
A- MDA-MB-231 
a-                                                                                          
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                                                                                        b- 
 
 
 
 
 
 
 
 
B- MDA-MB-468 
a-                                                                                          
 
 
 
 
 
                                                                                     b- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Porcentaje de subpoblaciones celulares apoptóticas o necróticas en A- MDA-MB-231 y B- MDA-MB-468 
cultivadas en condiciones estándar (adheridas) tratadas s con vehículo (DMSO) o con AI-10-104 (104) 10 y 20 uM 
durante 72 horas. a- Porcentaje de células vivas, en apoptosis temprana, en apoptosis tardía y necróticas. b- 
Visualización simplificada del efecto del inhibidor, se ilustra el porcentaje de células apoptóticas (apoptosis temprana + 
apoptosis tardía) y necróticas cultivadas en condiciones estándar (adheridas). Se graficó la media ± ES (n=3). Se realizó 
Two-Way Anova y comparaciones a posteriori de Šidák para evaluar el efecto de cada dosis de AI-10-104. * p < 0.05, ** p 
< 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 0.0001.  

 

En la Figura 21, del lado izquierdo (a) se graficó el porcentaje de cada una de las cuatro 
subpoblaciones celulares; y del lado derecho (b), la apoptosis total (temprana+tardía) y la 
necrosis, con el fin de verlo de manera más simplificada. Como se puede observar, ambas 
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líneas celulares tratadas con AI-10-104 tienen niveles significativamente mayores de 
apoptosis que las células tratadas con vehículo, y en consecuencia el porcentaje de células 
vivas disminuye con el agregado del inhibidor. Este resultado nos indica que la pérdida de 
actividad funcional de RUNX promueve la muerte celular programada de manera 
significativa. 
 
A continuación evaluamos si este fenómeno se producía también en el modelo de células en 
suspensión forzada; es decir, si inhibir la actividad transcripcional de RUNX también 
favorece la apoptosis en células circulantes de tumor. Para generar cultivos celulares en 
suspensión forzada, como explicamos en la sección de Materiales y Métodos - 
Generación del modelo de células en suspensión forzada, las células se plaquearon en 
placas pre-tratadas con poly-Hema evitando su adherencia al plástico, para así lograr su 
crecimiento en suspensión. Este modelo tiene como objetivo enriquecer el cultivo con 
células con fenotipo stem o pluripotente que simula, también, las células circulatorias 
tumorales como ya se ha reportado en otros estudios con otras líneas celulares (Fernández et 
al., 2023 y Barton et al., 2017). En este caso seguimos el mismo diseño experimental que 
con las células adheridas, pero sin la necesidad de de la tripsinización para levantarlas. Las 
dejamos sin tratamiento un día, y al día posterior las tratamos. Después de 3 días con 
tratamiento (1+3), las levantamos y analizamos las cuatro subpoblaciones celulares: An-IP- 
(células vivas), An+IP- (apoptosis temprana), An+IP+ (apoptosis tardía) y las An-IP- 

(necrosis), mediante la técnica de citometría. 
 
A- MDA-MB-231 
a-                                                                     b- 
          DMSO 
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          AI-10-104 10 uM 
 
 
 
 
 
 
 
 
          AI-10-104 20 uM 
 
 
 
 
 
 
 
 
B- MDA-MB-468 
a-                                                               b- 
          DMSO 
 
 
 
 
 
 
 
          AI-10-104 10 uM 
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          AI-10-104 20 uM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Dot plots representativos de A-MDA-MB-231 y B- MDA-MB-468 creciendo en suspensión forzada 
obtenidos mediante el programa FlowJo. a- Dispersión lateral (SSC-A) en función de la dispersión frontal (FSC-A) de 
células tratadas con el vehículo (DMSO) o con AI-10-104 (104) 10 o 20 uM durante tres días. La población de células 
que se eligió para analizar queda  contenida en el gate P1. b- Fluorescencia de Anexina V Cy5 (APC-A)  en función de 
fluorescencia de Ioduro de Propidio (PI-A) mostrando los cuatro cuadrantes correspondientes a las cuatro 
subpoblaciones celulares de la muestra de células tratadas con el vehículo (DMSO) o con AI-10-104 10 o 20 uM en la 

condiciones previamente mencionadas (1+3). ​  

 
A partir del análisis de estos gráficos, el programa FlowJo calcula los porcentajes 
correspondientes a cada subpoblación celular, para cada tratamiento y en cada línea celular.  
 
A- MDA-MB-231 
a-                                                                                      
 
 
 
 
 
                                                                                     b- 
 
                                                                        
 
 
 
 
 
 
B- MDA-MB-468 
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a-                                                                                        
 
 
 
 
 
 
                                                                                    
                                                                          b- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Porcentaje de subpoblaciones celulares apoptóticas y necróticas en A- MDA-MB-231 y B- MDA-MB-468 
cultivadas en condiciones de suspensión forzada tras estar 1 día sin estímulo seguido de   3 días tratadas con vehículo 
(DMSO) o con AI-10-104 10 y 20 uM. a- Porcentaje de células vivas no apoptóticas, células en apoptosis temprana, 
células en apoptosis tardía y células necróticas. b- Para una mejor visualización de los datos se ilustra el porcentaje de 
células apoptóticas (apoptosis temprana + apoptosis tardía) y necróticas cultivadas en condiciones en la condiciones 
previamente mencionadas (1+3). Se graficó la media ± ES (n=3). Se realizó Two-Way Anova y comparaciones a 
posteriori de Šidák para evaluar el efecto de cada dosis de AI-10-104. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 
0.0001. 
 
Como se observa en la Figura 23, el tratamiento con AI-10-104 aumenta los niveles de 
necrosis celular en las MDA-MB-231, pero no los de apoptosis que ya se encuentran 
elevados en las células control tratadas con DMSO. En el caso de las MDA-MB-468, al igual 
que en el modelo de adheridas, inhibir la actividad transcripcional de RUNX aumenta los 
niveles de apoptosis. Este resultado nos sugiere que RUNX es necesario, no solo para que 
las células sobrevivan (Sección 1.1), sino que la pérdida de su función induce la muerte 
celular programada en las MDA-MB-468 o la necrosis en el caso de las MDA-MB-231  
A continuación se muestra un resumen de los porcentajes de apoptosis y necrosis en las 
líneas celulares TNBC estudiadas tratadas con AI-10-104: 
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MDA-MB-231 CÉLULAS ADHERIDAS CÉLULAS SUSPENDIDAS 

APOPTOSIS 
TOTAL 

NECROSIS APOPTOSIS 
TOTAL 

NECROSIS 

DMSO 4,2 0,6 58,3 8,8 

AI-10-104 10 uM 38,4 12,7 55,4 31,1 

AI-10-104 20 uM 72,4 11,7 49,4 32,5 

Tabla 2. Porcentaje de apoptosis total (temprana+tardía) y necrosis en las MDA-MB-231 adheridas y suspendidas 
tratadas con distintas dosis de AI-10-104 y con su vehículo.  
 

MDA-MB-468 CÉLULAS ADHERIDAS CÉLULAS SUSPENDIDAS 

APOPTOSIS 
TOTAL 

NECROSIS APOPTOSIS 
TOTAL 

NECROSIS 

DMSO 10,7 0,8 32,6 20,2 

AI-10-104 10 uM 10,7 0,7 49 23,1 

AI-10-104 20 uM 78,5 3,1 66,9 21,3 

Tabla 3. Porcentaje de apoptosis total (temprana+tardía) y necrosis en las MDA-MB-468 adheridas y suspendidas 
tratadas con distintas dosis de AI-10-104 y con su vehículo.  
 
Es importante destacar que el sólo hecho de exponer a las células a crecer en suspensión (en 
tratamiento con vehículo) disminuye el número de células vivas y aumenta la apoptosis y 
necrosis celular, tal como sucede cuando las células entran a circulación convirtiéndose en 
células tumorales circulantes, donde muchas sufren anoikis debido a la falta de adherencia 
celular (Huang, Q. et al., 2018). Esto ocurre particularmente en las células MDA-MB-231, 
observando una alta tasa de muerte de alrededor de 60% de apoptosis y 10% de necrosis, 
demostrando que estas células necesitan más factores solubles que los que les aporta el suero 
para sobrevivir en circulación.  
 
Para favorecer la sobrevida de las células MDA-MB-231 creciendo en suspensión forzada, las 
cultivamos en un medio suplementado (B27, hEGF y hbFGF y L-glutamina= medio stem), 
que favorece el enriquecimiento de células stem (Ver sección de Materiales y Métodos - 
Generación de Mamósferas, es el medio utilizado para el crecimiento de éstas). En esta 
nueva estrategia los niveles de apoptosis de las células control (DMSO) son cercanos al 20%, 
es decir menores al cultivo sin medio stem. Sin embargo, a diferencia de las células 
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MDA-MB-468, el tratamiento con AI-10-104 no altera los niveles de apoptosis ni de 
necrosis en las células MDA-MB-231, incluso cuando se utilizan concentraciones del 
inhibidor mayores al IC50 calculado en células adherentes (Figura 24).  
 
a-  
                                                                                                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
b- 

 
 
Figura 24. Porcentaje de subpoblaciones apoptóticas celulares en 
MDA-MB-231 cultivadas en condiciones de suspensión forzada en medio 
stem tras estar 1 día en suspensión sin ningún tratamiento y 3 días en 
suspensión con vehículo (DMSO) o con AI-10-104 (104) 10 y 20 uM. a- 
Porcentaje de células vivas no apoptóticas, células en apoptosis temprana, 
células en apoptosis tardía y células necróticas. b- Para una mejor 
visualización del efecto de la muerte celular, se graficó sólo el porcentaje 
de células apoptóticas (apoptosis temprana + apoptosis tardía). 
 
 
 

Estos resultados sugieren que la línea celular MDA-MB-231 creciendo en suspensión 
forzada con medio stem, no requiere la actividad transcripcional de RUNX para sobrevivir 
dado que presenta una menor sensibilidad a la inhibición de la actividad transcripcional de 
RUNX en comparación con aquellas células que crecen en condiciones de adhesión.  
 

1.3: Efecto sobre la pérdida de función de RUNX en la migración celular  

La metástasis requiere que las células tumorales adquieran capacidad migratoria, se 
diseminen e invadan otros tejidos. La capacidad de migrar es una de las características 
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necesarias para escindirse del tumor primario o metastásico, degradar la matriz del 
microambiente y trasvasar al torrente sanguíneo para dirigirse hacia otro tejido cercano o 
lejano. Para evaluar esta característica se utiliza un ensayo in vitro de migración a través de 
membranas porosas en insertos  (Roarty K and Echeverría GV, 2021).   
 

En una placa de 6 wells se plaquearon células de la línea MDA-MB-468 y se pre-trataron 
con DMSO (vehículo) o con AI-10-104 5 uM durante 72 horas (es necesaria una dosis 
menor al IC50 para no inducir niveles significativos de apoptosis, como se determinó en la 
Figura 18). Al cabo de ese tiempo, se levantaron y se plaquearon 50.000 células en insertos 
comerciales diseñados con una membrana con poros de 8 micrones por donde migrarán las 
células. Estos insertos se colocaron dentro de una placa de cultivo de 24 wells conteniendo 
medio DMEM F12 suplementado con 20% de SFB, que funciona como quimioatractante 
(QA). Las células dentro del inserto se incubaron durante 24 horas para dar lugar a la 
migración. Con un hisopo se limpió el lado de siembra del inserto eliminando las células no 
migrantes. De esta manera conservamos las células migrantes presentes del lado de abajo de 
la membrana del inserto que, finalmente, fueron fijadas y teñidas con cristal violeta para su 
posterior observación en el microscopio. Se cuantificaron las células teñidas (células 
migrantes) de todos los campos de la membrana con el programa Fiji.  
Como control negativo de la técnica, se utilizó medio DMEM F12 sin SFB (QA) y como 
control positivo, medio DMEM F12 con 20% SFB. Las células sin QA no migraron y las 
células con QA migraron en las proporciones esperadas (Figura 25).  
 
a-                                                        b- 

 
Figura 25. Imágenes representativas de  a- MDA-MB-468 sin QA (izquierda) y b- MDA-MB-468 con 20% SFB como 
QA (derecha) tomadas con el celular en el microscopio Olympus CKX53  con aumento 4x (NA=0,10). 
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Como se puede ver en la Figura 26, la membrana perteneciente al tratamiento con 
AI-10-104 (barra azul vacía) presenta un número significativamente menor de células 
teñidas con cristal violeta comparado con las células tratadas con vehículo (DMSO) (barra 
negra llena).  
 
a-                                                                                         b- 

 
Figura 26. a- Imágenes de zonas representativas de las membranas con las células migrantes fijadas y teñidas con cristal 
violeta, tomadas con el microscopio Zeiss AX10 en el aumento 10X (NA=0.25) y analizadas con el programa Fiji. 
Células adheridas pre-tratadas con DMSO (arriba) o con AI-10-104 (104) 5 uM (abajo). b- Cuantificación de la 
migración como porcentaje de células migratorias pre-tratadas con vehículo o con AI-10-104 5 uM cultivadas en 
condiciones estándar de adherencia. Se considera 100% de migración a las células tratadas con vehículo (DMSO). Se 
graficó la media ± ES (n=3). Se realizó una prueba de t. * p < 0.05.  

 
Por lo tanto, la inhibición de la actividad transcripcional de RUNX reduce la capacidad 
migratoria de las células MDA-MB-468 cultivadas en condiciones estándar (adheridas). 
Estos resultados sugieren que RUNX es un factor necesario para el proceso de migración 
celular y reproduce el observado a través de la técnica de la herida en líneas murinas 
tumorales de mama reportadas por nuestro grupo previamente (Recouvreux et al 2016). 
 
Esta estrategia experimental se repitió en células cultivadas en suspensión forzada. Para ello, 
las células MDA-MB-468 fueron sembradas en una placa pre-tratada con poly-HEMA 
evitando la adherencia celular a la misma. Las dejamos estabilizarse en suspensión sin 
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tratamiento un día, y al día posterior las tratamos. Después de 3 días con tratamiento (1+3), 
las levantamos. La concentración de AI-10-104 utilizada fue 2,5 µM, con el objetivo de 
garantizar que el tratamiento no indujera muerte celular, como se puede observar en la 
Figura 27a, dado que, como se mencionó anteriormente, las células en suspensión forzada 
presentan un nivel basal de apoptosis más elevado que las células creciendo en condiciones 
estándar. Este experimento es el mismo que los de la sección 1.2 pero utilizando dosis 
menores de AI-10-104. 
 
a-                                                        b- 
                                                                             
 
 
 
 
 
 
 
c- 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. a- Porcentaje de células en suspensión positivas para Ioduro de Propidio (apoptóticas tardías y necróticas)  
tratadas con vehículo o con distintas dosis de AI-10-104 (104) para elegir la dosis correcta para esta técnica. b- Imágenes 
representativas de las membranas conteniendo las células migrantes teñidas con cristal violeta tomadas con el 
microscopio Zeiss AX10 en el aumento 10X (NA=0.25) y analizadas con el programa Fiji. Se muestran células 
suspendidas pre-tratadas con DMSO (arriba) o con AI-10-104 (104; 2,5 uM) (abajo). c- Porcentaje de células 
migratorias pre-tratadas con vehículo o con AI-10-104 (2,5 uM), cultivadas en condiciones de suspensión forzada.  Se 
graficó la media ± ES (n=3). Se realizó una prueba de t. * p < 0.05. 

 

Como se observa en la Figura 27b y c, la inhibición de la actividad transcripcional de 
RUNX también reduce la migración de las células MDA-MB-468 cultivadas en 
condiciones de suspensión forzada. Esto sugiere que las células tumorales circulantes, 
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representadas por este modelo, también dependen de la actividad transcripcional de RUNX 
para migrar en estas condiciones.  
 
Por último, evaluamos la capacidad migratoria en el modelo de células MDA-MB- 468 
resistentes a PX. Como se puede observar en la Figura 28a, comparamos la migración de 
las dos poblaciones, control (R DMSO) y resistentes (R PX), tratadas cada una con DMSO 
o AI-10-104 (104; 2,5 uM) como se detalla en la leyenda de la figura.  
 
a- 

 
 b-                                                                                       c- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. a- Imágenes de las membranas conteniendo las células migrantes teñidas con cristal violeta, tomadas con el 
microscopio Zeiss AX10 en el aumento 10X (NA=0.25) y analizadas con el programa Fiji. Células resistentes a PX 
pre-tratadas con DMSO (arriba) o con AI-10-104 (104; 2,5 uM) (abajo). b- Porcentaje de células migrantes pre-tratadas 
con vehículo o con AI-10-104 en ambas poblaciones del modelo de células resistentes a PX: población control (R 
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DMSO) y población resistente a PX (R PX) tomando como 100% a las células migrantes de la población control 
tratada con DMSO. c- Porcentaje de células migrantes pre-tratadas con vehículo o con AI-10-104 2,5 uM en el modelo 
de células resistentes a PX tomando como 100% a las células migrantes de la población resistente tratada con DMSO. Se 
graficó la media ± ES (n=3). Se realizó una prueba de t. * p < 0.05. 

 
En la Figura 28b observamos que inhibir la actividad transcripcional de RUNX en ambas 
poblaciones, la control y la resistente a PX, disminuye significativamente la capacidad de 
migración de las células, al igual que en los modelos de células adheridas y células  
suspendidas. La Figura 28c muestra solo la población resistente, considerando 100% al 
tratamiento con DMSO, donde la pérdida de función de RUNX disminuye un 25% la 
capacidad migratoria de las células. Estos resultados muestran que el requerimiento de la 
actividad transcripcional de RUNX para que estas células resistentes puedan migrar es 
significativo. 
 
En conjunto, estos resultados indican que la actividad transcripcional de RUNX es 
necesaria para inducir capacidad migratoria en todas las subpoblaciones estudiadas. 
 

1.4: Evaluación de la capacidad transcripcional de RUNX de modular 
características de la subpoblación stem  

Se han desarrollado dos grandes modelos para explicar un posible origen celular del cáncer: 
el modelo de evolución clonal y el modelo de CSCs (Hui Xu et al., 2022). El modelo de 
evolución clonal asume que cualquier célula es capaz de acumular mutaciones que 
conducen a la creación de poblaciones clonales de células dentro de un tumor. Mientras que 
las células tumorales individuales en un clon comparten un grado de variación genética 
idéntica, diferentes subpoblaciones de células tumorales tienen la capacidad de mutar 
individualmente durante la evolución del tumor, mediando así la creación de 
heterogeneidad tumoral (Puisieux A. et al., 2018; Martincorena I. et al., 2017). El modelo 
de CSC sostiene que un tumor consiste en un grupo de células madre  así como de células 
que están diferenciadas de las células de origen. Este modelo involucra mutaciones en las 
células stem o progenitoras que pueden explicar la tumorigénesis del cáncer (Fu N. et al., 
2014). Las CSCs conforman una de las subpoblaciones resistentes a quimioterapéuticos y se 
postulan como las responsables de la recurrencia tumoral (Hatina, J., 2012; Marusyk, A., 
2020, Yang L 2020, Bhat G 2024).  El uso del patrón de expresión CD44+/CD24-/low junto 
con la actividad de ALDH, además de enfoques funcionales como la formación de 
mamósferas o la siembra de tumores en xenoinjertos, se han convertido en los ensayos 
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"estándar de oro" para la caracterización de CSC de mama (Liedtke et al., 2013). Los 
términos "esfera", "tumorsfera" y "oncoesfera" se utilizan como sinónimos para denotar 
estructuras tridimensionales y esféricas que se originan a partir de células únicas CSCs. Los 
estudios que tienen como objetivo la evaluación y caracterización in vitro de las CSCs 
suelen realizarse utilizando este modelo (Ishiguro, T. et al., 2017).  
 
