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RESISTENCIA A LA TERAPIA DIRIGIDA CONTRA HER2 EN CÁNCER DE MAMA: 
RELEVANCIA DE LA HIPOXIA TUMORAL Y RAC1 COMO POTENCIAL BLANCO 

TERAPÉUTICO 
 

 

 

 

Resumen 

El desarrollo de terapias dirigidas ha mejorado notablemente la sobrevida de las 

pacientes con diagnóstico de cáncer de mama HER2-positivo. Sin embargo, la 

resistencia al tratamiento continúa siendo un desafío en casos de recidiva y 

enfermedad metastásica. La contribución de la hipoxia tumoral a la progresión de 

la enfermedad ha sido descripta en distintos tipos de cáncer. En este trabajo, 

evaluamos su rol en la resistencia a la terapia dirigida contra HER2 en el cáncer de 

mama. Encontramos que la hipoxia induce la resistencia al tratamiento con los 

anticuerpos monoclonales trastuzumab y trastuzumab emtansina en un modelo 

celular de cáncer de mama humano. Dada la necesidad de nuevas estrategias 

terapéuticas para la prevención y el tratamiento de la recurrencia de la enfermedad 

y la metástasis, propusimos también la combinación de trastuzumab con un 

inhibidor de la GTPasa Rac1. Esta proteína ha sido asociada con la resistencia en 

cáncer y con la progresión tumoral particularmente bajo condiciones de hipoxia. 

Aquí demostramos que la inhibición de Rac1 aumenta la eficacia del trastuzumab 

en modelos celulares tanto sensibles como resistentes a la droga. Así, los 

resultados presentados en esta tesis destacan la relevancia de la hipoxia en la 

resistencia al tratamiento dirigido contra HER2 y la vía de Rac1 como potencial 

blanco terapéutico para el cáncer de mama HER2-positivo. 
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RESISTANCE TO HER2-DIRECTED THERAPY IN BREAST CANCER: 
RELEVANCE OF TUMOUR HYPOXIA AND RAC1 AS A POTENTIAL THERAPEUTIC 

TARGET 
 

 

 

 

Abstract 

The development of targeted therapies has notably improved the survival of patients 

diagnosed with HER2-positive breast cancer. However, resistance to treatment 

continues to be a challenge in cases of relapse and metastatic disease. The 

contribution of tumour hypoxia to disease progression has been described in 

different cancer types. In this work, we evaluated its role in HER2-targeted therapy 

resistance in breast cancer. We found that hypoxia induces treatment resistance to 

trastuzumab and trastuzumab emtansine monoclonal antibodies in a cellular 

model of human breast cancer. Since new therapeutic strategies are needed for the 

prevention and treatment of disease recurrence and metastasis, we also proposed 

the combination of trastuzumab with a Rac1 GTPase inhibitor. This protein has been 

associated with cancer resistance and with tumour progression particularly under 

hypoxic conditions. Here we demonstrated that Rac1 inhibition enhances the 

efficacy of trastuzumab in both drug-sensitive and resistant cell models. Thus, the 

results presented in this thesis highlight the relevance of hypoxia in resistance to 

HER2-directed treatment and the Rac1 pathway as a potential therapeutic target for 

HER2-positive breast cancer. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

 

 

El cáncer de mama HER2-positivo 

 El cáncer de mama es la segunda neoplasia maligna más frecuente en la 

población mundial y la primera entre las mujeres. En Argentina, es el tipo de cáncer 

más frecuente, sumando más de 20 mil nuevos casos en 2022, y posee los valores 

más altos de incidencia y mortalidad asociadas con la patología oncológica (Ferlay 

et al, 2024). 

 La glándula mamaria está formada por agrupaciones de pequeños acinos 

con aspecto de racimo, los lobulillos, inmersas en el estroma intralobulillar. Los 

ductos que parten de los lobulillos confluyen en seis a diez ductos colectores que 

finalizan en el pezón. Toda la estructura glandular se encuentra circundada por el 

estroma interlobulillar. A su vez, la glándula mamaria está revestida en su mayor 

parte por un epitelio de doble capa, con células epiteliales luminales y células 

mioepiteliales basales. Este epitelio cambia de forma brusca a un epitelio 

escamoso queratinizado en la porción más externa de los ductos colectores (Figura 

1). Casi la totalidad de las neoplasias malignas de mama son adenocarcinomas. 
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Figura 1. Representación esquemática de la glándula mamaria. Adaptación de Harbeck 
et al, 2019. 
 

 Los adenocarcinomas mamarios se clasifican tradicionalmente en tres 

subtipos de acuerdo con la expresión del receptor de estrógenos y del receptor 2 

del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2). El cáncer de mama luminal 

expresa receptor de estrógenos, mientras que el carcinoma mamario HER2-positivo 

se define por la sobreexpresión de HER2. Finalmente, el carcinoma de mama triple 

negativo es negativo para ambos receptores y para el receptor de progesterona, 

cuya expresión se encuentra bajo el control del receptor de estrógenos. Aquí, 

consideraremos los carcinomas positivos para HER2, que comprenden alrededor 

del 20 % de los casos. Algunos de ellos son clasificados dentro del grupo luminal 

debido a la expresión simultánea de receptores hormonales (Lester, 2021).  

El receptor HER2 se encuentra codificado en el locus q21 del cromosoma 17 

y forma parte de la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico 

humano (HER) (Coussens et al, 1985). Hasta el momento se conocen cuatro 

receptores miembros de la familia. Su estructura comprende un dominio 

extracelular de unión a ligando, un dominio transmembrana y un dominio 

intracelular con función tirosina quinasa, a excepción del dominio intracelular del 

receptor 3 (HER3) que carece de actividad catalítica. La unión del ligando resulta en 

la homodimerización o heterodimerización de los receptores, y en la consecuente 

autofosforilación de residuos de tirosina en el domino citoplasmático. Luego, se 

activan cascadas de señalización intracelular, presididas por el eje fosfatidilinositol 
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3-quinasa (PI3K) / proteína quinasa B (PKB) / mTOR, que promueven el crecimiento 

y la proliferación de las células. Aunque hasta el momento no existe ligando 

conocido de HER2, su sobreexpresión conduce a una dimerización independiente 

de ligando (Swain et al, 2023).  

El hallazgo de la amplificación génica de HER2 en tumores mamarios y su 

asociación con un pronóstico desfavorable marcaron un punto de inflexión en el 

tratamiento de las pacientes con cáncer de mama HER2-positivo (Slamon et al, 

1987). En la actualidad, más de la mitad de las pacientes diagnosticadas con este 

subtipo de tumores presentan remisiones completas cuando son tratadas con 

anticuerpos monoclonales terapéuticos que se unen a HER2 y bloquean su 

actividad. No obstante, la resistencia al tratamiento continúa siendo un desafío en 

casos de recidiva y enfermedad metastásica. En un intento tanto por mejorar la 

respuesta de las pacientes como por superar la resistencia, numerosas moléculas 

potencialmente terapéuticas están siendo estudiadas (Lester, 2021). 

 

Terapia dirigida con anticuerpos monoclonales 

 El trastuzumab fue el primer anticuerpo monoclonal humanizado 

desarrollado contra HER2. La unión del anticuerpo al dominio extracelular del 

receptor bloquea su actividad, disminuyendo la proliferación de las células y 

promoviendo su arresto en la fase G1 del ciclo celular. Adicionalmente, el 

trastuzumab facilita la actividad antitumoral del sistema inmunitario mediada por 

el mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (Carter et al, 

1992; Lane et al, 2000). Pacientes con cáncer de mama HER2-positivo tratadas con 

trastuzumab como monodroga presentaron una tasa de respuesta de 

aproximadamente el 30 % (Vogel et al, 2002). En cambio, la respuesta mejoró 

notablemente adicionando trastuzumab a la quimioterapia (Slamon et al, 2001). La 

eficacia del trastuzumab en combinación con agentes quimioterapéuticos fue 

inicialmente demostrada en el tratamiento de pacientes en estadio metastásico y 

en la terapia adyuvante (Romond et al, 2005; Slamon et al, 2001). Posteriormente, 

se propuso un doble bloqueo de HER2 mediante la combinación de un segundo 

anticuerpo monoclonal humanizado, el pertuzumab. Este anticuerpo previene la 
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dimerización de HER2 por impedimento estérico, aumentando la efectividad del 

trastuzumab (Agus et al, 2002; Lee-Hoeflich et al, 2008). Actualmente, la 

combinación de trastuzumab, pertuzumab y quimioterapia constituye el 

tratamiento de primera línea para pacientes con cáncer de mama HER2-positivo en 

esquemas de adyuvancia y neoadyuvancia (Gianni et al, 2012; von Minckwitz et al, 

2017). 

  Los conjugados anticuerpo-droga combinan con éxito las características 

antitumorales de los anticuerpos monoclonales y las drogas quimioterápicas en 

una única entidad farmacológica. Estos compuestos logran direccionar el efecto 

citotóxico de la quimioterapia a células tumorales específicas. Consisten en un 

anticuerpo unido covalentemente a una droga citotóxica mediante un conector 

sintético. El anticuerpo reconoce su blanco en la superficie de la célula tumoral, es 

internalizado y libera la carga citotóxica en el interior de la célula. Asimismo, el 

clivaje del conector posibilita la liberación de la droga a través de la membrana 

plasmática y su difusión en el espacio extracelular, ejerciendo así su efecto también 

en células vecinas. Esto aumenta el número de células susceptibles, 

especialmente en tumores con una expresión baja o heterogénea de la proteína 

blanco.  

El trastuzumab emtansina (T-DM1) fue el primer conjugado 

anticuerpo-droga desarrollado contra HER2. Su estructura se compone del 

trastuzumab unido a la emtansina (DM1), un compuesto citotóxico que provoca 

disrupción mitótica y apoptosis (Lewis Phillips et al, 2008). El T-DM1 se estableció 

como terapia de primera línea para las pacientes resistentes, con recaída de la 

enfermedad antes de los 6 meses de finalizado el tratamiento adyuvante con 

trastuzumab, pertuzumab y quimioterapia (Montemurro et al, 2019). También es 

indicado como terapia de segunda línea cuando la enfermedad persiste luego de la 

cirugía posterior al tratamiento neoadyuvante con doble bloqueo de HER2 y 

quimioterapia (von Minckwitz et al, 2018). 

 Más recientemente fue desarrollado el trastuzumab deruxtecan, un 

conjugado anticuerpo-droga que se encuentra formado por la unión del 

trastuzumab y el deruxtecan, un inhibidor de la topoisomerasa I. El conector 

consiste en un tetrapéptido selectivamente hidrolizado por las proteasas 
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lisosomales, generalmente elevadas en el tejido tumoral. Esta característica, 

sumada a la baja vida media del deruxtecan, limita la exposición sistémica del 

agente citotóxico. Además, la membrana plasmática es altamente permeable al 

deruxtecan, lo que facilita su efecto sobre células vecinas (Ogitani et al, 2016). El 

trastuzumab deruxtecan demostró mejores resultados como tratamiento de 

segunda línea en comparación con el T-DM1 y una actividad alentadora en el 

tratamiento de pacientes con metástasis cerebrales (Cortés et al, 2022; Jerusalem 

et al, 2021). Su uso aún no se encuentra aprobado en Argentina, pero se prevé como 

alternativa de elección al T-DM1. 

 

Mecanismos de resistencia y nuevas terapias 

 El desarrollo de alternativas terapéuticas originales y más potentes persigue 

el objetivo de alcanzar un mayor número de pacientes curadas en estadio 

temprano, y superar la resistencia en casos de recurrencia y metástasis. Resulta 

determinante entonces conocer los mecanismos moleculares asociados con la 

resistencia, de modo tal de posibilitar un diseño racional de nuevos fármacos. Entre 

los principales mecanismos de resistencia a las terapias dirigidas contra HER2 que 

han sido descriptos se encuentran el enmascaramiento del sitio de unión del 

trastuzumab, la activación de vías de señalización compensatorias y la 

heterogeneidad intratumoral en la expresión de HER2 (Fiszman y Jasnis, 2011). 

