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Activación de la vía de Wnt y receptores de andrógenos inducidos por FGF2: participación en la 

progresión del cáncer de mama 

La resistencia endocrina representa un desafío para el tratamiento del cáncer de mama (CM). El factor 

de crecimiento fibroblástico 2 (FGF2) comprende una forma secretada de bajo peso molecular y otras 

variantes de alto peso molecular (HMW-FGF2). Previamente demostramos que la sobreexpresión de 

HMW-FGF2 induce resistencia endocrina, desregulación de la vía de Wnt, disminución de receptores de 

estrógeno (ER) y progesterona (PR), y aumento de receptores de andrógenos (AR).  

En este trabajo, exploramos los mecanismos implicados en la progresión tumoral inducida por FGF2, 

enfocándonos en la regulación de AR mediada por Wnt. Utilizamos líneas endocrino-resistentes, T47D-

HMW-FGF2 y T47D-YB, y sensibles, T47D-vacío e -YA. El tratamiento con inhibidores de Wnt redujo la 

proliferación celular inducida por andrógenos y los niveles de AR en modelos in vitro, in vivo y ex vivo 

con xenotransplantes derivados de pacientes (PDX). Ensayos de ChIP mostraron que el inhibidor de Wnt 

disminuye el reclutamiento de β-catenina y TCF4 en el promotor de AR. En muestras de pacientes con 

expresión diferencial de isoformas del PR o negativas para PR, subtipos tumorales con mayor riesgo de 

recurrencia, se observó una correlación entre la expresión de AR, FGF2 y ligandos de la via de Wnt. 

Estos hallazgos destacan la relevancia del eje FGF2-Wnt-AR en la progresión del CM luminal resistente a 

la terapia endocrina y sugieren el uso de nuevas estrategias terapéuticas combinadas. 

 

Palabras clave: cáncer de mama, resistencia endocrina, receptor de andrógenos, señalización Wnt, 

terapia dirigida, modelos PDX. 
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FGF2-mediated activation of Wnt and androgen receptors pathways: involvement in breast cancer 

progression 

Endocrine resistance remains a major challenge in breast cancer (BC) treatment. Fibroblast growth factor 

2 (FGF2) includes a secreted low form and several high molecular weight (HMW-FGF2) isoforms. We 

previously showed that HMW-FGF2 overexpression induces endocrine resistance, WNT pathway 

dysregulation, downregulation of estrogen (ER) and progesterone receptors (PR), and increased 

androgen receptor (AR) expression. In this study, we investigated the mechanisms driving FGF2-induced 

tumor progression, focusing on Wnt-mediated regulation of hormone receptors. 

We used endocrine-resistant T47D-HMW-FGF2 and T47D-YB cell lines, and their sensitive counterparts, 

T47D-empty and -YA, to assess Wnt component expression and AR interaction. Treatment with WNT 

inhibitors reduced androgen-induced cell proliferation and AR levels in in vitro, in vivo, and ex vivo 

patient-derived xenografts (PDX) models. ChIP assays revealed that WNT inhibition decreased β-catenin 

and TCF4 recruitment to the AR promoter. In patient samples with differential PR isoform expression or 

PR loss, we observed a correlation between AR, FGF2, and WNT ligand expression. 

These findings underscore the relevance of the FGF2-WNT-AR axis in luminal BC progression and 

endocrine therapy resistance and support the potential of combined therapeutic strategies targeting 

WNT and AR pathways. 

 

Keywords: breast cancer, endocrine resistance, androgen receptor, Wnt signaling, targeted therapy, PDX 

models.
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INTRODUCCIÓN  

El cáncer de mama (CM) es la neoplasia maligna más frecuente en mujeres y una causa principal de 

morbimortalidad, a pesar de los avances en diagnóstico y tratamiento (Bray et al, 2024). La mayoría de 

los tumores dependen inicialmente de la señalización mediada por receptores hormonales esteroideos, 

en particular de estrógenos y progesterona, lo que ha permitido el desarrollo de terapias endocrinas 

específicas (Louie & Sevigny, 2017). No obstante, una proporción significativa de pacientes desarrolla 

resistencia, asociada a la plasticidad del fenotipo tumoral y a la activación de vías alternativas, entre 

ellas el factor de crecimiento fibroblástico 2 (FGF2) y la vía Wnt/β‑catenina, que cooperan con los 

receptores hormonales para modular proliferación, diferenciación y supervivencia celular (Turner & 

Grose, 2010; Zhan et al, 2017). 

HORMONAS Y DESARROLLO DE LA GLÁNDULA MAMARIA  

El desarrollo de la glándula mamaria depende de una red finamente regulada de hormonas y factores de 

crecimiento que interactúan de manera compleja. Entender estos mecanismos es relevante tanto para 

la biología del desarrollo como para el abordaje del CM, en el que estas vías de señalización suelen 

encontrarse alteradas (Jena et al, 2023). 

Receptores esteroides  

Los receptores hormonales son proteínas esenciales que median las respuestas celulares a hormonas en 

la glándula mamaria, un tejido altamente sensible a variaciones endocrinas. Los principales receptores 

implicados incluyen el receptor de estrógeno alfa (ER), el de progesterona (PR), el de andrógenos (AR), 

el de glucocorticoides y el de mineralocorticoides, cada uno con funciones específicas en el desarrollo 

mamario y en la carcinogénesis (Louie & Sevigny, 2017). 

Estos receptores actúan como factores de transcripción de la familia de receptores nucleares y 

comparten una organización modular con dominios bien definidos: un dominio A/B amino‑terminal 

altamente variable que contiene el sitio de transactivación AF‑1; un dominio de unión al ADN (C o DBD), 

muy conservado, con dos dedos de zinc que permiten la unión específica a elementos de respuesta y 

favorecen la dimerización; una región bisagra (D) poco conservada, que conecta el DBD con el dominio 

de unión al ligando y contiene señales de localización nuclear; y un dominio de unión al ligando (E o 

LBD), que reconoce hormonas esteroideas específicas, forma un bolsillo hidrofóbico para el ligando y 
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alberga el sitio de transactivación AF‑2 responsable del reclutamiento de coactivadores (Figura i-

1)(Kumar & Litwack, 2009).  

Figura i-1: Estructura modular de un receptor nuclear de esteroides, que muestra el dominio 

amino‑terminal (NTD), el dominio de unión al ADN (DBD), la región bisagra (Hinge) y el dominio de unión 

al ligando (LBD), junto con los dominios de transactivación AF‑1 y AF‑2.  Adaptado de (Saha et al, 2021). 

El mecanismo de acción de los receptores hormonales se inicia con la unión del ligando al LBD, 

lo que induce un cambio conformacional, la liberación de proteínas de shock térmico y la dimerización 

del receptor. El complejo activado se transloca al núcleo, donde se une a elementos de respuesta 

hormonales en el ADN y activa o reprime la transcripción de genes blanco, regulando la proliferación y 

diferenciación de las células mamarias y, en consecuencia, el desarrollo mamario (Lavery & McEwan, 

2005). Existen distintos modos de acción genómica, algunos estrictamente dependientes de ligando y 

otros modulados por vías activadas por factores de crecimiento. Estos modos de acción genómica y no 

genómica se resumen esquemáticamente en la Figura i‑2. 

DBD
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Figura i-2. Representación esquemática de los mecanismos de acción de los receptores hormonales de 

esteroides (SHR): ruta genómica clásica dependiente de ligando (activación o represión de genes 

mediante unión directa al ADN), acción “tethered” (activación de genes a través de la interacción del SHR 

con otros factores de transcripción) y efectos no genómicos mediados por cascadas de quinasas 

activadas por factores de crecimiento.  Adaptado de (Trevino & Weigel, 2013). 

La internalización de los receptores hormonales es otro nivel de regulación. Tras su activación, 

los receptores pueden ser internalizados hacia endosomas y dirigidos a reciclaje o degradación 

lisosomal, modulando la duración de la señal y la disponibilidad de receptores en la membrana (Willnow 

& Nykjaer, 2010).  

En la glándula mamaria, las interacciones entre diferentes receptores esteroideos añaden 

complejidad a la respuesta hormonal: ER y PR cooperan en la regulación de genes clave durante la 

lactancia, mientras que AR puede antagonizar efectos estrogénicos en determinados contextos (Dai & 
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Ellisen, 2023). Esta plasticidad en la señalización contribuye a la resistencia a tratamientos hormonales 

en CM y a cambios en el fenotipo tumoral y en la respuesta terapéutica (Ravaioli et al, 2022). 

Receptores de estrógenos  

Los ER tienen dos isoformas principales, ERα y ERβ, codificadas por los genes ESR1 y ESR2, 

respectivamente. Estas isoformas difieren en su distribución tisular y en sus efectos fisiológicos, con 

roles tanto en la proliferación celular como en la diferenciación; ERα predomina en el tejido mamario, 

mientras que ERβ se expresa con mayor frecuencia en ovario y próstata (Heldring et al, 2007; Nilsson & 

Gustafsson, 2011). Los ER se unen a elementos de respuesta a estrógenos en el ADN y regulan la 

transcripción de genes asociados al crecimiento y desarrollo de la glándula mamaria (Ali & Coombes, 

2000; Bjornstrom & Sjoberg, 2005). 

El 17‑β‑estradiol (E2) es el estrógeno fisiológico más potente y resulta importante para diversos 

tejidos blanco, incluidos el tejido mamario, el aparato reproductor, el sistema cardiovascular y el tejido 

óseo. En ausencia de ligando, los ER se localizan principalmente en el citosol y, tras unirse al estrógeno, 

se translocan al núcleo donde actúan como factores de transcripción que modulan genes implicados en 

proliferación, diferenciación y supervivencia celular (Riggs & Hartmann, 2003). 

Cuando la señalización del ER se desregula pueden aparecer patologías como el CM, en el que 

alrededor del 70% de los carcinomas expresan este receptor. En estos tumores, el estrógeno favorece el 

crecimiento maligno al promover una proliferación excesiva y alterar los mecanismos de reparación del 

ADN, generando mutaciones que impulsan la progresión tumoral (Yersal & Barutca, 2014). Además, se 

ha descrito que el estrógeno puede inducir reordenamientos genómicos, lo que respalda su 

participación tanto en la iniciación como en la progresión del cáncer (Yasuda et al, 2017). 

Para el tratamiento de carcinomas ER‑dependientes se han desarrollado terapias dirigidas, 

como los moduladores (SERMs) y los degradadores selectivos del ER (SERDs), que bloquean la 

señalización mediada por ER y reducen la proliferación tumoral. El elacestrant, un SERD aprobado 

recientemente, ha mostrado eficacia en CM avanzado con mutaciones en ESR1, superando en algunos 

casos la resistencia a terapias hormonales estándar, y refuerza la relevancia de la caracterización 

molecular del tumor para optimizar la elección terapéutica y disminuir el riesgo de recurrencia en 

pacientes con CM ER+ (Bidard et al, 2022).  
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Receptores de progesterona  

Los PR, principalmente las isoformas A (PRA) y B (PRB), cumplen un rol clave en la regulación de la 

proliferación, la diferenciación y la homeostasis de diversos tejidos, incluida la glándula mamaria. Ambas 

isoformas se transcriben a partir del mismo gen, PGR, mediante dos sitios de inicio de transcripción 

distintos y se unen a elementos de respuesta a progesterona (PRE) en el ADN para modular la 

transcripción génica en presencia de la hormona (Brisken, 2002). Las isoformas, aunque 

estructuralmente relacionadas, difieren funcionalmente: PRB suele comportarse como un activador 

transcripcional completo, mientras que PRA puede inhibir la actividad de PRB y de otros receptores 

esteroideos, confiriendo especificidad según el contexto tisular y hormonal (Aupperlee et al, 2005). 

PRB posee una extensión de 164 aminoácidos adicionales en el extremo N‑terminal respecto de 

PRA, lo que contribuye a sus diferencias en capacidad transcripcional y en la regulación de procesos 

celulares (Giulianelli et al, 2021). La organización modular de las isoformas PRA y PRB se resume en la 

Figura i‑3. 

Figura i-3. Estructura de las isoformas PRA y PRB del receptor de progesterona, mostrando sus dominios 

funcionales (dominio amino‑terminal, dominio de unión al ADN [DBD], región bisagra [H] y dominio de 

unión al ligando [LBD]) y los sitios de activación transcripcional (AF‑1, AF‑2, AF‑3). Adaptado de (Chen et 

al, 2017). 

En el tejido mamario, los PR son necesarios para la proliferación y el desarrollo glandular en 

respuesta a estímulos hormonales del ciclo reproductivo y la pubertad. Su actividad depende de la 

interacción con coactivadores como CBP/p300 y SRA, que potencian la transcripción de genes 

implicados en la proliferación celular y la diferenciación (Giulianelli et al, 2021; Waddell et al, 2021). En 

el contexto de CM, las alteraciones en la expresión relativa de PRA y PRB, o la sobreexpresión de PRB, 

pueden favorecer la proliferación y la supervivencia tumoral, lo que destaca a los PR como posibles 

blancos terapéuticos en subgrupos de tumores luminales (Giulianelli et al, 2021).  
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Antiprogestágenos  

Los antiprogestágenos son compuestos que inhiben la acción de la progesterona al unirse al PR y 

modular la activación del receptor, su dimerización o su unión a secuencias específicas en el ADN 

(Guiochon-Mantel et al, 1994). Su mecanismo de acción sustenta su uso tanto en control reproductivo 

como en terapias oncológicas, incluido el CM y el cáncer de endometrio (Gellersen & Brosens, 2014).  

Algunos antiprogestágenos presentan sólo actividad antagonista (ej. Lonaprisan) y otros 

denominados SPRMs (del inglés Selective Progesterone Receptor Modulators) pueden actuar tanto como 

agonistas o antagonistas según el contexto, por ej. mifepristona y acetato de telapristona; (Colucci & 

Ortlund, 2013)  

En CM, la mifepristona (RU‑486) es un SPRM que ha mostrado efectos antitumorales en modelos 

preclínicos y en estudios clínicos (Giulianelli et al, 2013; Lanari & Molinolo, 2002). Otros compuestos, 

como el acetato de ulipristal y el acetato de telapristona (J867), también se han evaluado por su 

capacidad para reducir la proliferación en tumores hormono-dependientes, apoyando el potencial de la 

vía de PR como blanco terapéutico en subgrupos de CM (Giulianelli et al, 2021). 

Además, algunos antiprogestágenos pueden modular también la señalización mediada por ER y 

AR, y alterar la expresión de genes regulados por estrógenos y andrógenos, lo que pone de relieve la 

complejidad de la interrelación entre las vías hormonales que pueden impactar tanto en el ciclo 

menstrual como en la carcinogénesis (Jacobsen & Horwitz, 2012; Singhal et al, 2018). 

Receptores de andrógenos  

Los AR son factores de transcripción activados por andrógenos como la testosterona y la 

dihidrotestosterona (DHT), y regulan el crecimiento y la diferenciación de múltiples tejidos dependientes 

de hormonas. El AR está codificado por el gen AR, compuesto por ocho exones, y genera varias 

isoformas por splicing alternativo, incluidas variantes truncadas como AR‑V7 con actividad constitutiva 

independiente de ligando, implicadas en la resistencia a terapias hormonales en cáncer de próstata 

avanzado (Figura i-4) (Watson et al, 2015). 
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Figura i-4. Esquema de variantes de splicing de AR, mostrando la organización de exones en el gen 

(arriba) y las principales isoformas generadas por splicing alternativo, con sus respectivos dominios 

funcionales (NTD, DBD, región bisagra y LBD). Adaptado de (Lallous et al, 2013).  

El AR se une a elementos de respuesta a andrógenos en el ADN para activar o reprimir genes 

relacionados con proliferación, diferenciación y apoptosis. Su actividad se modula mediante 

coactivadores como CBP/p300 y corepresores, y se ve influida por otros receptores esteroideos; en 

células mamarias, en particular, interacciona con ER y PR para mantener la homeostasis celular (Waddell 

et al, 2021). En la glándula mamaria, la expresión de AR puede limitar la proliferación excesiva inducida 

por estrógenos, lo que sugiere una función protectora en ciertos contextos (Giovannelli et al, 2018). 
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En el cáncer de próstata, el AR es central para la progresión tumoral y la aparición de resistencia 

a la castración; las isoformas truncadas que carecen del dominio de unión a andrógenos pero conservan 

la capacidad transcripcional contribuyen a mantener la señalización en ausencia de andrógenos 

circulantes (Watson et al, 2015). En el CM, en cambio, el impacto del AR depende del subtipo: en 

algunos tumores triple negativos (TNBC) su expresión se asocia a valor pronóstico y como posible blanco 

terapéutico (Michmerhuizen et al, 2020; Ravaioli et al, 2022). Tanto en CM como en cáncer de próstata, 

la inhibición del AR ha mostrado resultados variables y las variantes constitutivas AR‑V se perfilan como 

blancos prometedores para superar la resistencia a las terapias actuales (Dai & Ellisen, 2023; Watson et 

al, 2015). 

Antiandrógenos 

Los antiandrógenos bloquean los efectos de los andrógenos al impedir que se unan a sus receptores o al 

inhibir la 5α-reductasa que convierte testosterona en DHT. Ejemplos de los primeros incluyen la 

flutamida, enzalutamida, apalutamida y darolutamida, frecuentemente utilizados para el tratamiento de 

cáncer de próstata (Campodonico et al, 2024).  