Con el fin de evaluar la participación de RUNX en la generación y/o enriquecimiento de 
CSC, las células MDA-MB-231 fueron cultivadas en baja densidad para evitar su 
agregación, en placas no adherentes para que crezcan en suspensión, y en medio rico para 
promover la generación de mamósferas (medio stem mencionado previamente en la sección 
1.2). En simultáneo a la siembra, fueron tratadas con dosis menores al IC50 del inhibidor 
de la actividad transcripcional de RUNX (AI-10-104), o su vehículo (DMSO).  
 
Al cuarto día de cultivo únicamente observamos estructuras esféricas en el pocillo 
conteniendo las células tratadas con vehículo (DMSO). Incluso, luego de doce días de 
tratamiento, tiempo sugerido en la mayoría de las publicaciones, reponiendo el medio y los 
factores necesarios cada tres días, no se observaron mamósferas en el pocillo conteniendo las 
células tratadas con AI-10-104, independientemente de la dosis (Figura 27a). Sí se 
observaron células individuales sin formar ninguna estructura. Las mamósferas formadas 
fueron cuantificadas  en  la Figura 27b. 
 
a-    DMSO                                                            104 2uM 
 
 

 
 
        104 5uM                                                         104 10uM 
 
 
 
 
 
 
 
b- 
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Figura 29. a- Campos representativos de las células MDA-MB-231 cultivadas en medio 
stem tratadas durante doce días con DMSO o con AI-10-104 (104) desde el día de 
plaqueo. Imágenes tomadas en el microscopio óptico Zeiss Ax10 con aumento 10X 
(NA=0.25). b- Recuento de  mamósferas cultivadas en medio stem tratadas con DMSO 
o AI-10-104 (104; 5 uM). Se graficó la media ± ES (n=3). Se realizó una prueba de t. * p < 
0.05. Aclaración: este experimento se realizó con las MDA-MB-231 del laboratorio de 
Roxana Schillaci, presentando un IC50=15uM para AI-10-104. 

 
 
 

 
A partir de este experimento, podemos confirmar que inhibir la 

actividad transcripcional de RUNX impide la formación de mamósferas sugiriendo 
fuertemente que esta actividad es necesaria para la polarización hacia un fenotipo stem que 
favorece la formación de dichas estructuras en esta línea celular. 
 

Para profundizar el análisis del efecto de la pérdida de función de RUNX sobre la capacidad 
de formar mamosferas evaluamos la expresión de genes previamente reportados como 
relevantes en la generación/enriquecimiento de CSC (Tahsin Nairuz et al., 2023). Dado que 
bajo el tratamiento de AI-10-104 no se generan mamósferas, y las formadas a partir de 
DMSO resultan en muy pocas células dificultando la obtención de ARN, modificamos la 
estrategia experimental de tal manera que conserve la capacidad de enriquecimiento de CSC 
pero que habilite un mayor número de células y por lo tanto suficiente microgramos de 
RNA. A continuación realizamos el protocolo experimental de células creciendo en 
suspensión forzada, que también favorece el enriquecimiento de un fenotipo stem-like 
(como se puede observar en la Figura 12 (en Materiales y Métodos).  
 
Ha sido validado que los marcadores stem son frecuentemente sobre-expresados en las 
células circulatorias de tumor (CTC), sugiriendo que las metástasis podrían  ser provocadas 
por las subpoblaciones de CTC que expresan estos marcadores de CSC (Aktas et al., 2009). 
Estas CTC con características stem-like son consideradas la “semilla” para tumores 
secundarios. Por ejemplo, ALDH1 es un marcador stem clásico que es frecuentemente 
sobre-expresado en CTCs de pacientes con cáncer de mama (Reuben et al., 2011; 
Kasimir-Bauer et al., 2012). 
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Para evaluar la expresión de genes cultivamos las células MDA-MB-468 durante cinco días, 
las levantamos, extrajimos RNA, realizamos la RT y medimos la expresión de los mensajeros 
de interés (Figura 30). En primer lugar, comparamos la expresión del ARNm de RUNX1 y 
de RUNX2 entre la población celular adherida y la suspendida. En la Figura 30a se observa 
que la expresión del mRNA de RUNX1 aumenta significativamente en la población de 
células en suspensión en comparación con las células adheridas, mientras que la expresión 
de RUNX2 permanece sin cambios. Este incremento en la expresión de RUNX1 sugiere su 
posible participación en la adquisición del fenotipo stem. Por otro lado, el tratamiento con 
AI-10-104 en células en suspensión provoca una leve disminución en la expresión de ambos 
mRNAs, aunque sin alcanzar diferencias estadísticamente significativas (Figura 30b). Este 
resultado sugiere que RUNX no sería el responsable de regular la expresión de RUNX1 y 
RUNX2 en esta subpoblación en las condiciones establecidas.  
 
a-                                                                  b- 

 
Figura 30. a- Expresión relativa del ARNm de los genes RUNX1 y RUNX2 medida por qPCR en las células  
MDA-MB-468 comparando la población de células adheridas (ADH) con la población de células suspendidas (SUSP). 
Los valores están normalizados a la expresión de GAPDH de cada muestra y relativos a la expresión de estos genes en las 
mismas células crecidas en condiciones estándar. Se graficó las veces de cambio con respecto al modelo de adheridas 
(n=3). Se graficó la media ± ES (n=3). Se realizó una prueba de t. * p < 0.05. b- Expresión relativa del ARNm de los 
genes RUNX1 y RUNX2 medida por qPCR en las MDA-MB-468 tratadas con DMSO o con distintas dosis de 
AI-10-104 (104). Los valores están normalizados a la expresión de GAPDH de cada muestra y relativos a la expresión de 
estos genes en las mismas células crecidas en condiciones de suspensión forzada. Se graficó las veces de cambio con 
respecto al modelo de células suspendidas tratadas con vehículo. Se graficó la media ± ES (n=3). Se realizó One-Way 
Anova y comparaciones a posteriori de Šidák para evaluar el efecto de cada dosis de AI-10-104. (4+1): después de 4 días 
desde el plaqueo sin tratamientos seguido de 1 día con tratamiento. 

 
Dado este aumento significativo en la expresión de RUNX1 en células suspendidas 
evaluamos a continuación la expresión de genes stem frente a la inhibición de su actividad 
transcripcional. Para ello se sembraron las células MDA-MB-468 en suspensión forzada y al 
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cuarto día, en el cual observamos que los genes stem aumentan su expresión (ver sección 
Materiales y Métodos - Generación de modelo de células en suspensión forzada - Figura 
13) se las trató con distintas dosis de AI-10-104 (2 uM, 5 uM y 10 uM). Tras 24 horas de 
tratamiento, se extrajo RNA, se realizó la transcripción reversa (RT) y posteriormente se 
llevó a cabo la qPCR para medir la expresión de los genes marcadores de células stem 
reportados: OCT4, ALDH y KLF4. 
-El gen OCT4 se encuentra sobreexpresado en CSCs de mama (Ponti D. et al., 2005).   
-El gen ALDH, además de ser marcador en CSC de mama (Liedtke et al., 2013; Nakahata K 
et al., 2015), es marcador de quimioresistencia (Takahashi K. et al., 2006; Huang C-P et al., 
2013).  

- El gen KLF4  ha sido reportado como un mediador necesario para generar células 
CSC-like en líneas celulares TNBC (Yu F., et al., 2011). Otros autores reportaron que 
KLF4 posee en su región promotora sitios de unión para RUNX1 y ha sido identificado 
como un gen blanco directo de RUNX1 en otras patologías oncológicas (Liu et al., 2019). 
Nuestro grupo determinó que la expresión de KLF4 es regulada por RUNX en líneas 
TNBC humanas crecidas en suspensión y en adherencia (Couto FL., et al tesis de 
licenciatura 2023) .   
Como se observa en la Figura 31, la inhibición de la actividad transcripcional de RUNX 
reduce significativamente la expresión de todos los genes elegidos para analizar  (OCT4, 
ALDH y KLF4) en la población de células en suspensión (SUSP), en comparación con el 
tratamiento con el vehículo. En contraste, también en la población de células adheridas 
(ADH), se observa una disminución en la expresión de ALDH tras el tratamiento con la 
mayor concentración de AI-10-104.  
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Figura 31. Expresión relativa del ARNm de los genes OCT4, ALDH1A1 y KLF4 medida por qPCR en las  
MDA-MB-468 tratadas con DMSO o con distintas dosis de AI-10-104 (durante 24h) en el modelo de adheridas 
(ADH) y de suspendidas (SUSP). Los valores están normalizados a la expresión de GAPDH de cada muestra y relativos 
a la expresión de estos genes en las mismas células crecidas en condiciones estándar (adheridas o ADH) tratadas con 
DMSO. Se graficó las veces de cambio. Se graficó la media ± ES (n=3). Se realizó One-Way Anova y comparaciones a 
posteriori de Šidák para evaluar el efecto de cada dosis de AI-10-104. SUSP: células suspendidas. (4+1): después de 4 
días desde el plaqueo sin tratamientos seguido de 1 día con tratamiento. 
 

Estos resultados, junto con los descriptos en el experimento de mamósferas, sugieren que 
RUNX está involucrado en la regulación de la expresión de genes asociados a la adquisición 
del fenotipo stem: ALDH, OCT4 y KLF4, siendo KLF4 un posible blanco directo de esta 
regulación. Dado que las células en suspensión presentan un aumento en la expresión de 
RUNX1, y RUNX2 no se modifica, este fenotipo podría ser principalmente modulado por 
RUNX1. 
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1.6: Participación de RUNX en el fenómeno de latencia tumoral o dormancy 

Es posible que, tras la diseminación y asentamiento en órganos distantes, las células 
tumorales que no pueden reproducir su nicho de expansión entren en un programa de 
latencia o “dormancy” (Aguirre-Guiso et al., 2006). Esto podría representar una respuesta 
adaptativa a un microambiente no propicio (Miller AK et al, 2021). Como mencionamos 
en la introducción, las células tumorales que no son aptas para sobrevivir a la diseminación 
pueden ser eliminadas rápidamente por apoptosis y las células tumorales que tienen todas 
las herramientas para reanudar el crecimiento lo harán. Asimismo en la clínica se observa un 
tercer escenario en el que las alteraciones genéticas y/o epigenéticas en las células tumorales 
no favorecen el crecimiento inmediato, pero proporcionan una ventaja selectiva a través de 
la adaptación al estrés (por ejemplo, hipoxia, hiperoxia, baja disponibilidad de nutrientes, 
quimioterapia) donde las vías que permiten a las células adaptarse al estrés detendrían el 
crecimiento de las células tumorales hasta que las condiciones sean nuevamente favorables. 
Entonces, las células se retiran del ciclo celular y permanecen quiescentes evadiendo la 
quimioterapia e incluso el sistema inmune (Park and Nam, 2020; Muhammad Tufail et al., 
2025) (Ver sección Introducción - Metástasis).  
 
Un marcador identificado en la regulación de dormancy es la proteína NR2F1 (Nuclear 
receptor subfamily 2 group F member 1), la cual está sobreexpresada en modelos 
experimentales de dormancy en carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello y en 
células tumorales diseminadas de pacientes con cáncer de próstata que han mantenido la 
enfermedad en estado latente durante 7 a 18 años. Ha sido reportado que cuando la 
expresión de NR2F1 es bloqueada in vivo, se interrumpe el arresto del crecimiento o la 
supervivencia de las células tumorales (carcinoma de células escamosas) diseminadas en 
dormancy (MS Sosa et al., 2015). En ratones, el tratamiento con un agonista específico de 
NR2F1 resultó en la inhibición de la metástasis pulmonar de carcinoma de células 
escamosas de cabeza y cuello (Khalil et al., 2021). 

Nos interesó evaluar si el factor de transcripción en estudio es capaz de modular la expresión 
del marcador NR2F1 en nuestro sistema de células en suspensión. Esta evaluación se basó 
en dos observaciones de esta tesis: 1) NR2F1 muestra una expresión significativamente 
mayor en las células en suspensión (SUSP) comparado con la población adherente (ADH) 
(Figura 32a); 2) estas células crecen en un ambiente cuyas condiciones no son “óptimas”, 
pero aun así logran sobrevivir, tal como sucede en el fenómeno de dormancy. Las 
condiciones no son óptimas debido a que estas células, que normalmente crecen en 
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adherencia sin experimentar apoptosis, presentan niveles mayores de apoptosis cuando se 
cultivan en suspensión (Tabla 3 - DMSO).  

Por lo tanto, medimos la expresión de este gen luego de tratar ambas líneas con AI-10-104, 
tanto en el modelo de células adheridas como en el de células suspendidas. Para el modelo de 
células suspendidas, al igual que con los genes stem, se sembraron las células en suspensión 
forzada y al cuarto día, en el cual observamos que los genes stem aumentan su expresión (ver 
sección Materiales y Métodos - Generación de modelo de células en suspensión forzada - 
Figura 13) se las trató con distintas dosis de AI-10-104 (2 uM, 5 uM y 10 uM). Tras 24 
horas de tratamiento, se extrajo RNA, se realizó la transcripción reversa (RT) y 
posteriormente se llevó a cabo la qPCR. 
 
a-                                                                                                    
                               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b- 

Figura 32. Expresión relativa del ARNm del gen 
NR2F1 medida por qPCR en las a- MDA-MB-468 
adheridas versus suspendidas tratadas con DMSO o 
con distintas dosis de AI-10-104 durante 24 horas ( 
(4+1): después de 4 días desde el plaqueo sin 
tratamientos seguido de 1 día con tratamiento) y b- 
MDA-MB-468 adheridas tratadas durante 72 horas con 
DMSO o con AI-10-104 (5 y 10 uM)-. Los valores 
están normalizados a la expresión de GAPDH de cada 
muestra y relativos a la expresión de este gen en las 
mismas células crecidas en condiciones estándar 
(adheridas) tratadas con DMSO. Se graficó las veces de 
cambio. Se graficó la media ± ES (n=3). Se realizó 

One-Way Anova y comparaciones a posteriori de Šidák para evaluar el efecto de cada dosis de AI-10-104.  
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Nuestros datos muestran que el aumento de NR2F1 en la población suspendida parece 
estar regulado por RUNX dado que el uso del inhibidor reduce estos niveles de mensajero a 
los niveles basales observados en las células adheridas (Figura 32a). La expresión de ARNm 
de NR2F1 también disminuye en las células adheridas inhibiendo la actividad 
transcripcional de RUNX durante 72 horas (Figura 32a).  
 
Por lo tanto, RUNX estaría involucrado en favorecer un fenotipo de dormancy regulando 
positivamente la expresión del gen central NR2F1.  
 

1.7: Ensayo ex vivo 

Los datos presentados hasta este punto nos sugieren que el uso del inhibidor transcripcional 
de RUNX es favorable para modular marcadores de progresión tumoral: A) reduce la 
sobrevida y migración en todas las subpoblaciones celulares evaluadas  B) reduce el fenotipo 
stem y un marcador de dormancy. Por lo tanto, nuestro próximo objetivo fue pasar a un 
modelo más complejo que las líneas celulares en cultivo. En colaboración con el laboratorio 
de la Dra. Claudia Lanari, Dra. Cecilia Pérez Piñero y la Lic. M. Sol Rodriguez, se 
inocularon subcutáneamente 4 millones de células MDA-MB-231 en un ratón NSG 
Jackson. Estos ratones tienen como característica estar inmunosuprimidos para evitar el 
rechazo de las células tumorales humanas por ser de otra especie. El tumor creció en el ratón 
aproximadamente hasta los 80 mm2  después de 55 días, como se puede ver en la Figura 33. 

 
 
Figura 33. Tamaño tumoral generado por inoculación de 4 millones de 
MDA-MB-231 en ratón NSG Jackson en función de los días.  
 
 
 
 
 
 
 

El tumor fue extraído, cortado en pequeñas láminas e incubado sobre las esponjas 
embebidas en el medio con vehículo (DMSO) o con AI-10-104 5 uM por 48 horas 
(alrededor de 6 láminas por tratamiento). Estas esponjas junto con las láminas del tumor 

 
107 
 



 

fueron colocadas dentro de una placa de 12 wells en la estufa con 5% CO2 y 37°C de 
temperatura. Pasado este tiempo, se lavaron las láminas de tumor con PBS 1X, se armaron 
tacos de parafina y se enviaron al STAN de Asesoramiento Integral en el Manejo de Tejidos 
y Técnicas de Inmunohistoquímica (Código: 5338) del IBYME-CONICET. Incluimos en 
parafina un control de tiempo 0, es decir, láminas de tumor sin cultivar ex vivo para tener el 
estado de los tumores al salir del ratón y ser cortados en cultivo. También se realizó una 
necropsia de pulmones, hígado, páncreas y riñón. 
 
En la evaluación técnica se realizó una marcación inmunohistoquímica en forma 
automatizada con protocolos estandarizados para instrumento BenchMarck de Ventana.
​  ​  ​  ​ ​  
En la necropsia, se encontraron micrometástasis en pulmón, confirmando que las células 
tumorales crecieron in vivo como ha sido reportado (Yin X. et al., 2021; Demeule M. et al., 
2021; Wang, Le et al., 2015; Wang YH et al., 2021). Se contabilizó el número de células 
proliferando con la marcación nuclear con Ki67 en 30 campos de gran aumento y al azar, 
para cada caso. No se contabilizó la marcación de Ki67 en núcleos picnóticos.  
 

Tratamiento % de necrosis % de células viables ki67/30 CGA 

Tiempo 0 35 65 45 

DMSO 65 35 25 

AI-10-104 5uM 75 25 30 

Tabla 4. Porcentaje de necrosis, de células viables y de marcación con ki67 para cada tratamiento.​  
 
a-                                                          b-                                                               c- 
 
 
 
 
 
Figura 34. Imágenes representativas de distintos campos pertenecientes a cada tratamiento con marcación de ki67. a- 
Tiempo 0, b- DMSO, c- AI-10-104 5uM.  
 
Como se observa en la Tabla 4, el % de necrosis aumenta y el % de viabilidad celular 
disminuye en los explantos tratados con inhibidor de la actividad transcripcional de 
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RUNX, reproduciendo el efecto observado en el cultivo celular. La marcación con ki67 no 
se ve afectada con el tratamiento, es decir que en este ensayo ex-vivo la proliferación no se 
modifica al perder la función de RUNX. Este experimento fue realizado una única vez por 
falta de disponibilidad de ratones, está en los planes futuros repetirlo. 
 

Conclusiones del objetivo 1: 

En base a los datos experimentales generados en esta sección concluimos que inhibir la 
actividad transcripcional de RUNX: 

●​ Disminuye la viabilidad/supervivencia de las células crecidas en condiciones estándar 
(adheridas). 

●​ Aumenta los niveles de apoptosis en las células tumorales crecidas en condiciones 
estándar y en suspensión forzada. 

●​ Disminuye la migración celular en el modelo de células adheridas, suspendidas y 
resistentes a PX.  

●​ Impide la formación de mamósferas y disminuye la expresión de genes stem en el 
modelo de células en suspensión, en el cual la expresión de RUNX1 se encuentra 
aumentada y la de RUNX2 no se modifica con respecto a la población adherida. 