 El enmascaramiento del sitio de unión del trastuzumab en el dominio 

extracelular de HER2 puede ser consecuencia de la formación de complejos de 

membrana. Niveles de expresión elevados de la glicoproteína mucina 4 han sido 

asociados con este mecanismo. Se ha observado que el incremento de la expresión 

de esta glicoproteína favorece su interacción con HER2 en la superficie de las 

células.  Luego, la formación de un complejo entre mucina 4 y HER2 reduce la unión 

entre el receptor y el trastuzumab (Price-Schiavi et al, 2002). Además, se ha 

demostrado que el factor de necrosis tumoral α (TNFα) media la expresión de 

mucina 4. En modelos preclínicos, la inhibición de esta citoquina indujo una 

disminución de la expresión de mucina 4 y restituyó el efecto antitumoral del 

trastuzumab (Mercogliano et al, 2017). 
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Otro mecanismo de resistencia a las terapias dirigidas contra HER2 

comprende la activación de vías de señalización intracelulares que compensan la 

inhibición del receptor. Como hemos ya mencionado, la vía de señalización de la 

quinasa PI3K es una de las principales cascadas moleculares activadas por HER2. 

Mediante el bloqueo del receptor, el trastuzumab induce una disminución de la 

actividad de esta vía. Sin embargo, una activación alternativa del eje ha sido 

descripta como mecanismo de resistencia. Las posibles causas de esta activación 

incluyen la pérdida de la fosfatasa PTEN, contraparte de la quinasa PI3K, y 

mutaciones activadoras en el gen PIK3CA, que codifica la isoforma α de la 

subunidad catalítica de PI3K (Chandarlapaty et al, 2012). La adición de un inhibidor 

de PI3K al tratamiento con trastuzumab y quimioterapia mostró beneficios en 

pacientes con aberraciones en la vía (André et al, 2016). Otro mecanismo molecular 

que podría explicar la resistencia al bloqueo de la vía de PI3K involucra el complejo 

ciclina D1 / quinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4). Ensayos preclínicos 

evidenciaron que CDK4 podría restituir la actividad de la vía de PI3K actuando sobre 

tuberina, una proteína cuya fosforilación en sitios específicos incrementa la 

actividad del complejo 1 de mTOR. La inhibición de CDK4 y HER2 redujo en forma 

sinérgica la proliferación celular y el tamaño tumoral en modelos in vitro e in vivo 

(Goel et al, 2016). Más aún, diversos ensayos clínicos mostraron la eficacia de 

combinar la inhibición de CDK4 y HER2 en el tratamiento neoadyuvante o en 

estadios avanzados del cáncer de mama HER2-positivo (Ciruelos et al, 2020; Gianni 

et al, 2018; Tolaney et al, 2020). 

La heterogeneidad intratumoral en la expresión de HER2 es otra potencial 

fuente de resistencia a la terapia dirigida. Un ensayo clínico prospectivo evaluó la 

variabilidad en la expresión de HER2 de tumores mamarios y su impacto en la 

respuesta de las pacientes a la terapia dirigida. La identificación de una fracción de 

células tumorales sin amplificación de HER2 se encontró fuertemente asociada 

con la ausencia de respuesta patológica completa (Filho et al, 2021). El 

trastuzumab deruxtecan demostró ser eficaz en el tratamiento del cáncer de mama 

metastásico con bajos niveles de expresión de HER2 (Modi et al, 2022). Esto lo 

posiciona como una posible alternativa terapéutica para las pacientes con tumores 

con expresión de HER2 heterogénea. 
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Actualmente están siendo ensayados nuevos conjugados anticuerpo-droga, 

que difieren en las drogas, los conectores y los sitios de unión a HER2. Entre los 

fármacos en desarrollo clínico se encuentra el trastuzumab conjugado con 

duocarmacina, una toxina alquilante del ADN. El trastuzumab duocarmacina 

presentó una actividad clínica notable en pacientes con cáncer de mama 

HER2-positivo en estadio metastásico, incluyendo pacientes resistentes al T-DM1 

(Banerji et al, 2019). Otras drogas emergentes tienen como objetivo el tratamiento 

selectivo de células HER2-positivo mediante la conjugación de anticuerpos 

dirigidos contra HER2 con moléculas degradantes de proteínas de interés. Estas 

moléculas consisten en dos ligandos unidos por un conector. Uno de los ligandos 

reconoce la proteína de interés a degradar, mientras que el segundo se une a la 

proteína ligasa de ubiquitina E3. Así, la proteína de interés resulta blanco del 

sistema natural de degradación proteica ubiquitina-proteasoma. Al estar 

conjugada con un anticuerpo dirigido contra HER2, la molécula degradante es 

conducida específicamente al citosol de las células diana (Maneiro et al, 2020). 

Esta nueva propuesta terapéutica combinaría la potencia catalítica de las 

moléculas degradantes con la especificidad tisular de los conjugados 

anticuerpo-droga. Posibles proteínas blanco se encuentran hoy en evaluación. 

 

La hipoxia en el cáncer de mama HER2-positivo 

 La expresión proteica de la subunidad α del factor de transcripción inducible 

por hipoxia 1 (HIF-1) se encuentra frecuentemente incrementada en el cáncer de 

mama y otros tipos de tumores sólidos, y se correlaciona con la invasión tumoral, 

la metástasis y una menor sobrevida de los pacientes (Zhong et al, 1999). En efecto, 

la hipoxia (1 % O2) es una de las principales características del microambiente 

tumoral, consecuencia de la alteración del flujo sanguíneo en el tejido neoplásico 

(Wicks y Semenza, 2022).  

El factor de transcripción HIF-1, principal regulador de la respuesta celular 

de adaptación a la hipoxia, es una proteína heterodimérica conformada por una 

subunidad α (HIF-1α), antes mencionada, y una subunidad β (HIF-1β). La actividad 

transcripcional de HIF-1 depende de la regulación postraduccional de su subunidad 
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HIF-1α, que a su vez obedece a la disponibilidad de oxígeno. Bajo condiciones de 

oxígeno normal, las proteínas con dominio prolil hidroxilasa hidroxilan HIF-1α. Esta 

modificación funciona como señal para su degradación en el citoplasma de las 

células mediante el sistema ubiquitina-proteasoma. En cambio, la hidroxilación se 

encuentra inhibida en condiciones de hipoxia, lo que posibilita la acumulación de 

la subunidad HIF-1α y su heterodimerización con la subunidad HIF-1β. Luego, 

HIF-1 activa la transcripción de numerosos genes, algunos de los cuales codifican 

factores de crecimiento angiogénico, transportadores de glucosa y enzimas 

glicolíticas, y enzimas de remodelación de la matriz extracelular. El producto de la 

actividad de HIF-1 se encuentra involucrado en dos procesos fundamentales: la 

angiogénesis y la reprogramación del metabolismo celular (Semenza, 2004).  

 La acumulación de HIF-1α en el tejido tumoral puede ocurrir también por 

mecanismos independientes de las condiciones de hipoxia. En el adenocarcinoma 

mamario humano HER2-positivo, HIF-1α puede acumularse y ser detectado como 

consecuencia de la propia actividad del receptor HER2. Ha sido descripto que la 

señalización de HER2 vía PI3K/PKB/mTOR induce la síntesis proteica de HIF-1α, de 

modo que la maquinaria celular resulta incapaz de degradar la totalidad de la 

proteína aún bajo condiciones de oxígeno normal. Consecuentemente, la 

sobreexpresión de HER2 activa la transcripción génica dependiente de HIF-1 

(Laughner et al, 2001). Esto fue confirmado en muestras clínicas de tumores 

mamarios, donde mayores niveles de expresión proteica de HIF-1α se encontraron 

significativamente asociados con mayores niveles de expresión de HER2 (Bos et al, 

2003).  

 La expresión del conjunto de genes blanco de HIF-1 colabora en aspectos 

críticos de la progresión del cáncer, incluyendo la vascularización tumoral, la 

reprogramación metabólica, la motilidad celular y la invasión, y la resistencia a la 

terapia (Wicks y Semenza, 2022). El análisis de muestras de tejido mamario de 

distintos estadios de la tumorigénesis reveló que el nivel de expresión de la proteína 

HIF-1α se incrementa a medida que se incrementa el estadio patológico, y es mayor 

en lesiones pobremente diferenciadas que en lesiones bien diferenciadas del 

mismo tipo tumoral (Bos et al, 2001). Particularmente, la expresión de HIF-1α en 

tumores mamarios HER2-positivo está asociada con un mayor riesgo de metástasis 
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y una menor sobrevida de las pacientes (Giatromanolaki et al, 2004). Estudios 

realizados con modelos celulares sugieren que la expresión de HIF-1α inducida por 

HER2 media la resistencia al anoikis y facilita el crecimiento celular tridimensional 

independiente de anclaje. Esto ocurriría a través de la regulación del metabolismo 

energético y la homeostasis oxidativa dependientes de HIF-1, favoreciendo la 

progresión tumoral (Whelan et al, 2013). 

 

HIF-1α en la resistencia a la terapia dirigida 

HIF-1α ha sido propuesta como potencial biomarcador de resistencia al 

trastuzumab. En pacientes con adenocarcinoma mamario HER2-positivo, la 

sobreexpresión de HIF-1α se encontró significativamente asociada con una menor 

reducción del tamaño tumoral posterior al tratamiento (Koukourakis et al, 2014). Sin 

embargo, los mecanismos asociados con la resistencia al trastuzumab inducida 

por HIF-1α han sido escasamente explorados.  

Estudios realizados en líneas celulares mamarias resistentes al trastuzumab 

sugieren que HIF-1α coopera con el transductor de señal y activador de la 

transcripción 3 (STAT3) en la modulación de la expresión de la fosfatasa PTEN. Un 

aumento de la expresión de STAT3 en células resistentes induciría la expresión de 

HIF-1α que, por su parte, induciría la expresión del factor represor de la 

transcripción HES-1. Finalmente, HES-1 funcionaría como un regulador negativo del 

promotor de PTEN, disminuyendo su expresión (Aghazadeh y Yazdanparast, 2017). 

Menores niveles de expresión de la fosfatasa PTEN compensarían la inhibición de 

la vía de PI3K mediada por el trastuzumab.  

Otro posible factor que contribuiría a la resistencia al trastuzumab inducida 

por HIF-1α es el receptor de quemoquina C-X-C de tipo 4 (CXCR4). Se trata de un 

receptor acoplado a proteína G cuya expresión es inducida por HIF-1α y que 

gobierna diversos procesos oncogénicos que incluyen la vascularización y la 

migración celular. Un estudio realizado en pacientes con cáncer de mama 

HER2-positivo halló una asociación significativa entre la expresión tumoral de 

CXCR4 y la recurrencia de la enfermedad luego del tratamiento adyuvante con 
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trastuzumab. Se encontró también una clara asociación entre mayores niveles de 

expresión de CXCR4 y la expresión de HIF-1α (Kotb et al, 2022).  

Las condiciones de hipoxia podrían también modular la eficacia de los 

conjugados anticuerpo-droga. Al respecto, ensayos realizados en líneas celulares 

sugieren una internalización deficiente del T-DM1 como potencial mecanismo de 

resistencia en un contexto de hipoxia tumoral. Las condiciones de hipoxia 

favorecerían la redistribución de la proteína caveolina-1 desde la membrana de 

vesículas citoplasmáticas hacia la membrana celular. Dado que la endocitosis de 

HER2 depende de caveolina-1, su redistribución bajo condiciones de hipoxia 

alteraría la endocitosis del receptor y, en consecuencia, también la internalización 

y la citotoxicidad del T-DM1 (Indira Chandran et al, 2020). Más aún, un estudio 

reciente de lesiones metastásicas de pacientes con cáncer de mama 

HER2-positivo mostró una correlación entre la ausencia de respuesta al 

tratamiento con T-DM1 y la expresión de genes asociados con la hipoxia (Rediti et 

al, 2025). 

Diversos marcadores tisulares angiogénicos y metabólicos regulados por el 

factor de transcripción HIF-1 fueron propuestos como blancos terapéuticos para el 

cáncer de mama. No obstante, los resultados de los ensayos clínicos han sido, 

hasta el momento, desalentadores (de Heer et al, 2020). 