En CM, el rol de los agonistas y antagonistas de AR aún está en estudio. En la clínica, algunos 

ensayos en fase II y III con antiandrógenos como enzalutamida o bicalutamida, solos o en combinación 

con otros agentes, sugieren beneficio en subgrupos seleccionados de pacientes con tumores AR+, lo que 

justifica seguir explorando estrategias combinadas dirigidas a AR y a otras vías de señalización (Ravaioli 

et al, 2022). 

 

CÁNCER DE MAMA  

El CM es la neoplasia más frecuente en mujeres a nivel mundial (Figura i-5) (Bray et al, 2024; Zhang et al, 

2025). En Argentina, el CM es la principal causa de muerte por cáncer en mujeres. Según GLOBOCAN 

2022, la incidencia es de 73,2 casos por 100.000 mujeres y representa el 31,8% de todos los cánceres 

femeninos, mientras que la mortalidad alcanza 17,6 por 100.000) (Figura i-6), lo que pone de relieve la 

necesidad de reforzar los programas de tamizaje y asegurar el acceso a tratamientos oportunos y de 

calidad, tal como recomienda la IARC (Figura i-6) (Bray et al, 2024). 
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Figura i-5. Incidencia y mortalidad global por cáncer en 2022. Arriba: ranking de los tumores más 

frecuentes en ambos sexos según número de casos nuevos y fallecimientos, junto con las tasas 

estandarizadas por edad, cada 100.000 habitantes. Abajo: mapa mundial de mortalidad por cáncer de 



  Introducción 

19 
 

mama en mujeres, con tasas de mortalidad estandarizadas por edad, cada 100.000 en cada país. 

Adaptado de (Bray et al, 2024). 

     

Figura i-6: Distribución de los principales cánceres en mujeres en Argentina en 2022. Proporción de casos 

nuevos por localización tumoral y número absoluto de casos para los 15 tumores más frecuentes 

(izquierda) y tasas estandarizadas de incidencia y mortalidad por 100.000 mujeres (derecha).  Adaptado 

de (Bray et al, 2024). 

Factores de riesgo para el CM  

El CM es una enfermedad multifactorial cuya etiología está influenciada por factores genéticos, 

hormonales, ambientales y de estilo de vida. Identificar estos determinantes de riesgo es fundamental 

para diseñar estrategias de prevención y de detección temprana. 

Factores genéticos 

 Mutaciones en BRCA1 y BRCA2: incrementan el riesgo de CM hasta alrededor de un 80% en 

mujeres portadoras (Kuchenbaecker et al, 2017). 

 Historia familiar: tener familiares de primer grado con CM aumenta de forma significativa el 

riesgo (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast, 2001). 
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Factores hormonales y metabólicos 

 Exposición a estrógenos: menarca temprana, menopausia tardía, uso prolongado de terapia de 

reemplazo hormonal y de anticonceptivos orales se asocian con mayor riesgo (Collaborative 

Group on Hormonal Factors in Breast, 2012). 

 Obesidad y sedentarismo: especialmente en mujeres posmenopáusicas, por el aumento de la 

síntesis periférica de estrógenos en el tejido adiposo (Lauby-Secretan et al, 2016). 

Factores ambientales 

 Radiación ionizante en la infancia o adolescencia, en particular en el contexto de tratamientos 

oncológicos previos (Inskip et al, 2009). 

 Exposición a determinados carcinógenos ambientales y ocupacionales (Brody & Rudel, 2003). 

Estilo de vida 

 Consumo de alcohol (Bagnardi et al, 2015). 

 Tabaquismo, para el cual la evidencia es menos consistente, pero varios estudios sugieren un 

incremento moderado del riesgo (Jones et al, 2017; Macacu et al, 2015). 

Otros factores 

 Edad: la incidencia aumenta de forma marcada después de los 50 años (Colditz & Bohlke, 2014). 

 Historia reproductiva: nuliparidad o primer embarazo a edad avanzada se asocian con mayor 

riesgo (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast, 2012). 

La interacción entre estos factores genéticos, hormonales y ambientales resalta la importancia de 

una evaluación integral del riesgo individual y de programas de educación y concientización dirigidos, 

especialmente en poblaciones de alto riesgo (Colditz & Bohlke, 2014). 

CLASIFICACIÓN DE LOS TUMORES DE MAMA  

La clasificación de los tumores de mama es fundamental para el diagnóstico, el tratamiento y el 

pronóstico. En la práctica clínica se emplean principalmente criterios histológicos, moleculares y de 

estadio clínico. 

1. Clasificación Histológica 

 Carcinoma de mama invasivo de tipo no especial (NST): es el subtipo más frecuente, representa 

alrededor del 70–80% de los casos y se origina en el epitelio de la unidad ductolobulillar 
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terminal, con potencial de diseminarse a tejidos adyacentes (Tan et al, 2020). 

 Carcinoma lobulillar invasivo (CLI): surge de los lobulillos mamarios, presenta rasgos histológicos 

distintivos y representa aproximadamente el 10–15% de los carcinomas invasivos (Arpino et al, 

2004). 

 Tumores especiales: incluyen subtipos menos frecuentes como los carcinomas medulares, 

mucinosos y papilares, entre otros (Slepicka et al, 2021). 

2. Clasificación Molecular (PAM50) 

La clasificación PAM50 es una prueba molecular que divide el CM en cinco subtipos intrínsecos (Luminal 

A, Luminal B, HER2 enriquecido (HER2+), Basal y Normal) basándose en la expresión de 50 genes, y se 

observó que correlaciona mayoritariamente con la expresión de receptores hormonales, HER2 y Ki-67, 

como se detalla a continuación. 

 Luminal A: ER+, PR+, HER2-, Ki-67bajo; tumores menos agresivos, con mejor pronóstico, que suelen 

responder bien a la terapia hormonal (tamoxifeno, inhibidores de aromatasa). Representan 

~40–55% de los CM (Parker et al, 2009). 

 Luminal B: ER+, PR+/-, HER2-/+, Ki-67alto. Tienen pronóstico intermedio, y los casos HER2+ suelen 

ser más agresivos; suelen requerir combinación de terapia hormonal y quimioterapia. 

Constituyen ~15–20% de los casos (Parker et al, 2009). 

 HER2+: ER-, PR-, HER2+; se asocian con mayor agresividad y riesgo de recurrencia, pero se 

benefician de terapias dirigidas anti‑HER2 como trastuzumab y otros inhibidores de HER2. 

Aproximadamente 15–20% de los CM son HER2+ (Parker et al, 2009). 

 Tipo Basal/TNBC: ER-, PR-, HER2-; tienen peor pronóstico, las opciones terapéuticas son más 

limitadas, basadas principalmente en quimioterapia, aunque en algunos casos los inhibidores de 

PARP son eficaces. Representan ~15–20% de los CM (Foulkes et al, 2010; Lehmann et al, 2011). 

3. Estadificación del CM 

Con el fin de guiar el tratamiento y pronóstico se utiliza el sistema TNM que hace referencia al tamaño 

tumoral (T), la diseminación locoregional a ganglios linfáticos (N) y la presencia de metástasis a distancia 

(M). A cada componente se le asigna un valor (T1-4, N1-4 y M0-1) y, según la combinación de estos 

valores se definen los estadios. Basado en (Amin et al, 2017). 

 Estadio 0: carcinoma in situ. 

 Estadio I: tumores pequeños sin compromiso ganglionar. 



  Introducción 

22 
 

 Estadios II-III: tumores pequeños con compromiso ganglionar o tumores más grandes con o sin 

ganglios linfáticos regionales positivos. No presentan metástasis a distancia. 

 Estadio IV: cualquier tamaño tumoral y compromiso ganglionar con presencia de metástasis a 

distancia. 

TRATAMIENTO SISTÉMICO DEL CM  

El tratamiento del CM ha evolucionado significativamente en las últimas décadas, adaptándose a los 

diferentes subtipos tumorales y mejorando las tasas de supervivencia. A continuación, se presentan los 

tratamientos aprobados por la Food and Drug Administration para los principales subtipos de CM, 

organizados según su clasificación hormonal y molecular. 

1. CM Luminal (ER+)  

 Luminal A: 

o Terapia hormonal: tamoxifeno o inhibidores de aromatasa (anastrozol, letrozol, 

exemestano), con o sin supresión ovárica según la edad y el riesgo (Burstein et al, 

2019). 

o Quimioterapia: opcional y reservada sobre todo para pacientes con alto riesgo clínico o 

genómico. 

 Luminal B: 

o Terapia hormonal similar a Luminal A, pero con mayor frecuencia combinada con 

quimioterapia debido a su comportamiento más agresivo. 

o Tratamientos dirigidos: inhibidores de CDK4/6 como palbociclib o ribociclib en 

combinación con endocrinoterapia han demostrado mejorar la supervivencia libre de 

progresión en enfermedad avanzada (Finn et al, 2016; Hortobagyi et al, 2016). 

2. CM HER2+ 

 Terapias dirigidas anti‑HER2, habitualmente asociadas a quimioterapia: 

o Trastuzumab, anticuerpo monoclonal frente a HER2, estándar en enfermedad temprana 

y metastásica (Slamon et al, 2001). 

o Pertuzumab, combinado con trastuzumab y quimioterapia, mejora la supervivencia en 

enfermedad avanzada (Swain et al, 2015). 

o Tucatinib, inhibidor selectivo de la tirosina quinasa de HER2, en combinación con 

trastuzumab (y capecitabina en muchos esquemas) para enfermedad metastásica, 
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incluida compromiso del SNC (Murthy et al, 2020). 

3. TNBC (ER-/PR-/HER2-) 

 Quimioterapia: sigue siendo la base del tratamiento, con esquemas que suelen incluir taxanos y 

antraciclinas en enfermedad temprana y avanzada (Cortes et al, 2022). 

 Inmunoterapia: pembrolizumab combinado con quimioterapia ha mejorado los resultados en 

TNBC avanzado o metastásico seleccionado por PD‑L1 (Schmid et al, 2020). 

 Terapias dirigidas: inhibidores de PARP como olaparib están indicados en pacientes con 

mutaciones germinales en BRCA1/BRCA2 y CM HER2‑ avanzado, aportando beneficios en 

supervivencia libre de progresión (Robson et al, 2017). 

PROGRESIÓN TUMORAL: RESISTENCIA, RECIDIVAS Y METÁSTASIS  

La resistencia a las terapias antitumorales puede ser innata o adquirida y suele implicar alteraciones en 

vías de señalización, cambios en la expresión de genes vinculados al metabolismo de fármacos y en el 

microambiente tumoral (de Melo Gagliato et al, 2020; Rexer & Arteaga, 2012). 

Las recurrencias son frecuentes incluso tras respuestas terapéuticas iniciales favorables. La 

capacidad de algunas células tumorales para resistir el tratamiento, entrar en latencia y luego 

reactivarse se ha atribuido en parte a las células madre tumorales, que poseen propiedades de 

autorrenovación y diferenciación y pueden regenerar el tumor original (Liu & Wicha, 2010; Pece et al, 

2010).  

Las metástasis en CM constituyen la principal causa de mortalidad y comprende un proceso 

multietapa en el que células del tumor primario adquieren capacidad invasiva, migran y colonizan 

órganos distantes como hueso, hígado o pulmón. Este comportamiento depende de interacciones 

dinámicas con el microambiente y de cambios en las propiedades del tejido circundante (Oskarsson et 

al, 2014; Pece et al, 2010). 

Entre los mecanismos moleculares implicados se destacan la regulación de microARN y la 

activación de vías de señalización como TGF‑β y Notch, que promueven la transición 

epitelio‑mesenquimal y facilitan la diseminación y colonización metastásica (Lamouille et al, 2014; 

Pannuti et al, 2010; Pencheva & Tavazoie, 2013). Además, la inmunosupresión local del microambiente 

tumoral, con remodelación de poblaciones inmunes efectoras y supresoras, puede favorecer la 

supervivencia y expansión de las células metastásicas (Binnewies et al, 2018). 
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MECANISMOS DE RESISTENCIA ENDOCRINA  

Estudios clínicos y preclínicos han estimado que alrededor del 30–50% de las pacientes con CM ER+ 

desarrollan resistencia a la terapia endocrina dirigida a ER, ya sea de novo o adquirida (Kim et al, 2025; 

Musgrove & Sutherland, 2009). Entre los mecanismos descriptos más frecuentes, podemos mencionar: 

Alteraciones en receptores hormonales 

 Mutaciones en ESR1 generan formas del ER constitutivamente activas que escapan al bloqueo 

por SERMs o inhibidores de aromatasa, manteniendo la proliferación tumoral a pesar del 

tratamiento (Jeselsohn et al, 2015). Cambios en la fosforilación del ER y en su interacción con 

co‑reguladores como p300 o NCoR, así como la variación en sus isoformas, también modifican 

su actividad transcripcional (Feng & Meng, 2022; Osborne & Schiff, 2011).  

 La pérdida de expresión de PR impide la regulación cruzada ER/PR y puede favorecer la 

activación de vías como PI3K/AKT, asociándose con fenotipos más agresivos y heterogeneidad 

tumoral (Sathyamoorthy, 2020 (Sathyamoorthy & Lange, 2020). 

Activación de vías alternativas de señalización 

 La activación de vías de factores de crecimiento, en particular PI3K/AKT/mTOR y RAS/MEK/ERK, 

permite a las células tumorales proliferar y sobrevivir independientemente de la señalización 

mediada por ER, constituyendo un mecanismo central de resistencia endocrina (Bianchini & 

Gianni, 2014; Miller et al, 2010). 

Células madre tumorales y microambiente 

 Las células madre tumorales, caracterizadas por quiescencia y resistencia a múltiples fármacos, 

pueden persistir tras el tratamiento endocrino; su mantenimiento se vincula a la activación de 

vías como Notch y Wnt (Creighton et al, 2009; Liu & Wicha, 2010). 

 Componentes del microambiente tumoral, como fibroblastos asociados a carcinomas, matriz 

extracelular y citoquinas, modulan la respuesta hormonal y favorecen la aparición de 

subpoblaciones con distinto perfil de receptores, contribuyendo a la resistencia 

(Diaz Bessone et al, 2019; Yuan et al, 2023). 

Alteraciones genéticas, epigenéticas y del metabolismo de fármacos 

 Amplificaciones de genes del ciclo celular y cambios epigenéticos, como la metilación de 

promotores de genes supresores de tumores, alteran la regulación de receptores y vías de 
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señalización implicadas en la respuesta endocrina (Garcia-Martinez et al, 2021). 

 Variantes en enzimas del citocromo P450 (por ejemplo, CYP19A1, CYP2D6) y la sobreexpresión 

de transportadores como ABCB1 modifican la biodisponibilidad de SERMs e inhibidores de 

aromatasa, generando niveles subterapéuticos y reduciendo la acumulación intracelular de 

fármacos (Dean, 2009; Goetz et al, 2005). 

 Biomarcadores de resistencia 

 Se están evaluando perfiles de expresión génica y de microARN como biomarcadores predictivos 

de resistencia a terapias hormonales, con el objetivo de personalizar el tratamiento y 

seleccionar combinaciones terapéuticas más eficaces (Pankotai-Bodo et al, 2024). 

Si bien se han descripto múltiples mecanismos de resistencia endócrina, la mayoría contempla al ER. En 

el laboratorio tenemos evidencias de interacción entre las vías de FGF2, PR y AR asociadas a resistencia a 

antiprogestágenos en CM (ver Antecedentes). 

 

FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS  

El FGF2 es una proteína multifuncional implicada en proliferación, diferenciación, angiogénesis y 

reparación tisular, integrante de una familia de al menos 22 factores con funciones clave en el desarrollo 

embrionario y la homeostasis tisular (Ornitz & Itoh, 2015; Turner & Grose, 2010). El gen de FGF2, 

localizado en el cromosoma 4q26, genera a partir de un único ARNm múltiples isoformas por traducción 

alternativa, dando lugar a variantes de bajo y alto peso molecular (Figura i-7) (Belov & Mohammadi, 

2013; Liao et al, 2009).  

Las isoformas de bajo peso molecular (~18 kDa, LMW‑FGF2) se localizan principalmente en el 

citoplasma y se secretan al espacio extracelular, donde actúan de forma autocrina y paracrina sobre 

receptores FGFR, promoviendo proliferación y angiogénesis (Liao et al, 2009; Ornitz & Itoh, 2015). En 

cambio, las isoformas de alto peso molecular (22–34 kDa, HMW‑FGF2) contienen extensiones 

N‑terminales con señales de localización nuclear y se acumulan en el núcleo, donde modulan 

principalmente procesos de proliferación y reparación tisular (Akl et al, 2016; Belov & Mohammadi, 

2013; Liao et al, 2009). 

La vía canónica se inicia con la unión de LMW-FGF2 a FGFR, una familia de cuatro receptores 
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tirosina‑quinasa (FGFR1–4) cuya dimerización induce la fosforilación de residuos de tirosina y la 

activación de rutas como RAS/MAPK, PI3K/AKT y PLCγ, coordinando proliferación, supervivencia y 

migración celular. Además, proteoglicanos de heparán sulfato actúan como co‑receptores que 

incrementan la afinidad y la especificidad (Belov & Mohammadi, 2013; Goetz & Mohammadi, 2013; 

Ornitz & Itoh, 2015). 