●​ Disminuye la expresión del marcador de dormancy NR2F1, en el modelo de células 
en suspensión, donde la expresión de este gen se encuentra aumentada con respecto 
a la población adherida. En el modelo de adheridas, luego de 72 horas de 
tratamiento con el inhibidor también disminuye la expresión de NR2F1. 
 

En conjunto, estas observaciones sugieren fuertemente que RUNX favorece un 
comportamiento agresivo en nuestro modelo de estudio analizando las cuatro 
subpoblaciones celulares TNBC derivadas de  MDA-MB-231 y MDA-MB-468.  
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Objetivo 2:  

Estudiar la sensibilidad de las líneas celulares humanas de TNBC a 
drogas quimioterapéuticas al reducir la actividad transcripcional de 
RUNX. 
 
Hasta hace algunos años, debido a la ausencia de blancos específicos, las pacientes con 
TNBC solo tenían disponible como tratamiento de primera línea cirugía, rayos o 
quimioterapia (Narod et al., 2015). Actualmente, con el avance de las nuevas estrategias 
terapéuticas, la mayoría de los tumores TNBC se tratan con quimioterapia (QT) 
combinada o no con inmunoterapias, como pembrolizumab (anticuerpo anti PD-1). En 
casos de pacientes con mutación gBRCA1/2 (g: mutación germinal) y TNBC de alto riesgo 
(clasificado como ausencia de pCR o estadios patológicos II-III), se recomienda administrar 
un año de olaparib (inhibidor de PARP) como tratamiento adyuvante (Cardoso et  al., 
2024). En particular, la doxorrubicina (Doxo) y el paclitaxel (PX) son drogas 
quimioterapéuticas de base antraciclinas y taxanos respectivamente, más comúnmente 
usados en etapas tempranas de tratamiento (Cardoso et al., 2017). Estas drogas son 
tratamientos de uso estandarizado dados sus bajos costos y buenas respuestas iniciales 
(Loibl, S. et al., 2024). Dado que la hipótesis de nuestro laboratorio propone que RUNX 
podría estar involucrado en la generación de una subpoblación resistente a drogas 
evaluamos la participación de la actividad transcripcional de RUNX durante el tratamiento 
con las drogas quimioterapéuticas más comúnmente usadas.  
 

2.1: Búsqueda de la dosis de trabajo de Doxorrubicina y de Paclitaxel 
 
En primer lugar, se estableció la dosis de trabajo para cada línea celular y cada fármaco 
(doxorrubicina: Doxo y paclitaxel: PX) mediante ensayos de viabilidad celular, utilizando 
tinción con cristal violeta, y evaluación de apoptosis/necrosis, a través de la detección con 
Anexina V Cy5 e Ioduro de Propidio. Estos análisis permitieron definir las concentraciones 
óptimas para los experimentos de esta sección. 
A partir de los ensayos de cristal violeta, se calcularon los valores de IC50 de doxo y de PX 
para cada línea (Figura 35). La viabilidad celular, tal como esperábamos, disminuye al 
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aumentar la concentración de cada droga, lo cual nos indica su efectividad como droga 
quimioterapéutica. 
 

 

 
Figura 35. Curvas de porcentaje de viabilidad celular en función del logaritmo de concentraciones crecientes de 
doxorrubicina (Doxo) y de paclitaxel (PX) en las líneas celulares humanas MDA-MB-231 y MDA-MB-468. El valor de 
IC50 es obtenido a partir de una transformación logarítmica de las concentraciones de Doxo y PX y una regresión no 
lineal en el programa GraphPad. Los IC50 calculados se encuentran anotados arriba a la derecha de cada gráfico. 

 
Se evaluaron mediante citometría  de flujo las cuatro subpoblaciones celulares que 
mencionamos en la sección de resultados 1.2: An-IP- (células vivas no apoptóticas), An+IP- 
(apoptosis temprana), An+IP+ (apoptosis tardía) y las An-IP+ (necrosis) para las células 
tratadas con paclitaxel. En el caso de la droga doxorrubicina, se evaluó sólo la población An+ 

(apoptosis temprana y tardía) ya que esta molécula emite fluorescencia en longitudes de 
onda muy cercanas a las que emite la Anexina V Cy5, con lo cual habría una superposición 
de fluorescencias provenientes de distintos orígenes. Como se observa en la Figura 36, se 
analizaron las células MDA-MB-468 adheridas (ADH) y suspendidas (SUSP), y las 
MDA-MB-231 adheridas (ADH). 
 
A- MDA-MB-231 adheridas  
a-                                                                                                            b- 
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B- MDA-MB-468 adheridas  
a-                                                                                                               b- 

 
C- MDA-MB-468 suspendidas 
a-                                                                                                                 b- 

 
Figura 36. Porcentaje de subpoblaciones celulares en A- MDA-MB-231 y B- MDA-MB-468 cultivadas en condiciones 
estándar (adheridas o ADH) tras tratar las células durante 72 horas con vehículo (DMSO) o con distintas dosis de PX y 
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DOXO; y C- MDA-MB-468 cultivadas en condiciones de suspensión forzada (SUSP) tras tratar las células durante 3 
días con vehículo (DMSO) o con distintas dosis de PX y DOXO a- Porcentaje de células vivas, células en apoptosis 
temprana, células en apoptosis tardía y células necróticas tras el tratamiento con PX. b- Porcentaje de células en 
apoptosis temprana y tardía tras el tratamiento con DOXO. Se graficó la media ± ES (n=3). Se realizó Two-Way Anova 
y comparaciones a posteriori de Šidák en el caso de a- y One- Way Anova y comparaciones a posteriori de Šidák para el 
caso de b- para evaluar el efecto de cada dosis de PX y DOXO. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 0.0001.  

 
A continuación, se muestran los porcentajes de apoptosis y necrosis de los distintos 
tratamientos en ambas líneas celulares: 
 

MDA-MB-468 CÉLULAS ADHERIDAS CÉLULAS SUSPENDIDAS 

DMSO 10,4% 52,3% 

PX 1nM 10,3% 52,3% 

PX 2nM 18,9% 56% 

PX 5 nM 28,2% 66,7% 

AGUA 9,7% 32,4% 

DOXO 0,1uM 32,5% 51,1% 

DOXO 0,5uM 46,3% 70,6% 

Tabla 5. Porcentaje de apoptosis temprana+apoptosis tardía+necrosis en las MDA-MB-468 adheridas y suspendidas 
tratadas con distintas dosis de PX y porcentaje de apoptosis temprana y tardía de DOXO (y de sus vehículos).  

 

MDA-MB-231 CÉLULAS ADHERIDAS 

DMSO 4,9% 

PX 1nM 7,9% 

PX 2nM 14,9% 

PX 5nM 28,2% 

AGUA 5,9% 

DOXO 0,1uM 16,5% 

DOXO 0,5uM 20,3% 

Tabla 6. Porcentaje de apoptosis temprana+apoptosis tardía+necrosis en las MDA-MB-231 adheridas tratadas con 
distintas dosis de PX y porcentaje de apoptosis temprana y tardía de DOXO (y de sus vehículos).  
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Una vez obtenidos los valores de IC50 y los porcentajes de apoptosis de cada droga 
quimioterapéutica para cada línea celular, procedimos con los experimentos, eligiendo dosis 
que sean menores al IC50 o no induzcan más del 50% de muerte celular. 
 

2.2: Evaluación de la expresión de genes de interés luego del tratamiento con drogas 
quimioterapéuticas  

A continuación, ambas líneas celulares fueron tratadas con doxorrubicina o paclitaxel con 
las dosis y tiempos detallados en la Figura 35 y 36. Posteriormente, se extrajo RNA, se 
realizó la RT y se evaluó la expresión de distintos genes de interés mediante qPCR, 
incluyendo RUNX1, KLF4 y GJA1. 
 
Como se puede observar en la Figura 37, la expresión de mRNA de RUNX1 aumenta en 
MDA-MB-231 tratadas con doxorrubicina y en MDA-MB-468 tratadas con PX en forma 
dosis y tiempo dependiente. 
 
A-MDA-MB-231 
a-                                                                                 b- 
 
                
 
 
 
 
 
 
B-MDA-MB-468 
a-                                                                               b- 
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Figura 37. Expresión relativa del ARNm del gen RUNX1 medida por qPCR en A- células MDA-MB-231 adheridas 
tratadas durante 24, 48 y 72 horas con a- agua o doxorrubicina (DOXO 0,01 y 0,1 uM) o con b- DMSO o PX (5, 10 y 
20 nM) y en B- MDA-MB-468 adheridas tratadas durante 24, 48 y 72 horas con a- agua o doxorrubicina (DOXO 0,01 
y 0,1 uM) o con b- DMSO o PX (5, 10 y 20 nM). Los valores están normalizados a la expresión de GAPDH de cada 
muestra y relativos a la expresión de este gen en las células tratadas con vehículo (agua o DMSO). Se graficó las veces de 
cambio y la media ± ES (n=3). Se realizó Two-Way Anova y comparaciones a posteriori de Šidák para evaluar el efecto 
de DOXO o PX. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 0.0001.  
 
A continuación medimos la expresión del mRNA de KLF4 (Figura 38). En estudios de 
resistencia a quimioterapia, usando líneas celulares humanas de osteosarcoma, la expresión 
de KLF4 está significativamente aumentada frente al tratamiento con doxorrubicina 
promoviendo la generación de células CSC-like (Li Yangling et al., 2017). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38. Expresión relativa del ARNm del gen KLF4 medida por qPCR en MDA-MB-231 adheridas tratadas 
durante 24, 48 y 72 horas con agua o doxorrubicina (DOXO 0,01 y 0,1 uM) y en MDA-MB-468 adheridas tratadas con 
DMSO o PX (5, 10 y 20 nM) durante 24, 48 y 72 horas. Los valores están normalizados a la expresión de GAPDH de 
cada muestra y relativos a la expresión de este gen en las células tratadas con DMSO. Se graficó las veces de cambio y la 
media ± ES (n=3). Se realizó Two-Way Anova y comparaciones a posteriori de Šidák para evaluar el efecto de DOXO o 
PX. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
 

Como se observa en la Figura 38 la expresión de ARNm de KLF4 también aumenta en las 
MDA-MB-231 tratadas con doxorrubicina y en las MDA-MB-468 tratadas con PX de 
forma dosis y tiempo dependiente. Si bien estamos midiendo un solo marcador stem 
central, este aumento podría sugerir la adquisición de un fenotipo stem en las células TNBC 
tratadas con quimioterapia. Ha sido reportado previamente que la quimioterapia induce en 
células cancerosas un fenotipo stem aumentando la expresión de genes involucrados en este 
fenómeno (Xingwang Hu et al., 2012; Khalid Abubaker et al., 2013; C. D’Alterio et al., 
2020). Por ejemplo, paclitaxel induce la expresión de genes de pluripotencia como KLF4 en 
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las MDA-MB-231 a través de un mecanismo epigenético mediado por HIF-1/S100A10 y 
KDM6A (Lu H. et al., 2020). 
 
Luego medimos la expresión del mRNA de GJA1. En un principio, lo consideramos 
marcador de adherencia entre células. Como ya vimos en la sección 1.4, inhibir la actividad 
transcripcional de RUNX disminuye la migración celular. Además, el paper de Sol 
Recouvreux de nuestro grupo mostró mediante la técnica de ChIP que RUNX1 se une a la 
región promotora de GJA1 en la línea celular MDA-MB-231. Más aún, células transfectadas 
con una construcción dominante negativa de RUNX1 aumentan los niveles de GJA1, 
mostrando un rol inhibitorio de RUNX1 sobre la expresión génica de GJA1 (Recouvreux 
et al., 2016). Sin embargo, durante el desarrollo de estas tesis, inhibir la actividad 
transcripcional de RUNX en las células MDA-MB-231 disminuye la expresión de GJA1 
(Figura 39b). Es decir que RUNX promueve la expresión de GJA1, y es posible que 
RUNX2 esté involucrado dado que el DN bloquea exclusivamente la actividad de RUNX1. 
Por otro lado, medimos la expresión de GJA en células tratadas con doxorrubicina (Figura 
39a). 
 
a-                                                                                                b- 

 
Figura 39.  a- Expresión relativa del ARNm de GJA1 medido por qPCR en MDA-MB-231 tratadas con 
doxorrubicina (DOXO) a distintos tiempos. Los valores están normalizados a la expresión de GAPDH de cada muestra 
y relativos a la expresión de este gen en las células tratadas con DMSO. Se graficó las veces de cambio y la media ± ES 
(n=3). Se realizó Two-Way Anova y comparaciones a posteriori de Šidák para evaluar el efecto de DOXO. b- Expresión 
relativa de ARNm de GJA1 normalizado a la expresión de GAPDH medido por qPCR en MDA-MB-231 tratadas con 
AI-10-104. Los valores están normalizados a la expresión de GAPDH de cada muestra y relativos a la expresión de este 
gen en las células tratadas con DMSO. Se graficó las veces de cambio y la media ± ES (n=3). Se realizó One-Way Anova y 
comparaciones a posteriori de Šidák para evaluar el efecto de AI-10-104. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 
0.0001.  
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Continuando con el estudio de la expresión de RUNX1 bajo los efectos de drogas 
quimioterapéuticas, nos interesó evaluar la expresión de la proteína de RUNX1 en la 
población celular resistente a PX generada con la línea MDA-MB-468. Realizamos una 
inmunofluorescencia usando un anticuerpo específico contra RUNX1, usando Alexa 488 
como anticuerpo secundario y observamos la tinción en el microscopio confocal Zeiss 
LSM980 (Figura 40a). Se cuantificó la intensidad de fluorescencia mediante el programa 
de ImageJ (Figura 40c). 
a- 

                                                                                   
b-       SIN anti-Runx1 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
c- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 40. a- Evaluación de la expresión proteica de RUNX1 evaluada por inmunofluorescencia en la línea 
MDA-MB-468 DMSO (izquierda R DMSO) y resistente a PX (derecha R PX). Se muestran campos representativos 
con HOECHST en azul, RUNX1 en verde y la superposición de ambos (merge). b- Control de fluorescencia: 
MDA-MB-468 sin anticuerpo primario pero con anticuerpo secundario (Alexa 488). c- Cuantificación de la intensidad 
de fluorescencia media de RUNX1 nuclear usando máscaras binarias a partir de la imágen de HOECHST para 
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determinar los núcleos y medir así la intensidad de fluorescencia. Se graficó la media de las veces de cambio ± ES (n=3). 
Se realizó un t test, ** p < 0.01.  
 

En esta figura se observa que las células resistentes a PX (R PX) expresan niveles 
significativamente más altos de la proteína RUNX1 en comparación con las células control 
(R DMSO). El aumento significativo de la expresión del ARNm de RUNX1 tras el 
tratamiento con PX, junto con el aumento significativo de la expresión de la proteína 
RUNX1 en la población resistente a PX, sugiere que este factor de transcripción podría 
desempeñar un papel clave en la adquisición de resistencia a este fármaco en la línea celular 
MDA-MB-468 
 

2.3: Efecto de la combinación de drogas quimioterapéuticas con el inhibidor de la 
actividad transcripcional de RUNX 

Nuestra siguiente pregunta fue: dado que la expresión de RUNX1 aumenta frente al 
tratamiento quimioterapéutico e incluso cuando las células son resistentes al mismo,  
¿Podremos generar un efecto más tóxico de la droga quimioterapéutica al inhibir la 
actividad transcripcional de RUNX?  
 
Para responder esta pregunta utilizamos un plásmido conteniendo una secuencia 
incompleta de RUNX1 generando un dominante negativo de RUNX1 (pcdna3.1 DN-R). 
Esta construcción tiene un codón STOP prematuro en la región codificante para la zona de 
transactivación dentro de la secuencia de ADNc de RUNX1. La proteína trunca resultante 
heterodimeriza con la proteína RUNX1 endógena bloqueando su actividad 
transcripcional. Este plásmido fue previamente utilizado en nuestro laboratorio y 
reportado en Recouvreux et al. (2016). 
 
Las células MDA-MB-231 fueron transfectadas con el plásmido DN-R (o con el plásmido 
vacío o V) y tratadas con doxorrubicina simultáneamente o los tratamientos por separado 
(transfección y droga solas), durante 48 horas. Al cabo de ese tiempo, se contó el número de 
células sobrevivientes en cada tratamiento utilizando la tinción de células con trypan blue y 
una cámara de Neubauer. Las células transfectadas con el plásmido vacío (V) se usaron 
como control.  
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Figura 41. Porcentaje de células MDA-MB-231 que sobrevivieron a los 
distintos tratamientos. Las células fueron contadas en la cámara de 
Neubauer. Se graficó la media de las veces de cambio ± ES (n=4). Se 
realizó One-Way Anova y comparaciones a posteriori de Šidák para 
evaluar el efecto de DOXO y del plásmido dominante negativo. * p < 
0.05, **** p < 0.0001.  
 
 
 
 
 
 

Como se observa en la Figura 41, la supervivencia celular disminuye significativamente al 
combinar la doxorrubicina y la pérdida de función de RUNX1 (barra gris cuadriculada) 
comparado con la supervivencia observada en cada tratamiento por separado (barra con 
líneas horizontales y barra con líneas verticales).  
  
Dado que el % de transfección en la línea MDA-MB-231 es alrededor del 20%, utilizamos el 
inhibidor comercial de la interacción entre RUNX y CBFβ, ya evaluado en el objetivo 
anterior que, al ser una droga soluble en el medio de cultivo, consideramos que impacta en 
todas las células de forma más homogénea que la transfección.  
 
A continuación, tratamos ambas líneas celulares, MDA-MB-231 y MDA-MB-468, con el 
inhibidor AI-10-104 y con las drogas quimioterapéuticas, o con los tratamientos  
mencionados de forma individual. Esperamos 72 horas y evaluamos la sobrevida mediante 
un ensayo de cristal violeta. En los gráficos de la Figura 42, se utilizó el siguiente código de 
colores: tratamiento con AI-10-104 (barra borde celeste, azul o rojo; dependiendo de la 
dosis y sin relleno, doxorrubicina (d) (barra naranja llena, paclitaxel (PX) (barra violeta 
llena) y las combinaciones de inhibidor y droga tienen el relleno del color de la droga y el 
borde del color de la dosis de AI-10-104. En las combinaciones de tratamientos (+) la 
nomenclatura de la concentración de drogas utilizada son dos números: el primero 
corresponde a la dosis del AI-10-104 (104) y el segundo corresponde a la dosis de 
doxorrubicina (d) o paclitaxel (PX). 
 
a- MDA-MB-468 
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b- MDA-MB-231 

 
Figura 42. Porcentaje de células viables en función de los tratamientos con vehículo (VEH), con AI-10-104 (104), con 
paclitaxel (PX) o doxorrubicina (d), o con la combinación de 104 con PX o d, en las líneas MDA-MB-231 y 
MDA-MB-468 tras 72 horas de tratamiento, calculado a partir de ensayos de cristal violeta. Los valores son relativos al 
tratamiento con el vehículo correspondiente. Se consideró 100% a las células tratadas con el vehículo. Se graficó la media 
± ES (n=3). Se realizó One-Way Anova y comparaciones a posteriori de Šidák para evaluar el efecto de cada tratamiento. 
* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 0.0001. En las combinaciones, la nomenclatura utilizada son dos 
números, el primero corresponde a la dosis del AI-10-104 (104) y el segundo corresponde a la dosis de doxorrubicina  
(d) o paclitaxel (PX). 
 