 

La GTPasa pequeña Rac1 en el cáncer de mama HER2-positivo 

 Las proteínas G pequeñas son enzimas monoméricas de bajo peso 

molecular con actividad GTPasa. Estas proteínas funcionan como interruptores 

moleculares que transducen señales desde el exterior hacia el interior de las 

células, alternando entre una conformación activa unida a GTP y una conformación 

inactiva unida a GDP. Dos tipos de proteínas regulatorias controlan este ciclo. Los 

factores intercambiadores del nucleótido de guanina (GEF) funcionan como 

activadores, facilitando la disociación del GDP y posibilitando la unión del GTP. Por 

su parte, las proteínas activadoras de GTPasas (GAP) estimulan la actividad GTPasa 

intrínseca de la proteína G, que adopta así su estado inactivo. Aquí nos referiremos 
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a la proteína G pequeña Rac1, miembro de la familia de GTPasas homólogas de Ras 

(Rho) (Figura 2).  

 

 
 

Figura 2. El ciclo de las GTPasas Rho. Adaptación de Etienne-Manneville y Hall, 2002. 
 

Una de las principales funciones atribuidas a Rac1 y extensiva a la familia de 

GTPasas Rho es la reorganización del citoesqueleto de actina, determinante de la 

adhesión y la motilidad de las células (Etienne-Manneville y Hall, 2002). La GTPasa 

Rac1 interviene también en la modulación transcripcional de la expresión génica, 

cumpliendo un rol esencial en la progresión del ciclo celular a través de la fase G1 

(Olson et al, 1995). Se ha demostrado que la actividad de Rac1 regula la expresión 

de ciclina D1 (Westwick et al, 1997). No sorprenderá entonces que el 

malfuncionamiento de las vías de señalización gobernadas por Rac1 esté vinculado 

con diferentes patologías, siendo el cáncer una de ellas. En efecto, la desregulación 

de la actividad de Rac1 es frecuente en distintos tipos de tumores (Marei y Malliri, 

2017). En particular, su hiperactivación en el adenocarcinoma mamario ha sido 

vinculada con un fenotipo agresivo (Schnelzer et al, 2000).  

Rac1 fue identificada como una proteína mediadora clave de la señalización 

a través de la familia de receptores HER (Yang et al, 2006). Particularmente, la 

expresión de HER2 y la actividad de la proteína quinasa de serina-treonina PAK1, 

uno de los principales efectores de Rac1, presentaron una correlación significativa 

en muestras humanas de tumores mamarios. Más aún, la actividad de HER2 

condujo a la activación del eje Rac1/PAK1 y a la consecuente disrupción de la 

morfología acinar en un modelo 3D de células epiteliales de mama. El aumento de 
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la proliferación y la pérdida de la polaridad de estas células evidenciaron la 

relevancia de la vía de Rac1/PAK1 en la transformación celular inducida por HER2 

(Arias-Romero et al, 2010). En células tumorales mamarias, la amplificación de 

HER2 se encontró asociada con una mayor sensibilidad a la inhibición de Rac1 

(Hampsch et al, 2017). 

Distintos mecanismos moleculares podrían conducir a la activación de Rac1 

en el cáncer de mama HER2-positivo. Uno de los mecanismos propuestos involucra 

el GEF P-Rex1, cuya sobreexpresión es frecuente en los tumores mamarios, 

especialmente aquellos con alta expresión de HER2 y receptor de estrógenos. Una 

notable asociación funcional entre HER2 y el receptor acoplado a proteína G CXCR4 

condujo a la activación de P-Rex1 en células tumorales de mama (Sosa et al, 2010). 

Además, la actividad de P-Rex1 estaría también regulada por PI3K (Ebi et al, 2013). 

Otro mecanismo descripto sugiere dos vías de señalización dependientes del 

complejo 2 de mTOR. La vía de PKB activaría Rac1 a través del GEF TIAM1, mientras 

que la cascada de señalización de la proteína quinasa C disminuiría la expresión 

del inhibidor endógeno de Rac1, Rho GDI 2. Ambas vías convergerían en Rac1, 

activándola (Morrison Joly et al, 2017). Creciente evidencia demuestra que la 

señalización de HER2 a través de Rac1 resulta en una mayor capacidad migratoria 

e invasiva de las células tanto in vitro como in vivo (Johnson et al, 2010; Morrison 

Joly et al, 2017; Srijakotre et al, 2020; Wang et al, 2006).  

 

Rac1 en la resistencia a la terapia dirigida 

Además de haber sido asociada con la tumorigénesis y la progresión del 

cáncer, la GTPasa Rac1 ha sido también vinculada con la resistencia a diferentes 

opciones de tratamiento, desde los compuestos quimioterápicos y la radioterapia 

hasta la terapia dirigida (Cardama et al, 2018). En particular, estudios realizados 

con modelos celulares de cáncer de mama HER2-positivo sugieren una asociación 

entre la expresión de Rac1 y la resistencia a la terapia dirigida con trastuzumab 

(Dokmanovic et al, 2009; Velázquez-Vega et al, 2024; Zhao et al, 2011). Más aún, la 

expresión de Rac1 en tumores de pacientes con adenocarcinoma mamario 

HER2-positivo ha sido asociada con un mal pronóstico (Kato et al, 2024). Sobre la 
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base de estos hallazgos, la GTPasa pequeña Rac1 ha sido propuesta como blanco 

terapéutico asequible para el cáncer de mama HER2-positivo. 

La identificación de los residuos aminoacídicos responsables de la 

interacción entre Rac1 y sus proteínas activadoras permitió desarrollar distintos 

inhibidores específicos. Entre ellos, ZINC69391 bloquea el sitio de interacción entre 

Rac1 y su GEF TIAM1. Un diseño racional derivado de ZINC69391 posibilitó el 

desarrollo de un segundo inhibidor, la molécula 1A-116. Este nuevo compuesto 

modula los niveles de Rac1-GTP interfiriendo en la interacción entre Rac1 y 

diferentes GEF como P-Rex1, el protooncogén vav, TIAM1 y el protooncogén DBL, y 

presenta una mayor potencia que el compuesto parental. Estudios preclínicos 

realizados en líneas celulares mamarias agresivas mostraron resultados 

alentadores en cuanto a la aplicabilidad clínica de estos inhibidores (Cardama et 

al, 2014; González et al, 2020).
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 
 

 

 

La resistencia a la terapia dirigida en el cáncer de mama HER2-positivo 

continúa siendo un desafío principalmente en casos de recidiva y enfermedad 

metastásica. Aquí, abordamos esta problemática centrándonos en la relevancia de 

la hipoxia tumoral. La hipoxia es una característica distintiva de los tumores sólidos 

asociada con aspectos críticos de la progresión del cáncer. Particularmente, la 

subunidad HIF-1α del factor de transcripción inducible por hipoxia ha sido 

propuesta como biomarcador de resistencia de los tumores mamarios 

HER2-positivo a la terapia dirigida con trastuzumab. Sin embargo, los mecanismos 

que explicarían esta resistencia han sido escasamente explorados. Por lo tanto, 

nuestra primera hipótesis de trabajo es que la identificación de proteínas y 

cascadas de señalización asociadas con la hipoxia en células de cáncer de mama 

 

 La prevención y el tratamiento de la recurrencia de la enfermedad y la 

metástasis en el cáncer de mama HER2-positivo requiere de nuevos abordajes 

clínicos. En este trabajo, evaluamos la proteína G pequeña Rac1 como potencial 

blanco terapéutico. Esta proteína es una de las enzimas más estudiadas de la 

familia de las GTPasas Rho. El aumento de su actividad es frecuente en distintos 

tipos de cáncer y se correlaciona con un mal pronóstico. En particular, se ha 

sugerido una asociación entre la expresión de Rac1 y la resistencia a la terapia 

dirigida con trastuzumab. Entonces, proponemos como siguiente hipótesis de 

trabajo que 

 

Dadas nuestras hipótesis, nos propusimos:  
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1 Identificar vías funcionales potencialmente involucradas en la resistencia a la 

terapia dirigida del cáncer de mama HER2-positivo mediante la caracterización 

de un modelo celular de hipoxia tumoral. 

a. Evaluar el efecto de la hipoxia sobre la respuesta de células tumorales 

mamarias humanas HER2-positivo al tratamiento con los anticuerpos 

monoclonales trastuzumab y T-DM1. 

b. Estudiar las firmas proteómica y fosfoproteómica del modelo celular de 

hipoxia tumoral para el cáncer de mama humano HER2-positivo.  

2 Estudiar la combinación de trastuzumab con un inhibidor específico de Rac1 

como potencial alternativa terapéutica para el cáncer de mama HER2-positivo. 

a. Estudiar el efecto de los tratamientos con trastuzumab y el inhibidor de 

Rac1 1A-116 utilizando modelos celulares de adenocarcinoma mamario 

humano HER2-positivo sensible y resistente al trastuzumab. 

b. Analizar la modulación proteómica inducida por la inhibición dual de 

HER2 y Rac1 en células tumorales mamarias humanas HER2-positivo.
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Primera parte 

Relevancia de la hipoxia tumoral 
 
 

 

 

Hemos ya señalado que la hipoxia tumoral se encuentra asociada con la 

progresión de la enfermedad y la resistencia al tratamiento en el cáncer de mama. 

Con el objetivo de estudiar su contribución a la resistencia a la terapia dirigida 

contra HER2, utilizamos la línea celular de adenocarcinoma mamario humano 

HER2-positivo BT-474 y cloruro de cobalto como inductor de la respuesta celular a 

la hipoxia. Bajo condiciones de oxígeno normal, las proteínas con dominio prolil 

hidroxilasa hidroxilan la subunidad HIF-1α del factor de transcripción inducible por 

hipoxia, modificación que funciona como señal para su degradación en el 

citoplasma de las células. En cambio, estas enzimas se encuentran inactivas bajo 

condiciones de hipoxia, lo que previene la degradación de HIF-1α (Semenza, 2004). 

Emulando lo que ocurre en este segundo caso, el cloruro de cobalto inhibe la 

actividad de las proteínas con dominio prolil hidroxilasa. Entonces, con el propósito 

de validar nuestro modelo de hipoxia, en primer lugar evaluamos la expresión 

proteica de HIF-1α en células BT-474 tratadas con cloruro de cobalto. Como 

resultado, confirmamos una tendencia al incremento de la expresión de esta 

proteína con el tratamiento (Figura 3a). Cabe destacar que la proteína HIF-1α es 

frecuentemente detectada en células tumorales como consecuencia de distintas 

alteraciones genéticas, entre ellas la sobreexpresión de HER2, 

independientemente de la disponibilidad de oxígeno (Laughner et al, 2001). Aquí, 

en efecto, una expresión basal de HIF-1α pudo ser detectada tanto en el citoplasma 

como en el núcleo de las células, sugiriendo la actividad de la vía aún en ausencia 

de cloruro de cobalto (Figura 3b). Posteriormente, la funcionalidad de HIF-1α fue 

estudiada midiendo la expresión del ARN mensajero de VEGF, gen diana del factor 
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de transcripción. En paralelo con el aumento de la expresión de HIF-1α, 

confirmamos también una expresión significativamente mayor de VEGF en nuestro 

modelo (Figura 3c). Así, demostramos tanto la acumulación como la actividad de 

HIF-1α en células BT-474 tratadas con cloruro de cobalto. 

 

 
 
Figura 3. Incremento de la expresión de HIF-1α y VEGF inducido por el cloruro de 
cobalto en células de cáncer de mama HER2-positivo. a-c, Células BT-474 fueron 
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tratadas con 100 µM de cloruro de cobalto durante (a) los tiempos indicados o (b-c) 6 horas. 
a-b, HIF-1α fue detectada por (a) Western blot (media±EEM, n=2) y (b) 
inmunofluorescencia. c, VEGF fue detectado por RT-qPCR (media±EEM, n=5; prueba de t, 
** p<0.01).  
 

 Utilizando el modelo descripto, inicialmente estudiamos el efecto de la 

hipoxia sobre la respuesta de las células al tratamiento dirigido contra HER2 con los 

anticuerpos trastuzumab y T-DM1. Células BT-474 fueron expuestas a cloruro de 

cobalto y simultáneamente tratadas con concentraciones crecientes de las drogas. 