La expresión de FGF2 está regulada a nivel transcripcional, postranscripcional y epigenético: 

estímulos como la hipoxia, a través de HIF‑1α, inducen su transcripción favoreciendo la angiogénesis, 

mientras que modificaciones de histonas y cambios en metilación de promotores ajustan su expresión 

en contextos de oncogénesis y fibrosis (Baran et al, 2025; Conte et al, 2008; Chaudhury et al, 2014; 

Turner & Grose, 2010). 

 

Figura i-7. Esquema de las isoformas de bajo y alto peso molecular de FGF2 en ratón (mice) y humano 

(human), generadas a partir de distintos sitios de inicio de traducción. Las isoformas LMW‑FGF2 (18 kDa) 

carecen de extensiones N‑terminales con señales de localización nuclear, mientras que las isoformas 

HMW‑FGF2 (22–34 kDa, en el humano) poseen secuencias adicionales con señales de localización 

nuclear (rectángulo gris oscuro) que favorecen su acumulación en el núcleo. Adaptado de (Liao et al, 

2009). 
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FGF2 EN CM 

El FGF2 y sus receptores han sido ampliamente estudiados en CM debido a su papel en la regulación de 

la proliferación, la migración y la angiogénesis (Belov & Mohammadi, 2013; Goetz & Mohammadi, 2013; 

Turner & Grose, 2010). 

En CM, la activación de FGFR por FGF2 desencadena vías como RAS/MAPK, PI3K/AKT y PLCγ. La 

vía RAS/MAPK contribuye a la proliferación y supervivencia de las células tumorales, mientras que 

PI3K/AKT es clave para la inhibición de la apoptosis y la regulación de la migración celular, facilitando la 

invasión y la metástasis (Belov & Mohammadi, 2013; Goetz & Mohammadi, 2013).  

LMW-FGF2 se localizan principalmente en el espacio extracelular, donde activan FGFR en células 

tumorales vecinas y favorecen la angiogénesis y el crecimiento tumoral, mientras que las HMW-FGF2 se 

encuentran predominantemente en el núcleo, donde regulan la transcripción de genes asociados al ciclo 

celular y la supervivencia (Liao et al, 2009). Estudios clínicos y preclínicos indican que una mayor 

actividad nuclear de FGF2 se asocia con fenotipos más agresivos y peor respuesta terapéutica en 

distintos contextos tumorales, incluido el CM (Akl et al, 2016). 

La señalización FGF2/FGFR ha surgido como un blanco terapéutico en CM, especialmente en 

subtipos con sobreexpresión o mutaciones de FGFR1 y FGFR2. Se encuentran en desarrollo inhibidores 

de FGFR y anticuerpos monoclonales dirigidos contra FGF2, aunque su eficacia podría depender de la 

isoforma predominante de FGF2 y del contexto molecular específico del tumor (Turner & Grose, 2010)). 

VÍA DE WNT 

La señalización de la vía de Wnt es una de las vías más conservadas evolutivamente y regula procesos 

clave como el desarrollo embrionario, la proliferación, la autorrenovación y la diferenciación celular. Los 

primeros genes implicados se describieron en la década de 1980, cuando se identificó wingless como 

regulador de la polaridad segmentaria en Drosophila y, posteriormente, el oncogén Int‑1 en tumores 

mamarios inducidos viralmente, que resultó ser el homólogo mamífero de wg, estableciendo el primer 

vínculo entre una vía de desarrollo y el cáncer (Nusse & Clevers, 2017). 

Los ligandos WNT son proteínas secretadas, con 19 miembros descritos en mamíferos, que 

actúan de forma autocrina y paracrina y requieren modificaciones lipídicas, como la palmitoleación 

mediada por Porcupine, para su correcta secreción y actividad (Nusse & Clevers, 2017; Steinhart & 
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Angers, 2018). La unión de estos ligandos a receptores Frizzled y co‑receptores como LRP5/6 activa la vía 

canónica, estabiliza β‑catenina y permite su acumulación citoplasmática y nuclear, donde se asocia con 

factores de transcripción TCF/LEF para regular genes implicados en proliferación y diferenciación (Nusse 

& Clevers, 2017). 

La vía Wnt se modula mediante mecanismos de retroalimentación que incluyen moduladores 

positivos como las R‑spondinas, antagonistas extracelulares y genes blanco que limitan la intensidad y la 

duración de la señal. Estos genes regulados por Wnt controlan proliferación, migración, apoptosis y 

diferenciación, procesos esenciales para la organogénesis embrionaria y la regeneración tisular en la 

vida adulta (Steinhart & Angers, 2018). 

En condiciones fisiológicas, Wnt es central para el mantenimiento de células madre y la 

regulación de la diferenciación, especialmente en tejidos con alta capacidad regenerativa como el 

epitelio intestinal y el sistema hematopoyético, donde preserva el equilibrio entre células madre y 

diferenciadas y, con ello, la arquitectura tisular (Nusse & Clevers, 2017). Esta función se mantiene a lo 

largo de la vida, permitiendo la reparación tras lesiones y la homeostasis de órganos con recambio 

celular continuo. La glándula mamaria también se la considera un órgano que transita procesos de 

reestructuración tisular durante el desarrollo, lactancia e involución (Steinhart & Angers, 2018). 

Alteraciones en componentes de la vía Wnt pueden originar señalización aberrante asociada con 

cáncer y enfermedades degenerativas; mutaciones en ligandos, receptores, co‑receptores o elementos 

intracelulares como β‑catenina pueden activar constitutivamente la vía, favoreciendo proliferación 

desregulada, resistencia a la apoptosis y progresión tumoral (Nusse & Clevers, 2017; Zhan et al, 2017). El 

conocimiento de estas alteraciones ha impulsado el desarrollo de terapias dirigidas que buscan modular 

puntos específicos de la vía Wnt para controlar la proliferación maligna sin comprometer en exceso sus 

funciones fisiológicas de regeneración tisular (Zhan et al, 2017). 

VÍA CANÓNICA Y NO CANÓNICA DE WNT 

Vía Canónica de Wnt 

La vía canónica de Wnt regula la proliferación, diferenciación y maduración celular y se activa por 

ligandos de la familia WNT1, entre ellos WNT2, WNT3, WNT3a y WNT8a, así como por otros ligandos 

como WNT4 y WNT6 que también pueden señalizar a través de esta vía en determinados contextos. Por 

su parte, WNT4 y WNT6 pueden activar tanto la vía canónica como vías Wnt no canónicas, dependiendo 
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del contexto celular y de los receptores/co‑receptores expresados (MacDonald et al, 2009; Nusse & 

Clevers, 2017).  

En ausencia de ligandos WNT, un complejo de destrucción elimina la β-catenina. Este complejo 

está compuesto por las proteínas APC, AXIN, GSK-3β, CK1, la ligasa de ubiquitina β-TrCP y la fosfatasa 2A 

(PP2A). Mientras que PP2A puede afectar la señalización de Wnt de manera positiva o negativa, CK1 

fosforila primero la β-catenina en el residuo Ser45, permitiendo que GSK-3β fosforile los residuos Ser33, 

Ser37 y Thr41, creando así el sitio de unión para la proteína β-TrCP, que actúa como adaptador para 

ubiquitinar la β-catenina y permitir su destrucción por el proteasoma (MacDonald et al, 2009). 

Por otra parte, cuando WNT se une a los receptores Frizzled y a los co‑receptores LRP5/6, la 

proteína DVL se recluta a la membrana y promueve la fosforilación de las colas citoplasmáticas de 

LRP5/6, lo que permite el reclutamiento de AXIN a la membrana y la desorganización del complejo de 

destrucción, estabilizando así a β‑catenina (MacDonald et al, 2009). La β‑catenina acumulada se 

transloca al núcleo, donde actúa como co‑activador transcripcional uniéndose a factores TCF/LEF para 

activar la transcripción de genes blanco. En ausencia de β‑catenina, TCF/LEF se asocian con 

TLE/Groucho, que recluta HDACs y mantiene la represión transcripcional, mientras que la unión de 

β‑catenina desplaza a TLE/Groucho y favorece el ensamblaje de complejos activadores con 

co‑reguladores como CBP/p300, Pygo, BCL9 y BRG1 (MacDonald et al, 2009; Nusse & Clevers, 2017). 

Una representación esquemática de la vía se muestra en la Figura i-8. 
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Figura i-8. Representación esquemática de la vía canónica de señalización Wnt en estado activado 

(“WNT ON”) e inactivado (“WNT OFF”), mostrando los principales componentes, la función de los 

receptores Frizzled y LRP5/6, y el destino de la β‑catenina en cada condición. Adaptado de (Groenewald 

et al, 2023). 

Vía No Canónica de Wnt 

La vía no canónica de Wnt agrupa rutas de señalización independientes de la acumulación de β-catenina  

y se organiza en dos grandes ramas: la vía de polaridad celular plana (Wnt/PCP) y la vía Wnt/Ca²⁺. En 

conjunto, regulan la polaridad, la migración y la organización espacial de las células durante la 

morfogénesis y la regeneración tisular, además de modular la respuesta inmune (Nusse & Clevers, 2017; 

Steinhart & Angers, 2018). 

En la vía Wnt/PCP, ligandos como WNT4, WNT5A, WNT5B, WNT7A y WNT11 se unen a 

receptores Frizzled y a correceptores no clásicos (ROR, RYK, PTK7, CELSR), activando DVL y una cascada 

de pequeñas GTPasas, entre ellas RHOA y RAC1. Estas vías coordinan la dinámica de actina y miosina, 

controlando la orientación celular, la migración y la capacidad de invasión, mientras que la activación de 
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quinasas como JNK regula factores de transcripción como c-JUN e integra las señales de polaridad con 

cambios en la expresión génica (Figura i-9) (Simons & Mlodzik, 2008; Steinhart & Angers, 2018).  

La vía de Wnt/Ca²⁺ se activa típicamente por ligandos como WNT5A, que al unirse a receptores 

Frizzled, estimulan proteínas G heterotriméricas y fosfolipasa C, generando IP₃ y DAG, lo que 

desencadena la liberación de Ca²⁺ desde el retículo endoplásmico y la entrada adicional de Ca²⁺ desde el 

exterior celular (Kohn & Moon, 2005). El aumento de Ca²⁺ citosólico activa efectores como PKC, 

calcineurina y CaMKII, que regulan factores de transcripción como NFAT y pueden modular 

negativamente la vía canónica al interferir con el complejo β‑catenina/TCF, contribuyendo así al control 

de polaridad, migración y decisiones de destino celular, y ajustando el equilibrio con la señalización Wnt 

dependiente de β‑catenina (Kohn & Moon, 2005; Nusse & Clevers, 2017; Steinhart & Angers, 2018). 

 

Figura i-9. Esquema de la vía de Wnt/PCP y su conexión con la polimerización de actina y la regulación 

de la expresión génica, detallando los principales efectores (DVL, DAAM, RHOA, RAC1, JNK) y rutas 

involucradas en la remodelación del citoesqueleto y la activación de c‑Jun. Adaptado de (Qin et al, 2024). 
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WNT EN CM Y OTROS TIPOS DE CÁNCER 

La vía de señalización Wnt regula diferenciación, proliferación y supervivencia celular, y su desregulación 

se ha vinculado a múltiples cánceres, incluido el de mama. En el desarrollo normal de la glándula 

mamaria, esta señalización está finamente controlada, pero en CM alteraciones en componentes clave, 

como β‑catenina o reguladores de su degradación, conducen a una activación aberrante que favorece la 

tumorigénesis y la diseminación metastásica; en particular, la activación positiva de Wnt/β‑catenina se 

asocia con subtipos agresivos como el TNBC (Zhan et al, 2017).  

Además del CM, la vía de Wnt participa en cánceres colorrectal, de hígado y de pulmón, donde 

la señalización desregulada contribuye al crecimiento descontrolado, la invasión y la resistencia a la 

apoptosis (Zhan et al, 2017). En cáncer colorrectal, mutaciones en APC alteran el complejo de 

destrucción de β‑catenina, favoreciendo su acumulación nuclear y la activación de genes blanco que 

impulsan la progresión tumoral (Fodde & Brabletz, 2007). 

Se ha establecido que mutaciones en la vía canónica de Wnt desempeñan un papel central en 

distintos tumores, lo que obliga a definir qué cánceres están impulsados por la activación de Wnt y en 

qué nivel se localizan las alteraciones para diseñar terapias efectivas. Algunos tumores presentan 

mutaciones a nivel de receptor, como RNF43 o fusiones de RSPO, que aumentan la sensibilidad a 

ligandos Wnt y mantienen dependencia de señales exógenas (mutaciones dependientes de ligando), 

mientras que otros muestran mutaciones en componentes citoplasmáticos como APC o CTNNB1 que 

confieren una activación constitutiva de la vía incluso en ausencia de ligando (Zhan et al, 2017). 

ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS DIRIGIDAS A LA VÍA DE WNT 

Las terapias dirigidas a ligandos y receptores de Wnt exploran el potencial terapéutico de bloquear 

etapas tempranas de la vía, especialmente en cáncer. Las estrategias principales se basan en neutralizar 

ligandos WNT o impedir su unión a FZD mediante proteínas de fusión “receptores señuelo”, anticuerpos 

monoclonales o pequeñas moléculas. Ipafricept (OMP‑54F28), una proteína de fusión que contiene el 

dominio extracelular de FZD8 unido a IgG1, actúa como señuelo para múltiples ligandos WNT y ha 

demostrado reducir el crecimiento tumoral y la frecuencia de células iniciadoras de tumor en modelos 

preclínicos y en un ensayo fase I en tumores sólidos avanzados (Jimeno et al, 2017; Jung & Park, 2020; 

Le et al, 2015).  

 

Los inhibidores de Porcupine constituyen otra clase prometedora, ya que esta aciltransferasa es 
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esencial para la palmitoilación y secreción de ligandos WNT. Al bloquear PORCN, compuestos como 

LGK‑974 impiden la liberación de ligandos funcionales y, en consecuencia, bloquean el inicio de la 

señalización de Wnt. Se ha mostrado una inhibición potente de la vía y efectos antitumorales en 

modelos de tumores Wnt‑dependientes, en ensayos fase I en tumores sólidos avanzados (Liu et al, 2013; 

Rodon et al, 2021).  

 

En neoplasias con activación de β‑catenina, una estrategia es perturbar su función como 

coactivador nuclear en lugar de bloquear completamente la vía. Moléculas pequeñas como ICG‑001 y su 

derivado clínico PRI‑724 inhiben de forma selectiva la interacción entre β‑catenina y el coactivador CBP, 

desplazando la señalización hacia p300 y favoreciendo programas de diferenciación más que de 

proliferación y autorrenovación; PRI‑724 ha mostrado factibilidad clínica y reducción de expresión de 

genes blanco de β‑catenina en estudios fase I/II en tumores sólidos y patologías hepáticas (Kimura et al, 

2022; Zhan et al, 2017).  

 

Otra aproximación consiste en modular el complejo de destrucción de β‑catenina, formado por 

AXIN, APC, GSK-3β y otras proteínas que regulan su degradación. Inhibidores de tankirasa como XAV939 

y G007‑LK estabilizan AXIN, potencian la degradación de β‑catenina y han mostrado una inhibición 

significativa de la señalización Wnt y del crecimiento tumoral en modelos preclínicos, al reducir la 

acumulación citoplasmática y la translocación nuclear de β‑catenina (Huang et al, 2009; Lau et al, 2013).  

 

Estas intervenciones ilustran cómo es posible modular la transcripción mediada por β‑catenina o 

su estabilidad sin bloquear por completo las funciones fisiológicas de la vía Wnt. No obstante, la 

traducción clínica sigue siendo un reto debido a la naturaleza multifuncional de Wnt y a su papel en la 

homeostasis tisular, lo que ha impulsado el desarrollo de estrategias más selectivas como PROTACs, 

conjugados anticuerpo‑fármaco y oligonucleótidos antisentido para degradar o modular de manera 

dirigida ligandos WNT, receptores o la propia β‑catenina y ampliar así las posibilidades terapéuticas en 

distintos cánceres (Jung & Park, 2020; Zhan et al, 2017). 

 

INTERRELACIÓN ENTRE LAS VÍAS DE WNT Y OTRAS VÍAS 

En CM, las interacciones entre la señalización de Wnt con otras vías, como los receptores 

hormonales (ER, AR), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el eje PI3K/AKT/mTOR, 
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son especialmente relevantes y modulan proliferación, invasión, supervivencia y resistencia terapéutica 

en distintos subtipos tumorales. 

Crosstalk entre Wnt y ER 

En tumores ER+, se ha descrito un crosstalk funcional entre Wnt/β‑catenina y el ER, donde β‑catenina 

puede actuar como coactivador de receptores esteroideos y compartir coactivadores como CBP/p300, 

modulando la transcripción de genes proliferativos y de supervivencia (Chen et al, 2022; MacDonald et 

al, 2009; Valenta et al, 2012). Esta cooperación contribuye al crecimiento tumoral y a la resistencia a la 

apoptosis en CM ER+, y se ha vinculado a cambios en la actividad de CBP/p300, en la expresión de genes 

blanco de ER y en la regulación de ESR1 (Nusse & Clevers, 2017; Zhan et al, 2017). 