En ambas líneas celulares se observó el mismo fenómeno: las células tratadas con la 
combinación de drogas (d o PX y AI-10-04) disminuyó significativamente su viabilidad 
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celular (barras con colores combinados) con respecto a cada tratamiento por separado (barra 
vacía o barra naranja/violeta). Estos resultados sugieren que el tratamiento con drogas 
quimioterapéuticas sumado a la pérdida de actividad transcripcional de RUNX reduce la 
sobrevida de las células tumorales significativamente en mayor medida que cada una por 
separado, haciéndolas más sensibles a la droga quimioterapéutica.  
 
A continuación realizamos ensayos de apoptosis evaluando las cuatro subpoblaciones que 
mencionamos previamente: An-IP- (células vivas), An+IP- (apoptosis temprana), An+IP+ 
(apoptosis tardía) y An-IP- (necrosis) para el caso de los experimentos con paclitaxel y la 
subpoblación An+ (apoptosis temprana + apoptosis tardía) para los experimentos con 
doxorrubicina. Graficamos el porcentaje perteneciente a apoptosis temprana + apoptosis 
tardía para cada experimento en la Figura 43. En este caso, al utilizar más de una dosis de 
cada droga, se utilizaron tonos más oscuros o más claros de naranja (por doxorrubicina) y de 
violeta (por PX) según la concentración (a mayor concentración, más oscuro el color).  
 
a- MDA-MB-468 
 

 
 
b- MDA-MB-231 
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Figura 43. Porcentaje de células apoptóticas o IP+ cultivadas en condiciones estándar (adheridas) y tratadas con 
AI-10-104 (104) y/o doxorrubicina (DOXO o d) o paclitaxel (PX) en a-MDA-MB-468 y en b- MDA-MB-231 tras 72h 
de tratamiento. Se graficó la media ± ES (n=3). Se realizó One-Way Anova y comparaciones a posteriori de Šidák para 
evaluar el efecto de cada tratamiento. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 0.0001.  
 

Tanto en las células MDA-MB-231 como en las MDA-MB-468 se observa un aumento 
significativo de los niveles de apoptosis al combinar AI-10-104 con DOXO o PX (barras 
combinadas versus barras de un solo color o solo borde), siendo ésto consistente con el 
resultado de la Figura 42: las células son más sensibles a la droga quimioterapéutica al tener 
inhibida la actividad transcripcional de RUNX induciendo mayores niveles de apoptosis. 
 
En línea con el concepto de evaluar heterogeneidad intratumoral evaluamos la inducción de 
apoptosis en el modelo de células suspendidas que simulan las células circulantes del tumor. 
Como mencionamos en introducción, estas células tienen mucha relevancia en la búsqueda 
de terapias efectivas ya que suelen permanecer sin ser detectadas por las evaluaciones 
patológicas estándar y las tecnologías de diagnóstico por imagen (Rushton, A.J. et al., 
2021). Asimismo, la presencia de CTCs está asociada con una menor supervivencia global 
(OS) y una menor supervivencia libre de progresión (PFS) en pacientes con TNBC 
avanzado (Lisencu et al., 2022).  
 
En la Figura 44, se observa que, a diferencia de las células cultivadas en adhesión, aquellas 
crecidas en suspensión forzada no muestran variaciones significativas en los niveles de 
apoptosis entre la combinación de tratamientos y los tratamientos individuales con las 
dosis/tiempos empleados. Debido al bajo número de réplicas experimentales no podemos 
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hacer estadística de los datos sin embargo podemos ya detectar que AI-10-104 casi duplica la 
apoptosis con respecto al vehículo. Es posible que aumentando el número de experimentos 
detectemos una diferencia significativa en el tratamiento con doxorrubicina. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 44. Porcentaje de células An+ cultivadas en condiciones de suspensión forzada y tratadas con AI-10-104 y/o 
doxorrubicina (DOXO) o paclitaxel (PX) en la línea MDA-MB-468 tras 3 días de tratamiento. Se graficó la media ± ES 
(n=2).  
 

Algo interesante que se desprende de este experimento es que los niveles de apoptosis 
medidos en la combinación de tratamientos no resulta ni siquiera cerca de la suma de los 
niveles de apoptosis de los tratamientos por separado. Esto nos sugiere que en la estrategia 
de crecimiento forzado las células que sobreviven son heterogéneas en términos de respuesta 
al inhibidor de RUNX y a Doxo o PX. Este punto es importante para tener en cuenta en las 
conclusiones de nuestro modelo experimental y en los experimentos próximos del 
laboratorio. Un efecto similar se observa en trabajos de nuestra colaboradora en donde el 
modelo de células suspendidas utilizando la línea MDA-MB-453 genera células con alta 
expresión de RA y otras con baja expresión de RA (Barton 2018). 
 
Como se observa en la Figura 23, las células MDA-MB-231 presentan una baja 
supervivencia en condiciones de suspensión forzada cuando se cultivan en medio de cultivo 
estándar. Por ello, se evaluó su crecimiento en medio stem, el mismo utilizado para favorecer 
la formación de mamósferas. Al analizar el porcentaje de apoptosis en las cuatro 
subpoblaciones previamente estudiadas, se observó una supervivencia prácticamente total 

 
123 
 



 

de las células. Ni el tratamiento con AI-10-104, ni con PX, ni su combinación, indujeron 
muerte celular (Figura 45).  
 
a-                                                                                                                                                                                                     
 
                                                                                                             
 
 
 
 
                                                                                                   b- 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 45. a- Porcentaje de células vivas no apoptóticas, células en 
apoptosis temprana, células en apoptosis tardía y células necróticas, 
cultivadas en condiciones de suspensión forzada y crecidas en medio 
stem para cada tratamiento. b- Porcentaje de células apoptóticas 
(apoptosis temprana + apoptosis tardía) para cada tratamiento. Como control positivo se usaron células MDA-MB-468 
tratadas con AI-10-104 20 uM que, como muestra la Figura 8B, sufren apoptosis. Se graficó la media ± ES (n=2).  
 

Estos datos sugieren que el fenotipo stem-like adquirido por las células en suspensión con 
medio rico-stem le otorga otras ventajas de supervivencia que les permiten resistir a la 
quimioterapia y al inhibidor AI-10-104, a diferencia de la toxicidad observada en las células 
creciendo en forma adherida.  
 
En conclusión, en ambas poblaciones en suspensión (MDA-MB-468 con medio de cultivo 
estándar y MDA-MB-231 con medio de cultivo stem) la pérdida de función de RUNX no 
incrementa la sensibilidad a drogas como sí ocurre en las células creciendo en adherencia. Es 
posible que sea necesario un aumento de dosis y/o tiempos para observar un efecto tóxico 
favorable.  
 
A continuación estudiamos la sensibilidad de las células a doxorrubicina en el modelo de 
células creciendo como mamósferas. Los esferoides se consideran uno de los criterios para 
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confirmar la presencia de CSCs (Ponomarev, A.S. et al., 2023). Las CSCs son 
particularmente resistentes a las terapias convencionales de quimioterapia y radioterapia en 
comparación con las células más diferenciadas no-CSC mediante diversos mecanismos (ver 
Figura 4 en Introducción). El desarrollo de modelos de cultivo celular en 3D permite 
replicar con mayor precisión varias de las características biológicas y moleculares de los 
tumores in vivo. El aumento de los contactos célula-célula y célula-matriz en esferoides 
compactos no solo modifica la resistencia al tratamiento antineoplásico (proporcionando 
una respuesta a fármacos más fisiológica), sino que también limita la difusión de nutrientes 
y oxígeno, favoreciendo el desarrollo de un microambiente hipóxico (Salinas-Vera et al, 
2022). Además, la restricción en la difusión de nutrientes, oxígeno y factores de crecimiento 
genera un gradiente de concentración de factores biológicos similar al de las células 
tumorales en regiones no vascularizadas. Esto da lugar a una composición más estratificada, 
donde la periferia del esferoide está formada por células proliferativas, la zona intermedia 
contiene células en estado quiescente y el centro del esferoide presenta células necróticas 
(Salinas-Vera et al, 2022). 
Se cultivaron las MDA-MB-231 en el medio stem, que en nuestras manos es la línea celular 
que mejor responde a este medio de cultivo para generar esferas, en placas no adherentes 
como está descrito en Materiales y Métodos - Generación de mamósferas. Se esperaron 
cuatro días para favorecer la generación de dichas mamósferas y, una vez formadas, se las 
trató con doxorrubicina, con AI-10-104 o ambas. A los tres días de tratamiento, se contaron 
mamosferas por microscopio óptico.  

 
Figura 46. Porcentaje de mamósferas que “sobrevivieron” al 
tratamiento con vehículo, con AI-10-104, con doxorrubicina 
(DOXO), y con ambos; con respecto al tratamiento con vehículo 
sólo. Se graficó la media ± ES (n=4). Se realizó One-Way Anova y 
comparaciones a posteriori de Šidák para evaluar el efecto de cada 
tratamiento. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 0.0001. 
4+3: 4 días de generación de esferas, 3 días de tratamiento.  
Aclaración: este experimento se realizó con las MDA-MB-231 del 
laboratorio de Roxana Schillaci, presentando un IC50=15uM para 
AI-10-104. 
 

 
Como se observa en la Figura 46, la combinación 
de tratamiento generó un efecto tóxico en las 

mamosferas, determinado por una disminución significativa del número de mamosferas 
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(barra naranja con borde rojo), mientras que no hubo efecto tóxico en las mamosferas 
cultivadas con los tratamientos por separado.   
En este punto, es importante aclarar que tanto el AI-10-104 como la doxorrubicina parecen 
no tener efecto por sí solos en la supervivencia de las mamósferas, esto podría deberse a la 
restricción en la difusión de drogas debido a la estructura 3D de las esferas y su característica 
resistencia a drogas. No obstante, la combinación de fármacos disminuye significativamente 
el número de mamósferas evidenciando que la combinación de alteración de procesos 
biológicos puede eliminar esta subpoblación responsable de generar metástasis in vivo. A 
diferencia de las CTCs, las células que componen las mamósferas con fuerte fenotipo stem 
recién son sensibles a la doxorrubicina cuando pierden la actividad transcripcional de 
RUNX.  
 
Por último, se buscó determinar si la inhibición simultánea de la actividad transcripcional 
de RUNX podría restablecer la sensibilidad al PX en las células MDA-MB-468 resistentes a 
este fármaco. Cabe recordar que la resistencia a PX se generó mediante un tratamiento 
contínuo con la droga hasta alcanzar un valor de IC50 significativamente superior al de la 
población control, la cual fue tratada con DMSO, el vehículo de paclitaxel. A continuación 
ambas poblaciones celulares (control o R-DMSO y resistentes o R-PX) fueron expuestas a 
concentraciones crecientes de paclitaxel, en presencia o ausencia de AI-10-104 (1 µM) 
durante 72 horas, con el fin de evaluar posibles modificaciones en el IC50 de PX (Figura 
47b). Se seleccionó una dosis de AI-10-104 de 1 µM por ser lo suficientemente baja como 
para no inducir apoptosis por sí sola, permitiendo así una ventana de oportunidad adecuada 
para calcular el IC50 de PX mayoritariamente. 
 
a-                                                                                                                                      
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b- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c- 
 

Figura 47. a- Curvas de porcentaje de células viables en función del 
logaritmo de la concentración de paclitaxel (PX) para las dos poblaciones 
celulares (MDA-MB-468 R DMSO= control y R PX=resistentes) 
tratadas con vehículo (DMSO) o con AI-10-104 (104). La tinción de 
viables es con  cristal violeta. b- Valores de IC50 de cada población 
celular y cada tratamiento. Se graficó la media ± ES (n=4) y se realizó un t 
test, * p < 0.01. c- Curvas de porcentaje de células viables en función del 
logaritmo de la concentración de AI-10-104 para R DMSO y R PX 
mediante ensayos de cristal violeta. 

 
 
 
 
 

Como se observa en la Figura 47a, ambas poblaciones (R-DMSO y R-PX) tienen la misma 
sensibilidad al inhibidor AI-10-104, indicando que la generación de resistencia a PX no dio 
lugar a una resistencia paralela a AI-10-104, cómo podría haber ocurrido por el fenómeno 
de resistencia cruzada (Duan, Z. et al, 2009; Nana Ji et al., 2010; H. Thomas et al., 2003; W. 
Li, et al., 2016; Tegze B et al., 2012). Esto es muy útil para la práctica clínica ya que se puede 
usar la combinación de drogas, cuando una de ellas genera resistencia.  
 
Asimismo, en la Figura 47b podemos observar que la población resistente a PX (R-PX) 
“recupera” la sensibilidad a esta droga al inhibir simultáneamente la actividad 
transcripcional de RUNX. Esto se puede ver más claramente en la Figura 47c: Por un lado, 
la población resistente tratada con AI-10-104 (R PX+ 104 1uM) alcanza un valor de IC50 
muy similar a la población control sin AI-10-104 (R DMSO). Por otro lado, el valor IC50 
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de la población resistente con AI-10-104 (R PX+ 104 1uM) disminuye significativamente 
con respecto al de la población resistente sin AI-10-104  (R PX).  
Esto quiere decir que inhibir la actividad transcripcional de RUNX en la población 
resistente a PX la convierte en una población más sensible a dicha droga, ya que disminuye 
su resistencia a PX a tal punto que alcanza un IC50 a PX similar al de la población control.  
 

Conclusiones del objetivo 2: 

●​ El tratamiento con doxorrubicina y paclitaxel aumenta la expresión del mRNA de 
RUNX1 en las MDA-MB-231 y MDA-MB-468 respectivamente. 

●​ El tratamiento con doxorrubicina y paclitaxel aumentan la expresión del mRNA de 
GJA1 (marcador de metástasis) en las MDA-MB-231 y de KLF4 (marcador stem) en 
ambas líneas. 

●​ La población celular resistente a paclitaxel expresa mayores niveles de la proteína 
RUNX1 en comparación con la población celular control (DMSO). 

●​ Las células MDA-MB-231 transfectadas con el plásmido que contiene la versión 
dominante negativa de RUNX1 y tratadas con doxorrubicina tienen menor 
viabilidad celular que con los dos tratamientos por separado. 

●​ El tratamiento con AI-10-104 y con doxorrubicina o paclitaxel disminuye 
significativamente la viabilidad celular con respecto a los tratamientos por separado 
en ambas líneas celulares. 

●​ El tratamiento con AI-10-104 y con doxorrubicina o paclitaxel aumenta 
significativamente la apoptosis con respecto a los tratamientos por separado en 
ambas líneas celulares en condiciones estándar de adherencia. 

●​ El tratamiento con AI-10-104 y con doxorrubicina no induce niveles significativos 
de apoptosis con respecto a los tratamientos por separado en ambas líneas celulares 
en condiciones de suspensión forzada. Pero en MDA-MB-468 en esta condición de 
suspensión hay una tendencia a morirse bajo el tratamiento con AI-10-104 
(alrededor del 60%) aunque no aumente con doxorrubicina o paclitaxel. 

●​ El tratamiento con AI-10-104 y con doxorrubicina disminuye significativamente el 
número de mamósferas con respecto a los tratamientos por separado en las 
MDA-MB-231. 

●​ Las células resistentes a paclitaxel tratadas con una baja dosis de AI-10-104 
recuperan la sensibilidad a paclitaxel. 
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Estos resultados, en su conjunto, sugieren que RUNX desempeña un rol relevante en la 
biología de respuesta de las líneas celulares TNBC a los fármacos quimioterapéuticos, 
doxorrubicina y PX. Por un lado, su expresión se incrementa tras el tratamiento con 
doxorrubicina y PX, y se observa una mayor expresión en las células resistentes a PX. Por 
otro lado, la inhibición de su actividad transcripcional sensibiliza a las células a estas drogas, 
tanto en células adherentes como en mamósferas y en células resistentes a PX. No obstante, 
este efecto no se manifiesta en el modelo que simula las células tumorales circulantes, lo que 
indica que la inhibición de RUNX en este contexto debemos seguir explorando otras 
formas de combinación o explorar otros mediadores de resistencia. 
Los datos recolectados en este objetivo revelan que estudiar la participación de un factor de 
transcripción en diferentes subpoblaciones del tumor puede darnos información 
fundamental compartimentalizada para comprender cómo diseñar una droga y donde 
puede fallar. Además nuestros datos sostienen el concepto que indica que un tratamiento 
iniciado en estadios tempranos de la enfermedad favorece el éxito de la terapia.  
De esta manera, la reducción de su actividad transcripcional in vivo podría representar un 
potencial blanco terapéutico para el tratamiento del TNBC. 
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Objetivo 3:  

Investigar los posibles mecanismos involucrados en la modulación de la 
sensibilidad a drogas mediada por RUNX. 

 
Como mencionamos en la introducción, la sobreexpresión y activación preferencial de las 
proteínas transportadoras ABC se considera una de las principales causas de 
quimiorresistencia en CSCs (Begicevic and Falasca, 2017; Wang et al., 2021). Estos 
transportadores transportan y excretan una variedad de sustancias, incluyendo metabolitos, 
fármacos, sustancias tóxicas, lípidos, péptidos y esteroides. Se consideran una bomba de 
desintoxicación, que afecta la farmacocinética y la eficacia terapéutica debido a su capacidad 
para facilitar la excreción de agentes quimioterapéuticos por múltiples vías, reduciendo 
significativamente la efectividad de los fármacos quimioterapéuticos que originalmente 
tenían una actividad inhibitoria o citotóxica sobre las células cancerosas, incluyendo las 
CSCs. Las proteínas transportadoras ABC protegen a las CSCs de los efectos letales de los 
fármacos, lo que conduce al fenómeno de resistencia primaria a múltiples fármacos (MDR, 
por sus siglas en inglés MultiDrug Resistance) en células tumorales frente a los tratamientos 
quimioterapéuticos (McIntosh, K. et al., 2016; Tufail M. et al., 2024). 
Además, informes recientes de Gazzaniga et al. han demostrado que las CTCs de pacientes 
con cáncer de mama metastásico expresan proteínas de resistencia a múltiples fármacos 
(MRPs, por sus siglas en inglés Multi Resistant Proteins) (Gazzaniga P. et al., 2010; 
Gradilone A. et al., 2011; Abdallah et al., 2016). Los pacientes con CTCs MRP-positivas 
presentan intervalos de progresión libre de enfermedad significativamente más cortos que 
los MRP-negativos (Gradilone, A. et al., 2011; Abdallah et al., 2016). 
 
En células de glioblastoma se ha demostrado que el eje RUNX1/miR-128-3p regula la 
expresión de ABCC1 (Jianglong Xu et al., 2021). Además, se ha reportado que RUNX1 
promueve la expresión de ABCG2 en células de cáncer colorrectal (Qingyuan Li et al., 
2021). 
 
Para poder estudiar los transportadores ABC en el laboratorio contamos con los primers 
para determinar la expresión de los mRNAs de ABCG2, Pgp y ABCC1; y los anticuerpos 
para evaluar la expresión de las proteínas ABCG2 y Pgp.  
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En primer lugar, tratamos a ambas líneas celulares con AI-10-104 durante distintos tiempos 
y medimos la expresión del mRNA de ABCC1.  
 

 
Figura 48. Expresión relativa del ARNm de ABCC1 medido por qPCR en MDA-MB-231 y MDA-MB-468 adheridas 
tratadas con AI-10-104 (10 uM) a distintos tiempos. Los valores están normalizados a la expresión de GAPDH de cada 
muestra y relativos a la expresión de este gen en las células tratadas con DMSO. Se graficó la media de las veces de 
cambio ± ES (n=3). Se realizó One-Way Anova y comparaciones a posteriori de Šidák para evaluar el efecto de 
AI-10-104.  