La viabilidad celular fue medida después de 72 horas mediante el ensayo de cristal 

violeta. Notablemente, encontramos que las células bajo condiciones de hipoxia 

presentaban una viabilidad celular significativamente mayor en comparación con 

las células de control (Figura 4a). Resultados similares fueron obtenidos midiendo 

la viabilidad celular por el método de exclusión de azul de tripán (Figura 4b).  
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Figura 4. Resistencia al tratamiento con trastuzumab y T-DM1 inducida por la hipoxia 
en células de cáncer de mama HER2-positivo. a-b, Células BT-474 fueron tratadas con 
(a) 0.001 µg/mL a 50 µg/mL de trastuzumab o T-DM1, y (b) 10 µg/mL de trastuzumab o 
1 µg/mL de T-DM1 por 72 horas. Las condiciones de hipoxia fueron inducidas por el 
tratamiento simultáneo con 100 µM de cloruro de cobalto. La viabilidad celular fue 
evaluada por (a) el ensayo de cristal violeta y (b) el método de exclusión de azul de tripán. 
Los resultados se expresan como porcentaje del tratamiento de control con (a) 50 µg/mL y 
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(b) 10 µg/mL de IgG (media±EEM, n=3 en a y n=6 en b; ANOVA de dos vías y prueba de 
Bonferroni, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001).  
  

Como ha sido previamente descripto, el tratamiento de células tumorales de 

mama HER2-positivo con T-DM1 resulta en una rápida muerte de las células por 

apoptosis y en la lisis celular debido a la acción citotóxica de la emtansina liberada 

en el interior de las células (Lewis Phillips et al, 2008). Entonces, estudiamos 

también el efecto de las condiciones de hipoxia sobre la apoptosis inducida por el 

T-DM1 en células BT-474 luego de 72 horas de tratamiento. Conforme a lo 

observado al evaluar la viabilidad celular, encontramos que el tratamiento con 

T-DM1 causaba una menor muerte celular por apoptosis bajo condiciones de 

hipoxia que bajo condiciones de control (Figura 5).  

  

 

 
Figura 5. Disminución de la apoptosis inducida por el T-DM1 en células de cáncer de 
mama HER2-positivo bajo condiciones de hipoxia. Células BT-474 fueron tratadas con 
1 µg/mL de T-DM1 por 72 horas. Las condiciones de hipoxia fueron inducidas por el 
tratamiento simultáneo con 100 µM de cloruro de cobalto. La muerte celular por apoptosis 
fue evaluada mediante marcación con anexina V-FITC y ioduro de propidio, seguida de 
citometría de flujo. Los resultados fueron normalizados al tratamiento de control con 
1 µg/mL de IgG (media±EEM, n=3; prueba de t, ** p<0.01). 
 

Nuestros resultados hasta aquí muestran que las condiciones de hipoxia 

inducen la resistencia de las células al tratamiento dirigido. Con el fin de identificar 

los procesos celulares subyacentes y potenciales mecanismos asociados con el 

fenotipo resistente, realizamos una caracterización más profunda de nuestro 
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modelo de hipoxia tumoral a través del estudio de sus firmas proteómica y 

fosfoproteómica por cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masa 

(LC-MS/MS). Para el análisis proteómico fueron comparados los extractos proteicos 

totales de células BT-474 bajo condiciones de hipoxia y de control. Identificamos 

un total de 1071 proteínas, entre las cuales 61 proteínas presentaron abundancias 

significativamente diferentes entre las condiciones estudiadas. Específicamente, 

encontramos 25 proteínas reguladas negativamente y 36 proteínas reguladas 

positivamente en células BT-474 bajo condiciones de hipoxia en comparación con 

células de control (Figura 6).  

 

 
 
Figura 6. Caracterización proteómica del modelo de hipoxia tumoral para el cáncer de 
mama HER2-positivo. Células BT-474 fueron tratadas con 100 µM de cloruro de cobalto 
por 72 horas para la inducción de la hipoxia y sus extractos proteicos fueron analizados por 
LC-MS/MS. Se muestran las proteínas reguladas negativamente (azul) o positivamente 
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(rojo) bajo condiciones de hipoxia (H) en comparación con condiciones de control (C) (n=4; 
p valor ajustado por el método de Benjamini-Hochberg <0.05, veces de cambio ≥1.2 o 
≤-1.2). Los datos fueron analizados con el paquete Limma (Smyth, 2004) del programa R y 
el agrupamiento jerárquico fue realizado utilizando la medida de distancia euclidiana y el 
método de Ward. 
 

Entre las 61 proteínas identificadas por el análisis de abundancia diferencial, 

NDRG1, una proteína sensible al estrés, fue aquella que presentó la mayor 

diferencia entre las condiciones estudiadas, con una abundancia más de 17 veces 

superior en el modelo de hipoxia (Figura 7a). Ha sido descripto que la expresión de 

esta proteína es inducida por la hipoxia en células de cáncer de mama, con un 

consecuente aumento de su proliferación y migración (Li et al, 2016). El incremento 

de su abundancia en nuestro modelo fue confirmado por Western blot (Figura 7b). 

 

 
 
Figura 7. Incremento de la expresión de NDRG1 en células de cáncer de mama 
HER2-positivo bajo condiciones de hipoxia. a-b, Células BT-474 fueron tratadas con 
100 µM de cloruro de cobalto por 72 horas para la inducción de la hipoxia. NDRG1 fue 
detectada por (a) LC-MS/MS y (b) Western blot (media±EEM, n=4; prueba de t, * p<0.05, 
** p<0.01). 
 

 Dado que el blanco molecular del trastuzumab y el T-DM1 es el receptor 

HER2, nos preguntamos si su expresión era modulada por las condiciones de 
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hipoxia. De acuerdo con los resultados del análisis proteómico, la abundancia total 

de HER2 no mostró cambios en el modelo de hipoxia en comparación con las 

condiciones de control (Figura 8a). Este dato fue validado por un ensayo de Western 

blot (Figura 8b). Particularmente, la expresión de HER2 en la membrana plasmática 

tampoco fue modulada por las condiciones de hipoxia, a pesar de disminuir 

significativamente en respuesta al tratamiento con trastuzumab o T-DM1 (Figura 

8c). 
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Figura 8. Expresión de HER2 en células de cáncer de mama HER2-positivo bajo 
condiciones de hipoxia. a-c, Células BT-474 fueron tratadas con 100 µM de cloruro de 
cobalto por 72 horas para la inducción de la hipoxia. (c) Simultáneamente, fueron tratadas 
con 10 µg/mL de IgG, 10 µg/mL de trastuzumab o 1 µg/mL de T-DM1. a-b, HER2 total fue 
detectada por (a) LC-MS/MS y (b) Western blot (media±EEM, n=4; prueba de t, 
ns no significativo). c, La expresión de HER2 en membrana fue detectada por citometría de 
flujo (media±EEM, n=3; ANOVA de dos vías y prueba de Tukey, ** p<0.01, *** p<0.001, 
ns no significativo). IFM, intensidad de fluorescencia media. 
 

Luego, los procesos celulares asociados con el modelo de hipoxia fueron 

determinados mediante un análisis de enriquecimiento funcional realizado con la 

lista de 61 proteínas con abundancias diferenciales. Entre las vías metabólicas y de 

señalización identificadas, destacamos la vía de la glicólisis/gluconeogénesis, la 

vía de las pentosas fosfato y la vía de señalización de HIF-1 (Figura 9). Estos 

hallazgos sugieren una reprogramación metabólica de las células expuestas a 

cloruro de cobalto hacia un fenotipo anaeróbico. Más aún, evaluamos también las 

causas químicas atribuibles a los cambios en el perfil proteico inducidos en nuestro 

modelo de hipoxia. La deficiencia de oxígeno fue identificada como principal 

potencial causa (Figura 10). Para validar estos resultados, evaluamos la producción 

celular de lactato, característica del metabolismo anaeróbico. Medimos su 

concentración en el medio condicionado de células BT-474 y verificamos un 

aumento significativo luego del tratamiento con cloruro de cobalto (Figura 11). Así, 

demostramos cambios metabólicos propios de la respuesta celular de adaptación 

a la hipoxia en nuestro modelo de hipoxia tumoral. 
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Figura 9. Red de interacción y análisis de enriquecimiento funcional de las proteínas 
moduladas por la hipoxia en células de cáncer de mama HER2-positivo. Se muestra una 
red de asociaciones funcionales y físicas construida con la base de datos STRING 
(Szklarczyk et al, 2023). El grosor de las líneas indica la fuerza de la evidencia disponible. 
Las vías fueron identificadas utilizando la base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes (Kanehisa et al, 2025) (p valor ajustado por el método de Benjamini-Hochberg). 
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Figura 10. Predicción de los reguladores químicos causantes de los cambios en el 
perfil proteico inducidos por la hipoxia en células de cáncer de mama HER2-positivo. 
Las proteínas reguladas negativamente (azul) o positivamente (rojo) fueron asociadas con 
potenciales reguladores río arriba (verde, p valor ajustado por el método de 
Benjamini-Hochberg). El análisis fue realizado utilizando la plataforma iPathwayGuide 
(AdvaitaBio Corporation) (Donato et al, 2013; Draghici et al, 2007). 
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Figura 11. Incremento de la producción de lactato inducido por la hipoxia en células 
de cáncer de mama HER2-positivo. Células BT-474 fueron tratadas con 100 µM de cloruro 
de cobalto por 72 horas para la inducción de la hipoxia. La producción de lactato fue 
determinada en los medios condicionados y los resultados fueron normalizados a la masa 
proteica total de los cultivos celulares (media±EEM, n=4; prueba de t, **** p<0.0001). 
 

  El estudio del fosfoproteoma de las células por LC-MS/MS provee un 

entendimiento global de las vías de señalización activas. Con el objeto de 

identificar potenciales mecanismos celulares asociados con la resistencia 

inducida por la hipoxia, evaluamos muestras enriquecidas en péptidos fosforilados 

de células BT-474 bajo condiciones de hipoxia y de control. El análisis de los datos 

fue realizado considerando los péptidos con una única fosforilación y utilizando el 

paquete Limma (Smyth, 2004) del programa R. Como resultado, identificamos un 

total de 80 fosfoproteínas con abundancias significativamente diferentes entre 

condiciones (n=4; p valor ajustado por el método de Benjamini-Hochberg <0.05, 

veces de cambio ≥1.2 o ≤-1.2). Seguidamente, aplicamos sobre estos datos un 

método de puntuación de relaciones quinasa-sustrato que pondera quinasas 

potencialmente involucradas en los cambios observados en el fosfoproteoma. Así, 

precisamos 20 quinasas relacionadas con fosfoproteínas disminuidas o 

aumentadas bajo condiciones de hipoxia en comparación con condiciones de 

control (Figura 12a). Luego, realizamos un análisis de enriquecimiento funcional 

sobre la lista de las 20 quinasas y sus fosfoproteínas asociadas. En la Figura 12b se 

presentan vías funcionales identificadas utilizando las bases de datos Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (Kanehisa et al, 2025), Reactome (Milacic et 

al, 2024) y WikiPathways (Agrawal et al, 2024). La identificación de las vías de 
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señalización de VEGF y de HER, junto con la resistencia a inhibidores de la tirosina 

quinasa HER1, apoya la asociación entre el fenotipo hipóxico y la condición de 

resistencia. Por su parte, emergieron del análisis los efectores de las proteínas 

GTPasas Rho, particularmente Rac1 asociada con la proteína quinasa activada por 

mitógeno (MAPK) p38 y con la metaloproteinasa de matriz 2 (MMP2), y los circuitos 

reguladores de la vía de señalización del factor de transcripción STAT3. 
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Figura 12. Cambios en el perfil fosfoproteico inducidos por la hipoxia en células de 
cáncer de mama HER2-positivo, proteínas quinasas asociadas y análisis de 
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enriquecimiento funcional. a, Relaciones quinasa-sustrato potencialmente 
responsables de los cambios en el perfil fosfoproteico fueron determinadas realizando un 
análisis funcional con el paquete PhosR (Kim et al, 2021) del programa R. Un puntaje mayor 
indica un mejor ajuste. b, Los resultados en a fueron interpretados mediante un análisis de 
enriquecimiento estadístico utilizando la herramienta g:GOSt del servidor g:Profiler 
(Kolberg et al, 2023) (p valor ajustado por el método de Benjamini-Hochberg). KEGG, Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (Kanehisa et al, 2025); REAC, Reactome (Milacic et 
al, 2024); WP, WikiPathways (Agrawal et al, 2024).  
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Segunda parte 

Rac1 como potencial blanco terapéutico 
 
 

 

 

La terapia dirigida contra HER2 es el estándar clínico actual para las 

pacientes con tumores de mama HER2-positivo. En aquellas pacientes cuya 

enfermedad progresa después de varias líneas de tratamiento con un agente 

anti-HER2, se recomienda mantener el bloqueo de HER2 con trastuzumab y 

combinar otros agentes citotóxicos no usados anteriormente. 