Crosstalk entre Wnt y AR 

La vía de Wnt/β‑catenina también interactúa con AR, favoreciendo la acumulación nuclear de 

β‑catenina y la formación de complejos con AR que actúan como coactivadores transcripcionales de 

genes regulados por andrógenos (Valenta et al, 2012; Wan et al, 2012). En tumores de mama con 

expresión de AR, este crosstalk puede potenciar programas de proliferación y supervivencia, asociarse 

con fenotipos más agresivos y contribuir a la resistencia a terapias hormonales (Abreu de Oliveira et al, 

2022; Zhan et al, 2017). 

Existe, además, una regulación recíproca: AR puede modular la vía de Wnt mediante la 

regulación de DKK1, un antagonista secretado de Wnt, lo que sugiere que AR puede atenuar la 

señalización de la vía en ciertos contextos (Hall et al, 2005). La alteración del equilibrio entre AR, 

β‑catenina y reguladores como DKK1 puede favorecer niveles elevados de β‑catenina nuclear y una 

señalización Wnt sostenida, asociándose con progresión tumoral y variabilidad en la respuesta a 

terapias dirigidas en distintos subtipos de CM (Abreu de Oliveira et al, 2022; Zhan et al, 2017). 

Desde el punto de vista terapéutico, la comprensión de estos crosstalks ha impulsado el estudio 

de combinaciones de inhibidores de Wnt y antagonistas de AR en tumores AR+, con datos preclínicos 

que indican que la inhibición simultánea de AR y β‑catenina reduce el crecimiento tumoral y la 

señalización de ambos ejes (Lee et al, 2013; Luo et al, 2020). Algunos trabajos muestran que bloquear 

Wnt/β‑catenina aumenta la sensibilidad a inhibidores de AR y ayuda a superar resistencias adquiridas, 

apoyando estrategias combinadas dirigidas a múltiples vías (Atawia et al, 2023; Hou et al, 2024). 
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Crosstalk entre Wnt y EGFR y PI3K/AKT/mTOR 

En los subtipos TNBC, la interacción entre la vía de Wnt y EGFR es particularmente relevante: EGFR, 

frecuentemente sobreexpresado en estos tumores, puede activar β‑catenina a través de la activación de 

las vías de PI3K/AKT y RAS/RAF/MEK/ERK, inhibiendo GSK‑3β, evitando la degradación de β‑catenina y 

favoreciendo su translocación nuclear y actividad transcripcional (He et al, 2021; Merikhian et al, 2021; 

Perry et al, 2011; Pohl et al, 2017). Esto se traduce en mayor proliferación, invasión, activación de 

programas de transición epitelio‑mesenquimal y metástasis, contribuyendo a la agresividad y falta de 

respuesta terapéutica característica del TNBC (Abreu de Oliveira et al, 2022; Merikhian et al, 2021; 

Rodgers et al, 2023). 
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ANTECEDENTES 

Isoformas de PR y resistencia endocrina  

Las isoformas de PR y su relación con la resistencia endocrina se han estudiado tanto en modelos 

murinos como en líneas celulares humanas. En el modelo murino de carcinogénesis mamaria inducido 

por acetato de medroxiprogesterona, los tumores expresan ER y PR y transitan por distintos estadios de 

progresión; algunas variantes son sensibles a antiprogestágenos y otras son resistentes (Lanari et al, 

2009). En ensayos previos de nuestro laboratorio demostramos que las primeras expresan una mayor 

proporción de isoforma A de PR respecto de PRB, mientras que las segundas presentan la proporción 

inversa (Wargon et al, 2015). 

A partir de la línea celular humana T47D, el grupo de la Dra. Horwitz generó variantes que 

expresan exclusivamente la isoforma A o B de PR, denominadas T47D‑YA y T47D‑YB, respectivamente, y 

demostró que las T47D‑YA son sensibles, mientras que las T47D‑YB son resistentes al tratamiento con 

antiestrógenos como tamoxifeno (Jacobsen et al, 2002; Sartorius et al, 2003). Posteriormente, nuestro 

laboratorio demostró que las T47D-YA son sensibles y las T47D-YB resistentes al tratamiento con 

antiprogestágenos (Wargon et al, 2015). 

Por otra parte, en 2017 publicamos un trabajo (Rojas et al, 2017), en el que utilizamos muestras 

de pacientes con CM categorizadas según su perfil de isoformas de PR, y demostramos que los tumores 

mamarios humanos con mayor proporción de isoforma B de PR (PRB-H) presentan un mayor índice de 

proliferación (Ki-67) y un menor porcentaje de PR total que los tumores PRA-H que presentan la relación 

inversa (Figura a-1 A-B). Asimismo, los tumores PRB-H se asociaron con un patrón de expresión génica 

luminal B y los tumores PRA-H se asociaron con el subtipo luminal A.  
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Figura a-1 A-B. Expresión de Ki-67 y PR en carcinomas mamarios luminales clasificados según el perfil de 

isoformas de PR. (A) Imágenes representativas de inmunohistoquímica para Ki-67 y PR en tumores PRA‑H 

y PRB‑H. (B) Porcentaje de pacientes con Ki-67> 14 % (izquierda; p=0,0004) o con PR total> 50 % 

(derecha; p=0,0006) en los subgrupos PRA‑H y PRB‑H (n indicado en cada barra); las barras muestran la 

proporción de casos positivos. Análisis estadístico: Fisher. Adaptado de (Rojas et al, 2017). PRA-H/PRB-H: 

tumor mamario con mayor expresión de PRA o PRB, respectivamente.  

Isoformas de FGF2 y progresión tumoral 

Recientemente demostramos que variantes resistentes endocrinas, tanto en un modelo murino como en 

xenotransplantes de T47D-YB, expresan mayores niveles de las HMW-FGF2 en el núcleo del parénquima 

tumoral que los tumores sensibles (Sahores et al, 2018).  

Con el objetivo de determinar la participación de estas isoformas de alto peso en la progresión tumoral, 

se generaron variantes celulares a partir de las líneas sensibles endocrinas T47D, infectadas con un 

plásmido control (V) o con plásmidos de sobrexpresión de la isoforma de 18 kDa de FGF2 (T47D-LMW) o 

de 22 kDa (T47D-HMW) (Figura a-2 A). Demostramos que tanto la sobreexpresión de HMW-FGF2 como 

LMW-FGF2 indujo resistencia al tratamiento con antiprogestágenos en ambos modelos experimentales 

tanto in vitro (Figura a-2 B) como in vivo (Figura a-2 C) donde además observamos un aumento en el 

número de metástasis pulmonares (Tesis Dra. Figueroa). Estos mismos ensayos se replicaron en el 

modelo sensible T47D-YA y se obtuvieron resultados similares (Sahores et al, 2018).  
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Figura a-2 A-C. El modelo T47D que sobreexpresa LMW-FGF2 o HMW‑FGF2 son resistentes a 

mifepristona (MFP). (A) Expresión de FGF2 por Wb en extractos celulares totales de T47D-V, T47D-LMW y 

T47D-HMW; β-tubulina como control de carga. (B) Índice de proliferación celular in vitro de T47D-V, -

LMW y -HMW tratadas o no con mifepristona (MFP; 10⁻⁷ M) durante 6 días. (C) Crecimiento tumoral in 

vivo en ratones inmunodeficientes tratados con o sin MFP (pellet 6 mg, sc); T47D-V (izquierda), T47D-

LMW (centro) o T47D-HMW (derecha). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. control. T47D-V: T47D 

transfectada con plásmido vacío (p6NST50); T47D-LMW: línea T47D que sobreexpresa FGF2 de bajo peso 

molecular (18 kDa); T47D-HMW: línea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). 

Adaptado de Tesis Dra. Figueroa.  

Isoformas de FGF2, regulación de la expresión de receptores hormonales y desregulación de vías  

Las evidencias experimentales indican que las HMW-FGF2 favorecen la progresión tumoral en distintos 

modelos experimentales de CM humano (Sahores et al, 2018). Por lo tanto, para dilucidar los 

mecanismos involucrados en estos procesos, se realizaron ensayos de ARNseq. El análisis de los 

resultados (colaboración con el Dr. Martín Abba, Universidad Nacional de La Plata) reveló 1146 
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transcriptos diferencialmente expresados entre la línea T47D-YA-V (plásmido vacío) y T47D-YA-22,5 

(sobreexpresa la isoforma de 22,5 kDa de FGF2). Agrupamos los genes desregulados de acuerdo con las 

vías que pudieran estar afectadas. Como se observa en la Figura a-3 A, dentro de las vías más 

desreguladas se encuentran las vías de señalización de cadherina y Wnt, así como también varias vías 

asociadas a resistencia, metabolismo de xenobióticos y tamoxifeno. Si bien muchas de estas vías y los 

genes desregulados, resultan interesantes para estudiar los mecanismos implicados tanto en la 

resistencia como en la diseminación metastásica, en este trabajo de tesis profundizamos en la asociación 

entre la vía de Wnt y las vías de receptores hormonales. Como se mencionó en la Introducción, la 

desregulación de la vía de Wnt está implicada en la progresión tumoral del CM [revisado en (Nusse & 

Clevers, 2017). En la Figura a-3 B se observa una selección de genes desregulados y el grado de 

desregulación en la línea celular T47D-YA-22,5 respecto de la línea celular T47D-YA-V para la vía de Wnt. 

Cabe destacar que se encontró aumentada la expresión de WNT6, WNT3A y WNT4, así como también 

del receptor FZD4. De manera interesante, observamos que los transcriptos para SP5 y SP6 [factores de 

transcripción pertenecientes a la familia de proteínas SP y regulados por Wnt; (Chen et al, 2006) se 

encontraron aumentados en la línea que sobreexpresa HMW-FGF2 respecto de la línea control (Tesis 

Dra. Figueroa). Cabe destacar que la línea T47D-YA-LMW también presentó una desregulación en la vía 

de Wnt respecto a la T47D-YA-V. 

 

Figura a-3 A-B. La sobreexpresión de HMW-FGF2 en T47D-YA induce la desregulación de la vía de Wnt. 

(A) Enriquecimiento de vías biológicas alteradas según ARNseq (–log₁₀ del p ajustado) en T47D-YA-22,5 

vs. T47D-YA-V. (B) Genes seleccionados diferencialmente expresados en T47D-YA-22,5 vs. T47D-YA-V (log₂ 

FC), destacándose los ligandos WNT3A, WNT4 y WNT6 sobreexpresados. T47D-YA-V: T47D-YA 



  Antecedentes 

40 
 

transfectada con plásmido vacío (p6NST50); T47D-YA-22,5: línea T47D-YA que sobreexpresa FGF2 de alto 

peso molecular (22,5 kDa). Adaptado de Tesis Dra. Figueroa. 

Asimismo, el ARNseq también reveló cambios en la expresión de receptores hormonales que 

fueron corroborados a nivel de proteína. En la Figura a-4 A-B observamos los resultados con el modelo 

T47D en el que la sobreexpresión de LMW- y HMW-FGF2 indujeron una disminución en los niveles de ER, 

y PR. De manera interesante, la sobreexpresión de LMW-FGF2 redujo los niveles de AR mientras que 

HMW-FGF2 los incrementó comparado con la expresión en la línea T47D-V (Figura a-4 A-B). Lo 

destacable es que ambas isoformas de PR se regulan de forma diferencial dando como resultado una 

inversión en la proporción de isoformas de PR, estableciéndose un fenotipo PRB-H tanto para T47D-LMW 

como T47D-HMW (Figura a-4 C). Según lo expuesto en párrafos anteriores, esto se asocia a un fenotipo 

resistente a antiprogestágenos. Además, la disminución de ER y PR viene acompañada por un aumento o 

disminución de AR en T47D-HMW o -LMW, respectivamente, lo que altera también la relación entre ellos 

(Figura a-4 D-E). El aumento en las relaciones AR/ER y AR/PR han sido asociados a la progresión del CM 

(Cochrane et al, 2014).  

Asimismo, lo interesante es que el promotor de AR posee sitios TCF/LEF que permitirían la unión 

de factores de transcripción de la familia TCF/LEF interactuando con β-catenina, de manera que 

miembros de la vía de Wnt podrían estar regulando la expresión de AR (Yang et al, 2006). El estudio del 

mecanismo implicado en esta regulación forma parte de los objetivos propuestos para este trabajo de 

tesis. 
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Figura a-4 A-E. La sobreexpresión de HMW-FGF2 y LMW-FGF2 en T47D altera los niveles de receptores 

hormonales, modificando las proporciones PRA/PRB, AR/ER y AR/PR. (A) Wb de PR (isoformas PRA y 

PRB), ER y AR en células T47D‑V (control, vector vacío), T47D-LMW y T47D‑HMW, con GAPDH como 

control de carga. (B) Cuantificación relativa (proteína/GAPDH) de AR, ER y PR correspondiente al Wb 

mencionado en A. (C-E) Relación PRA/PRB (C), AR/ER (D) y AR/PR (E) calculadas a partir de los valores 

normalizados de expresión proteica. **p<0.01, ***p<0.001 vs. T47D-V. Análisis estadístico: t de Student. 

T47D‑V: T47D infectada con plásmido vacío; T47D‑LMW: T47D que sobreexpresa FGF2 de bajo peso 

molecular (18 kDa); T47D‑HMW: T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa).  

Adaptado de Tesis Dra. Figueroa. 

Expresión de AR en muestras de pacientes con CM luminal  

Los tumores agrupados como luminales B se caracterizan por tener un peor pronóstico que los luminales 

A. Asimismo, de acuerdo con la expresión de marcadores, se trata de un grupo heterogéneo que incluye 

todos los tumores ER+ que no encajan dentro del subgrupo luminal A (ER+, PR+, Ki-67 bajo y HER2-). En el 
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año 2020 publicamos un trabajo en el que demostramos que, dentro del subtipo luminal B, los tumores 

ER+PR- expresaban mayores niveles de AR que en el subgrupo ER+PR+ (Garcia et al, 2020). 

En conjunto, estas evidencias apuntan a que altos niveles de FGF2 se asocian a cambios en los 

niveles de receptores hormonales y alteraciones en vías proliferativas y de desarrollo (como la vía de 

Wnt). Estas alteraciones podrían estar dirigiendo la progresión tumoral. Sin embargo, los mecanismos 

implicados aún no se han podido determinar y conocerlos podría ser la clave para la búsqueda de nuevos 

blancos terapéuticos para aquellas pacientes con cáncer mamario que recaen a la terapia endocrina o no 

responden a tratamientos de primera línea. 



  Hipótesis 

43 
 

HIPÓTESIS  

Dado que los carcinomas mamarios luminales resistentes endocrinos con sobreexpresión de HMW-FGF2 

poseen la vía de Wnt desregulada, bajos niveles de PR con predominio de PRB, y altos niveles de AR, 

postulamos que, durante la adquisición de la resistencia endocrina, el FGF2 contribuye a la activación de 

la vía de Wnt que, a su vez, regula la expresión de AR. Por lo tanto, la expresión conjunta de AR y FGF2 

puede utilizarse como biomarcadores de mal pronóstico en subtipos luminales con bajos niveles de PR o 

predominio de PRB. 

Es por ello, que el bloqueo de la vía de Wnt y/o AR podría constituir una terapia dirigida para el 

tratamiento de pacientes con CM luminal que han adquirido resistencia a la terapia endocrina.
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Establecer los mecanismos implicados en la progresión del CM luminal inducido por FGF2, determinando 

la participación de la vía de Wnt en la regulación de receptores hormonales, en particular los AR. 

Objetivos específicos 

1) Evaluar la expresión y estado de activación de la vía de Wnt en modelos experimentales luminales 

resistentes endocrinos (ER+PRB-H) con distintos niveles de expresión de AR y FGF2. 

2) En modelos experimentales luminales resistentes a antiprogestágenos (ER+PRB-H) que expresan altos 

niveles de AR y HMW-FGF2: 

a) Estudiar el efecto de antiandrógenos, la dihidrotestosterona e inhibidores de la vía de Wnt sobre 

la proliferación celular. 

b) Estudiar el efecto de inhibidores de la vía de Wnt sobre la expresión de AR. 

c) Estudiar la unión de β-catenina y TCF4 a sitios TCF/LEF en el promotor de AR. 

3) En modelos derivados de xenotransplantes de pacientes luminales (ER+PRbajo/-AR+), estudiar el efecto 

de la dihidrotestosterona e inhibidores de la vía de Wnt sobre la proliferación celular. 

4) En modelos PR- o PRB-H creciendo en presencia o ausencia de estradiol exógeno, estudiar el efecto 

de agonistas androgénicos sobre el crecimiento tumoral y la diseminación metastásica. 

5) En una cohorte de pacientes ER+ clasificados según la expresión de PR (PR+, PR-, PRA-H o PRB-H): 

a) Evaluar los niveles de expresión de FGF2, AR, WNT4 y WNT6 por subgrupo. 

b) Correlacionar la expresión de AR y FGF2 con parámetros clínico-patológicos. 

c) Evaluar la expresión conjunta de AR y FGF2 por subgrupo. 

d) Investigar la sobrevida global en pacientes con altos o bajos niveles de AR o FGF2 nuclear por 

subgrupo.