 

En el modelo de células crecidas en condiciones estándar (adheridas), la expresión de 
ABCC1 disminuye un 30% aproximadamente a las 96 horas en la línea MDA-MB-468 pero 
no se modifica en las MDA-MB-231 (Figura 48). Este resultado indica que, al menos en las 
células MDA-MB-468, RUNX podría estar regulando la expresión de este gen.  
 
Con el fin de conocer si los transportadores cambian su localización subcelular o modifican 
su expresión ante la ausencia de la actividad transcripcional de RUNX, se trató a las células 
con AI-10-104 durante 72 horas y se realizó una inmunofluorescencia según lo descrito en 
Materiales y Métodos - Inmunofluorescencia. Se utilizó el anticuerpo específico  contra 
Pgp y Hoechst para marcar los núcleos.  
 

a- MDA-MB-231 
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b- 

 
 

c- MDA-MB-468 
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d- 
 
Figura 49. Expresión proteica de PGP evaluada por inmunofluorescencia en las 
líneas MDA-MB-231 (a y b) y MDA-MB-468 (c y d). Se muestra un campo 
representativo con PGP en verde y HOECHST en azul. Las imágenes fueron 
tomadas en el microscopio confocal Zeiss LSM980 con aumento 63x. a- 
MDA-MB-231, arriba: campo representativo del tratamiento con vehículo 
(DMSO), abajo: campo representativo del tratamiento con AI-10-104 5 uM. b- 
Control de fluorescencia: MDA-MB-231 sin anticuerpo primario pero con 
anticuerpo secundario (Alexa 488). c- MDA-MB-468, arriba: distintos campos del 
tratamiento con vehículo (DMSO), abajo: campo representativo del tratamiento 
con AI-10-104 10 uM. d- Control de fluorescencia: MDA-MB-468 sin anticuerpo 
primario pero con anticuerpo secundario (Alexa 488). 

 

Como se observa en la Figura 49, la localización del transportador Pgp es citoplasmática en 
todos los casos, sin que se evidencian cambios significativos ni en su expresión ni en su 
localización entre el tratamiento con el inhibidor o su control tratado con el vehículo en 
ninguna de las dos líneas celulares analizadas. Estos resultados indican que RUNX no ejerce 
actividad regulatoria sobre el transportador Pgp en estas líneas celulares TNBC. 
 
Es probable que la expresión de los transportadores esté aumentada en células stem y/o en 
células resistentes. En el caso de las células stem normales, ha sido reportado que éstas 
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emplean transportadores ABC para detoxificarse y así protegen biológicamente el pool 
celular del tejido que mantienen; las CSC parecen emplear los mismos mecanismos contra 
las terapias anticancerígenas (Dallas, N.A. et al., 2009). En el caso de las células resistentes a 
una droga, lo que justamente disminuye la eficacia de los tratamientos quimioterapéuticos 
es la excreción de dichas drogas debido al aumento en la expresión de los transportadores 
ABC (Błauż A, Rychlik B., 2016).  
Por lo tanto se evaluó la expresión de ARNm de ABCC1 en las células MDA-MB-468 
crecidas en suspensión (con fenotipo stem) comparándolas con la expresión en células 
adheridas. Para ello, se permitió que las células permanecieran en cultivo durante cuatro 
días, con el fin de favorecer el aumento en la expresión de genes stem. Posteriormente, ambas 
poblaciones celulares (adheridas y suspendidas) fueron tratadas con AI-10-104 durante 24 
horas. Finalmente, se procedió a la extracción de RNA, seguida de la RT y qPCR para 
analizar la expresión génica. 
 
a-                                      b-                                                      c- 

 
Figura 50. Expresión relativa del ARNm de ABCC1 medido por qPCR en las MDA-MB-468 a- comparando la 
población de células adheridas con la de células suspendidas. b- MDA-MB-468 adheridas tratadas con distintas dosis de 
AI-10-104 (104) por 24 horas. c- MDA-MB-468 suspendidas tratadas con distintas dosis de AI-10-104  (104) por 24 
horas luego de 4 días de mantenerlas en suspensión para que se expresaran los genes stem. Los valores están 
normalizados a la expresión de GAPDH de cada muestra y relativos a la expresión de este gen en las células tratadas con 
DMSO. Se graficó la media de las veces de cambio ± ES (n=3). Se realizó prueba de t en a- y One-Way Anova y 
comparaciones a posteriori de Šidák para b- y c-. 
 

Como se observa en la Figura 50a, la expresión de ABCC1 aumenta en la población 
suspendida comparada con la adherida, validando nuevamente que esta subpoblación tiene 
un perfil  stem. Asimismo, en la población adherida no se modifica la expresión de ABCC1 
luego del tratamiento con AI-10-104, mientras que en la suspendida los niveles de mRNA 
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disminuyen significativamente con AI-10-104. Estos resultados sugieren que RUNX 
regularía la expresión de este transportador en las células MDA-MB-468. Este transportador 
podría ser el responsable de otorgar mayor resistencia en la línea MDA-MB-468 a paclitaxel. 
Por esta razón, inhibir la actividad transcripcional de RUNX en las células resistentes a PX  
podría permitir un mejor efecto tóxico de las drogas quimioterapéuticas debido a una 
menor excreción de las mismas.    
 
A continuación, volvimos a estudiar la localización subcelular de Pgp y ABCG2 pero ahora 
en las MDA-MB-468 resistentes a PX mediante la técnica de inmunofluorescencia. Se 
trataron ambos grupos, línea R DMSO (control) y la línea R PX (resistente a PX), con 
vehículo (DMSO) o con AI-10-104 (104; 10 uM) por 72 horas.  
 
 
a- 
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b- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 51. Expresión proteica de a- Pgp y b- ABCG2 evaluada por inmunofluorescencia en la líneas MDA-MB-468 
control (dos primeras filas) y resistente (tercera y cuarta filas) tratadas con vehículo (primera y tercera fila) o con 
AI-10-104 10uM (segunda y cuarta fila). Se muestran campos representativos con dichas proteínas en rojo. Las 
imágenes fueron tomadas en el microscopio confocal Zeiss LSM980 con aumento 63x.  

 
Como se observa en la Figura 51, no detectamos diferencias de expresión o localización de 
Pgp ni ABCG2 entre una población y otra, ni entre los tratamientos. Esto nos sugiere que 
inhibir la actividad transcripcional de RUNX no tiene ningún efecto sobre la expresión ni 
localización de los transportadores ABCG2 y Pgp.  
 

Dado que la inhibición de la actividad transcripcional de RUNX reduce la expresión del 
mRNA de ABCC1 y aumenta la sensibilidad a doxorrubicina, nos preguntamos si la 
acumulación intracelular de doxorrubicina se vería afectada por la modulación de la 
actividad de RUNX. Para estudiar este fenómeno, hicimos uso de la propiedad de 
autofluorescencia de esta droga y medimos la intensidad de su fluorescencia en presencia y 
en ausencia de AI-10-104. La cuantificación se realizó mediante citometría de flujo, 
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siguiendo el protocolo descrito por Orlando et al. (2019), tal como se detalla en la Sección 
XIII de Materiales y Métodos. Lo que medimos en el tratamiento con AI-10-104 es 
autofluorescencia. 

Como se puede observar en la Figura 52, no se detectó un aumento significativo en la 
acumulación intracelular de doxorrubicina al combinarla con AI-10-104 comparado con los 
tratamientos por separado.  
 
a-                                            b-     

 
Figura 52. Fluorescencia promedio de doxorrubicina medida a través del canal PE a- en la línea MDA-MB-468 

adheridas en el citómetro de flujo BD FACSAria II y b- en la línea MDA-MB-231 adheridas en el citómetro de flujo 

BD Accuri C6 Plus, tratadas con vehículo, doxorrubicina (DOXO), AI-10-104 y su combinación. Se graficó la media  ± 
ES (n=3). Se realizó One-Way Anova y comparaciones a posteriori de Šidák. 
 

Es decir que RUNX no promovería la salida de doxorrubicina de la célula como 
esperábamos, al menos con estas dosis, estos tiempos de tratamientos y esta forma de 
cuantificación. 

Este experimento se llevó a cabo utilizando el modelo de células cultivadas en condiciones 
estándar (adheridas), en el cual se espera que la expresión de los transportadores se 
mantenga en un nivel “basal”, como se observa en la Figura 48. 

Se ha reportado la existencia del fenómeno de resistencia cruzada (cross-resistance) (Duan, Z. 
et al., 2009; Nana Ji et al., 2010; H. Thomas et al., 2003; W. Li et al., 2016; Tegze B et al., 
2012). Por ello, evaluamos si en nuestro modelo de células resistentes a PX se observaba 
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dicha resistencia frente a la doxorrubicina (además de resistencia a PX). Sin embargo, como 
podemos observar en la Figura 53, las MDA-MB-468 resistentes a PX no son resistentes a 
la doxorrubicina. 
 

 
Figura 53. Curvas de porcentaje de viabilidad celular en función del logaritmo de concentraciones crecientes de 
doxorrubicina en las líneas MDA-MB-468 control y resistente a PX. Valor de IC50 obtenido a partir de una 
transformación logarítmica de las concentraciones de doxo y PX y una regresión no lineal en el programa GraphPad. 
 

En el modelo de células en suspensión forzada, la expresión de ABCC1 (Figura 49) está 
ligeramente aumentada con respecto a las adheridas. Sin embargo tampoco observamos 
diferencias en la acumulación de doxorrubicina en la Figura 54.  

 
 
 
 
Figura 54. Fluorescencia promedio de doxorrubicina medida a través del canal 
PE en las MDA-MB-468 suspendidas (n=1) en el citómetro de flujo BD FACS 
Aria II.  
 
 
 
 
 
 
 

Es decir que en ninguno de los dos modelos, adheridas y suspendidas, RUNX ejerce alguna 
actividad en la salida de doxorrubicina de la célula, en la condiciones evaluadas. 
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Conclusiones del objetivo 3: 

●​ La expresión del ARNm del transportador ABCC1 disminuye un 30% a las 96 horas 
con AI-10-104 (10uM) en las células MDA-MB-468 adheridas, pero no se modifica 
en las células MDA-MB-231.  

●​ La localización subcelular del transportador Pgp no se modifica con el tratamiento 
de AI-10-104 ni en las MDA-MB-468 ni en las MDA-MB-231. Presenta localización 
citoplasmática en todos los casos. 

●​ La expresión del transportador ABCC1 se encuentra aumentada un 50% en la 
población suspendida con respecto a la población adherida de las MDA-MB-468. 
Inhibir la actividad transcripcional de RUNX disminuye la expresión del mRNA 
del transportador en la población de células creciendo en suspensión forzada. La 
recuperación de sensibilidad a PX en esta línea celular al inhibir la actividad 
transcripcional de RUNX podría ser a través del aumento de la acción de PX por 
pérdida de ABCC1. La localización subcelular de Pgp y ABCG2 en las poblaciones 
de células MDA-MB-468 control y resistentes a PX tratadas con AI-10-104 no se 
modifican con respecto a las tratadas con vehículo. 

●​ La retención de doxorrubicina no sufre modificaciones al inhibir la actividad 
transcripcional de RUNX en las MDA-MB-231 y MDA-MB-468 adheridas y 
suspendidas en las condiciones establecidas. 

 
En conclusión, inhibir la actividad transcripcional de RUNX disminuye la expresión del 
transportador ABCC1 en las MDA-MB-468 suspendidas  No se encontraron evidencias de 
modulación de la expresión o localización de otros transportadores como PGP y ABCG2. 
Esta evidencia inicial nos indica que la capacidad de RUNX de aumentar la resistencia a 
drogas y la supervivencia de las distintas subpoblaciones no es a través de la regulación de la 
expresión de los genes de los transportadores evaluados. 
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Objetivo 4:  

Evaluar si el receptor de glucocorticoides (GR) es capaz de regular la 
expresión de RUNX1. 

 
El receptor de glucocorticoides (GR por sus siglas en inglés glucocorticoid receptor) se expresa 
en el epitelio de la glándula mamaria normal y regula procesos fisiológicos normales del 
tejido (Bertucci et al., 2010; Hoijman et al., 2012; Noureddine et al., 2021). En la búsqueda 
de marcadores y blancos terapéuticos para TNBC, este receptor ha sido identificado como 
marcador de mal pronóstico dado que una alta expresión de GR correlaciona con una 
reducida sobrevida global y una sobrevida libre de metástasis más corta en pacientes TNBC 
que han sido tratados con quimioterapia (Chen et al., 2015). También ha sido descrito que 
el ARNm de GR está sobreexpresado en líneas celulares de TNBC en comparación con 
otros subtipos (Buschmann, D. et al., 2018). 

 
Un ensayo clínico en fase 1 (NCT01493310) mostró que el GR podría ser un blanco 
prometedor en TNBC, dado que pacientes TNBC-GR+ respondieron positivamente a la 
combinación de antagonistas del GR (mifepristone) y quimioterapia (paclitaxel) (Nanda et 
al., 2016). La fase II  (NCT02788981) reportó que la adición de mifepristone a 
nab-paclitaxel (nab-Pac) no mejoró significativamente la supervivencia libre de progresión 
en comparación con nab-Pac solo en pacientes con cáncer de mama metastásico. Sin 
embargo se observó una tendencia hacia una mayor supervivencia global (Nan Chen et al., 
2025). 
 

Un análisis in silico realizado en colaboración con el Dr. Rodríguez Seguí y la Dra. Virginia 
Dansey (IFIBYNE) muestra que el promotor y zonas regulatorias de RUNX1 poseen sitios 
de potencial regulación mediado por GR.  
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Figura 55. Imagen obtenida del UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). Abajo: En azul se muestra un 
esquema del gen Runx1 murino. Arriba: Los picos en color representan la unión del GR en la región promotora 2 y el 
último intrón del gen de Runx1 en células mamarias y de hígado murino normal. Figura preparada por el Dr. Santiago 
Rodriguez Seguí. 

 
A partir de esta información nos resultó interesante estudiar al GR como un mecanismo 
para regular la expresión celular de RUNX1 externamente.  

Según la bibliografía consultada, la dosis de dexametasona y del antagonista de GR, 
mifepristona, utilizada en cultivos celulares de tumores de mama y ovario es de 100 nM 
(E.M. Stringer-Reasor et al., 2015; Diana C. West et al., 2018; Maxwell N. Skor et al., 2013, 
entre otros). 

Inicialmente, se llevaron a cabo ensayos de MTT para evaluar la viabilidad celular con esta 
concentración a distintos tiempos, con el objetivo de determinar el rango temporal 
adecuado para la realización de los experimentos.  
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Figura 56.  Ensayo de MTT. Porcentaje de células viables en función de distintos tiempos de tratamiento con el 
vehículo (etanol), dexametasona 100 nM, mifepristona 100 nM o la combinación para las líneas MDA-MB-231 y 
MDA-MB-468. Se obtuvo un valor de absorbancia que representa las células remanentes que se tiñen con cristal 
violeta. Se consideró como 100% al tratamiento con el vehículo para cada tiempo. 
 
Tanto la dexametasona como el mifepristone no parecen afectar la viabilidad celular en estas 
líneas tumorales bajo los tiempos de tratamiento empleados. No se observó una 
disminución en la viabilidad celular en ningún momento evaluado, por lo que no se 
establecieron restricciones en la duración de los tratamientos. 
 
A continuación, se midió la expresión de ARNm de RUNX1 tratando a las células con 
dexametasona (agonista de GR), con mifepristona (antagonista de GR) o la combinación 
de ambas. Para estos experimentos se usó suero charcolizado para evitar interferencia de 
hormonas presentes en el suero que pudieran regular GR. Además, también se midió la 
expresión del ARNm de GILZ (del inglés glucocorticoid-induced leucine zipper) como 
control del tratamiento con dexametasona ya que es un gen blanco del GR reportado 
(Ronchetti S. et al., 2015).  
 
 
 
 
142 
 



 

a- 
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c- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 57. Expresión relativa del ARNm de RUNX1 y GILZ medido por qPCR en a- MDA-MB-468, b- 
MDA-MB-453 y c-MDA-MB-231 en función del tiempo de tratamiento con vehículo, dexa, mife y ambos. Los valores 
están normalizados a la expresión de GAPDH de cada muestra y relativos a la expresión de este gen en las células 
tratadas con DMSO. Se graficó la media de las veces de cambio ± ES (n=3). Se realizó Two-Way Anova y comparaciones 
a posteriori de Šidák. 
 

La expresión de ARNm de RUNX1 aumenta significativamente en las líneas tumorales 
humanas MDA-MB-453 y MDA-MB-468 tras el tratamiento con dexametasona, y este 
incremento se reduce cuando se añade mifepristona, como se muestra en la Figura 57. Esta 
reducción es específica, ya que se observa únicamente en presencia del antagonista de GR. 
Además, el aumento en la expresión de RUNX1 ocurre de manera transitoria, alcanzando 
su pico a las 2 horas de estimulación. Este tipo de regulación rápida ha sido ampliamente 
descrito para el GR (John et al., 2009). 
 
También se midió la expresión de proteína de RUNX1 a través de ensayos de Western Blot.  
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a-                                                                                                   b- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 58. a- Western blot representativo de RUNX1 revelado por fluorescencia en células MDA-MB-468 tratadas por 
24 horas con dexa 100 nM (DEXA), con mife 100 nM (MIFE), con ambos (DM) o con etanol (ET, vehículo). Se 
indican los pesos aproximados del marcador de peso molecular. RUNX1 tiene un peso molecular de 55 kDa y 
GAPDH, de 37 kDa. b- Veces de cambio de la cuantificación de fluorescencia de las bandas correspondientes a 
RUNX1 normalizadas a GAPDH. N=2. 
 

Como se puede observar en la Figura 58, RUNX1 aumenta con el tratamiento de 24 horas 
de dexametasona y vuelve a niveles basales con mifepristona. 
 

Conclusiones del objetivo 4: 

●​ Un análisis in sílico muestra que el gen de RUNX1 posee sitios de pegado para el 
receptor de glucocorticoides. 

●​ El tratamiento corto (2h) con dexametasona aumenta la expresión del mRNA de 
RUNX1, la cual vuelve a niveles basales bajo el tratamiento de mifepristona.  

●​ La expresión de la proteína RUNX1 aumenta con 24 horas de dexametasona y 
vuelve a niveles basales con mifepristona. 
 

 
Estos resultados sugieren que GR modula la expresión de RUNX1 a través de la 
dexametasona y el mifepristone, convirtiendo a RUNX1 en un potencial target “drogable”. 
Planeamos futuros experimentos para seguir con esta línea del proyecto. 
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CONCLUSIONES Y DISCUSIÓN 
 

El objetivo general de esta tesis fue investigar el rol de RUNX, con un enfoque inicial  en 
RUNX1, en la biología tumoral del subtipo TNBC, considerando la diversidad de 
subpoblaciones tumorales que contribuyen a la heterogeneidad intratumoral y a la 
resistencia a la quimioterapia. 

A lo largo de esta tesis trabajamos con distintos modelos celulares que representan 
diferentes perfiles funcionales del tumor o subpoblaciones. Entre ellas establecimos: 

●​ Células adheridas de crecimiento estandarizado que suelen representar el 
crecimiento tumoral en monocapa con todas las limitaciones reportadas por falta de 
contexto fisiológico. 

●​ Células suspendidas formando agregados, que se polarizan molecular y celularmente 
hacia un fenotipo de  células tumorales circulantes o CTC. 