Antes mostramos que las condiciones de hipoxia asociadas con el 

incremento de la actividad de HIF-1α inducen la resistencia al tratamiento con 

trastuzumab y T-DM1 en células de cáncer de mama humano HER2-positivo. La 

señalización vía proteínas GTPasas Rho, particularmente Rac1, emergió como 

proceso diferencial de la condición resistente (Figura 12b). Ha sido previamente 

descripto que la señalización de HER2 resulta en un incremento de la proteína 

HIF-1α y de la expresión del ARN mensajero de VEGF en células de cáncer de mama, 

independientemente de la disponibilidad de oxígeno (Laughner et al, 2001). 

Específicamente, aquí nosotros detectamos la expresión proteica de HIF-1α y su 

localización nuclear en células BT-474 no hipóxicas (Figuras 1a y 1b). Por todo esto, 

nos preguntamos si la inhibición de Rac1 modularía esta expresión basal de HIF-1α. 

Para responder esta pregunta utilizamos un inhibidor específico desarrollado en 

Argentina, la molécula 1A-116 (Cardama et al, 2014). Encontramos que el 

tratamiento con 1A-116 disminuía significativamente la expresión de la proteína 

HIF-1α en células BT-474 (Figura 13). Este resultado, junto con la asociación 

conocida entre la proteína Rac1 y la resistencia a la terapia dirigida con 

trastuzumab (Dokmanovic et al, 2009; Velázquez-Vega et al, 2024; Zhao et al, 2011), 
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nos impulsó a evaluar el potencial terapéutico de combinar el bloqueo de HER2 con 

la inhibición de Rac1. 

 

 
 

Figura 13. Disminución de la expresión de HIF-1α en células de cáncer de mama 
HER2-positivo luego de la inhibición de Rac1 por 1A-116. Células BT-474 fueron tratadas 
con 25 µM de 1A-116 por 24 horas. Como control se utilizó agua a pH 5.5. HIF-1α fue 
detectada por Western blot (media±EEM, n=3; prueba de t, * p<0.05). 
 

En primer lugar, estudiamos el efecto de los tratamientos con trastuzumab y 

1A-116 sobre la viabilidad de cultivos celulares en monocapa. Células de 

adenocarcinoma de mama humano HER2-positivo BT-474 y SK-BR-3 fueron 

tratadas con 0.01 µg/mL a 50 µg/mL de trastuzumab o 2.5 µM a 100 µM de 1A-116 

por 72 horas. Ambas líneas celulares mostraron sensibilidad a los tratamientos con 

ambas drogas (Figuras 14a y 14b). Seguidamente, evaluamos la combinación de 

trastuzumab y 1A-116 con el objetivo de identificar una posible interacción. Las 

células fueron tratadas simultáneamente con trastuzumab y 1A-116 en las 

concentraciones arriba mencionadas por 72 horas. El análisis de los datos fue 

realizado utilizando el programa Combenefit 2.021 (Di Veroli et al, 2016). Los 

resultados sugieren una interacción sinérgica entre las drogas en el rango de 

concentraciones de 1 µg/mL a 50 µg/mL de trastuzumab y de 15 µM a 25 µM de 

1A-116 (Figura 14c). En la Figura 14d, destacamos la disminución significativa de 
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la viabilidad de células BT-474 y SK-BR-3 tratadas con la combinación de 10 µg/mL 

de trastuzumab y 25 µM de 1A-116 por 72 horas, en comparación con el tratamiento 

con trastuzumab como agente único. 

 

 

 
Figura 14. Efecto de la combinación de trastuzumab y 1A-116 sobre la viabilidad de 
monocapas de células de cáncer de mama HER2-positivo. a-d, Células BT-474 y 
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SK-BR-3 fueron tratadas con (a) 0.01 µg/mL a 50 µg/mL de trastuzumab, (b) 2.5 µM a 
100 µM de 1A-116, (c) la combinación de ambas drogas, o (d) 10 µg/mL de trastuzumab y/o 
25 µM de 1A-116 por 72 horas. La viabilidad celular fue evaluada por el ensayo de cristal 
violeta. a-b y d, Los resultados se expresan como porcentaje del tratamiento de control con 
(a) 50 µg/mL y (d) 10 µg/mL de IgG para el trastuzumab, o (b y d) agua a pH 5.5 para el 
1A-116 (media±EEM, n=4; ANOVA de una vía y prueba de Tukey en d, * p<0.05, 
ns no significativo). c, Se muestran los niveles de sinergismo o antagonismo entre las 
drogas. El análisis de los datos fue realizado con el programa Combenefit 2.021 (Di Veroli 
et al, 2016) aplicando el modelo Highest Single Agent. T, trastuzumab. 
 

 Resultados similares fueron obtenidos utilizando un modelo de cultivo 3D, 

donde la distribución espacial de las células emula la arquitectura de un tumor 

pequeño avascular. Esferoides de células BT-474 fueron tratados con trastuzumab, 

1A-116 o la combinación de ambas drogas durante 14 días. Evaluamos su cinética 

de crecimiento estimando su volumen a distintos tiempos. Notablemente, mientras 

los tratamientos con trastuzumab y 1A-116 inhibieron el crecimiento de los 

esferoides en comparación con los esferoides de control, la combinación de ambas 

drogas fue capaz de disminuir su tamaño (Figura 15a). La Figura 15b ilustra la 

disminución significativa del volumen de los esferoides finalizado el tratamiento 

simultáneo con trastuzumab y 1A-116, en comparación con los esferoides tratados 

con cada droga por separado. Luego de 14 días, el volumen de los esferoides 

tratados con la combinación de ambas drogas se redujo un 88 % ± 3 % comparado 

con su volumen inicial, mientras que aquellos tratados con cada droga por 

separado prácticamente conservaron su tamaño. Los cortes histológicos 

evidencian la arquitectura de los esferoides, formada por un anillo de células 

viables que rodea un centro de apariencia necrótica. La transición abrupta entre las 

células viables y el área central sugiere un patrón de necrosis coagulativa. En los 

esferoides de control, la playa de necrosis presenta siluetas citoplasmáticas 

difusas, núcleos hipercromáticos y pleomórficos, y detritus celulares. En lo que 

respecta a los esferoides tratados, se diferencian por presentar en su foco de 

necrosis detritus nucleares más evidentes y un material amorfo eosinófilo de 

aspecto fibrinoide atribuible a desnaturalización proteica. Estas características 

podrían denotar un proceso de necrosis más avanzado, especialmente en los 

esferoides tratados con trastuzumab. Por su parte, la periferia de los esferoides 

tratados con 1A-116 muestra células con citoplasmas menos acidófilos y detritus 
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celulares, sugiriendo un proceso de muerte celular también en esta zona. Para 

nuestra sorpresa, la combinación de las drogas disminuyó el tamaño de los 

esferoides hasta su completa desagregación. 

 

 
 

Figura 15. Efecto de la combinación de trastuzumab y 1A-116 sobre el crecimiento de 
esferoides tumorales mamarios HER2-positivo. a-b, Esferoides de células BT-474 fueron 
tratados con 50 µg/mL de trastuzumab, 25 µM de 1A-116 o la combinación de ambas drogas 
por 14 días. Se utilizaron 50 µg/mL de IgG o agua a pH 5.5 como controles del trastuzumab 
y el 1A-116, respectivamente. El volumen de los esferoides fue estimado a partir de la 
medición de su diámetro con el programa Image-Pro Plus 6. Los resultados se expresan 
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como porcentaje del volumen inicial considerado 100 % (media±EEM, n=4; ANOVA de una 
vía y prueba de Bonferroni en b, * p<0.05, ** p<0.01). b, Adicionalmente, se muestran 
micrografías representativas de los esferoides y de sus respectivos cortes histológicos 
coloreados con hematoxilina y eosina. 
 

 Posteriormente, estudiamos la combinación de las drogas en un modelo de 

resistencia al trastuzumab. La línea celular BT-474-R fue establecida en nuestro 

laboratorio a partir de células BT-474 expuestas en forma continua a 10 µg/mL de 

trastuzumab durante 6 meses. Con el fin de valorar la resistencia, las células fueron 

tratadas con concentraciones crecientes de trastuzumab y su viabilidad fue 

evaluada mediante el ensayo de cristal violeta después de 72 horas. Los datos 

mostraron una caída de la viabilidad celular un 32 % ± 9 % menor en las células 

BT-474-R en comparación con la línea celular parental (Figura 16a). Por su parte, si 

bien la línea celular resistente al trastuzumab es sensible al inhibidor de Rac1, 

encontramos que el tratamiento con concentraciones de 1A-116 entre 20 µM y 

25 µM producía una disminución de la viabilidad celular menor de 40 % (Figura 

16b), mientras que en células BT-474 la caída en la viabilidad superaba ese umbral 

(Figura 14b). Notablemente, sin embargo, tal como había sido demostrado en 

células sensibles al trastuzumab, la combinación de 10 µg/mL de trastuzumab y 

25 µM de 1A-116 produjo una disminución de la viabilidad de monocapas de células 

BT-474-R significativamente mayor que el trastuzumab como agente único (Figura 

16c). 
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Figura 16. Efecto de la combinación de trastuzumab y 1A-116 sobre la viabilidad de 
monocapas de células de cáncer de mama HER2-positivo resistentes al trastuzumab. 
a, Células BT-474 y BT-474-R fueron tratadas con 0.001 µg/mL a 100 µg/mL de trastuzumab 
por 72 horas. b-c, Células BT-474-R fueron tratadas con (b) 2.5 µM a 100 µM de 1A-116, o 
(c) 10 µg/mL de trastuzumab y/o 25 µM de 1A-116. La viabilidad celular fue evaluada por el 
ensayo de cristal violeta. Los resultados se expresan como porcentaje del tratamiento de 
control con (a) 100 µg/mL y (c) 10 µg/mL de IgG para el trastuzumab, o (b-c) agua a pH 5.5 
para el 1A-116 (media±EEM, n=3; ANOVA de dos vías y prueba de Bonferroni en d y ANOVA 
de una vía y prueba de Tukey en c, ** p<0.01, **** p<0.0001, ns no significativo). T, 
trastuzumab. 
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 Para completar nuestro análisis, evaluamos el efecto de la combinación de 

las drogas sobre cultivos 3D de células BT-474-R. Los esferoides fueron tratados 

con trastuzumab, 1A-116 o su combinación durante 9 días. Estimamos el cambio 

en su volumen a partir de la medición del diámetro a distintos tiempos. De manera 

notable, encontramos que mientras el trastuzumab y el inhibidor de Rac1 

provocaron una disminución del crecimiento de los esferoides en comparación con 

los esferoides de control, el tratamiento simultáneo con ambas drogas redujo su 

volumen (Figura 17a). En la Figura 17b destacamos la disminución significativa del 

volumen de los esferoides tratados con la combinación de trastuzumab y 

1A-116 en comparación con los esferoides tratados con cada droga por separado. 

Luego de 9 días, el volumen de los esferoides tratados con la combinación de 

ambas drogas se redujo un 21 % ± 8 % comparado con su volumen inicial, mientras 

que aquellos tratados con cada droga por separado aumentaron su tamaño. Los 

cortes histológicos presentan características comparables con las de los 

esferoides de las células BT-474 parentales (Figura 15b), un área central de 

necrosis rodeada por un anillo de células viables. En este caso, no obstante, la 

apariencia del centro de los esferoides tratados con trastuzumab es similar a la de 

los esferoides de control, lo que podría ser explicado por la condición de resistencia 

de las células BT-474-R. Por su parte, nuevamente encontramos un material 

acidófilo fibrinoide en el centro de los esferoides tratados con 1A-116 y con la 

combinación de las drogas. Como mencionamos antes, esto podría vincularse con 

desnaturalización proteica asociada con un proceso avanzado de necrosis. 