  Materiales y métodos 

45 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 

ENSAYOS DE CULTIVO CELULAR 

Líneas celulares utilizadas 

Líneas celulares con expresión diferencial de isoformas de PR 

Se empleó la línea celular T47D (ATCC HTB-133), derivada de una efusión pleural de una paciente con un 

carcinoma mamario ductal infiltrante (Keydar et al, 1979). Esta línea expresa ER, PR, AR y el receptor de 

glucocorticoides. En la década del 90, el grupo de la Dra. Horwitz seleccionó un clon que no expresa PR, 

al que denominaron T47D‑Y. A partir de este clon, realizaron transfecciones estables con plásmidos de 

expresión de PRA o PRB, generando las variantes T47D‑YA y T47D‑YB, respectivamente (Jacobsen et al, 

2002). Ambas conservan la expresión de GR, AR y exhiben niveles de PR similares a T47D (Ghatge et al, 

2005). Las variantes T47D‑YA y T47D‑YB fueron gentilmente cedidas por la Dra. Horwitz (Universidad de 

Colorado, EE. UU.).  

Líneas que sobreexpresan FGF2  

Se utilizaron variantes estables generadas previamente en el laboratorio por infección lentiviral (Tesis 

Dra. Figueroa) que expresan el vector vacío (T47D‑V) o que sobreexpresan las isoformas de 18 y 22 kDa 

de FGF2 (T47D‑LMW y T47D‑HMW, respectivamente), para evaluar el impacto funcional de FGF2 en un 

contexto genético comparable.  

Mantenimiento de líneas celulares 

Todas las líneas celulares se mantuvieron en DMEM/F12 suplementado con 10 % de SFB y 1 nM 

insulina (Denver, Argentina), en atmósfera humidificada a 37 °C con 5 % CO₂. Para las líneas T47D‑YA y 

T47D‑YB, el medio se complementó con 200 µg/ml de neomicina (Calbiochem) para mantener la 

presión selectiva sobre las células transfectadas con los respectivos plásmidos. Las líneas T47D‑V, 

T47D‑LMW y T47D‑HMW se cultivaron en presencia de 200 µg/ml de zeocina, asegurando la selección 

continua de las células que expresan las distintas isoformas de FGF2 o el plásmido vacío. 

Medios y soluciones 

Los medios y soluciones utilizados para los cultivos celulares se detallan en el (ver Apéndice). 

Repique celular 

Se retiró el medio de cultivo y las células adherentes se lavaron con PBS 1X estéril. Posteriormente, se 
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incubaron con tripsina‑EDTA a 37 °C durante 2–4 min, utilizando un volumen suficiente para cubrir el 

fondo de la placa. Una vez desprendidas, las células se recolectaron en un tubo que contenía 

DMEM/F12 con 10 % SFB y se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 min. Se descartó el sobrenadante, 

el pellet celular se resuspendió en DMEM/F12 con 10 % SFB y las células se sembraron en nuevas 

placas para su posterior cultivo. 

Congelamiento y almacenamiento de líneas celulares 

Tras tripsinizar y centrifugar, se descartó el sobrenadante y el pellet celular se resuspendió en medio de 

congelación. Las células se distribuyeron en alícuotas de 1 ml en criotubos, que se colocaron a −80 °C en 

un sistema de enfriamiento gradual. Luego de 24 h, los criotubos se transfirieron a un tanque de 

nitrógeno líquido para su almacenamiento definitivo hasta su uso. 

Ensayos de proliferación celular 

Conteo celular. Para los ensayos de respuesta a drogas, se sembraron 2×10⁴ células por pocillo en placas 

de 24 pocillos en DMEM/F12 con 10 % SFB y 10⁻⁹ M insulina. Tras 24 h, las células se sometieron a 

ayuno durante 24 h adicionales en DMEM/F12 con 2,5 % de suero fetal bovino charcolizado (SFBch; 

depletado de hormonas esteroides de bajo peso molecular). Posteriormente, se trataron con las drogas 

indicadas en la Tabla ap‑1 (ver Apéndice), renovando el medio cada 48 h. Para el conteo celular, las 

células se lavaron con PBS 1X y se resuspendieron en 135–180 µl de tripsina según la densidad; se llevó 

luego a un volumen final de 150–200 µl con medio conteniendo SFB para frenar la tripsina. El recuento 

celular se realizó con el contador automático Countess II (Thermo Fisher) luego de 6 días de tratamiento. 

Se efectuaron al menos dos experimentos independientes, con un mínimo de cinco réplicas por 

condición. 

Confluencia. En otros experimentos, las células se sembraron en placas de 96 pocillos y la proliferación 

se evaluó como porcentaje de confluencia. Se procedió de la misma manera que en los ensayos de 

conteo celular, y la proliferación celular se determinó a partir del análisis de imágenes obtenidas con el 

equipo IncuCyte (Sartorius), que permite el monitoreo automático y en tiempo real de la confluencia 

celular. El porcentaje de confluencia a tiempo final (8 días desde el plaqueo) se relativizó al valor del 

tiempo inicial. 

 

ENSAYOS DE WESTERN BLOT (Wb) 

Soluciones y anticuerpos. (ver Apéndice) 
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Preparación de extractos celulares 

Los extractos se obtuvieron a partir de líneas celulares cultivadas en placas de p60. En cada caso se 

sembraron 8×10⁵ células por placa para alcanzar ~80 % de confluencia en DMEM/F12 con 10 % SFB. A 

las 48 h, las células se lavaron y se dejaron en ayuno durante 24 h, según el diseño experimental. Se 

obtuvieron extractos en condiciones de crecimiento basal (ayuno 24 h en DMEM/F12 sin SFB) o luego 

de los distintos tratamientos detallados en la (ver Apéndice, Tabla ap-1). Para preparar los extractos de 

proteínas, las células se lavaron con PBS 1X frío y se adicionaron 50 µl de buffer RIPA suplementado con 

inhibidores de proteasas y fosfatasas por placa, en hielo. Con ayuda de un scraper se levantaron los 

lisados, que se recuperaron en tubos de 1,5 ml y se incubaron 30 min en hielo con agitación suave para 

favorecer la extracción proteica. Finalmente, las muestras se centrifugaron 20 min a 12.000 rpm y 4 °C 

(centrífuga 5415 R, Eppendorf). Los sobrenadantes (fracción proteica) se transfirieron a tubos limpios 

de 1,5 ml y se almacenaron a −80 °C. 

Extracción de proteínas nucleares y citoplasmáticas 

Las fracciones nucleares y citoplasmáticas se aislaron utilizando el kit NE‑PER Nuclear and Cytoplasmic 

Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific, cat. #78835), siguiendo las instrucciones del fabricante e 

incluyendo inhibidores de proteasas en todos los buffers. Todos los pasos se realizaron a 4 °C. Los 

extractos obtenidos se almacenaron a −80 °C hasta su análisis. 

Preparación de extractos tumorales 

Los tumores se pesaron y se transfirieron a tubos de poliestireno colocados en hielo, agregando un 

volumen de buffer A con inhibidores de proteasas equivalente a 4 veces el peso del tejido. Se incubaron 

10 min en hielo y luego se homogeneizaron con un homogeneizador (Polytron, Teckmar) hasta obtener 

un homogenato uniforme, que se dejó reposar 15 min en hielo. A continuación, los homogenatos se 

sonicaron 3 veces durante 10 s, con intervalos de 10 s en hielo entre cada sonicación, y se incubaron 

20 min adicionales en hielo. Las muestras se centrifugaron 20 min a 12.000 rpm y 4 °C (centrífuga 5415 R, 

Eppendorf); los sobrenadantes se recuperaron en tubos limpios de 1,5 ml y se almacenaron a −80 °C. 

Cuantificación de proteínas 

Se utilizó el kit comercial Pierce BCA Protein Assay Kit (cat. #23227; ThermoFisher), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se preparó una curva estándar con concentraciones crecientes de albúmina 

sérica bovina (BSA, Thermo Fisher) y las muestras se diluyeron 1:10 en agua destilada. La concentración 

se calculó a partir de la ecuación de la recta obtenida para la curva estándar, utilizando los valores de 

absorbancia medidos a 620 nm en un lector de placas de ensayo inmunoenzimático ligado a enzima 
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(ELISA). 

Corrida electroforética y revelado 

Las muestras de proteínas se mezclaron con cracking buffer y se calentaron 5 min. Se cargaron entre 25 y 

50 µg de proteínas totales por calle y se separaron por SDS‑PAGE en un gel de poliacrilamida 

discontinuo, utilizando el sistema de buffers de Laemmli, junto con un marcador de peso molecular. La 

electroforesis se realizó inicialmente a 80 V durante 20–30 min para atravesar el gel concentrador y 

luego a 100 V durante 90–120 min para la migración en el gel separador. Tras la corrida, las proteínas se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa durante 2 h a 80 V en frío. Las membranas se bloquearon 1 h 

a temperatura ambiente con solución bloqueante y se lavaron tres veces con TBS‑T (3×5 min). Luego se 

incubaron con el anticuerpo primario correspondiente overnight a 4 °C con agitación suave. Al día 

siguiente, tras tres lavados en TBS‑T, se incubaron 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo 

secundario conjugado con peroxidasa. La detección se realizó mediante quimioluminiscencia y 

exposición a película radiográfica. Finalmente, las películas se digitalizaron con un escáner y las bandas 

inmunorreactivas se cuantificaron usando el software ImageJ, considerando únicamente exposiciones no 

saturadas. 

 

ENSAYOS DE INMUNOHISTOQUÍMICA E INMUNOCITOQUÍMICA 

Soluciones y anticuerpos 

Detalles sobre las soluciones utilizadas (ver Apéndice). Los anticuerpos primarios y secundarios 

utilizados se detallan en las Tablas ap-2 y ap-3, respectivamente.  

Inmunohistoquímica (IHQ) 

Los cortes tumorales se desparafinaron en xileno overnight y se rehidrataron en etanol de graduación 

decreciente (100%, 96% y 70%). La peroxidasa endógena se bloqueó incubando 20 min con H₂O₂ 10 

volúmenes al 10% en etanol 70%. Tras lavados en agua destilada, se realizó la recuperación antigénica en 

buffer citrato pH 6 a 95 °C durante 50 min y se dejó enfriar 30 min a temperatura ambiente. Luego de 

lavados en agua destilada y PBS 1X, los cortes se bloquearon 1 h con BSA 2,5% en PBS 1X (cámara 

húmeda) y se incubaron overnight a 4 °C con el anticuerpo primario en PBS 1X. Al día siguiente se 

realizaron lavados en PBS 1X y la detección se efectuó mediante incubaciones sucesivas con el 

anticuerpo secundario biotinilado y el complejo ABC (Vectastain, Vector). El revelado se realizó con 

diaminobencidina (DAKO); los núcleos se contrastaron con hematoxilina y los cortes se deshidrataron y 
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montaron en medio sintético. Como control negativo se omitió el anticuerpo primario. Las muestras se 

observaron en un microscopio Nikon Eclipse E800 con captura digital de imágenes. 

Inmunocitoquímica  

La inmunocitoquímica se realizó sobre células cultivadas en portaobjetos, fijadas con paraformaldehído 

4% en PBS 1X (10–20 min, temperatura ambiente) y lavadas con PBS 1X. Las células se permeabilizaron 

con metanol/Tritón X‑100 0,1% en PBS 1X (20 min, −20 °C) y se bloquearon 30 min con BSA 2,5% + Tritón 

X‑100 0,1% en PBS 1X (cámara húmeda). Luego se incubaron overnight a 4 °C con el anticuerpo primario 

en PBS 1X y, tras lavados en PBS 1X, se procedió a la detección con anticuerpo secundario biotinilado, 

complejo ABC y revelado con DAB, como en IHQ. 

 

ENSAYOS PARA EL ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE ARNm 

Extracción de ARN total 

El ARN total se obtuvo a partir de células cultivadas en placas de p60 o p100 al ~80 % de confluencia, 

tras un ayuno de 24 h en DMEM/F12 sin SFB y lavado previo con PBS 1X. Se añadió TRIzol (Invitrogen; 

1 ml en p60, 1,2 ml en p100), se homogeneizó por pipeteo y se extrajo con cloroformo, recuperando la 

fase acuosa tras centrifugación (12.000 rpm, 10 min, 4 °C). El ARN se precipitó con isopropanol 

overnight a −20 °C, se centrifugó (12.000 rpm, 20 min, 4 °C), se lavó dos veces con etanol 70 % frío y se 

resuspendió en 50 µl de H₂O DEPC (dietilpirocarbonato). La integridad se evaluó en un gel de agarosa 

1,2 % y la concentración se determinó con un espectrofotómetro tipo Nanodrop. 

PCR cuantitativa en tiempo real con transcriptasa reversa (RT-qPCR) 

El ADNc se sintetizó a partir de 1 µg de ARN total usando RevertAid Reverse Transcriptase 

(ThermoScientific) en un volumen de 20 µl (random primers, dNTPs 1 mM, buffer 5X y 200 U de 

transcriptasa), con el programa: 25 °C 10 min, 42 °C 60 min, 70 °C 10 min; el ADNc se almacenó a −20 °C. 

La expresión génica se analizó por qPCR en un C1000 Touch (Bio-Rad) usando FastStart Universal SYBR 

Green Master (ROX, Roche) en 15 µl finales (mix SYBR Green 7,5 µl, primers 0,5 µM, ADNc y agua). Cada 

condición se evaluó con al menos tres réplicas biológicas y réplicas técnicas por duplicado/triplicado, 

incluyendo controles sin molde y sin retrotranscripción. El programa de amplificación fue: 95 °C 10 min y 

40 ciclos de 95 °C 10 s, 53–60 °C 30 s (según pares de primers, Tabla m‑1) y 60 °C 30 s, seguido de curva 

de disociación. Los niveles de expresión se calcularon mediante el método ΔΔCt, normalizando al gen 

GAPDH ribosomal; las secuencias de primers se detallan en la Tabla m-1. 
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Gen Secuencia primer Forward Secuencia primer Reverse T° ann (°C) 

AR GGCATGGTGAGCAGAGTG GGGTGGAAAGTAATAGTCAATGG 60 

GAPDH GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA GTCATTGATGGCAACAATATCCACT 60 

Tabla m-1: Secuencias de los primers utilizados para el análisis de expresión de genes por qPCR. T° ann: 

temperatura de annealing. 

Electroforesis en gel de agarosa 

Para verificar el tamaño del producto de PCR, se cargaron ~50-100 ng de ARN mezclados con buffer de 

carga 6X y SYBR Green 5X (1X final) en geles de agarosa 1,2 %. Se corrieron a 90 V en Buffer TAE 1X 

(Tris-Acetato-EDTA, pH 8) durante 30–40 min y se visualizaron las bandas en un GBOX con iluminación 

UV. 

 

ENSAYOS IN VIVO 

Animales 

Se emplearon ratones NOD/LtSz-scid/IL-2Rγ null (NSG; The Jackson Laboratory) hembras y machos, de 

~2 meses de edad, criados en el Bioterio del IByME. Esta cepa presenta deficiencias profundas de 

inmunidad innata y adaptativa, lo que facilita el trasplante de líneas tumorales humanas 

(xenotrasplantes). Los animales se mantuvieron en condiciones de esterilidad, con alimento balanceado 

y agua ad libitum, ciclo luz/oscuridad 12/12 h y temperatura de 20 ± 2 °C. 

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con la Guía de Cuidados y Uso de Animales 

de Laboratorio (Institute of Laboratory Animal Resources, 1996) y fueron aprobados por Comité 

institucional para el cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL) del IBYME. 

Inoculación de líneas celulares  

Se inocularon 5–7×10⁶ células en 100 µl por ratón en el flanco inguinal derecho (sc, aguja 25G). Para 

favorecer la toma tumoral se implantó subcutáneamente un pellet de E2 de 0,25 mg 48 h antes del 

inóculo (Sahores et al, 2013). Cuando los tumores alcanzaron ~30 mm², los animales se asignaron 

aleatoriamente a los grupos de tratamiento. 

Valoración del crecimiento tumoral 

El crecimiento tumoral se monitoreó dos veces por semana midiendo el tamaño del tumor con un 

calibre Vernier (largo × ancho, en mm²), permitiendo graficar curvas de crecimiento (tamaño tumoral 
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vs. tiempo) para cada grupo experimental. Al finalizar los estudios, los animales fueron sacrificados 

por dislocación cervical, tras lo cual se extrajeron y pesaron los tumores para comparar el peso 

tumoral final entre grupos experimentales. 

Toma de muestras tumorales 

Como se describió anteriormente, el día de la eutanasia se removieron los tumores y se tomaron 

muestras para posteriores ensayos de IHQ y Wb, evitando las zonas necróticas, que en general se 

encuentran en el centro del tumor. Las muestras destinadas a IHQ, se fijaron en formalina 10 % en PBS 

1X para su posterior procesamiento para análisis histopatológicos (servicio tercerizado). Este análisis 

se realizó en colaboración con la médica patóloga Dra. Silvia Vanzulli. Las muestras destinadas a la 

extracción de proteínas se almacenaron a -80°C. 

Detección de focos metastásicos 

Para el estudio de metástasis, se realizaron necropsias completas a todos los animales. Durante la 

necropsia se efectuó un análisis macroscópico inicial y se recolectaron muestras de ganglios axilares, 

hígado, riñón, estómago, intestino, bazo, útero y ovario o testículo, según correspondiera. Ambos 

pulmones se extrajeron tras su insuflación con formalina al 10% a través de la tráquea, utilizando una 

jeringa y aguja 25G. Todas las muestras se fijaron en formalina al 10% en PBS 1X y se incluyeron en 

parafina. Para cada grupo experimental se determinó el número total de focos metastásicos pulmonares 

por ratón, cuantificándolos en toda la extensión de los cinco lóbulos pulmonares mediante examen 

microscópico. 