●​ Mamósferas compuestas por células que se enriquecen en un fenotipo progenitor o 
stem tumorales (CSCs). 

●​ Células resistentes a la droga paclitaxel (PX), utilizadas para el estudio de 
mecanismos de resistencia a la quimioterapia y migración. 

Si bien la tesis se centró en el estudio de la heterogeneidad intratumoral, abordando 
únicamente algunas de las subpoblaciones celulares que lo conforman, no se incluyeron 
otros aspectos relevantes para el desarrollo tumoral, tales como el microambiente tumoral, 
la influencia del sistema inmunológico, la interacción entre los factores solubles secretados 
por las mismas y las subpoblaciones tumorales, las conexiones celulares directas por cercanía 
entre las distintas subpoblaciones dentro del tumor. El enfoque principal fue el estudio de 
la respuesta y resistencia a las drogas quimioterapéuticas como una consecuencia 
directa de la existencia de heterogeneidad intratumoral, dado que ésta genera poblaciones 
celulares con diferentes niveles de sensibilidad a los tratamientos frente a la regulación de la 
actividad transcripcional de RUNX1 y 2.  

En este sentido, como mencionamos en introducción, uno de los mayores desafíos aún no 
resueltos en la terapia contra el cáncer es precisamente la presencia de células tumorales 
heterogéneas con diversa sensibilidad a los tratamientos que dificulta la eficacia de las 
estrategias clínicas. 
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Nuestro laboratorio se especializa en el estudio del factor de transcripción Runt-related 1 
(RUNX1), perteneciente a la familia de factores de transcripción RUNX. Investigaciones 
previas realizadas por nuestro grupo han demostrado que RUNX1 promueve la agresividad 
tumoral en líneas celulares de cáncer de mama triple negativo (TNBC) (Recouvreux et al., 
2016; Fernández et al., 2023):  

●​ RUNX1 y FOXP3 endógenos interactúan físicamente en células mamarias 
normales, y esta interacción bloquea la actividad transcripcional de RUNX1. 
Además, demostramos, mediante EMSA y ChIP que RUNX1 es capaz de unirse a 
los promotores de R-spondin 3 (RSPO3), SOX4 y Gap Junction Protein Alpha 1 
(GJA1). A través de experimentos de pérdida de función con transfecciones 
reportamos que esta unión aumenta la expresión del oncogén Rspo3 y suprime la 
expresión del gen supresor tumoral GJA1 de manera dependiente de FOXP3. 
Asimismo, la reducción de la actividad transcripcional de RUNX1 disminuye las 
propiedades migratorias de las células tumorales. (Recouvreux et al., 2016). 

●​ En colaboración con el grupo de la Dra Jennifer Richer identificamos, mediante 
experimentos de ChIP-seq en la línea celular MDA-MB-453,  la unión del AR 
(receptor de andrógenos) a regiones regulatorias de RUNX1. Mostramos que esta 
unión es funcional dado que la expresión de RUNX1 se encuentra aumentada por 
activación del AR mediante dihidrotestosterona (DHT) en la línea celular 
MDA-MB-453 y en tumores PDX (xenoinjertos derivados de pacientes) HCI-009 
de TNBC AR+. Reportamos que RUNX1 se incrementa en un modelo 
experimental de células con características CSC en las líneas MDA-MB-453 y 
SUM-159PT; y su inhibición reduce la expresión de marcadores de CSC. 
Finalmente reportamos que la inhibición de RUNX1 en líneas TNBC-RA+ 
disminuyó la viabilidad celular y aumentó la sensibilidad a paclitaxel y enzalutamida 
(Fernández et al., 2023). 

 

➔​ Efecto de la pérdida de actividad de RUNX en la supervivencia celular 

En primer lugar, con el fin de estudiar la relevancia de RUNX en las células tumorales, 
utilizamos el inhibidor comercial de RUNX (AI-10-104) en líneas celulares humanas de 
TNBC comerciales, MDA-MB-231 y MDA-MB-468, que provienen de metástasis pleural 
de pacientes con cáncer de mama.  
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A lo largo de la tesis determinamos que inhibir la actividad transcripcional de RUNX 
disminuye la viabilidad de las células adheridas (Figura 19) y aumenta la apoptosis de las 
células tumorales crecidas en condiciones estándar (Figura 21) y en suspensión forzada 
(Figura 23). Esto sugiere que RUNX es necesario para mantener a las células 
viables: las células tumorales necesitan de la actividad transcripcional de este factor 
de transcripción para sobrevivir, y la pérdida de su función induce la muerte celular 
programada.  
En particular, el modelo de células creciendo en suspensión, a diferencia de las células 
adheridas, presenta un alto nivel de muerte basal, lo que consideramos atribuible, al igual 
que en el caso de las células tumorales circulantes (CTC), a la ausencia de las señales 
intracelulares que inducen las moléculas que permiten la adherencia tumoral o a la falta de 
factores necesarios para su supervivencia en esta condición ambiental (Huang, Q. et al., 
2018). Las CTCs que sobreviven lo hacen, en parte, debido a la adquisición de 
características stem, lo que promueve habilidades de supervivencia, migratorias e invasivas, 
así como resistencia a la terapia (Adorno-Cruz, V. et al., 2015).  
 

➔​ Evaluación de la capacidad migratoria celular tras el bloqueo de la actividad 
transcripcional de RUNX 

En un trabajo previo del laboratorio observamos, a través de la técnica de reparación de 
herida, que células transfectadas con una construcción dominante negativa de RUNX1 
reducía la capacidad migratoria de cerrar la herida (Recouvreux et al 2016). En esta tesis 
aplicamos una estrategia diferente dado que algunas subpoblaciones no crecen adheridas y 
no pueden reparar heridas. Por esta razón elegimos el uso de transwells y evaluamos la 
participación de RUNX en las diferentes subpoblaciones. Utilizando el inhibidor comercial 
AI-10-104 observamos que la pérdida de función de RUNX disminuye la migración 
celular tanto en el modelo de células adheridas (Figura 26), como de células suspendidas 
(Figura 27) y de células resistentes a PX (Figura 28). Es decir que RUNX es necesario 
para que las células puedan movilizarse hacia otros sitios donde establecer 
metástasis en las tres subpoblaciones estudiadas. Particularmente en el caso del modelo 
de células en suspensión, la capacidad de inhibir la migración es altamente relevante, ya que 
estas células simulan a las células tumorales circulantes, cuya característica principal es su 
capacidad migratoria (Xiao, J. et al., 2021). Esta característica de las células tumorales tiene 
conexión con el proceso de EMT, en el cual las células adquieren la capacidad de invadir y 
migrar a través de la adquisición de un fenotipo mesenquimal y ha sido ampliamente 
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descrito en TNBC (Bulfoni, M. et al., 2016). En línea con estas observaciones ha sido 
recientemente reportado que el complejo RUNX1/CBFβ, es necesario para que ocurra este 
proceso en la línea celular TNBC MDA-MB-231. Además, la pérdida de CBFβ inhibe la 
capacidad de estas células para formar metástasis en hueso en un modelo in vivo (Ran Ran 
et al., 2020). Dado que, aunque en menor medida, las células siguen migrando aún sin 
RUNX funcional, es probable que estén ocurriendo dos situaciones: que el inhibidor no 
esté bloqueando todos los RUNX disponibles y/o haya otros factores contribuyendo para 
que la migración sea posible frente al QA.  
 

➔​ Evaluación de la capacidad de RUNX de modular características de la subpoblación 
stem 

En esta tesis reportamos que la inhibición de la actividad transcripcional de RUNX impide 
la formación de mamósferas (Figura 29). Esta incapacidad de formar mamósferas sugiere 
que  la actividad de RUNX es un factor limitante para que se forme la estructura y el resto 
de los procesos celulares no son suficientes para compensar su falta. Cabe destacar que la 
ausencia de mamósferas no se debe a un aumento en la muerte celular, ya que las células 
MDA-MB-231 cultivadas en medio stem no presentan apoptosis, aún con dosis altas de 
AI-10-104 (Figura 24). En contraste, en la población celular tratada con el vehículo del 
inhibidor (DMSO), sí se observó la formación de mamósferas verificando que las células 
tienen la capacidad de generar esas estructuras y no es un problema de la línea celular. Estos 
resultados indican que RUNX desempeña un papel fundamental en la generación y/o 
mantenimiento de CSC.  
Con el fin de profundizar y evaluar la capacidad regulatoria de RUNX sobre genes stem, 
utilizamos el modelo de células cultivadas en suspensión, donde determinamos que inhibir 
la actividad transcripcional de RUNX disminuye significativamente la expresión de los 
genes ALDH, OCT4 y KLF4 en la línea celular MDA-MB-468 (Figura 31). Además, 
observamos que la expresión de RUNX1 se encuentra aumentada y la de RUNX2 no se 
modifica comparando con la población de células adheridas (Figura 30). El incremento 
de RUNX1 en la población de células en suspensión nos sugiere una mayor 
participación, comparada con la de RUNX2, en la adquisición de características 
stem de la población de CSC. Por otro lado, la disminución en la expresión de genes stem 
en las células MDA-MB-468 ante el tratamiento con AI-10-104 indica fuertemente que 
RUNX participa en la regulación de la expresión de genes asociados al fenotipo stem. Este 
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resultado, junto con la incapacidad de formar mamósferas en las células MDA-MB-231, 
demuestran que RUNX favorece la capacidad stem de las células tumorales estudiadas.  
 
Nuestro grupo reportó recientemente que la expresión del ARNm de RUNX1 también se 
encuentra aumentada en la población de células suspendidas con respecto a adheridas en la 
línea TNBC AR+ MDA-MB-453 (Fernández et al., 2023). Además, observamos que la 
población ALDH+, sorteada a partir de la población de células suspendidas, exhibe una 
mayor expresión del ARNm de RUNX1 en comparación con la ALDH- en la línea celular 
SUM-159PT (Fernández et al., 2023). La aldehído deshidrogenasa 1 (ALDH1) es un 
marcador de CSCs que se encuentra altamente expresado en TNBC en comparación con 
otros subtipos de cáncer de mama (Li et al., 2013; Ma et al., 2017). La expresión de ALDH1 
en TNBC se asocia con mayor tamaño tumoral, estadios avanzados y mal pronóstico, 
incluyendo una menor supervivencia libre de recaída y supervivencia global (Ma et al., 
2017; Panigoro et al., 2020). En el cáncer de mama, la expresión elevada de ALDH1, en 
particular ALDH1A1 y ALDH1A3, está asociada también con quimiorresistencia (Wei, Y. 
et al., 2022; Khoury, T. et al., 2012). En términos de resistencia a la terapia, Tanei y 
colaboradores (Tanei et al., 2009) realizaron un estudio clínico en 108 pacientes con cáncer 
de mama que recibieron quimioterapia neoadyuvante basada en paclitaxel y epirubicina. Al 
comparar la expresión de ALDH1A1+ y CD24−CD44+ entre las biopsias (pretratamiento) y 
la resección posterior (postratamiento), se observó un aumento significativo de células 
ALDH1A1+, mientras que no hubo cambios en las células CD24−CD44+. Estos hallazgos 
sugieren que las células ALDH1A1+ podrían desempeñar un papel clave en la resistencia a 
la quimioterapia. También se observó que la reducción de la expresión de ALDH1A1 
mediante una estrategia de knock down o silenciamiento génico provocó una 
sensibilización significativa de las células MDA-MB-468 y SUM159TP a paclitaxel, 
doxorrubicina y radioterapia (Croker AK et al., 2017). Así, además de su papel clásico como 
enzima de desintoxicación, estas evidencias sugieren que ALDH desempeña un papel 
también en la progresión de la enfermedad. En línea con este argumento, el uso del 
inhibidor de ALDH, ABD-3001, demostró un perfil de seguridad y signos tempranos de 
eficacia en un ensayo clínico de fase 1 para leucemia mieloide aguda refractaria/recidivante y 
síndrome mielodisplásico de alto riesgo (L. Benajiba et al., 2024). En esta tesis, reportamos 
que RUNX regula la expresión del ARNm de ALDH1A1 en la línea MDA-MB-468, tanto 
en el modelo de adheridas como en el de suspendidas: inhibir la actividad transcripcional de 
RUNX disminuye la expresión de ALDH1A1. De esta manera, RUNX podría favorecer la 
resistencia a drogas aumentando los niveles de expresión de ALDH1A1, lo cual resulta 
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alentador en la combinación de tratamientos AI-10-104 con paclitaxel o doxorrubicina 
(Figura 42 y 46).  
 
En este objetivo de la tesis, utilizando dos modelos de células stem (mamósferas y células 
polarizadas a CTCs con características stem), en dos líneas celulares diferentes 
(MDA-MB-231 y MDA-MB-468), con distintos enfoques y midiendo diversos marcadores 
podemos concluir que RUNX es necesario para promover la capacidad stem de las líneas 
celulares humanas TNBC.  
 
Nos interesa discutir que los reportes realizados en cáncer de mama no-TNBC, es decir 
tumores de mama ER+, PR+ y/o HER2+, presentan perspectivas contrarias. Por ejemplo, 
Hong y colaboradores describieron que RUNX1 reprime el fenotipo de CSCs de mama 
(BCSC): la expresión ectópica de RUNX1 en células premalignas de cáncer de mama 
MCF10AT1 suprime la formación de esferas tumorales y reduce la población de BCSCs 
(Hong D. et al., 2018). También se observó la represión de la capacidad stem, determinada 
mediante el ensayo de formación de mamosferas, tras la sobreexpresión de RUNX1 en 
líneas celulares epiteliales mamarias MCF10A (Kulkarni et al., 2018). De manera similar, 
Chimge y colaboradores revelaron que, en el cáncer de mama ER+, la ausencia de RUNX1 
provoca un aumento en la expresión de marcadores de células madre (Chimge et al., 2016). 
Por último, Fritz y colaboradores elucidaron que RUNX1 y RUNX2 tienen efectos 
divergentes en las BCSCs aisladas de la línea celular MCF10AT1; específicamente, la baja 
expresión de RUNX1, acompañada de la sobre expresión de RUNX2, favorece EMT y 
mantiene las propiedades stem de las células MCF10AT1 (Fritz et al., 2020).  

Esta diferencia en el comportamiento de RUNX1 en TNBC en comparación con otros 
subtipos de cáncer de mama no-TNBC, en relación a su influencia en la capacidad stem, 
acompaña la clínica actual de desarrollar tratamientos específicos para cada subtipo. Incluso 
al hacer investigación y escribir publicaciones, es muy importante aclarar los subtipos que se 
estudian y no evaluar un fenómeno incluyendo a todas las pacientes con cáncer de mama sin 
distinción pudiendo generar confusión. No obstante, incluso dentro de un mismo subtipo, 
pueden existir subpoblaciones celulares con comportamientos diferenciados que requieran 
enfoques terapéuticos distintos, como se observa en las Figuras 43 y 44. 

En cuanto a RUNX2, se reporta que promueve la capacidad stem en el cáncer de mama 
ER+ y ER-: Zhang y colaboradores (Zhang et al., 2020) encontraron que RUNX2 
promueve el comportamiento maligno de las células de cáncer de mama MDA-MB-231 
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(TNBC) y MCF7 (no-TNBC) al promover el fenotipo de BCSCs: la capacidad de 
autorrenovación de las CSC, incluyendo la formación de colonias en agar blando, la 
formación de mamósferas y la capacidad de generar tumores en ratones nulos, se vio 
disminuida tras el silenciamiento de RUNX2. Por el contrario, la sobreexpresión de 
RUNX2 en las mismas líneas potenció todas estas capacidades de autorrenovación celular 
(Ping Zhang et al., 2020). Mediante el ensayo de formación de esferoides, se ha demostrado 
que RUNX2 actúa como un factor clave en la generación de BCSCs in vitro en la línea 
celular T47D ER+ (Knutson TP et al., 2017). En el trabajo de Yin, X. et al., 2022 
reportaron que la sobreexpresión de RUNX2 en células MDA-MB-231 conducen a un 
aumento en el volumen de los esferoides en un ensayo de formación de esferoides y la 
inhibición de RUNX2 disminuye la expresión de genes stem: SOX2, NANOG, OCT4 y 
KLF4 en las MDA-MB-231 y SUM159-TP.  
 
Es interesante para nuestro laboratorio que RUNX2 se comporte en línea con RUNX1 en 
líneas celulares TNBC y de manera contraria en líneas celulares no-TNBC. Esto sugiere que 
hay algún mecanismo molecular que difiere entre ambos factores de transcripción. Por 
ejemplo, a partir de los resultados de esta tesis determinamos que la expresión de RUNX1 
aumenta en la población stem de células suspendidas, no así la expresión de RUNX2. 
Entonces, en nuestro modelo de estudio, ¿RUNX2 participa de la capacidad stem, en su 
generación, en su mantenimiento? Aún estamos explorando la relevancia de RUNX2 en 
estos procesos tumorales mencionados. Será de gran utilidad utilizar un inhibidor específico 
contra RUNX1 y otro contra RUNX2 para poder distinguir su participación en cada 
proceso.  
 

➔​ Participación de RUNX en el fenómeno de dormancy 

Analizamos la capacidad de RUNX de regular la expresión de un marcador central de 
dormancy en tumores de mama, NR2F1. Elegimos el modelo de células MDA-MB-468 
creciendo en suspensión forzada, dado que encontramos que la expresión del ARNm de 
NR2F1 se encuentra significativamente aumentada en comparación con las células 
adheridas (Figura 32). En esta tesis observamos que la inhibición de la actividad 
transcripcional de RUNX reduce significativamente la expresión de este gen tanto en 
células MDA-MB-468 adheridas como en suspendidas (Figura 32). Este resultado 
sugiere que RUNX promovería una polarización hacia un potencial fenómeno de 
dormancy. Además, uno de los últimos resultados preliminares de nuestro laboratorio 
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muestra que en las MDA-MB-231 cultivadas en suspensión forzada con medio stem, 
también disminuye la expresión del ARNm de NR2F1 al inhibir la actividad 
transcripcional de RUNX (Tesis doctoral Facundo Couto). 
 
Si bien la firma génica asociada a este estado de latencia ha sido mayormente descrita en 
cáncer de mama ER+, donde NR2F1 regula dicho fenómeno (se ha demostrado que ratones 
inyectados en la glándula mamaria con células MCF-7 transfectadas con siNR2F1 
desarrollan tumores palpables con una proliferación acelerada; Kim RS et al., 2012), 
consideramos relevante evaluar este mecanismo en nuestro modelo de células en 
suspensión, ya que nuestra hipótesis fue que RUNX regulaba negativamente el gen de 
dormancy aumentando la proliferación tumoral y por lo tanto siendo responsable de la 
ausencia de un estado latente. 
 
Aunque en pacientes con TNBC no se registra un período prolongado de dormancy 
comparado con otros tumores no-TNBC, quienes pueden estar hasta 25 años sin tumor 
detectable, ha sido reportado que el tratamiento quimioterapéutico podría favorecer este 
fenotipo incrementando la resistencia a drogas (Raghu Vamsi Kondapaneni et al., 2022; 
Murray D. et al., 2020; Dhimolea E. et al., 2021; Li S. et al., 2014).  
Los enfoques propuestos para prevenir la recaída de metástasis de cáncer de mama en estado 
de dormancy pueden clasificarse en tres grupos (A. Recasens et al., 2019):  

1)​ Eliminación directa de las células cancerosas en dormancy.  
2)​ Activación de las células cancerosas en dormancy seguida de su eliminación con 

quimioterapia.  
3)​ Mantener las células en un estado de dormancy de forma indefinida/crónica de 

manera asintomática para la paciente. Resulta beneficioso que las células 
permanezcan en este estado, ya que dejan de proliferar y se mantienen inactivas, lo 
que explica por qué algunas células tumorales pueden permanecer latentes durante 
años antes de generar metástasis. 