También en este caso, en la periferia de los esferoides tratados con 1A-116 se 

observan células con citoplasmas más claros y detritus.  
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Figura 17. Efecto de la combinación de trastuzumab y 1A-116 sobre el crecimiento de 
esferoides de células de cáncer de mama HER2-positivo resistentes al trastuzumab. 
a-b, Esferoides de células BT-474-R fueron tratados con 50 µg/mL de trastuzumab, 25 µM 
de 1A-116 o la combinación de ambas drogas por 9 días. Se utilizaron 50 µg/mL de IgG o 
agua a pH 5.5 como controles del trastuzumab y el 1A-116, respectivamente. El volumen 
de los esferoides fue estimado a partir de la medición de su diámetro con el programa 
Image-Pro Plus 6. Los resultados se expresan como porcentaje del volumen inicial 
considerado 100 % (media±EEM, n=4; ANOVA de una vía y prueba de Bonferroni en b, 
* p<0.05, ** p<0.01, ns no significativo). b, Adicionalmente, se muestran micrografías 
representativas de los esferoides y de sus respectivos cortes histológicos coloreados con 
hematoxilina y eosina. 
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 Nuestros resultados sugieren que la inhibición de Rac1 potencia los efectos 

del bloqueo de HER2 con trastuzumab. Con el objetivo de entender los 

mecanismos celulares involucrados, realizamos un estudio proteómico 

cuantitativo seguido de un análisis de enriquecimiento funcional. Extractos 

proteicos de células BT-474 tratadas con la combinación de trastuzumab y 1A-116 

por 24 horas fueron comparados con los de células tratadas únicamente con 

trastuzumab. Mediante LC-MS/MS, encontramos un total de 1761 proteínas, entre 

las cuales 57 proteínas poseían abundancias significativamente diferentes entre 

condiciones. Específicamente, identificamos 44 proteínas disminuidas y 13 

proteínas incrementadas en las células tratadas con la combinación de ambas 

drogas en comparación con aquellas tratadas con trastuzumab como agente único 

(Figura 18). La actividad de estas proteínas contribuye a procesos celulares y vías 

de señalización que fueron determinados mediante un análisis realizado utilizando 

la base de datos Gene Ontology (Ashburner et al, 2000; Gene Ontology Consortium, 

2023) (Figura 19). Las proteínas bajo regulación negativa y positiva fueron 

analizadas de manera independiente, resultando notable la distinción entre las 

categorías funcionales emergidas en cada caso. El ciclo celular y, particularmente, 

la regulación de la transición G1/S se encontraron asociados con la actividad de las 

proteínas reguladas negativamente (Figura 19a). Paralelamente, el análisis 

realizado con la lista de las 13 proteínas incrementadas, entre las que predominan 

miembros de la familia de las queratinas, arrojó procesos asociados con la 

diferenciación de las células epiteliales y la organización de los filamentos 

intermedios (Figura 19b). Estos últimos resultados podrían ser explicados 

considerando el rol de Rac1 como regulador de la cicatrización de heridas 

cutáneas, proceso en el que la proliferación y la migración de las células 

epidérmicas es esencial (DiPersio, 2007). 
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Figura 18. Modulación de la abundancia proteica por efecto de la inhibición de Rac1 en 
células de cáncer de mama HER2-positivo tratadas con trastuzumab. Células BT-474 
fueron tratadas con 10 µg/mL de trastuzumab solo o en combinación con 25 µM de 1A-116 
por 24 horas, y sus extractos proteicos fueron analizados por LC-MS/MS. Se muestran las 
proteínas reguladas negativamente (azul) o positivamente (rojo) entre condiciones (n=4; 
p valor <0.05, veces de cambio ≥2 o ≤-2). Los datos fueron analizados con el paquete 
DEqMS (Zhu et al, 2020) del programa R y el agrupamiento jerárquico fue realizado 
utilizando la medida de distancia euclidiana y el método de Ward. 
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Figura 19. Análisis de enriquecimiento funcional de las proteínas moduladas por 
efecto de la inhibición de Rac1 en células de cáncer de mama HER2-positivo tratadas 
con trastuzumab. Un análisis de enriquecimiento estadístico fue realizado sobre las 
proteínas reguladas (a) negativamente y (b) positivamente, utilizando la aplicación 
ShinyGO (Ge et al, 2020). Las categorías funcionales pertenecen a la base de datos Gene 
Ontology (Ashburner et al, 2000; Gene Ontology Consortium, 2023) (p valor ajustado por el 
método de Benjamini-Hochberg).  
 

Entre sus mecanismos de acción, es bien conocido que el trastuzumab 

provoca el arresto de las células en la fase G1 del ciclo celular (Lane et al, 2000). 

Asimismo, se encuentra descripto que la actividad de Rac1 es necesaria para la 

progresión del ciclo celular a través de esta fase (Olson et al, 1995) y se ha 

demostrado que induce la expresión de ciclina D1 (Westwick et al, 1997). Más aún, 

aquí determinamos un grupo de proteínas disminuidas por efecto de la inhibición 

de Rac1, que contribuirían a la transición G1/S (Figuras 18 y 19a). Esto nos condujo 

a estudiar el ciclo celular y la expresión de ciclina D1 en nuestro modelo. Células 

BT-474 fueron tratadas con trastuzumab, 1A-116 o su combinación durante 
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24 horas, y su distribución en las fases del ciclo celular finalizado el tratamiento fue 

determinada por citometría de flujo. En efecto, tanto el tratamiento con 

trastuzumab como la inhibición de Rac1 provocaron un arresto significativo de las 

células en la fase G0/G1. Además, observamos una tendencia a un mayor arresto en 

este sentido al combinar ambas drogas (Figura 20a). En línea con este hallazgo, 

células BT-474 tratadas con trastuzumab y 1A-116 presentaron una reducción 

significativa de la expresión proteica de ciclina D1 en comparación con células 

tratadas con trastuzumab solo (Figura 20b). Estos resultados sugieren que la 

inhibición de Rac1 con 1A-116 contribuye al arresto del ciclo celular inducido por el 

trastuzumab en la fase G0/G1 mediante la disminución de la expresión de ciclina D1. 
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Figura 20.  Arresto del ciclo celular y disminución de la expresión de ciclina D1 por 
efecto de la inhibición de Rac1 en células de cáncer de mama HER2-positivo tratadas 
con trastuzumab. a-b, Células BT-474 fueron tratadas con 10 µg/mL de trastuzumab, 
25 µM de 1A-116 o la combinación de ambas drogas por 24 horas. a, El análisis del ciclo 
celular fue realizado mediante marcación con ioduro de propidio seguida de citometría de 
flujo. Se utilizaron 10 µg/mL de IgG o agua a pH 5.5 como controles del trastuzumab y el 
1A-116, respectivamente. Los resultados se expresan como porcentaje del total de células 
(media±EEM, n=3; ANOVA de una vía y prueba de Bonferroni, * p<0.05). b, Ciclina D1 fue 
detectada por Western blot (media±EEM, n=3; prueba de t, * p<0.05). 
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DISCUSIÓN 

 
 

 

 

El cáncer de mama es la neoplasia maligna más frecuente entre las mujeres 

y la enfermedad metastásica permanece hoy como la principal causa de muerte. 

Aunque los avances en el tratamiento de las pacientes con cáncer de mama 

HER2-positivo han sido significativos desde la introducción del trastuzumab hace 

más de 20 años, la resistencia a la terapia es aún un desafío en la práctica clínica 

(Lester, 2021). Por lo tanto, el estudio de los mecanismos de resistencia continúa 

siendo necesario para optimizar las estrategias terapéuticas. 

La expresión proteica de la subunidad HIF-1α del factor de transcripción 

inducible por hipoxia 1 se encuentra frecuentemente incrementada en el cáncer de 

mama y otros tipos de tumores sólidos (Zhong et al, 1999), y ha sido propuesta 

como potencial biomarcador de resistencia al trastuzumab (Koukourakis et al, 

2014). Las opciones terapéuticas disponibles son usualmente más efectivas contra 

las células proliferantes de la periferia del tumor, mientras que es mayor la 

probabilidad de que las células hipóxicas más internas sobrevivan a la terapia, 

invadan y metastaticen (Wicks y Semenza, 2022). En este trabajo, nosotros 

demostramos que las condiciones de hipoxia inducen la resistencia de células de 

cáncer de mama HER2-positivo al tratamiento dirigido independientemente de la 

expresión de HER2, apoyando la evidencia preexistente tanto para el trastuzumab 

(Aghazadeh y Yazdanparast, 2017; Kotb et al, 2022; Koukourakis et al, 2014) como 

para el T-DM1 (Indira Chandran et al, 2020; Rediti et al, 2025).  

La caracterización proteómica funcional de nuestro modelo de hipoxia 

tumoral mostró una clara reprogramación metabólica de las células hacia un 

fenotipo anaeróbico. Identificamos la vía de la glicólisis/gluconeogénesis, la vía de 
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las pentosas fosfato y la vía de señalización de HIF-1, así como la deficiencia de 

oxígeno como causa probable del fenotipo observado. Es de destacar la elevada 

abundancia relativa de la proteína NDRG1 bajo condiciones de hipoxia como 

resultado del análisis proteómico. A pesar de su rol controversial en la metástasis, 

esta proteína ha sido previamente asociada con la migración celular (Li et al, 2016), 

y con la promoción tumoral y el desarrollo de metástasis cerebrales en el cáncer de 

mama (Villodre et al, 2022). Además, NDRG1 resultó ser un inductor clave de la 

invasión de células tumorales de mama mediante la modulación de genes 

relacionados con la reorganización de la matriz extracelular (Saponaro et al, 2024). 

Mediante el análisis funcional del fosfoproteoma pudimos respaldar la 

asociación entre el fenotipo hipóxico y la condición de resistencia. Las vías de 

señalización de VEGF y de HER, junto con la resistencia a inhibidores de la tirosina 

quinasa HER1, se encontraron asociadas con el modelo de hipoxia. Entre los 

mecanismos celulares de resistencia al tratamiento más estudiados se encuentra 

la regulación positiva de vías alternativas de escape. En este trabajo, emergieron 

del análisis los circuitos reguladores de la vía de señalización del factor de 

transcripción STAT3. A este respecto, ha sido previamente descripto que la 

activación del eje STAT3/HIF-1α/HES-1 induce la resistencia al trastuzumab en 

células de cáncer de mama HER2-positivo (Aghazadeh y Yazdanparast, 2017). 

Asimismo, fueron identificados los efectores de las proteínas GTPasas Rho, 

particularmente la proteína G pequeña Rac1 asociada con MAPK p38 y con MMP2. 

La GTPasa Rac1 modula la reorganización del citoesqueleto de actina, 

determinante de la adhesión y la motilidad de las células (Etienne-Manneville y 

Hall, 2002). Esta proteína puede ser activada bajo diversas formas de estrés celular, 

incluida la hipoxia. El aumento de la actividad de Rac1 bajo condiciones de hipoxia 

depende de la producción de especies reactivas de oxígeno (Turcotte et al, 2003), y 

de la actividad de PI3K y de MAPK (Du et al, 2011). A su vez, la activación de la 

proteína MAPK p38 en respuesta a la hipoxia es regulada por Rac1 (Hirota y 

Semenza, 2001). En efecto, como respuesta integrada al daño celular provocado 

por agentes genotóxicos, la GTPasa pequeña Rac1 induce la rápida activación de 

diferentes proteínas quinasas activadas por estrés como JNK y MAPK p38. Estas 

enzimas cumplen un rol central en la reparación del daño al ADN y la sobrevida 
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celular (Fritz y Henninger, 2015). Notablemente, un estudio del suero de pacientes 

con cáncer de mama en estadio metastásico mostró una correlación entre mayores 

niveles séricos de Rac1 y de MAPK p38α, y la sobreexpresión de HER2 en el tejido 

tumoral (Singh et al, 2022). 

La actividad de Rac1 es necesaria para la inducción de la expresión proteica 

y la actividad transcripcional de HIF-1α (Hirota y Semenza, 2001). Esto ha sido 

confirmado por nuestros resultados con la línea celular BT-474. Concretamente, la 

acumulación de la proteína HIF-1α en el tejido tumoral puede ocurrir por 

mecanismos independientes de la disponibilidad de oxígeno. En particular, existen 

evidencias de que la señalización vía el receptor HER2 conduce a un incremento de 

la expresión proteica de HIF-1α (Laughner et al, 2001). En este trabajo, nosotros 

detectamos la expresión de HIF-1α y su localización nuclear en células BT-474 no 

hipóxicas. Luego, esta expresión basal de HIF-1α disminuyó como resultado de la 

inhibición de Rac1 con el inhibidor específico 1A-116.  