Tratamientos hormonales de líneas T47D 

Cuando los tumores alcanzaron ~30 mm², se iniciaron los tratamientos durante 21 días, con 5 

animales por grupo. 

 Dihidrotestosterona (DHT; Sigma‑Aldrich): pellets subcutáneos de liberación continua de 

10 mg (Fu et al, 2021; Manneras et al, 2007). 

 Testosterona (Sigma‑Aldrich): pellets subcutáneos de 5, 10 o 20 mg según el grupo 

experimental, para evaluar un posible efecto dosis‑respuesta sobre el crecimiento tumoral. 

 Estradiol (E2; Sigma-Aldrich): pellet sc de 0,25 mg o administración en el agua de bebida 

(2 µg/ml) mediante mamadera con agua estéril. 

 Enzalutamida (MedChem Express): vía oral a 25 mg/kg, 3 veces/semana, utilizando como 

vehículo CMC 1 % (Sigma‑Aldrich), Tween‑80 0,1 % (Sigma‑Aldrich) y DMSO 5 % 
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(Sigma‑Aldrich) en 100 µl/animal (Tran et al, 2009).  

 

MODELOS DE XENOINJERTO DERIVADOS DE PACIENTES (PDX)  

Se emplearon modelos de PDX que se desarrollaron en nuestro laboratorio según se describió en un 

trabajo previo del laboratorio (Pataccini et al, 2025). Inicialmente, el PDX707 se desarrolló en hembras 

NSG tratadas con E2 mientras que los PDX767 y 781 se desarrollaron en hembras sin administración 

exógena de E2. 

Ensayos in vivo: PDX707. Este modelo corresponde a un carcinoma de mama humano ER+, PR-, HER2-, 

AR+. Se transplantaron en el subcutáneo ratones hembra NSG con fragmentos tumorales de 

aproximadamente 2–3 mm2 con suministro de E2. Cuando los tumores alcanzaron un tamaño de ~25-

50 mm2, los animales se asignaron aleatoriamente a recibir E2 solo o la combinación de E2 + 

testosterona (pellets de 20 mg). Se monitoreó con un calibre Vernier el crecimiento tumoral tres veces 

por semana hasta el sacrificio, registrándose tamaño y peso tumoral final. Los tumores se fijaron en 

formalina al 10 %, se incluyeron en parafina y se realizaron tinciones con hematoxilina y eosina (H&E) e 

IHQ según se indica en cada caso. 

Ensayos in vivo: PDX781. Este modelo corresponde a un carcinoma de mama humano ER+, PR-, HER2+, 

AR+. Se transplantaron en el subcutáneo ratones hembra NSG con fragmentos tumorales de 

aproximadamente 2–3 mm2. Cuando los tumores alcanzaron un tamaño de ~25-50 mm2, los animales se 

asignaron aleatoriamente a recibir durante 5 días: vehículo, dihidrotestosterona (DHT; Sigma‑Aldrich, 

A2570-000, 20 mg/kg, inyección subcutánea en aceite de ricino como vehículo), LGK‑974 (MedChem 

Express, HY-17545/CS-2807, 5 mg/kg, inyección subcutánea en vehículo carboximetilcelulosa 0,5 %, 

Tween‑80 0,5 % y DMSO 2 % en agua) o la combinación de ambos. El crecimiento tumoral se midió cinco 

veces por semana con un calibre Vernier y el tamaño se calculó como largo × ancho. Al finalizar, los 

tumores se extrajeron, fijaron en formalina al 10 %, se incluyeron en parafina y se realizaron H&E e IHQ 

según se indica en cada caso. 

Ensayos ex vivo: PDX767. Este modelo corresponde a un carcinoma de mama humano ER+, PR-, HER2+, 

AR+. Los tumores se cortaron en secciones uniformes (~200 µm) con un vibrátomo (Compresstome 

VF‑500‑0Z). Se colocaron ~5 lonjas sobre una esponja (1 cm²), previamente embebida en medio de 

cultivo con el tratamiento correspondiente o control. Los tratamientos se mantuvieron durante 48 h. Tras 

la fijación en formalina 10% e inclusión en parafina, los cortes se procesaron para H&E e IHQ según se 

indica en cada caso. 
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ENSAYOS DE ELISA  

Las concentraciones de WNT4 o WNT6 humano se determinaron en el medio condicionado mediante un 

ELISA tipo “sandwich” utilizando kits comerciales (Human Protein Wnt-4 ELISA Kit, CUSABIO, 

CSB-EL026137HU y Human Wnt-6 ELISA Kit, Assay Genie, HUFI04726). 

Para la obtención del medio condicionado, se plaquearon 1,5x106 células en placas p60, de manera de 

alcanzar una confluencia ~80 %, en medio DMEM F12 con 10 % SFB. A las 48 horas se lavaron con 

DMEM F12 y se las ayunó por 48 h en un volumen final de 4 ml de DMEM F12. Se recuperaron los 

medios condicionados, se centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos para eliminar células muertas y los 

sobrenadantes se almacenaron a -20°C. 

Para el ELISA se emplearon microplacas de 96 pocillos pre-recubiertas con los anticuerpos 

correspondientes y se siguieron las instrucciones del fabricante para la detección de las proteínas. La 

reacción colorimétrica se midió con un espectrofotómetro a 450 nm. El rango de cuantificación fue de 

23,5–1500 pg/ml y de 0,156–10 ng/ml para los kits de WNT4 y WNT6, respectivamente. Las muestras se 

analizaron por duplicado junto con una curva estándar generada por diluciones seriadas del estándar 

provisto. 

 

ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACIÓN DE CROMATINA (ChIP) 

Los ensayos de ChIP se realizaron con el kit iDeal ChIP‑qPCR (Diagenode, manual C01010180), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células se cultivaron en p150, se lavaron con DMEM y 

se incubaron con ICG‑001 (1 µM) en 15 ml de DMEM durante 45 min a 37 °C. Luego, se realizó un lavado 

con DMEM y se añadieron 15 ml de DMEM por placa. Se agregaron 400 ml de formaldehído (36%) por 

placa, incubando 8 min a temperatura ambiente con agitación suave; la reacción se detuvo con glicina 

(125 mM, 5 min en agitación). Las células se lavaron tres veces con PBS frío, se lisaron con buffer de lisis 

frío y se recolectaron por raspado en hielo. Se incubó durante 20 min en agitación en hielo. Tras 

centrifugaciones sucesivas (5 min, 1600 rpm, 4 °C) y resuspensión en buffer de lisis, los núcleos se 

incubaron en hielo y se resuspendieron finalmente en shearing buffer suplementado con inhibidores de 

proteasas, manteniendo las muestras en hielo hasta la sonicación (15 ciclos de 30 seg ON y 30 seg OFF 

en alta potencia). La cromatina fijada se fragmentó por sonicación hasta obtener fragmentos de 200–

600 pb. Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo con anticuerpos para β‑catenina (sc‑133238 o 

ab32572), TCF4 (ab217668) o IgG control, unidos a perlas magnéticas recubiertas con proteína A. Tras 

lavados secuenciales, el ADN se eluyó, se revirtió el entrecruzamiento, se purificó y se analizó por qPCR 
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usando primers específicos para las regiones promotoras de interés; regiones del gen GAPDH se 

utilizaron como control negativo. 

 

ENSAYOS CON MUESTRAS DE PACIENTES 

Nuestro laboratorio mantiene una colaboración con el Hospital de Pacheco “Magdalena V. de Martínez”, 

del cual se reciben rutinariamente muestras frescas y fijadas en formol de tumores mamarios humanos. 

Todas las muestras remitidas por el Hospital son anonimizadas previamente. Se incluyeron en el estudio 

las pacientes con CM sometidas a cirugía entre abril 2008 y abril 2023 y se excluyeron a las pacientes 

HIV+ o hepatitis B+. El estudio fue aprobado por los comités de ética institucionales (CE08/2016) y los 

datos clínico‑patológicos, incluyendo la expresión por IHQ de Ki‑67, ER y PR, se obtuvieron de las 

historias clínicas.  

Las muestras frescas se procesan en el marco de otros proyectos para obtener extractos 

nucleares y citosólicos, en los que se evalúa la expresión de PR y sus isoformas por Wb. Se consideraron 

PRA‑H las muestras cuya relación PRA/PRB era mayor o igual a 1,2; PRB‑H a todos los valores cuya 

relación PRA/PRB sea menor o igual a 0,83; y EQUI cuando la relación fue entre 0,83 y 1,2 (Rojas et al, 

2017).  

En esta tesis se realizaron IHQ para FGF2, AR, WNT4 y WNT6. Las inmunomarcaciones se 

cuantificaron con el asesoramiento de la médica patóloga Dra. Silvia Vanzulli, evaluando siempre el 

parénquima tumoral. La expresión nuclear de FGF2 se cuantificó considerando el porcentaje de células 

positivas (0-100%) y la intensidad de la señal (1 a 3), generando un score multiplicando el % de células 

positivas por la intensidad de la marcación (Sahores et al, 2018). La expresión nuclear de AR se 

determinó como el porcentaje de células tumorales viables positivas (0–100 %) (Garcia et al, 2020). La 

expresión citoplasmática de WNT4 y WNT6 se evaluó como porcentaje de células tumorales viables 

positivas (0–100 %). 

Los cálculos de sobrevida global (SG) y sobrevida libre de progresión (SLP) se realizaron desde la 

fecha de cirugía hasta el fallecimiento por cualquier causa o hasta la progresión de la enfermedad, 

respectivamente. Se estableció en agosto 2025 como punto de corte para el seguimiento.  

Datos públicos METABRIC 

Se realizaron análisis exploratorios de asociación entre la expresión de AR (mRNA) y la SG o SLP 

utilizando datos públicos de la cohorte METABRIC accesible en cBioPortal for Cancer Genomics (Curtis et 
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al, 2012; Mucaki et al, 2016). Esta cohorte incluye más de 2.000 tumores mamarios primarios con 

información clínica y de seguimiento a largo plazo (hasta ~20 años), así como perfiles moleculares que 

integran expresión génica y alteraciones de número de copia. Los puntos de corte para la expresión de 

AR se determinaron mediante el software Cut off finder (Budczies et al, 2012). Las curvas de Kaplan–

Meier, el cálculo del hazard ratio (HR), su intervalo de confianza y el valor de p (test de Log-rank) fueron 

generados en GaphPad a partir de la estratificación de las pacientes según el nivel de expresión de AR en 

los distintos subgrupos definidos según la expresión de ER y PR (ER+PR+ o ER+PR-) y ganglios negativos. 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico se realizó con el software GraphPad Prism (versión 8.0.2 para Windows; GraphPad 

Software Inc.). En las figuras, el nivel de significancia se indica mediante asteriscos. En los ensayos de 

proliferación celular, los valores de cada condición se expresaron como porcentaje relativo al grupo 

control y se compararon mediante ANOVA de una vía seguido de prueba de comparaciones múltiples de 

Tukey cuando se evaluaron tres o más grupos, o mediante prueba t de Student no pareada y bilateral 

cuando se compararon solo dos grupos. Las comparaciones de la expresión de ARNm y de proteína (Wb 

cuantificado con ImageJ, utilizando únicamente exposiciones no saturadas y al menos tres experimentos 

independientes, salvo indicación contraria) se efectuaron también con prueba t (dos grupos) o ANOVA 

de una vía seguido de Tukey (múltiples grupos). 

En los experimentos in vivo, las curvas de crecimiento tumoral se analizaron mediante ANOVA de 

dos vías con el tiempo como medida repetida, y los pesos tumorales finales se compararon mediante 

prueba t de Student o ANOVA de una vía cuando se evaluaron más de dos grupos. El número de focos 

metastásicos y otras variables de conteo se analizó con pruebas no paramétricas: Mann‑Whitney para 

comparaciones entre dos grupos y Kruskal‑Wallis seguido de la prueba de Dunn para comparaciones 

entre más de dos grupos. La cuantificación de las IHQ de experimentos in vivo se basó en el análisis de 

imágenes de diez campos por condición (400x), calculando el porcentaje de células positivas con ImageJ 

y comparando las condiciones mediante ANOVA de una vía seguido de Tukey. 

Para el análisis de las muestras de pacientes, las asociaciones entre variables categóricas (por 

ejemplo, alta/baja expresión de AR o FGF2 y parámetros clínico‑patológicos) se evaluaron mediante 

prueba exacta de Fisher o chi‑cuadrado, según correspondiera al tamaño de las celdas. La correlación 

entre la expresión de AR y FGF2 se analizó mediante coeficiente de correlación de Spearman. La 

comparación de la expresión de AR entre grupos con bajo (score nuclear de FGF2 ≤ 5) y alto (score > 5) 
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FGF2 nuclear se realizó con la prueba no paramétrica de Mann‑Whitney. Los análisis de sobrevida global 

se efectuaron mediante curvas de Kaplan‑Meier y comparación entre grupos con la prueba de log‑rank 

(Mantel‑Cox), utilizando como puntos de corte AR nuclear ≥ 10 % y score de FGF2 nuclear ≥ 5 para 

definir alta expresión. 



  Resultados Parte I  

57 
 

RESULTADOS  

Parte I: Vía canónica de Wnt 

O.E.1: Evaluar la expresión y estado de activación de la vía de Wnt en modelos experimentales luminales 

resistentes a antiprogestágenos (ER+PRB-H) con distintos niveles de expresión de AR e isoformas de FGF2. 

En el modelo endocrino sensible T47D‑YA se observó que la sobreexpresión de la isoforma de 

alto peso molecular de FGF2 (22,5 kDa) induce resistencia endocrina, aumento de AR y desregulación de 

la vía de Wnt (ver Antecedentes, Figuras a-3 A-B y a-4 B). En función de estos resultados, nuestro primer 

objetivo fue evaluar la expresión de distintos componentes de la vía de Wnt en los modelos resistentes a 

mifepristona, T47D‑HMW (PRB-H; sobreexpresión constitutiva de HMW‑FGF2; AR elevado) y T47D‑YB 

(expresión constitutiva de PRB; niveles elevados de HMW‑FGF2 endógeno; AR elevado), en comparación 

con sus contrapartes sensibles, con el fin de determinar si esta vía se encuentra alterada en contextos 

con diferente expresión de PR y FGF2 y diferente sensibilidad endócrina. 

Modelos endocrino resistentes T47D-HMW y T47D-YB. Ensayos in vitro 

Ligandos WNT4 y WNT6 

En primer lugar, evaluamos la expresión de los ligandos WNT4 y WNT6, ambos activadores de la vía a 

través de la unión a sus receptores de membrana y cuyos ARNm resultaron sobreexpresados en el 

modelo T47D-YA-22,5 (ver Antecedentes, Figura a-3 A-B).  

En la Figura r-1 A observamos que en la línea T47D‑YB, que expresa sólo PRB, se observó un 

incremento de WNT4 en comparación con la línea T47D‑WT mientras que en T47D‑HMW, sólo se 

observó una tendencia en el mismo sentido respecto de T47D-V. En relación con la expresión de WNT6, 

la sobreexpresión de la isoforma de 22 kDa de FGF2 se asoció con un aumento del ligando respecto de la 

línea T47D‑V (T47D transfectada con el plásmido vacío; Figura r-1 B). En la línea T47D‑YB, los niveles de 

WNT6 fueron similares a los de T47D-WT e -YA (Figura r-1 B).  
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Figura r‑1 A-B Expresión de los ligandos WNT4 y WNT6 en líneas sensibles y resistentes a mifepristona, in 

vitro. Expresión de WNT4 (A) y WNT6 (B) por Wb en extractos celulares totales de T47D‑V y T47D‑HMW, 

y de las líneas T47D‑WT, ‑YA y ‑YB, con sus cuantificaciones relativizadas a vinculina, que se utilizó como 

control de carga. Los datos se expresan como media ± SE; *p < 0,05; ***p < 0,001.  Análisis estadístico: 

ANOVA de una vía seguido de Tukey. T47D-V: T47D transfectada con plásmido vacío (p6NST50); 

T47D-HMW: línea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). T47D‑YA o T47D‑YB: 

T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente. 

Dado que el mecanismo de acción de estos ligandos es a través de su liberación al medio 

extracelular, se evaluaron sus niveles en el medio condicionado mediante ensayos de ELISA. 

Las concentraciones detectadas se encontraron mayoritariamente por debajo del límite de detección 

del kit utilizado, por lo tanto, estos resultados no fueron concluyentes por sí solos. Sin embargo, se 
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observaron leves tendencias al aumento de WNT4 y WNT6 en el modelo T47D-HMW respecto de su 

control con vector vacío, consistente con una mayor liberación de estos ligandos en la variante resistente 

(no se muestra) y que acompañan los resultados obtenidos por otras técnicas.  

Correceptor LRP6 

En segundo lugar, se evaluó la activación de la vía canónica de Wnt analizando los niveles del correceptor 

LRP6 y de su forma fosforilada (pLRP6), utilizada como marcador de activación de esta vía. En las líneas 

T47D‑HMW y T47D-YB se detectó por Wb un aumento de pLRP6 en comparación con sus respectivas 

contrapartes sensibles (Figura r-2 A-B). Hasta el momento, los ensayos disponibles muestran que LRP6 

total presentó una tendencia a aumentar su expresión en la variante T47D-HMW respecto de la línea 

control, por lo que la relación pLRP6/LRP6 no alcanzó significancia estadística. Sin embargo, se requieren 

más ensayos para constatar esta tendencia.  
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Figura r‑2 A‑B. Expresión y activación del correceptor LRP6 en líneas sensibles y resistentes a 

mifepristona, in vitro. (A-B) Expresión de LRP6 y pLRP6 por Wb en extractos celulares totales de T47D‑V y 

T47D‑HMW (A) o T47D‑WT, ‑YA y ‑YB (B), con sus cuantificaciones relativizadas a vinculina y a LRP6. 