Considerando nuestro resultado en el modelo de estudio elegido, la ausencia de actividad 
transcripcional de RUNX estaría “despertando” a las células que se encuentran en estado de 
dormancy. En consecuencia, las células dejarían de ser quiescentes y, perderían su resistencia 
a las terapias, haciéndose más susceptibles a la acción tóxica/citostática de los agentes 
quimioterapéuticos y disminuyendo así el riesgo de formación de metástasis en el futuro.  
Actualmente en el laboratorio se está llevando a cabo un ensayo de RNAseq con el 
propósito de conocer en qué procesos biológicos celulares participa RUNX. Este análisis 
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nos ayudará a comprender mejor qué otros genes participan en la señalización de RUNX y 
en qué procesos moleculares  en particular tiene relevancia (Tesis doctoral Facundo Couto).  
 
En conjunto estos resultados sugieren fuertemente que, en nuestro modelo de estudio en 
TNBC, RUNX funciona favoreciendo características de agresividad tumoral.  
 

➔​ Evaluación de la inhibición de la actividad transcripcional de RUNX en un ensayo 
ex-vivo 

Con el propósito de avanzar hacia un modelo más complejo que las líneas celulares, 
realizamos un cultivo ex vivo a partir de la extracción de un tumor generado por la 
inyección de células MDA-MB-231 en un ratón NSG Jackson. El tumor generado in vivo 
contiene matiz extracelular, vasos y otras células pertenecientes al microambiente tumoral, 
excluyendo al sistema inmune. El tratamiento ex vivo del tumor con AI-10-104 mostró un 
aumento en la necrosis y una disminución en la viabilidad celular, reproduciendo el efecto 
observado en el cultivo celular aislado. Esto muestra que inhibir la actividad transcripcional 
de RUNX también es tóxico para las células que conforman el tejido tumoral generado en 
el ratón.  
Nuestra hipótesis era que la proliferación celular, medida con KI67, disminuyera al inhibir 
la actividad transcripcional de RUNX con respecto al control; sin embargo no hubo 
modificación en los niveles de proliferación observados entre el grupo tratado y control. 
Dado que este fue un único experimento, no podemos concluir aún el efecto definitivo. 
Planificamos repetirlo cuando haya más ratones disponibles probando otras dosis del 
AI-10-104 y otros tiempos de tratamiento. Utilizar el modelo de xenoinjerto en ratón tiene 
mucha relevancia ya que, al utilizar tejidos vivos extraídos de pacientes, estos modelos 
mantienen características fisiológicas más cercanas a las condiciones naturales en 
comparación con los modelos in vitro, lo que mejora la relevancia clínica de los resultados. 
Los modelos 2D in vitro presentan limitaciones como la ausencia de microambiente: la falta 
de complementos de la matriz extracelular y de las barreras biofísicas a la invasión y hay 
acumulación de posibles mutaciones genéticas debido a los largos tiempos de cultivo. Los 
modelos 3D generados a partir de líneas celulares no sobreviven tanto tiempo in vitro, 
restringiendo los experimentos a plazos cortos; y también hay ausencia del microambiente 
que habría in vivo. (Roarty and Echeverría, 2021). 
Este inhibidor usado en esta tesis ya fue probado en ratones. El tratamiento con AI-10-104 
mejoró la sobrevida de ratones con linfoma tímico, un tipo de tumor causado por la 
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eliminación germinal de p53 en ratones, donde Runx1 se encuentra sobreexpresado (Date 
Y. et al., 2022). La administración de AI-10-104 a ratones mediante inyección 
intraperitoneal de una formulación con Captisol provocó efectos sedantes significativos en 
30 segundos, de los cuales los ratones se recuperaron en aproximadamente 1 hora. En 
contraste, la administración de una formulación nanoparticulada resultó letal en 
aproximadamente 3,5 horas. Por lo tanto, para experimentos in vivo, se pasó al AI-14-91, 
que no induce los efectos sedantes observados con AI-10-104 y es bien tolerado por los 
ratones (Illendula et al., 2016). Para nuestros experimentos futuros in vivo planificamos 
utilizar este inhibidor que está siendo sintetizado por Fernando Duran (Departamento de 
Química Orgánica FCEN-UBA). 
 
 
El próximo objetivo de la tesis fue evaluar la participación de RUNX en la respuesta al  
tratamiento de líneas celulares TNBC con las drogas quimioterapéuticas comúnmente 
utilizadas en la clínica: antraciclinas (doxorrubicina) y taxanos (paclitaxel). 

➔​ Evaluación de la expresión de genes de interés luego del tratamiento con drogas 
quimioterapéuticas 

El tratamiento con doxorrubicina y paclitaxel incrementa la expresión del ARNm de 
RUNX1 en las líneas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468, respectivamente (Figura 
37), así como la expresión del ARNm de KLF4, un marcador stem, en ambas líneas 
celulares (Figura 38), y de GJA1, un marcador de metástasis, en las MDA-MB-231 (Figura 
39a). El incremento en la expresión de RUNX1 en células tratadas con agentes 
quimioterapéuticos resalta su posible implicancia en los efectos que estas drogas ejercen 
sobre la célula. Es posible que RUNX1 aumente para favorecer la supervivencia celular y/o 
evitar la inducción de la muerte celular programada (Figuras 19 y 21). 
Ya se ha reportado que la quimioterapia puede inducir que las células cancerosas adquieran 
propiedades stem aumentando la expresión de genes involucrados en este fenómeno 
(Xingwang Hu et al., 2012; Khalid Abubaker et al., 2013; C. D’Alterio et al., 2020). De 
manera similar al aumento de expresión del ARNm de RUNX1 en las células suspendidas 
(Figura 30), este aumento con doxorrubicina y paclitaxel puede estar relacionado con la 
adquisición de ese fenotipo stem, al igual que el aumento que se observa en la expresión del 
ARNm de KLF4. En estudios de resistencia a quimioterapia, usando líneas celulares 
humanas de osteosarcoma, la expresión de KLF4 está significativamente aumentada frente 
al tratamiento con doxorrubicina promoviendo la generación de células CSC-like (Li 
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Yangling et al., 2017). Nuestros resultados indican que en este contexto podría estar 
sucediendo un fenómeno  similar. 
 
Investigando a la conexina Cx43 (cuyo gen es GJA1), la bibliografía reporta que se 
comporta como un gen supresor de tumor en cáncer de mama temprano y oncogen en 
estadios tardíos de progresión (K. Stoletov, et al., 2013; T. Aasen et al., 2016). Esto se explica 
en una primera instancia con la progresión del tumor primario acompañada por una 
reducción en la expresión de conexinas y pérdida de comunicación intercelular por gap 
junctions. Esta pérdida de gap junctions permite a las células despegarse del microambiente 
tumoral aumentando la habilidad de las células para migrar. Y luego, en períodos más 
tardíos, las conexinas aumentan su expresión permitiendo a las células invadir, interactuar 
con células endoteliales y extravasar a distintos órganos (K. Stoletov, et al., 2013; T. Aasen et 
al., 2016). Por lo tanto, lo que observamos en la Figura 39, si bien se trata del modelo de 
MDA-MB-231 adheridas, podría estar asociado a un fenotipo más tardío en la progresión 
tumoral y explicar este resultado por el hecho de que la línea haya sido generada a partir de 
una metástasis. Además, fue demostrado que una alta expresión del ARNm de GJA1 está 
asociada a una reducción en la supervivencia libre de recaída y en la sobrevida general en 
pacientes ER- (Teleki I. et al., 2014). La expresión de GJA1 disminuye ante el tratamiento 
con AI-10-104 en la línea MDA-MB-231 (Figura 39b) indicando que RUNX ejerce un 
efecto activador de la expresión génica de GJA1. Sin embargo, nuestro grupo de 
investigación reportó previamente que las células transfectadas con la construcción 
dominante negativa de RUNX1 presentan un aumento en los niveles de GJA1, lo que 
evidencia un papel inhibitorio de RUNX1 en la expresión génica de GJA1 (Recouvreux et 
al., 2016). Estos resultados sugieren que la modulación de GJA1 observada tras el 
tratamiento con AI-10-104 podría estar influenciada por la actividad de RUNX2. En el 
contexto de nuestro experimento, RUNX1 y RUNX2 están inhibidos, ya vimos que si 
RUNX1 está inhibido, la expresión de GJA1 aumenta; por lo tanto, acá RUNX2 está 
compitiendo con RUNX1 para modular la expresión de GJA1, finalmente favoreciendo la 
activación de su expresión. 
 
Con el propósito de evaluar la expresión de RUNX1 en las células resistentes a paclitaxel 
(PX), se analizó su nivel de expresión proteica y su localización mediante 
inmunofluorescencia. Los resultados obtenidos nos muestran que la población celular 
resistente a PX presenta niveles significativamente mayores de la proteína RUNX1 en 
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comparación con la población celular control (Figura 40). Además, su localización 
mayoritariamente nuclear de RUNX1 implica que está activo como factor de transcripción.  
Este dato junto con los anteriores nos permite especular con que la expresión de RUNX1 se 
encuentra diferencialmente expresada en las distintas subpoblaciones celulares dentro del 
tumor: células con fenotipo stem representando a las células tumorales circulantes (Figura 
30) y células resistentes a PX (Figura 40). Asimismo podemos sugerir que los niveles de 
expresión de RUNX1 señalan heterogeneidad intratumoral en estas líneas celulares 
expuestas a diferentes contextos. En términos de sensibilidad a drogas observamos que 
las poblaciones con mayor expresión de RUNX1 son las más resistentes a 
quimioterapia, es decir que RUNX1 podría desempeñar un papel clave en la 
adquisición de resistencia a este fármaco.  
 
Como mencionamos previamente, RUNX2 ha sido reportado en varias publicaciones 
como promotor de resistencia a quimioterapia: 
- Othman y colaboradores (Othman A. et al., 2022) encontraron que el silenciamiento de 
RUNX2 aumenta la sensibilidad de las células de cáncer de mama MDA-MB-231 a los 
agentes dirigidos a los microtúbulos, como nocodazol y vinblastina. 
- RUNX2 promueve la expresión de la metaloproteinasa 1 de matriz (MMP1) y favorece la 
agresividad y la quimiorresistencia a epirubicina en células TNBC MDA-MB-231 y 
SUM159 (Si W. et al., 2022). 
- Jeselsohn y colaboradores (Jeselsohn R. et al., 2017) encontraron que RUNX2 puede 
interactuar con ERα para inducir directamente la transcripción de SOX9 y reducir la 
sensibilidad de las células de cáncer de mama a tamoxifeno. 
- Geter y colaboradores (Geter PA et al., 2017) demostraron que RUNX2 se encuentra 
transcripcionalmente aumentada tanto en células LCC9 resistentes a tamoxifeno (TAM) 
como en xenoinjertos derivados de pacientes obtenidos de líneas celulares resistentes a 
TAM. Esto sugiere que RUNX2 desempeña un papel central en la resistencia a fármacos en 
el cáncer de mama ER+. Además, RUNX2 promovió la metástasis en este tipo de cáncer, y 
su silenciamiento fue capaz de restaurar significativamente la sensibilidad de las células a 
TAM. 
- Wang y colaboradores (Wang XX et al., 2018) demostraron en pacientes sensibles y 
resistentes a taxanos y antraciclinas que el miR-4530 sérico podría sensibilizar el cáncer de 
mama (sin especificar subtipos) a la quimioterapia neoadyuvante mediante la supresión de 
RUNX2. 
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- Los tumores con sobreexpresión de RUNX2 son insensibles a los tratamientos con terapia 
endocrina o inhibidores de FGFR (MS Rodriguez et al., 2024). 
 
También se vio su participación en resistencia a quimioterapéuticos en otros tumores, como 
osteosarcoma, cáncer de páncreas, cáncer de pulmón, cáncer de próstata, carcinoma 
hepatocelular, entre otros.  
 
Aún seguimos explorando la relevancia de RUNX2 en estos procesos mencionados, queda 
pendiente en este experimento donde tratamos a las células con doxorrubicina y paclitaxel  
medir la expresión de RUNX2 para estudiar, si al igual que RUNX1, es modulado. 
También debemos hacer una revisión exhaustiva de las publicaciones en donde se evalúa 
RUNX2 y estudiar si RUNX1 es evaluado en esos trabajos.  
 

➔​ Evaluación del tratamiento combinado: AI-10-104 y drogas quimioterapéuticas 

Para evaluar si la inhibición de RUNX modifica la sensibilidad de las células tumorales a los 
agentes quimioterapéuticos, se incorporó AI-10-104 a los experimentos de toxicidad. Se 
observó que las células MDA-MB-231 transfectadas con el plásmido que contiene la versión 
dominante negativa de RUNX1 y expuestas a doxorrubicina presentan una menor 
viabilidad celular en comparación con los tratamientos individuales (Figura 41). De 
manera similar, el tratamiento con AI-10-104 en combinación con doxorrubicina o 
paclitaxel reduce significativamente la viabilidad celular (Figura 42) y aumenta de manera 
significativa la apoptosis (Figura 43) en ambas líneas celulares, en comparación con cada 
tratamiento por separado. Además, el tratamiento con AI-10-104 y doxorrubicina 
disminuye de forma significativa el número de mamósferas en las MDA-MB-231 en 
comparación con los tratamientos individuales (Figura 46). Estos resultados sugieren que 
la inhibición de la actividad transcripcional de RUNX aumenta la sensibilidad de 
las células a estos agentes quimioterapéuticos, tanto en células adheridas como en 
mamósferas.  

Sin embargo, en condiciones de crecimiento en  suspensión forzada, modelo que simula las 
células tumorales circulantes (CTC), el tratamiento con AI-10-104 en combinación con 
doxorrubicina o paclitaxel no produjo cambios en la apoptosis en comparación con los 
tratamientos individuales en ninguna de las dos líneas celulares (Figura 44 y 45). Este 
resultado sugiere que las CTCs podrían representar un estadio de la enfermedad en el que se 

 
158 
 



 

han desarrollado mecanismos de resistencia distintos a los de las células adheridas y 
mamosferas para tolerar la toxicidad de los agentes quimioterapéuticos. Los contactos 
célula-célula  en esferoides compactos o agregados celulares modifican la resistencia al 
tratamiento antineoplásico (proporcionando una respuesta a fármacos más fisiológica) 
(Salinas-Vera et al, 2022). En este contexto, la inhibición de RUNX podría no ser una 
estrategia terapéutica eficaz en esta subpoblación celular. La bibliografía muestra que aun 
teniendo pocas CTCs/ml es indicativo de peor pronóstico o mayor riesgo de recaída que no 
tener CTCs. Por ejemplo, pacientes con TNBC metastásico con ≥5 CTCs en 7.5 mL de 
sangre mostraron tanto una supervivencia libre de progresión (PFS) como una 
supervivencia global (OS) más cortos  que con menores CTCs/ml (Peeters, D.J.E. et al., 
2014). 

Una conclusión muy importante obtenida a partir de los resultados de este objetivo es que 
RUNX actúa favoreciendo un comportamiento agresivo que podría promover la 
heterogeneidad intratumoral y su consecuente resistencia a las drogas. Los resultados 
de esta tesis proponen que, debido a la presencia de distintas subpoblaciones celulares que 
contribuyen a dicha heterogeneidad, la investigación futura debería centrarse en establecer 
una terapia personalizada que tenga en cuenta no sólo los perfiles genéticos y moleculares de 
cada tumor, sino también las subpoblaciones celulares que lo componen y cómo cada una 
responde a las terapias seleccionadas. Por este motivo, fue muy determinante estudiar el 
mismo proceso biológico en las distintas subpoblaciones celulares  provenientes de una 
misma línea celular sometidas a las distintas drogas y evaluar los diferentes efectos 
generados. Por ejemplo la inducción de apoptosis resultante de la combinación de 
doxorrubicina o paclitaxel con AI-10-104 en el modelo de adheridas y en el de suspendidas, 
determinamos que en el modelo de adheridas presenta diferencias con respecto a los 
tratamientos por separados, pero en el modelo de suspendidas no. Es decir, determinamos 
que existen subpoblaciones tumorales que son sensibles a la ausencia de RUNX, mientras 
que otras, como las CTCs, no presentan esta sensibilidad y, por lo tanto, requerirían un 
enfoque terapéutico diferente.  

En nuestro grupo ya hemos observado efectos diferenciales de la inhibición de RUNX 
comprando células adheridas con suspendidas. En la tesis de licenciatura Facundo Couto 
determinó que la inhibición de RUNX en células adheridas aumenta la expresión del factor 
stem KLF4 en forma dosis y tiempo respuesta, mientras que en las células suspendidas el 
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efecto es contrario (Couto FL 2023). Intentaremos clarificar estas diferencias con el ensayo 
de RNAseq que está en desarrollo. 

En línea con estas conclusiones en estudios con muestras de pacientes se reportó que el nivel 
de expresión de ER, PR o HER2 de una lesión metastásica confirmada por biopsia puede 
variar con la patología del tumor primario en una fracción sustancial de pacientes (que varía 
entre el 15 % y el 40 % de la cohorte de pacientes) (Macfarlane R et al., 2012; Lindstrom LS 
et al., 2012). Diferencias similares también se observan en los grupos de CTC cuando se 
evalúan los biomarcadores del cáncer de mama. En un estudio centrado en el desarrollo de 
un panel multimarcador para la caracterización de CTCs en pacientes con cáncer de mama 
metastásico, se observó que las CTCs eran HER2 positivos en el 27 % de los pacientes con 
enfermedad HER2 negativa (de Albuquerque et al., 2012). En un estudio previo con 254 
pacientes que evaluaba CTCs positivos para ER, la concordancia entre el tumor primario y 
los CTCs fue solo del 28 %. Además, dentro de la población de CTCs, la expresión de ER 
fue heterogénea en el 26 % de los pacientes (Fehm T et al., 2008).  Por lo tanto, definir las 
terapias dirigidas únicamente contra biomarcadores expresados en el tumor primario 
podrían resultar ineficaces frente a las variaciones de expresión en CTCs.   
Es posible que esta diversidad en la sensibilidad también está sucediendo en nuestro modelo 
de células en suspensión comparado con las adheridas. Esta divergencia reportada en 
pacientes podría explicar por qué nuestras células en suspensión no son susceptibles en la 
misma proporción que las adheridas a la inhibición de la actividad transcripcional de 
RUNX en términos de apoptosis, resaltando así la necesidad de desarrollar estrategias 
terapéuticas específicas para cada subpoblación tumoral. 
 