De lo dicho hasta aquí, una terapia efectiva contra tumores de mama 

HER2-positivo con expresión de HIF-1α podría requerir un abordaje 

complementario con nuevos tratamientos diseñados contra las células tumorales 

hipóxicas. La inhibición de la GTPasa Rac1 aparece como una alternativa más 

conveniente que el propio bloqueo de HIF-1α con el fin de modular el potencial 

metastásico del tumor hipóxico. Algunos estudios recientes vinculan la hipoxia 

tumoral y la actividad de la GTPasa Rac1. Específicamente, la activación de Rac1 

en un modelo de carcinoma hepatocelular bajo condiciones de hipoxia indujo un 

aumento de la expresión proteica de HIF-1α, llevando a una mayor expresión de 

vimentina fosforilada en Ser56 y Ser72, y un consecuente incremento de la 

secreción de cadherina-5, que indujo el desarrollo de mimetismo vascular (Zhang 

et al, 2020). Asimismo, se ha reportado que el eje de señalización Rac1 / MAPK / 

proteína activadora 1 (AP1) / HIF-1α promueve la angiogénesis en el cáncer de 

mama triple negativo (Ren et al, 2024). En células tumorales pancreáticas, las 

condiciones de hipoxia indujeron resistencia a la gemcitabina a través de la 

activación del eje Rac1/HIF-1α (Zhu et al, 2023). Finalmente, en un modelo de 

cáncer de mama triple negativo, la sobreexpresión del factor de transcripción 
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SOX-2 inducida por la hipoxia provocó un incremento de la migración celular 

mediante la activación de la GTPasa Rac1 (Wang et al, 2019). 

Existe evidencia de que la expresión de Rac1 en tumores de pacientes con 

adenocarcinoma mamario HER2-positivo está asociada con un mal pronóstico 

(Kato et al, 2024). En este trabajo, estudiamos el bloqueo simultáneo de HER2 y 

Rac1 utilizando modelos celulares de cáncer de mama humano sensible y 

resistente al trastuzumab. La inhibición de Rac1 con la molécula 1A-116 aumentó 

significativamente la eficacia del trastuzumab tanto en la condición sensible como 

en la resistente. Los resultados obtenidos al evaluar la combinación de las drogas 

en el modelo de esferoides tumorales son de particular interés. Este modelo emula 

la distribución 3D de las células de un pequeño tumor avascular, con una población 

celular proliferante en la periferia y células necróticas localizadas hacia el centro. 

Además, previamente nuestro grupo de trabajo describió una expresión mayoritaria 

de HIF-1α en las células que rodean el centro necrótico de los esferoides (Rodríguez 

et al, 2015). Mientras que los tratamientos con trastuzumab y 1A-116 previnieron el 

crecimiento de los esferoides sensibles al trastuzumab, la combinación de las 

drogas condujo a su completa desagregación. Más aún, el bloqueo simultáneo de 

HER2 y Rac1 indujo una disminución significativa del tamaño de los esferoides 

resistentes. Por el contrario, aquellos esferoides resistentes tratados 

separadamente con trastuzumab o 1A-116 mostraron solo una disminución de su 

crecimiento. Así, nuestros resultados proveen evidencia clara de la asociación 

entre la expresión de Rac1 y la resistencia a la terapia dirigida con trastuzumab, 

previamente sugerida por otros autores (Dokmanovic et al, 2009; Velázquez-Vega et 

al, 2024; Zhao et al, 2011). Además, nuestros hallazgos hasta aquí sugieren que la 

inhibición de Rac1 con 1A-116 contribuiría al arresto del ciclo celular inducido por 

el trastuzumab en la fase G0/G1, inhibiendo la transición G1/S mediante la 

disminución de la expresión de ciclina D1.  Al respecto, ha sido previamente 

demostrado que la expresión de ciclina D1 contribuye a la sobrevida celular 

posterior al bloqueo de HER2 (Goel et al, 2016). 

 En los últimos años, el desarrollo de nuevas drogas para el tratamiento del 

cáncer ha evolucionado notablemente. En particular, la estrategia ha virado desde 

la evaluación empírica de compuestos citotóxicos hacia el diseño racional de 
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drogas dirigidas contra blancos moleculares específicos, relevantes en la 

progresión tumoral y la metástasis. El efecto antitumoral del inhibidor de Rac1 

1A-116, desarrollado en Argentina, ha sido previamente reportado en distintos tipos 

de cáncer. Particularmente, la evaluación preclínica de la eficacia y la toxicidad de 

la molécula 1A-116 en modelos de glioblastoma humano demostró un fuerte 

potencial traslacional (Cardama et al, 2022). El inhibidor 1A-116 modula los niveles 

de Rac1-GTP interfiriendo en la interacción entre Rac1 y diferentes GEF, entre ellos 

P-Rex1 (Cardama et al, 2014).  

La GTPasa Rac1 es una proteína mediadora clave de la señalización a través 

de la familia de receptores HER (Yang et al, 2006). Específicamente, la señalización 

de HER2 a través de Rac1 se ha asociado con una mayor capacidad migratoria e 

invasiva de las células tanto in vitro como in vivo (Johnson et al, 2010; Morrison Joly 

et al, 2017; Srijakotre et al, 2020; Wang et al, 2006). Han sido descriptos distintos 

mecanismos moleculares que conducirían a la activación de Rac1 en el cáncer de 

mama HER2-positivo. Uno de ellos propone una asociación funcional entre HER2 y 

el receptor acoplado a proteína G CXCR4, que indujo la activación de P-Rex1 en 

células tumorales de mama (Sosa et al, 2010). Por su parte, se ha descripto también 

la inducción de CXCR4 bajo condiciones de hipoxia, asociada con la angiogénesis 

tumoral y una migración trasendotelial activa, fase temprana de la metástasis (Jin 

et al, 2012). Más aún, en modelos murinos, el aumento de la expresión del GEF 

P-Rex1 indujo un incremento de la capacidad metastásica de tumores mamarios 

con sobreexpresión del oncogén Neu, homólogo de HER2 (Srijakotre et al, 2020). 

Dado su potencial metastásico, la inhibición del eje P-Rex1/Rac1 parece una 

estrategia terapéutica atractiva. 

En este trabajo, demostramos que las condiciones de hipoxia inducen la 

resistencia de células de cáncer de mama HER2-positivo al tratamiento dirigido con 

los anticuerpos monoclonales terapéuticos trastuzumab y T-DM1. Nuestros 

resultados sugieren una asociación entre el fenotipo hipóxico y la actividad de la 

GTPasa Rac1, cuya inhibición disminuye la expresión de la subunidad HIF-1α en 

nuestro modelo. La inhibición de la GTPasa Rac1 con la molécula 1A-116, que 

bloquea su sitio de unión con el GEF P-Rex1, aumentó significativamente la eficacia 

del trastuzumab en modelos de cáncer de mama sensible y resistente al 
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tratamiento dirigido. Así, la inhibición de Rac1 surge como una alternativa 

prometedora para el tratamiento de pacientes con cáncer de mama HER2-positivo, 

particularmente en casos de resistencia a la terapia. 
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CONCLUSIONES 

 
 

 

 

Las terapias oncológicas requieren frecuentemente estrategias que 

combinen múltiples drogas, dado que el bloqueo simultáneo de más de un blanco 

biológico generalmente alcanza una eficacia mayor. El diseño racional de drogas 

dirigidas contra blancos moleculares con una distribución tisular limitada 

contribuye a la reducción de los efectos adversos del tratamiento en comparación 

con los compuestos quimioterápicos tradicionales. 

En conjunto, nuestros datos sugieren por primera vez la combinación de 

trastuzumab con el inhibidor específico de la GTPasa Rac1 1A-116 como 

oportunidad terapéutica para pacientes con cáncer de mama HER2-positivo. El 

estudio de la vía de Rac1 en el contexto del microambiente tumoral hipóxico y el 

proceso metastásico parece un siguiente paso razonable. Asimismo, ensayos 

preclínicos utilizando xenoinjertos derivados de pacientes con cáncer de mama 

HER2-positivo nos permitirían evaluar la toxicidad y la eficacia de la combinación 

de trastuzumab y 1A-116 in vivo, así como determinar posibles ventanas y 

esquemas de tratamiento, con el fin de definir qué grupo de pacientes podrían 

beneficiarse con este abordaje terapéutico.
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

 

 

Drogas y cultivos celulares 

 Con el objeto de inducir la respuesta celular a la hipoxia, las células fueron 

tratadas con cloruro de cobalto (CoCl2.6H2O; Cicarelli, Argentina). La droga sólida 

fue disuelta en agua destilada a una concentración final de 25 mM. La solución fue 

posteriormente filtrada y conservada a -20 °C. Se utilizaron los anticuerpos 

monoclonales humanizados trastuzumab (Herceptin IV, F. Hoffmann-La Roche, 

Suiza) y trastuzumab emtansina (Kadcyla, F. Hoffmann-La Roche, Suiza), 

reconstituidos según las indicaciones del fabricante, e IgG humana inespecífica 

(Hemoderivados, UNC, Argentina) como control. Los anticuerpos fueron 

conservados a 4 °C por hasta tres meses. El inhibidor 1A-116 (Figura 21) fue 

sintetizado como describieron Lorenzano Menna y colaboradores (Cardama et al, 

2014). La droga sólida fue disuelta en agua (pH 5.5) a una concentración final de 

4.5 mM y conservada a 4 °C por hasta un mes. Como tratamiento de control para el 

1A-116 se utilizó agua a pH 5.5. Todos los tratamientos fueron preparados utilizando 

el medio de cultivo de las células. 

 

 
 

Figura 21. Estructura química del inhibidor 1A-116 (C16H16F3N3). 

 

Las líneas celulares de adenocarcinoma mamario humano BT-474 y 

SK-BR-3 (ATCC, Estados Unidos de América) fueron cultivadas en medio 
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DMEM/F-12 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos de América) 

suplementado con 10 % de suero fetal bovino (Natocor, Argentina) y 40 µg/mL de 

gentamicina, en incubadora de CO2 al 5 % y a 37 °C. La línea celular BT-474-R fue 

obtenida en nuestro laboratorio mediante el tratamiento de células 

BT-474 con 10 µg/mL de trastuzumab en el medio de cultivo en forma continua 

durante 6 meses. Posteriormente, fue mantenida en presencia de la droga bajo las 

condiciones de cultivo antes descriptas. Los pasajes celulares seriados fueron 

realizados mediante el tratamiento de las monocapas de células con una solución 

de 0.25 % de tripsina y 0.02 % de EDTA (Sigma-Aldrich, Merck, Alemania). Las 

células BT-474 y SK-BR-3 fueron sembradas en densidades de mantenimiento de 

3 × 104 células/cm2 y 1.5 × 104 células/cm2, respectivamente. Para la realización de 

experimentos con cultivos celulares en monocapa, las correspondientes 

densidades de siembra fueron de 2 × 104 células/cm2 y 1.5 × 104 células/cm2. Antes 

del agregado de los tratamientos, las células fueron incubadas durante 48 h o 24 h, 

respectivamente. Las condiciones de siembra para la línea celular BT-474-R fueron 

idénticas a las de la línea celular parental. Todos los experimentos fueron 

realizados con células libres de micoplasma. 