Vinculina se utilizó como control de carga. Los datos se expresan como media ± SE; *p < 0,05. Análisis 

estadístico: ANOVA de una vía seguido de Tukey. T47D-V: T47D transfectada con plásmido vacío 

(p6NST50); T47D-HMW: línea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). T47D‑YA o 

T47D‑YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente. 
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Otros componentes de la vía canónica de Wnt 

Se evaluaron también componentes intracelulares de la vía de Wnt río abajo del receptor. En las líneas 

resistentes T47D‑HMW y T47D‑YB se observó un aumento de DVL2 por Wb respecto a las líneas 

sensibles (Figura r-3 A), mientras que los niveles de DVL3 y AXIN1 se mantuvieron comparables entre 

todas las líneas analizadas (Figura r-3 B-C). 
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Figura r‑3 A‑C. Expresión de componentes citoplasmáticos de la vía de Wnt en líneas sensibles y 

resistentes in vitro. Expresión de DVL2 (A), DVL3 (B) y AXIN1 (C) por Wb en extractos celulares totales de 

T47D‑V y T47D‑HMW, y de las líneas T47D‑WT, ‑YA y ‑YB, con sus cuantificaciones relativizadas a 

vinculina que se utilizó como control de carga. Los datos se expresan como media ± SE; *p < 0,05; **p < 

0,01. Análisis estadístico: ANOVA de una vía seguido del test de Tukey. T47D-V: T47D transfectada con 

plásmido vacío (p6NST50); T47D-HMW: línea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 

kDa). T47D‑YA o T47D‑YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente. 

Por otra parte, hasta el momento, ni la expresión total de GSK‑3β (Figura r-4 A) ni la de 

β‑catenina (Figura r-4 B) mostraron diferencias significativas en las líneas resistentes T47D‑HMW y 

T47D‑YB respecto a las sensibles (Figura r-4 A-B). Dado que β‑catenina trasloca al núcleo cuando la vía 

canónica de Wnt está activa, realizamos extractos citosólicos y nucleares de las dos líneas celulares 

resistentes a mifepristona y evaluamos la expresión por Wb. Observamos que, en ambos casos, no sólo 

había expresión citosólica sino también nuclear de la proteína (Figura r-4 C).  
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Figura r‑4 A‑C. Expresión de GSK‑3β y β‑catenina en líneas sensibles y resistentes a mifepristona, in vitro. 

(A-B) Expresión de GSK‑3β (A) o β‑catenina (B) por Wb en extractos celulares totales de T47D‑V y 

T47D‑HMW, y de las líneas T47D‑WT, ‑YA y ‑YB, con sus cuantificaciones relativizadas a vinculina que se 

utilizó como control de carga. (C) Expresión de β‑catenina en extractos nucleares (N) y citoplasmáticos (C) 

de T47D‑HMW y T47D‑YB. Se utilizó β‑tubulina como control de carga. Los datos se expresan como 

media ± SD. Análisis estadístico: ANOVA de una vía seguido de test de Tukey. T47D-V: T47D transfectada 

con plásmido vacío (p6NST50); T47D-HMW: línea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular 

(22 kDa). T47D‑YA o T47D‑YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente. 
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Modelo endócrino resistente T47D-HMW. Ensayos in vivo 

También se estudiaron algunos de estos componentes de la vía en extractos tumorales derivados del 

modelo T47D‑HMW donde se observó un aumento de WNT4 (Figura r-5 A) y de las proteínas 

adaptadoras DVL2 y DVL3 (Figura r-5 B) respecto de los controles. En el caso de pLRP6 (Figura r-5 C), se 

observó una tendencia hacia una mayor expresión en la línea resistente respecto de la sensible, en 

concordancia con los resultados obtenidos in vitro (Figura r-2 A y r-3 A).  

 

Figura r‑5 A‑C. Expresión de componentes de la vía de Wnt en tumores derivados de T47D‑V y 

T47D‑HMW. (A-C) Expresión de WNT4 (A), DVL2 y DVL3 (B) y LRP6 y pLRP6 (C) por Wb en extractos 

totales de tumores T47D‑V y T47D‑HMW, con su cuantificación relativizada a vinculina que se utilizó 
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como control de carga. Se graficó también pLRP6/LRP6. Los datos se expresan como media ± SD; *p < 

0,05. Análisis estadístico: t‑test. T47D-V: T47D transfectada con plásmido vacío (p6NST50); T47D-HMW: 

línea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). T47D‑YA o T47D-YB: T47D que 

expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente. 

En cortes histológicos derivados de todas las líneas celulares se realizaron IHQ para distintos 

componentes de la vía de Wnt (WNT4, WNT6, pLRP6, β‑catenina y pGSK‑3β) (Figura r-6 y r-7). Aunque 

estos marcadores no se cuantificaron, se observó de forma consistente una marcación intensa de WNT4, 

WNT6, pLRP6, β‑catenina (Figura r-6) y pGSK‑3β (Figura r-7) en los tumores correspondientes a los 

modelos resistentes (T47D-HMW e -YB) en comparación con sus contrapartes sensibles. Estas 

observaciones fueron en línea con lo observado por Wb e in vitro, reforzando la idea de una mayor 

activación de la vía de Wnt en las variantes resistentes respecto de las sensibles. 
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Figura r‑6. Inmunomarcación de WNT4, WNT6 y pLRP6 en tumores derivados de líneas sensibles y 

resistentes. IHQ en cortes histológicos de tumores T47D‑V, T47D‑HMW; T47D‑WT, T47D‑YA y T47D‑YB, 

para WNT4, WNT6 y pLRP6. Los núcleos se contratiñeron con hematoxilina. T47D-V: T47D transfectada 

con plásmido vacío (p6NST50); T47D-HMW: línea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular 

(22 kDa). T47D‑YA o T47D‑YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente. Escala: 250 

µm y 60 µm.  

 

Figura r‑7. Inmunomarcación de β‑catenina y pGSK‑3β en tumores derivados de líneas sensibles y 

resistentes a mifepristona. IHQ en cortes histológicos de tumores T47D‑V, T47D‑HMW, T47D‑WT, 
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T47D‑YA y T47D‑YB para WNT4, WNT6 y pLRP6. Los núcleos se contratiñeron con hematoxilina. T47D-V: 

T47D transfectada con plásmido vacío (p6NST50); T47D-HMW: línea T47D que sobreexpresa FGF2 de 

alto peso molecular (22 kDa). T47D‑YA o T47D‑YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, 

respectivamente. Escala: 250 µm y 60 µm.  

Con estos resultados se pudo establecer que los modelos resistentes T47D‑HMW y T47D‑YB 

presentaron una mayor expresión de algunos componentes de la vía de Wnt que sus líneas parentales 

sensibles. En ambos casos se observaron incrementos del ligando WNT4 (WNT6 también en T47D-HMW), 

y de los componentes tempranos pLRP6 y DVL2 (y DVL3 en determinados contextos), lo que indicó una 

activación de la señalización de la vía. A pesar de la activación, no se detectaron cambios robustos en los 

componentes del complejo de degradación (AXIN1, GSK-3β) ni en la acumulación nuclear de β‑catenina 

(aunque si observamos una acumulación citoplasmática de la misma). 

 

Modelo endócrino resistente T47D-LMW in vitro e in vivo 

Esta misma caracterización de la vía de Wnt se realizó en el modelo de T47D-LMW. Este modelo 

sobreexpresa la isoforma LMW de 18 kDa de FGF2, es resistente a antiprogestágenos, expresa menores 

niveles de PR y ER junto con baja expresión de AR respecto de la línea control T47D‑V (ver Antecedentes, 

Figura a-4 A-E). Se observó también una desregulación de la vía de Wnt por ARNseq (Tesis Dra. 

Figueroa). En ensayos in vitro, la línea T47D‑LMW mostró un aumento de WNT4, así como una tendencia 

al incremento de LRP6, pLRP6, DVL3 en comparación con la línea T47D-V (Figura r-8 A-E). 

De manera similar, en tumores derivados de T47D‑LMW se detectó un aumento de WNT6 y 

DVL3, junto con una tendencia al aumento de DVL2 respecto de los tumores control (Figura r-9 A-D). Por 

IHQ se obtuvieron imágenes representativas de los marcadores WNT4, WNT6, pLRP6 y β-catenina y se 

observó una marca intensa en el modelo T47D-LMW respecto al T47D-V (Figura r-10). 
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Figura r‑8 A‑E. Expresión de componentes de la vía de Wnt en la línea T47D-V y T47D‑LMW, in vitro. (A-E) 

Expresión de los ligandos WNT4 y WNT6 (A); pLRP6 y LRP6 (B); β‑catenina y GSK‑3β (C); DVL2 y DVL3 (D) 

AXIN1 y NAKED2 (E) por Wb en extractos celulares totales de T47D‑V y T47D‑LMW, con sus 

cuantificaciones relativizadas a vinculina, que se utilizó como control de carga. Además, se muestra 

pLRP6/LRP6 (B, derecha). Los datos se expresan como media ± SE; *p < 0,05. Análisis estadístico: t‑test. 

T47D-V: T47D transfectada con plásmido vacío (p6NST50); T47D-LMW: línea T47D que sobreexpresa 

FGF2 de bajo peso molecular (18 kDa). 
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Figura r‑9 A‑D. Expresión de componentes de la vía de Wnt en tumores derivados de T47D-V y 

T47D‑LMW. (A-D) Expresión de WNT4 y WNT6 (A); pLRP6 y LRP6 (B); DVL2 y DVL3 (C); AXIN1 y NAKED2 

(D) por Wb en extractos totales de tumores, T47D‑V y T47D‑LMW, con sus cuantificaciones relativizadas 

a vinculina, que se utilizó como control de carga. Además, se muestra pLRP6/LRP6 (B, derecha). Los datos 
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se expresan como media ± SD; *p < 0,05. Análisis estadístico: t‑test. T47D-V: T47D transfectada con 

plásmido vacío (p6NST50); T47D-LMW: línea T47D que sobreexpresa FGF2 de bajo peso molecular (18 

kDa).  

 

Figura r‑10. Inmunomarcación de componentes de la vía de Wnt en tumores derivados de T47D‑V y 

T47D‑LMW. IHQ en cortes histológicos de tumores T47D‑V y T47D‑LMW para WNT4, WNT6, pLRP6 y β-

catenina. Los núcleos se contratiñeron con hematoxilina. T47D-V: T47D transfectada con plásmido vacío 

(p6NST50); T47D-LMW: línea T47D que sobreexpresa FGF2 de bajo peso molecular (18 kDa). Escala: 250 

µm y 60 µm. 
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En el modelo T47D-LMW, aun en un contexto biológico distinto al mencionado anteriormente con 

T47D‑HMW (bajo AR y predominio de FGF2 citosólico/extracelular), la sobreexpresión de LMW-FGF2 

también se asoció con un aumento en la expresión de componentes de la vía canónica de Wnt. 

 

Inhibición de la vía de Wnt con LGK‑974 en modelos resistentes 

Los resultados anteriores indicaron cambios en la expresión de los distintos componentes de la vía 

canónica de Wnt en los modelos resistentes a mifepristona, sugiriendo así una activación de la vía. Con el 

objetivo de corroborar dicha activación realizamos ensayos preliminares inhibiendo la vía de Wnt con 

LGK-974. En ensayos de inmunocitoquímica observamos que la marcación para pLRP6 fue intensa y se 

localizó predominantemente en la membrana celular de células T47D-HMW (Figura r-11 A) e -YB (Figura 

r-11 B). Dicha expresión fue menos evidente al tratar las células durante 6 h con el inhibidor de Wnt LGK-

974.  

 

Figura r‑11 A‑B. Expresión de pLRP6 en líneas resistentes a mifepristona T47D-HMW y T47D-YB tratadas 

con LGK-974. Ensayo preliminar (N=1) de inmunocitoquímica para pLRP6 en T47D‑HMW (A) y T47D‑YB 

(B) tratados in vitro con LGK‑974 (LGK; 1M) o con vehículo (C) durante 6 h. T47D-HMW: línea T47D que 
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sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa); T47D‑YB: T47D que expresa la isoforma B de PR. 

Escala: 30 µm y 15 µm. 

 A su vez, evaluamos en la línea T47D-HMW los perfiles de expresión de β-catenina (Figura r-12 

A), GSK-3β total (Figura r-12 B) y fosforilada (Figura r-12 C) tras la exposición a distintos tiempos de LGK-

974. Si bien estos ensayos son preliminares, se observa un patrón diferente a tiempos cortos y largos de 

tratamiento con el inhibidor. A tiempos cortos se observan tendencias a aumentar los niveles totales de 

β-catenina (Figura r-12 A), y GSK-3β fosforilada (Figura r-12 C) mientras que estos disminuirían a las 24 h, 

particularmente pGSK-3β, lo que sugiere que la vía se encuentra basalmente activa y que, por lo tanto, 

es capaz de inhibirse al tratar con el LGK-974. 

 

Figura r-12 A-C. Efecto de LGK-974 sobre la activación de la vía de Wnt en células T47D-HMW. Ensayo 

preliminar (N=1) de expresión de β-catenina (A), GSK-3β total (B) y pGSK-3β (C) por Wb a distintos 
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tiempos de tratamiento con LGK-974, con sus respectivas cuantificaciones. Se utilizó β-actina como 

control de carga.  T47D-HMW: línea T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). 

Los resultados de este capítulo indican que la resistencia a mifepristona de los modelos 

T47D‑HMW, T47D‑YB y T47D‑LMW se asociaría con una activación de la vía canónica de Wnt, 

evidenciada por el aumento de los ligandos WNT4 o WNT6 y de algunos de los componentes de la vía en 

comparación con sus líneas parentales sensibles, tanto in vitro como in vivo. Esta activación, sumada a 

las tendencias observadas en β‑catenina, plantea la posibilidad de que la modulación de este eje 

contribuya a los mecanismos de resistencia endocrina que se exploran en los capítulos siguientes. 
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Parte II: Mecanismo 

Como se mencionó en la Introducción, ya se había comenzado a estudiar la respuesta a andrógenos y 

antiandrógenos, así como a inhibidores de Wnt en el modelo T47D-HMW, uno de los modelos endócrino 

resistentes que expresa altos niveles de AR (Tesis Dra. Figueroa). Es por lo que extendimos nuestros 

resultados a otro modelo endocrino resistente, el T47D-YB, que expresa niveles elevados de FGF2 y de 

AR. En las figuras que se presentan a continuación se repitieron algunos de los ensayos con la línea 

T47D-HMW y, en otros casos, se muestran los resultados de la Dra. Figueroa (cuando es así se indica en 

la figura) para poder comparar las respuestas con el modelo T47D-YB.  

O.E.2a: En modelos experimentales luminales resistentes a antiprogestágenos (ER+PRB-H) que expresan 

altos niveles de AR y HMW-FGF2, estudiar el efecto de antiandrógenos, la dihidrotestosterona (DHT) e 

inhibidores de la vía de Wnt sobre la proliferación celular. 

Efecto de andrógenos y antiandrógenos sobre la proliferación celular  

Para definir la dosis de dihidrotestosterona (DHT) con mayor actividad proliferativa se ensayaron 

concentraciones en el rango de 0.01 a 10 µM a distintos tiempos de incubación en la línea T47D-HMW 

(Figura r-13 A). Observamos que la DHT 0.01 µM fue el más potente e indujo la proliferación celular a 

partir de las 96 h de tratamiento. Por lo tanto, esta concentración fue seleccionada para continuar con 

los siguientes ensayos. Se muestran imágenes representativas tomadas a tiempo inicial y final (Figura r-

13 B), que reflejan la actividad proliferativa de la DHT 0.01 µM tanto en campo claro como en 

fluorescencia, aprovechando que el plásmido de expresión de HMW-FGF2 también expresa la proteína 

fluorescente verde (GFP). Luego comparamos el efecto del andrógeno en los dos modelos resistentes 

respecto de sus contrapartes sensibles endocrinas. Ya sabíamos que en el modelo T47D-HMW la DHT 

aumenta la proliferación celular mientras que el efecto es inhibitorio en su contraparte sensible, T47D-V 

(Figura r-13 C; Tesis Dra. Figueroa). Al evaluar el efecto del andrógeno en el modelo resistente T47D-YB 

también se observó un aumento significativo en la proliferación celular mientras que el fármaco no tuvo 

un efecto significativo en el modelo sensible, T47D-YA (Figura r-13 D). 
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Figura r-13 A-D. Proliferación celular en líneas T47D bajo tratamiento con DHT. (A) Índice de proliferación 

celular en la línea T47D-HMW en condiciones control o tratadas con distintas concentraciones de DHT 

(0,01; 0,1; 1 y 10 µM) durante 6 días. (B) Imágenes representativas en campo claro y fluorescencia GFP 
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en células T47D-HMW al día 0 y 6, en condiciones control (C) o tratadas con DHT 0,01 µM. Cuantificación 

de la proliferación por conteo celular al día 6 en T47D-V y T47D-HMW (C) o T47D-YA e -YB (D), en 

condiciones control o tratadas con DHT 0,01 µM. En cada caso los datos se relativizaron a la condición 

control. Los datos se expresan como media ± SD; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Análisis estadístico: 

ANOVA de dos vías para las curvas de crecimiento (A) y t de Student para los gráficos de barras (C, D). 