Asimismo, las CTCs generadas en esta tesis podrían encontrarse en un estado de dormancy. 
Vishnoi y colaboradores aislaron y caracterizaron CTCs de pacientes con cáncer de mama 
(sin especificar subtipos) en dormancy usando los marcadores uPAR (urokinase 
plasminogen activator receptor) y int β1 (integrina β1) (Vishnoi et al., 2015). Este podría 
ser otro motivo por el cual, en nuestro modelo, las células en suspensión no son sensibles a 
la inhibición de la actividad transcripcional de RUNX en combinación con quimioterapia. 
De hecho, las células en suspensión forzada presentan una mayor expresión del marcador de 
dormancy, NR2F1 (Figura 32b). Aunque el inhibidor de RUNX reduce su expresión 
(Figura 32b), es posible que esta disminución no sea suficiente para sacar a las células del 
estado de quiescencia y hacerlas más sensibles a los tratamientos, o que haya otros 
marcadores de dormancy que contrarrestan esa disminución de NR2F1. 
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Siguiendo con la idea de heterogeneidad intra tumoral, en células resistentes a PX la 
inhibición de la actividad transcripcional de RUNX permite “recuperar” la sensibilidad a 
esta droga quimioterapéutica, comparado con las células no resistentes (Figura 47b). Cabe 
destacar que ambas poblaciones (R-DMSO y R-PX) presentan la misma sensibilidad al 
inhibidor AI-10-104, lo que indica que la generación de resistencia a PX no condujo a 
resistencia cruzada a AI-10-104 (Figura 47a). Por lo tanto, nuestro hallazgo tiene 
implicancias clínicas significativas, ya que sugiere que la combinación de estas drogas podría 
ser efectiva. La resistencia cruzada entre dos o más drogas es un fenómeno descrito en la 
literatura que por lo general se produce por la sobreexpresión de transportadores ABC que 
excluyen moléculas sin especificidad (Duan, Z. et al., 2009; Nana Ji et al., 2010; H. Thomas 
et al., 2003; W. Li et al., 2016; Tegze B et al., 2012). En conjunto, estos resultados 
indican que RUNX podría contribuir  al desarrollo de resistencia adquirida por las 
células tras la exposición continua a tratamientos con PX. Para confirmarlo, 
deberíamos generar células resistentes bloqueando RUNX todo el tiempo con una dosis 
sub-letal. Es uno de los experimentos planeados a futuro, pero quizás nunca se logre la 
generación de resistencia sin RUNX porque RUNX es necesario para la sobrevida.  
 

➔​ Estudio de la relevancia de los transportadores ABC en nuestro modelo de estudio 

 
En la búsqueda de los mecanismos moleculares que pudieran explicar la mayor sensibilidad 
de las células a las drogas quimioterapéuticas al inhibir la actividad transcripcional de 
RUNX, encontramos en bibliografía una relación entre RUNX1 y los transportadores 
ABC en otros tipos de tumores: En células de glioblastoma se ha demostrado que el eje 
RUNX1/miR-128-3p promueve la expresión de ABCC1 (Jianglong Xu et al., 2021). 
Además, se ha reportado que RUNX1 promueve la expresión de ABCG2 en células de 
cáncer colorrectal (Qingyuan Li et al., 2021). También, se demostró que RUNX1 es 
inhibido directamente por miR-27a, que participa en la regulación de la quimiosensibilidad 
en el cáncer de vejiga mediante la reducción de la expresión de P-gp y el aumento de la 
apoptosis (Deng Y. et al., 2015). Estos antecedentes nos sugirieron analizar el vínculo de 
ambas proteínas en el contexto de TNBC y las subpoblaciones celulares seleccionadas. 

La expresión del ARNm del transportador ABCC1 se encuentra ligeramente aumentada en 
la población suspendida en comparación con la población adherida de las MDA-MB-468 y 
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disminuye significativamente en las células suspendidas tras la inhibición de la actividad 
transcripcional de RUNX (Figura 50). Estos resultados sugieren que RUNX regula la 
expresión de ABCC1 en las células MDA-MB-468, potencialmente confiriéndoles mayor 
resistencia a las drogas quimioterapéuticas.  La “recuperación” de sensibilidad a PX en esta 
línea celular al inhibir la actividad transcripcional de RUNX podría ser a través del aumento 
de la acción de PX por pérdida de ABCC1. La inhibición de la actividad transcripcional de 
RUNX en células en suspensión forzada podría potenciar el efecto tóxico de las drogas al 
reducir su excreción, como pensamos que ocurre en las células resistentes a PX. Por este 
motivo, decidimos medir la retención de la doxorrubicina en el interior de la célula, 
aprovechando su autofluorescencia, mientras se inhibía la actividad transcripcional de 
RUNX. Sin embargo, su acumulación en el interior celular no se ve afectado por la 
inhibición de RUNX en las MDA-MB-231 y MDA-MB-468, ni en condiciones adherentes 
ni en suspensión en las condiciones experimentales elegidas (Figuras 52 y 54). Además, la 
localización subcelular del transportador Pgp no se ve afectada por el tratamiento con 
AI-10-104 en las líneas MDA-MB-468 y MDA-MB-231 (Figura 49). De manera similar, 
en las poblaciones control y resistentes a PX, la localización subcelular de PGP y ABCG2 
no presentan modificaciones tras el tratamiento con AI-10-104 en comparación con las 
tratadas con vehículo (Figura 51). Estos resultados indican que RUNX no regula la 
retención de doxorrubicina, ni la expresión ni la localización de Pgp y ABCG2. No 
obstante, la pérdida de función de RUNX aumenta la sensibilidad de las células a la 
doxorrubicina (Figura 42, 43 y 46). Por lo tanto, la sensibilidad a los fármacos 
inducida por AI-10-104 podría estar más relacionada con la pérdida del fenotipo 
stem que con la regulación de los transportadores ABC. 

Aún es necesario profundizar en el estudio del transportador ABCC1 y su relación con 
RUNX en el contexto de TNBC, dado su posible impacto en la resistencia a drogas 
quimioterapéuticas. Por ejemplo, repetir los ensayos de inmunofluorescencia utilizando un 
anticuerpo contra dicha proteína, evaluar su expresión mediantes ensayos de Western Blot, 
estudiar si tiene posibles sitios de pegado para RUNX y seguir evaluando retenciones de 
doxorrubicina y PX como mecanismos de toxicidad. 

Algunos factores de transcripción inductores de EMT (EMT-TFs) promueven la resistencia 
a drogas aumentando la salida de los fármacos a través de los transportadores ABC; esto está 
respaldado por datos que muestran sitios de unión de los EMT-TFs en los promotores de 
genes que codifican transportadores ABC (Saxena, M. et al., 2011). Como mencionamos 
previamente, RUNX1 es necesario, junto con CBFβ, para que las células tumorales TNBC 
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puedan realizar EMT (Ran Ran et al., 2020) . RUNX1, a su vez, promueve la expresión de 
transportadores ABC en otros tipos tumorales (Jianglong Xu et al., 2021; Qingyuan Li et 
al., 2021). Esta data sugiere que podría haber una vía de señalización involucrando a 
RUNX1, factores de transcripción maestros de EMT, como Slug (Ran Ran et al., 2020), los 
transportadores ABC y la resistencia a quimioterapia.  
 

➔​ Evaluación de la regulación exógena de la expresión de RUNX1 

Finalmente, con el objetivo de encontrar modulación exógena de la expresión de RUNX1, 
se llevó a cabo un análisis in silico, el cual reveló la presencia de sitios de unión para el 
receptor de glucocorticoides (GR) en el gen RUNX1 (Figura 55). El tratamiento con 
dexametasona durante 2 horas incrementó significativamente la expresión del ARNm de 
RUNX1, la cual retornó a niveles basales tras la administración de mifepristone indicando 
una regulación específica del gen (Figura 567). De manera consistente, la expresión de la 
proteína RUNX1 también aumentó luego de 24 horas de tratamiento con dexametasona y 
se redujo a niveles basales con mifepristone en la línea celular MDA-MB-468, indicando que 
a pesar de obtener un aumento del mensajero frente a un estímulo de tiempo corto,  el 
aumento de proteína se  conserva en el tiempo (Figura 58). 

Es interesante destacar que, al igual que con RUNX1, la búsqueda bibliográfica demuestra 
un rol antagónico de GR en los subtipos ER+ y ER- de cáncer de mama pudiendo actuar 
como gen supresor de tumor o como oncogén respectivamente. De manera notable, en 
pacientes con cáncer de mama ER+, niveles elevados de expresión de GR en los tumores se 
asociaron fuertemente con un resultado más favorable. Sin embargo, en tumores ER- y TN 
con mayor expresión de GR, se espera una supervivencia más corta a largo plazo y un mayor 
riesgo de recurrencia (Abduljabbar, R. et al., 2015; Pan, D. et al., 2011; West, D. C. et al., 
2016; Conway, M.E. et al., 2020). A nivel molecular ha sido reportado que la activación de 
GR induce EMT, renovación de CSC y resistencia a paclitaxel, en parte a través de la 
inducción de YAP, en líneas celulares de TNBC: MDA-MB-231, BT-549 y SUM-159 
(Sorrentino et al., 2017). A su vez, si se bloquea la actividad de GR con su antagonista 
mifepristone, se reduce el número de CSC en un modelo de líneas celulares de TNBC: 
HCC1937 y SUM149PT y se suprime su autorrenovación (Liu et al., 2016). Más aún, en 
los últimos años se suman evidencias que muestran efectos tumorigénicos de GR 
promoviendo la resistencia a quimioterapia y la metástasis en ratones NSG inyectados con 
MDA-MB-231 tratadas con dexametasona. Por otro lado, la activación de GR contrarrestó 
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los efectos del tratamiento con paclitaxel, lo que resultó en un aumento de metástasis y una 
reducción de la supervivencia en comparación con los ratones que no recibieron 
dexametasona (Obradović et al., 2019).  
En línea con nuestra hipótesis de trabajo, se ha reportado que la activación del GR puede 
inducir un estado de dormancy reversible en células cancerosas de pulmón, caracterizado 
por tolerancia a fármacos anticancerígenos y la activación de vías de señalización de factores 
de crecimiento que promueven la supervivencia celular (Stefan Prekovic et al., 2021). En 
nuestro modelo, GR, a través de dexametasona, aumenta la expresión de RUNX1 (Figura 
57 y 58), y por otro lado, RUNX promueve la expresión de NR2F1 en el modelo de células 
adheridas y de suspendidas (Figura 32), volviendo a niveles basales tras la inhibición de la 
actividad transcripcional de RUNX (Figura 32).  
 
Este capítulo también abre muchos nuevos interrogantes para investigar el rol del eje 
GR-RUNX1 en la quimioresistencia de TNBC. Sobre todo porque el uso de agonistas 
sintéticos del GR, como la dexametasona y la prednisona, es una práctica usual en la clínica 
de manera frecuente para reducir efectos colaterales de tratamientos quimioterapéuticos. 
Los glucocorticoides ayudan a disminuir vómitos, alergias, edema y dolor (Volden, P.A. et 
al., 2013; Butz, H. et al., 2022; Mojica, C.A.R et al., 2020). Sin embargo, su papel en el 
cáncer de células epiteliales ha sido controvertido. En cáncer de colon, riñón, vejiga, 
próstata, cérvix, ovario y páncreas, el tratamiento con glucocorticoides induce resistencia a 
fármacos citotóxicos o terapias de radiación (Annett, S. et al., 2022; Herrera, R.A. et al., 
2022; Wang, H. et al., 2007).  
Un ensayo clínico en fase 1 (NCT01493310) mostró que el GR podría ser un blanco 
prometedor en TNBC, dado que pacientes TNBC-GR+ respondieron positivamente a la 
combinación de antagonistas del GR (mifepristone) y quimioterapia (paclitaxel) (Nanda et 
al., 2016). La fase II  (NCT02788981) reportó que la adición de mifepristone a 
nab-paclitaxel (nab-Pac) no mejoró significativamente la supervivencia libre de progresión 
en comparación con nab-Pac solo en pacientes con cáncer de mama metastásico. Sin 
embargo se observó una tendencia hacia la mejora en la supervivencia global (Nan Chen et 
al., 2025). 
 

No sólo la funcionalidad de RUNX podría ser regulable (ya descripta a través de RA por 
nuestro grupo en Fernández et al., 2023). Hay otras formas de regular a RUNX. La función 
del complejo RUNX está determinada por una amplia y altamente dinámica gama de 
modificaciones postraduccionales que afectan su expresión génica, actividad proteica, 
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localización subcelular y estabilidad (Ito Y. et al., 2015). Es evidente que las proteínas 
RUNX están reguladas por una compleja interacción entre estas modificaciones, lo que 
constituye un nivel clave de regulación de su actividad transcripcional. Es importante 
destacar que la desregulación de estos mecanismos sutiles de regulación ha demostrado 
desempeñar un papel clave en el desarrollo de diversas enfermedades (Ito et al., 2015). Si 
ahondamos en el estudio de estas modificaciones postraduccionales, podríamos encontrar 
alguna manera de inhibir la actividad de RUNX. 

RUNX en el ecosistema tumoral: conclusión final 

Durante la última década, los estudios sobre las proteínas RUNX en tumores sólidos han 
avanzado considerablemente, lo que sugiere que estas proteínas están directamente 
involucradas en diferentes etapas del desarrollo tumoral, incluidas la iniciación, progresión e 
invasión del tumor (RUNX Proteins in Development and Cancer, 2017). Además, las 
proteínas RUNX desempeñan un papel en la angiogénesis tumoral (Lee, Y.M. et al., 2022), 
el mantenimiento de la capacidad stem de las células tumorales (Deltcheva and Nimmo, 
2017) y la resistencia a fármacos antitumorales (Wang X. et al., 2015; Giricz O. et al, 2018; 
Dhadve AC. et al., 2020; Xiao L et al., 2020; Z Zhang et al., 2020; Xu J. et al., 2021; Q. Li et 
al., 2021; Fernández et al., 2023; She C. et al., 2023). Estos hallazgos han llevado a 
considerar a RUNX como un biomarcador tumoral. 
 
Al comienzo de esta tesis mencionamos que, en un inicio, el estudio se centraba 
exclusivamente en RUNX1. Sin embargo, posteriormente nos dimos cuenta que era 
necesario incluir el análisis de RUNX2, dado que las células también expresan este factor de 
transcripción y el compuesto AI-10-104 inhibe la actividad transcripcional de ambos. A lo 
largo de la tesis sólo pudimos discernir entre uno y otro en los siguientes experimentos: 
- cuando transfectamos el plásmido con la construcción dominante negativa de RUNX1, y 
demostramos que las células son más sensibles a doxorrubicina cuando la actividad 
transcripcional de RUNX1 está inhibida (Figura 40).  
- cuando medimos la expresión de RUNX1 comparando la población de células adheridas y 
la población de células suspendidas, en la cual la expresión de RUNX1 se encuentra 
aumentada y la de RUNX2 no se modifica, sugiriendo que RUNX1 podría ser más 
relevante que RUNX2 en esta subpoblación para las características tumorales evaluadas 
(Figura 28). 
- cuando medimos la expresión de RUNX1 tras el tratamiento con doxorrubicina o 
paclitaxel observando un aumento en su expresión (Figura 36). 
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- cuando medimos la expresión de la proteína RUNX1 comparando la población de células 
resistentes a PX con la población control, sugiriendo un rol de RUNX1 en la adquisición 
de resistencia a este fármaco (Figura 39). 
 
Algunas publicaciones sobre RUNX1 y la resistencia a drogas en otros tumores han sido 
publicadas en el transcurso de mi doctorado:  
- RUNX1 es inhibido directamente por miR-27a, que participa en la regulación de la 
quimiosensibilidad en el cáncer de vejiga mediante la reducción de la expresión de P-gp y el 
aumento de la apoptosis (Deng Y. et al., 2015). 
- Wang y colaboradores demostraron que RUNX1 regula negativamente la expresión de 
miR-101 en células de cáncer de pulmón, lo que reduce el efecto sensibilizador de miR-101 
al cisplatino en la quimioterapia del cáncer de pulmón (Wang X. et al., 2015). 
- La hiperactivación del eje de señalización RUNX1/IL-34/CSF-1R está asociada con la 
resistencia del melanoma a los inhibidores de BRAF-V600E (Giricz O. et al, 2018). 
- En el carcinoma epitelial de ovario, RUNX1 se une de manera sinérgica a la región 
promotora del receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1R) junto con 
FOXO3a, contribuyendo a la sobreexpresión de la expresión de IGF1R, relacionado con el 
desarrollo de resistencia a platino-paclitaxel (Dhadve AC. et al., 2020). La represión de la 
transactivación dependiente de RUNX1/CBFβ mediante el inhibidor Ro5-3335 provocó 
una reducción significativa de la actividad del promotor de IGF1R y un aumento en la 
sensibilidad a platino-paclitaxel (Dhadve AC. et al., 2020).  
- En el cáncer de ovario, RUNX1 regula negativamente la expresión del grupo de 
microARN miR-17-92, lo que provoca una sobreexpresión de BCL2, el blanco directo de 
miR-17-92. Esto da lugar a una inhibición significativa de la apoptosis inducida por 
cisplatino, lo que podría estar asociado con la resistencia a este fármaco (Xiao L et al., 2020). 
- RUNX1 interactúa con YAP para promover la transcripción de HDAC2, el cual es 
necesario para la quimiorresistencia a 5-FU en las células MCF-7 y T47D de cáncer de 
mama (Z Zhang et al., 2020).  
- Xu y colaboradores reportaron que RUNX1 desempeña un papel oncogénico en el 
glioblastoma adulto (GBM) y que induce resistencia a la temozolomida en GBM mediante 
la sobreexpresión de MRP1, el cual está negativamente regulado por miR-128-3p (Xu J. et 
al., 2021). 
- En el cáncer colorrectal, se descubrió que RUNX1 aumenta la quimiorresistencia a 5-FU 
mediante la activación de la vía de señalización Hedgehog, acompañada de una 
sobreexpresión de ABCG2 (Q. Li et al., 2021). 
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- Ha sido reportado un aumento en los niveles de expresión de ARNm y de proteína de 
RUNX1 en 35 pares de tejidos de glioma resistentes a temozolomida (TMZ), 
comparándolos con los sensibles a TMZ (Li W. et al., 2021). 
- Nuestro grupo reportó que, en TNBC AR+, la activación de AR induce la expresión de 
RUNX1 y que ambos podrían trabajar juntos en la sobrevida de las CSC-AR+ para 
promover la recurrencia de la enfermedad tras la quimioterapia ya que la inhibición de 
RUNX1 redujo la viabilidad celular y aumentó la sensibilidad a paclitaxel y enzalutamida 
(Fernández et al., 2023). 
- RUNX1 se sobreexpresa en adenocarcinoma pancreático y está estrechamente relacionado 
con la resistencia a gemcitabine (GEM). El silenciamiento de RUNX1 pudo reducir la 
resistencia en una línea celular resistente a GEM, y su inhibidor Ro5-3335 mostró 
inhibición del crecimiento tumoral cuando se combinó con el tratamiento con GEM en 
modelos PDX de ratón y xenoinjertos resistentes a GEM (She C. et al., 2023). 
 
También se han publicado papers sobre RUNX2 y resistencia a quimioterapia 
mencionados en la sección de discusión “Evaluación de la expresión de genes de interés 
luego del tratamiento con drogas quimioterapéuticas”. 
 
Estas publicaciones apoyan nuestros resultados que indican un rol significativo de RUNX 
en la resistencia a quimioterapia en TNBC mediante la polarización hacia un fenotipo CSC 
y la activación de mecanismos de resistencia a drogas como la expresión de ALDH y 
ABCC1. 
 
En conjunto (Figura 58), los resultados presentados a lo largo de esta tesis sugieren 
que la familia RUNX actúa como un regulador clave en el establecimiento de la 
resistencia a fármacos en diversas subpoblaciones tumorales generadas a partir 
líneas celulares humanas TNBC, ofreciendo un potencial blanco terapéutico para 
terapia combinada con las drogas actuales ofrecidas a pacientes con dicha 
enfermedad. 
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Figura 58. Resumen de los resultados obtenidos en esta tesis. 
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