 

Cultivo y evaluación del crecimiento de los esferoides tumorales 

 Para el cultivo de los esferoides tumorales, adaptamos el método de la gota 

pendiente (Del Duca et al, 2004). Brevemente, sembramos 1 × 104 células en gotas 

de 20 µL de medio de cultivo completo sobre el interior de las tapas de placas de 

cultivo celular de 100 mm. Luego, las tapas fueron invertidas sobre sus respectivas 

placas, que contenían 5 mL de medio de cultivo para la generación de una 

atmósfera húmeda. A continuación, las células fueron incubadas por 72 h hasta la 

completa formación de los esferoides, que fueron transferidos individualmente a 

placas de 96 pozos cubiertos con 1.5 % de agarosa y 200 µL de medio de cultivo 

completo. Los tratamientos fueron iniciados luego de 48 h y renovados cada dos 

días hasta la finalización del experimento, retirando cuidadosamente 100 µL de 

medio de cultivo y reemplazándolo con el mismo volumen de medio fresco. 
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 El crecimiento de los esferoides fue evaluado mediante micrografías. Su 

volumen fue estimado a partir de la medición del diámetro con el programa 

Image-Pro Plus 6, utilizando la fórmula del volumen de la esfera. Para el estudio 

histológico de los esferoides, los mismos fueron colectados y fijados con 

4 % de formaldehído por 30 min. Luego, fueron deshidratados con un gradiente de 

alcohol, incubados con xileno, embebidos en parafina y cortados. A continuación, 

los cortes fueron desparafinados con xileno, rehidratados con un gradiente de 

alcohol, y finalmente coloreados con hematoxilina y eosina. 

 

Western blot 

 Los extractos proteicos fueron preparados mediante la homogeneización de 

monocapas de células con la solución tampón RIPA (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 

150 mM NaCl, 0.1 % SDS, 1 % NP-40, 0.5 % desoxicolato de sodio y 1 mM EDTA) 

suplementada con cócteles de inhibidores de proteasas y fosfatasas 

(Sigma-Aldrich, Merck, Alemania). La cuantificación de las proteínas fue realizada 

empleando el método de Bradford (Supelco, Merck, Alemania). Utilizamos 

anticuerpos primarios anti-HIF-1α (ab216842; Abcam, Gran Bretaña), anti-β-actina 

(8H10D10) (#3700; Cell Signaling Technology, Estados Unidos de América), 

anti-NDRG1 (B-5) (sc-398291; Santa Cruz Biotechnology, Estados Unidos de 

América), anti-β-tubulina (#2146; Cell Signaling Technology, Estados Unidos de 

América), anti-HER2 (29D8) (#2165; Cell Signaling Technology, Estados Unidos de 

América) y anti-ciclina D1 (CD1.1) (ab6152; Abcam, Gran Bretaña). Las bandas 

inmunorreactivas fueron detectadas mediante electroquimioluminiscencia (1 M 

Tris Base pH 8, 30 % H2O2, 0.2 M luminol, 46 mM ácido p-cumárico) y cuantificadas 

con el programa ImageJ 1.46r (Schneider et al, 2012).  

 

Inmunofluorescencia  

 Las células fueron sembradas y tratadas adecuadamente sobre 

cubreobjetos. Luego, fueron fijadas con 4 % de formaldehído por 10 min y 

permeabilizadas con 0.3 % de Tritón X-100 a 4 °C durante 10 min. La marcación 
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inespecífica fue bloqueada con una solución de 3 % de BSA y 0.1 % de Tween-20 

durante 1 h. Utilizamos anticuerpo primario anti-HIF-1α (ab216842; Abcam, Gran 

Bretaña), incubado a 4 °C por una noche, y anticuerpo secundario anti-IgG H&L de 

conejo conjugado a Alexa Fluor 488 (ab150077; Abcam, Gran Bretaña), incubado en 

oscuridad por 1 h. Se realizó una incubación con DAPI para la detección nuclear. 

Las micrografías fueron obtenidas utilizando el microscopio invertido de 

epifluorescencia Eclipse TE2000 (Nikon Instruments, Japón). 

 

RT-qPCR 

 Los extractos de ARN fueron preparados a partir de monocapas celulares 

utilizando TRI Reagent RT (Molecular Research Center, Estados Unidos de América). 

Para la reacción de retrotranscripción se utilizó la transcriptasa reversa RevertAid 

(Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos de América) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Luego, la PCR cuantitativa fue realizada 

empleando el sistema de detección de PCR en tiempo real CFX96 (Bio-Rad 

Laboratories, Estados Unidos de América). Empleamos el cóctel TransStart Green 

qPCR SuperMix UDG (TransGen Biotech, China) siguiendo el protocolo del 

fabricante, y cebadores específicos para VEGF (Medford et al, 2009) y GAPDH 

(5’-TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC-3’, directo; 5’-GGC ATG GAC TGT GGT CAT 

GAG-3’, inverso), que utilizamos como gen de referencia. 

 

Ensayos de viabilidad celular 

 Con el objeto de evaluar la viabilidad celular, realizamos el ensayo de cristal 

violeta. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos y tratadas 

adecuadamente. Luego del tratamiento, fueron fijadas con una solución 3:1 de 

metanol y ácido acético durante 10 min. Posteriormente, fueron coloreadas con 

solución de cristal violeta (0.5 % cristal violeta y 2 % etanol) por 5 min. La solución 

fue retirada y el excedente fue removido con agua corriente. Una vez las placas 

estuvieron secas, el colorante fue eluido con una solución 3:1 de etanol y ácido 

acético. La absorbancia de la solución coloreada fue medida a 550 nm. 
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Alternativamente, la viabilidad celular fue evaluada por el método de exclusión de 

azul de tripán. 

 

Ensayos de citometría de flujo  

Brevemente, para estudiar la muerte celular por apoptosis, las células 

adheridas fueron cosechadas con una solución de 0.25 % de tripsina y 0.02 % de 

EDTA (Sigma-Aldrich, Merck, Alemania) y colectadas junto con aquellas presentes 

en el sobrenadante del cultivo celular. Posteriormente, fueron marcadas con 

anexina V-FITC y ioduro de propidio, utilizando el kit comercial FITC Annexin V 

Apoptosis Detection Kit II (BD Pharmingen, BD Biosciences, Estados Unidos de 

América). Con el fin de detectar la expresión de HER2 en membrana, las células 

fueron cosechadas y luego incubadas en suspensión en medio de cultivo completo 

a 37 °C durante una 1 h para permitir la recuperación celular. Seguidamente, la 

marcación fue realizada utilizando anticuerpo primario anti-HER2 conjugado a APC 

(#324408; Biolegend, Estados Unidos de América) a 4 °C y en oscuridad por 1 h. 

Finalmente, el estudio del ciclo celular fue realizado a partir de monocapas de 

células cosechadas y fijadas con 70 % de etanol frío durante 2 h. El ADN fue 

marcado con una solución de 0.1 % de Tritón X-100, 50 μg/mL de ioduro de propidio 

y 100 μg/mL de ribonucleasa A (Sigma-Aldrich, Merck, Alemania) en oscuridad 

durante 30 min. En todos los casos, las células fueron analizadas con el citómetro 

de flujo BD Accuri C6 Plus (BD Biosciences, Estados Unidos de América). El 

programa FlowJo 10.0.7 fue empleado para el análisis de los datos. 

 

Análisis proteómico y fosfoproteómico 

 La preparación de las muestras peptídicas comenzó con la obtención de 

extractos proteicos mediante la homogeneización de monocapas de células como 

fue explicado antes para el ensayo de Western blot. Luego, 200 µg de cada extracto 

fueron liofilizados y posteriormente diluidos en 200 µL de solución de lavado (8 M 

urea y 100 mM Tris-HCl pH 8.5). El volumen total fue cargado en filtros Vivacon 500 

(Sartorius, Alemania) con un límite molecular de 10 kDa, para realizar el protocolo 

de FASP (del inglés Filter Aided Sample Preparation) para la digestión de proteínas. 
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A continuación, fueron realizados tres lavados con la solución correspondiente. Las 

proteínas retenidas en el filtro fueron reducidas con 50 mM de ditiotreitol (Fluka, 

Honeywell, Estados Unidos de América) en solución de lavado a 55 °C por 30 min, 

y alquiladas con 50 mM de iodoacetamida (Sigma-Aldrich, Merck, Alemania) en 

solución de lavado a temperatura ambiente y en oscuridad por 20 min. 

Posteriormente, las proteínas fueron lavadas cuatro veces: dos veces con la 

solución de lavado, una vez con 100 mM de bicarbonato de amonio y una vez con 

50 mM de bicarbonato de amonio. La digestión proteica fue realizada en dos pasos: 

un primer paso con 100 µL de una solución de 20 ng/µL de tripsina modificada de 

grado de secuenciación (Promega, Estados Unidos de América) y 50 mM de 

bicarbonato de amonio, a 37 °C por una noche; y un segundo paso con la adición 

de 25 µL de la misma solución a 37 °C por 6 h. Luego, fueron realizados dos pasos 

de extracción con 50 mM de bicarbonato de amonio para colectar los péptidos, que 

finalmente fueron acidificados a pH 3 con ácido fórmico, secados al vacío y 

conservados a -20 °C.  

Una parte de las muestras peptídicas fue enriquecida en fosfopéptidos con 

el objetivo de desarrollar el análisis fosfoproteómico. El enriquecimiento en 

fosfopéptidos fue realizado con microcolumnas cromatográficas de afinidad 

preparadas en forma casera introduciendo 1.2 mg de TiO2 en StageTips de C18 

(Proxeon Biosystems, Dinamarca). Las columnas fueron condicionadas dos veces 

con 50 µL de acetonitrilo y posteriormente dos veces con 50 µL de solución de carga 

(80 % acetonitrilo y 6 % ácido trifluoroacético). Luego, 190 µg de las muestras 

peptídicas fueron disueltos en 60 µL de solución de carga e introducidos 

lentamente en las microcolumnas. A continuación, la resina fue lavada cuatro 

veces con 50 µL de solución de carga y dos veces con 50 µL de una solución de 

0.1 % de ácido trifluoroacético. Finalmente, los fosfopéptidos fueron eluidos dos 

veces con 50 µL de una solución de 15 % de hidróxido de amonio (pH ˃ 10) y 

nuevamente dos veces con 50 µL de una solución de 50 % de acetonitrilo y 0.1 % 

de ácido fórmico. Las muestras fueron secadas al vacío y conservadas a -20 °C.  

Los análisis proteómico y fosfoproteómico presentados en la primera parte 

de los resultados fueron desarrollados mediante LC-MS/MS con un espectrómetro 

de masa LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos de América) 
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acoplado en línea con el equipo de nano-HPLC UltiMate 3000 (Dionex, Thermo 

Fisher Scientific, Estados Unidos de América). Por cada muestra fueron obtenidas 

dos réplicas técnicas en orden aleatorio. El análisis proteómico de la segunda parte 

de los resultados fue llevado a cabo también mediante LC-MS/MS con un 

espectrómetro de masa Q Exactive Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Estados 

Unidos de América) acoplado en línea con el equipo de nano-UHPLC EASY-nLC 

1000 (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos de América). Se utilizó una 

estrategia de tipo label-free según el protocolo descripto por Arrigoni y 

colaboradores (Aita et al, 2022).  

Los archivos crudos fueron analizados con el motor de búsqueda 

Andromeda de la plataforma MaxQuant (Tyanova et al, 2016) contra la sección 

Homo sapiens de la base de datos UniProt (UniProt Consortium, 2025), como 

también detallan Arrigoni y colaboradores (Aita et al, 2022). Las intensidades de las 

proteínas y de las fosfoproteínas resultantes del análisis fueron utilizadas para 

destacar las diferencias significativas entre los grupos comparados. Con el fin de 

determinar posibles interacciones físicas y funcionales entre las proteínas 

identificadas, y vías de señalización y funciones biológicas enriquecidas, 

utilizamos la base de datos STRING (Szklarczyk et al, 2023), la plataforma 

iPathwayGuide (AdvaitaBio Corporation) (Donato et al, 2013; Draghici et al, 2007), 

la herramienta g:GOSt del servidor g:Profiler (Kolberg et al, 2023), el paquete PhosR 

(Kim et al, 2021) del programa R y la aplicación ShinyGO (Ge et al, 2020).  

  

Determinación de la producción de lactato 

La producción de lactato fue determinada a partir de los sobrenadantes de 

los cultivos de células. Su concentración fue estimada utilizando el kit comercial 

LACT2 (Cobas, F. Hoffmann-La Roche, Suiza). Los resultados fueron normalizados 

a la masa proteica total de los cultivos celulares medida por el método de Bradford 

(Supelco, Merck, Alemania). 
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Análisis estadístico 

 Todos los análisis estadísticos indicados fueron realizados utilizando el 

programa GraphPad Prism 9.3.1. Un p valor inferior a 0.05 fue considerado 

significativo.  
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