DHT: dihidrotestosterona; T47D-V: T47D transfectada con plásmido vacío (p6NST50); T47D-HMW: línea 

T47D que sobreexpresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). T47D‑YA o T47D‑YB: T47D que expresa las 

isoformas A o B de PR, respectivamente. Escala: 100 µm. 

Luego, evaluamos el efecto del bloqueo del AR utilizando antiandrógenos con distintos 

mecanismos de acción como la enzalutamida, flutamida y AZD-3514. Observamos que ambas 

concentraciones de enzalutamida inhibieron la proliferación celular en la línea T47D-YB mientras que el 

antiandrógeno no tuvo efectos significativos en T47D-YA (Figura r-14 B). A modo comparativo, 

observamos un efecto similar de la enzalutamida en T47D-HMW (Figura r-14 A; Tesis Dra. Figueroa).  

 

Figura r-14 A-B. Proliferación celular en líneas T47D bajo tratamiento con enzalutamida. Cuantificación 

de la proliferación por conteo celular en T47D-V y T47D-HMW (A) o T47D-YA y T47D-YB (B) en 

condiciones control o tratadas con enzalutamida 1 o 10 µM. En cada caso los datos se relativizaron a la 

condición control. Los datos se expresan como media ± SD; ***p<0,001. Análisis estadístico: ANOVA de 

una vía seguido de Tukey. T47D-V: T47D transfectada con plásmido vacío (p6NST50); T47D-HMW: T47D 

transfectada con un plásmido que expresa la isoforma de FGF2 de 22 kDa. T47D‑YA o T47D‑YB: T47D que 

expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente. 
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Otro de los antiandrógenos estudiados fue la flutamida. Primero se analizó un rango de 

concentraciones desde 0.01 a 10 µM a distintos tiempos de tratamiento, y se observó que las dosis más 

altas de 1 y 10 µM indujeron una inhibición significativa en la proliferación celular de la línea T47D-HMW, 

incluso a partir de 50 h de tratamiento (Figura r-15 A). Imágenes representativas ilustran los resultados 

observados tanto en campo claro como en fluorescencia (Figura r-15 B). Se seleccionaron las 

concentraciones de 1 y 10 µM para realizar los siguientes ensayos utilizando los dos modelos resistentes 

y sus contrapartes sensibles. Observamos que ambas concentraciones de flutamida inhibieron la 

proliferación celular a 6 días de tratamiento tanto en T47D-HMW como en T47D-YB. En las líneas 

sensibles, la concentración de 10 µM estimuló e inhibió la proliferación celular de T47D-V (Tesis Dra. 

Figueroa) y T47D-YA, respectivamente (Figura r-15 C-D). 

Además, se realizaron ensayos con el antiandrógeno AZD-3514 que presenta un mecanismo de 

acción similar al de la enzalutamida inhibiendo tanto la unión de andrógenos al receptor como la 

translocación nuclear y la actividad transcripcional. Este ensayo se realizó sólo en las líneas resistentes y 

observamos que el fármaco indujo una inhibición de la proliferación celular en las dosis de 1 µM y 10 µM 

para T47D-HMW (Figura r-16 A) y de 10 µM para T47D-YB (Figura r-16 B). Como era de esperar, el 

antiandrógeno en la concentración de 10 µM fue capaz de inhibir el efecto proliferativo de la DHT en el 

modelo T47D-YB (Figura r-16 C). 
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Figura r-15 A-D. Proliferación celular en líneas T47D bajo tratamiento con flutamida. (A) Índice de 

proliferación celular en la línea T47D-HMW en condiciones control o tratadas con distintas 

concentraciones de flutamida (0,01; 0,1; 1 y 10 µM) durante 6 días. (B) Imágenes representativas en 
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campo claro y fluorescencia GFP al día 0 y 6 en células T47D-HMW, control o tratadas con flutamida 10 

µM. Cuantificación de la proliferación por conteo celular en las líneas T47D-V y T47D-HMW (C) o T47D-YA 

y T47D-YB (D) en condiciones control o tratadas con flutamida 1 o 10 µM por 6 días. En cada caso los 

datos se relativizaron a la condición control. Los datos se expresan como media ± SD; *p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001. Análisis estadístico: ANOVA de una vía seguido de Tukey. T47D-V: T47D transfectada con 

plásmido vacío (p6NST50); T47D-HMW: T47D transfectada con un plásmido que expresa la isoforma de 

FGF2 de 22 kDa; T47D‑YA o T47D‑YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente. 

Escala: 200 µm. 

 

Figura r-16 A-B Proliferación celular en líneas T47D bajo tratamiento con AZD-3514. (A) Índice de 

confluencia en condiciones control o tratadas con AZD-3514 (1 y 10 µM) durante 6 días en la línea 

T47D‑HMW. (B) Índice de proliferación celular en la línea T47D‑YB tratada durante 6 días con AZD-3514 

(1 o 10 µM), DHT 0,1 µM o la combinación de ambos tratamientos. En cada caso los datos se 

relativizaron a la condición control. Los datos se expresan como media ± SD; **p<0,01; ***p<0,001. 

Análisis estadístico: ANOVA de una vía seguido de Tukey. T47D-HMW: T47D transfectada con un 

plásmido que expresa la isoforma de FGF2 de 22 kDa; T47D-YB: T47D que expresa la isoforma de B de PR. 

Por lo tanto, podemos concluir que ambos modelos resistentes, T47D-HMW y T47D-YB, son 

sensibles al tratamiento con agonistas o antagonistas del AR estimulando o inhibiendo la proliferación 

celular, respectivamente. 
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Efecto de inhibidores de la vía de Wnt sobre la proliferación celular 

Teniendo en cuenta los resultados presentados en Antecedentes y en la sección anterior en los que 

mostramos que la sobreexpresión de FGF2 induce la desregulación de la vía de Wnt (Figura a-3 A-B) y 

que, a nivel de proteína, varios componentes de esta vía están aumentados en ambas líneas resistentes 

comparadas con sus variantes sensibles endocrinas, evaluamos el efecto del bloqueo de esta vía 

utilizando dos inhibidores con distinto mecanismo de acción, LGK-974 e ICG-001. 

Como mencionamos en la Introducción, el LGK974 inhibe la vía de Wnt a nivel de los ligandos 

WNT y el ICG-001 interfiere en la vía canónica de Wnt/β-catenina actuando a nivel nuclear inhibiendo la 

transcripción génica. 

En ensayos previos del laboratorio (Tesis Dra. Figueroa) demostramos que tanto el LGK-974 

como el ICG-001 inducen la inhibición de la proliferación celular tanto para la línea T47D-HMW como 

para T47D-V. Por lo tanto, aquí repetimos esos ensayos a fin de compararlos con el modelo T47D-YB. 

Observamos que ambas líneas celulares, T47D-YA e -YB, fueron sensibles al tratamiento con ICG-001 

(Figura r-17 B), de manera similar a lo que ocurría con T47D-V y -HMW (Figura r-17 A) 

En el caso del inhibidor LGK-974, se observa la inhibición de la proliferación celular en las líneas 

T47D-V y -HMW. El LGK-974 en su dosis más baja inhibió la proliferación celular en el modelo T47D-

HMW, con lo cual este parecería tener una mayor sensibilidad que su contraparte T47D-V (Figura r-17 C, 

Tesis Dra. Figueroa). Por otro lado, este fármaco no indujo cambios significativos en la proliferación 

celular de las líneas T47D-YA e -YB (Figura r-17 D).  
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Figura r-17 A-D. Proliferación celular en líneas T47D bajo tratamiento con ICG‑001 y LGK‑974. (A, C) 

Índice de conteo celular en las líneas T47D‑HMW y T47D‑V en condiciones control o tratadas con ICG‑001 

(0,5 µM; A) o LGK‑974 (0,5 y 1 µM; C) durante 6 días. (B, D) Índice de conteo celular en las líneas T47D‑YB 

y T47D‑YA en las mismas condiciones de tratamiento con ICG‑001 (B) o LGK‑974 (D). En cada caso los 

datos se relativizaron a la condición control. Los datos se expresan como media ± SD; *p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001. Análisis estadístico: ANOVA de una vía seguido de Tukey. T47D‑V: T47D transfectada con 

plásmido vacío (p6NST50); T47D‑HMW: T47D que expresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa); 

T47D‑YA o T47D‑YB: T47D que expresa las isoformas A o B de PR, respectivamente. 

En conjunto, estos resultados sugieren una mayor sensibilidad al bloqueo de la vía de Wnt de la 

línea que sobreexpresa artificialmente HMW-FGF2 (T47D-HMW) respecto de la línea T47D-YB que 

expresa niveles mayores de HMW-FGF2. Además, el bloqueo de la vía canónica de Wnt a nivel 

transcripcional (ICG-001) parece tener un mayor efecto sobre la proliferación celular que el bloqueo con 

LGK-974. 
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Dado que nuestros modelos resistentes expresaban altos niveles de AR y tenían una vía de Wnt 

desregulada y que, además, los andrógenos inducían y los bloqueantes de la vía de Wnt inhibían la 

proliferación celular, quisimos investigar si existía un crosstalk entre ambas vías de señalización con el fin 

de estudiar los mecanismos involucrados en la resistencia endocrina.  

Crosstalk AR-Wnt: proliferación celular 

Para ello, en primer lugar, evaluamos el efecto del bloqueo de la vía de Wnt sobre el aumento de la 

proliferación inducida por DHT.  

Como el inhibidor de Wnt, ICG‑001 mostraba un efecto inhibitorio más pronunciado que el 

LGK‑974, y, acompañado de su mecanismo de acción a nivel nuclear, nos permitía explorar también una 

posible regulación transcripcional. Por lo tanto, elegimos el ICG-001 para continuar con los siguientes 

experimentos. 

El tratamiento combinado de DHT con ICG-001, en ambas dosis, revirtió el efecto proliferativo de 

la DHT, tanto en la línea T47D-HMW (Figura r-18 A) como en T47D-YB (Figura r-19 A). Asimismo, en el 

modelo T47D-HMW la reversión es incluso mayor que en T47D-YB, alcanzando niveles por debajo del 

tratamiento control. Estos efectos se vieron reflejados también en las imágenes de las células creciendo 

en monocapa bajo los distintos tratamientos (Figura r-18 B y r-19 B).  
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Figura r-18 A-B. Efecto de DHT e ICG‑001 en la proliferación celular de la línea T47D‑HMW. (A) Índice de 

proliferación en T47D‑HMW en condiciones control o tratadas con DHT (10 nM) e ICG‑001 (0,5 y 1 µM), 

solos o en combinación, durante 6 días. En cada caso los datos se relativizaron a la condición control. (B) 

Imágenes representativas en campo claro al tiempo final en T47D‑HMW bajo las condiciones control (C), 

DHT 10 nM, ICG‑001 1 µM y tratamiento combinado (DHT + ICG). Escala 100 µm. Los recuadros muestran 

ampliaciones de áreas seleccionadas para una mejor visualización de las células. Los datos se expresan 

como media ± SD; ***p<0,001. Análisis estadístico: ANOVA de una vía seguido de Tukey. T47D-HMW: 

T47D transfectada con un plásmido que expresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). Escala: 200 µm. 
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Figura r-19 A-B. Efecto de DHT e ICG‑001 en la proliferación celular de la línea T47D‑YB. (A) Índice de 

proliferación en T47D‑YB en condiciones control o tratadas con DHT (10 nM) e ICG‑001 (0,5 y 1 µM), 

solos o en combinación, durante 6 días. En cada caso los datos se relativizaron a la condición control. (B) 

Imágenes representativas en campo claro al tiempo final en T47D‑YB bajo las condiciones control (C), 

DHT 10 nM, ICG‑001 1 µM y tratamiento combinado (DHT + ICG). Escala 100 µm. Los recuadros muestran 

ampliaciones de áreas seleccionadas para una mejor visualización de las células. Los datos se expresan 

como media ± SD; *p<0,05; ***p<0,001. Análisis estadístico: ANOVA de una vía seguido de Tukey. 

T47D‑YB: T47D que expresa la isoforma B de PR. Escala: 200 µm. 
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En conjunto, estos resultados sugieren un crosstalk entre las vías de AR y Wnt en las líneas 

celulares endocrino resistentes que expresan niveles elevados de HMW-FGF2.  

O.E.2b: En modelos experimentales luminales resistentes a antiprogestágenos (ER+PRB-H) que expresan 

altos niveles de AR y HMW-FGF2, estudiar el efecto de inhibidores de la vía de Wnt sobre la expresión de 

AR. 

Crosstalk AR-Wnt: expresión de AR 

A partir de estos resultados, en una segunda instancia nos propusimos estudiar los mecanismos 

involucrados en dicho crosstalk. Para ello, y teniendo en cuenta los elevados niveles de AR en el modelo 

T47D-HMW, evaluamos el efecto de los inhibidores de Wnt sobre la expresión de AR. 

En primer lugar, realizamos un ensayo exploratorio en células T47D-HMW para evaluar el efecto 

del LGK-974 a distintos tiempos sobre la expresión de AR por Wb. Observamos a los 10 minutos una 

expresión elevada de AR seguidos por bajos niveles a partir de las 6 h, que se mantienen al menos hasta 

las 24 h (Figura r-20 A). En base al perfil obtenido, se eligió el tiempo de 24 h para continuar con los 

ensayos. En la Figura r-20 B observamos que el tratamiento con LGK por 24 h inhibió la expresión de AR 

in vitro. Aprovechando que contábamos también con muestras del tumor T47D-HMW creciendo in vivo 

en condiciones control y tratados con LGK-974, evaluamos la expresión de AR por Wb e IHQ, donde 

también observamos una disminución en la expresión de AR en los tumores tratados con el inhibidor 

(Figura r-20 C).   

Asimismo, realizamos ensayos similares, pero tratando con ICG-001 y determinamos que el 

tratamiento redujo la expresión de AR tanto a nivel de proteína (Figura r-20 D) como de ARNm (Figura r-

20 E). 
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Figura r-20 A-E. Regulación de la expresión de AR por LGK‑974 e ICG‑001 en la línea T47D‑HMW. (A) 

Expresión de AR por Wb y su cuantificación en células T47D‑HMW tratadas con LGK‑974 1 µM a distintos 

tiempos; β‑actina se utilizó como control de carga (Ensayo preliminar N=1). (B-C) Expresión de AR por Wb 

y su cuantificación en células T47D‑HMW tratadas con LGK‑974 1 µM (B) y en tumores T47D‑HMW (C); 

se utilizaron ERK o GAPDH como controles de carga. A la derecha de (C) se muestran imágenes 

representativas por IHQ de AR en tumores T47D‑HMW control o tratados con LGK‑974 durante 21 días. 

(D-E) Expresión de AR a nivel de proteína por Wb (D) y de ARNm por RT‑qPCR (E) y su cuantificación en 

células T47D‑HMW tratadas con ICG‑001 1 µM; se muestra el producto de PCR de 150 pb a tiempo final, 
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en un gel de agarosa (E, derecha). Se utilizaron ERK o GAPDH como controles de carga. Los datos se 

expresan como media ± SD (A y C) o ±SE (B, D y E); *p<0,05. Análisis estadístico: t‑test. HMW: T47D 

transfectada con un plásmido que expresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa). Escala: 30 µm. 

Por otro lado, en el modelo T47D-YB, el tratamiento con los dos inhibidores de Wnt no afectó los 

niveles de AR en las mismas condiciones ensayadas para T47D-HMW (Figura r-21 A-B).  

 

Figura r-21 A-B. Efecto de inhibidores de Wnt sobre la expresión de AR en la línea T47D‑YB. (A) Expresión 

de AR por Wb en células T47D‑YB en condiciones control o tratadas con ICG‑001 (0,5 y 1 µM) o LGK‑974 

(1 µM). Se utilizó β-actina como control de carga y su correspondiente cuantificación relativizado al 

control (B). Los datos se expresan como media ± SE. *p<0,05 T47D‑YB: T47D que expresa la isoforma B de 

PR. Análisis estadístico: ANOVA de dos vías. 

Por otra parte, teniendo en cuenta que la sobreexpresión de HMW-FGF2 no sólo induce 

elevados niveles de AR sino también una reducción en los niveles de ER y PR (ver Antecedecentes), 

evaluamos el efecto del LGK-974 sobre la expresión de ER y PR en la línea T47D-HMW. En ensayos 

exploratorios a distintos tiempos observamos que a la hora de tratamiento se induce la expresión de ER, 

mientras que a las 24 h la inhibición de la vía de Wnt no restauraría los niveles de ER (Figura r-22 A) ni 

tampoco los de PR (Figura r-22 B).  En línea con estos resultados, la evaluación de ER y PR en extractos 

de tumores tratados con LGK-974 no alteró los niveles de ER (Figura r-22 C) ni PRB y disminuyó los 

niveles de PRA (Figura r-22 D), sugiriendo que la vía de Wnt no está involucrada en los bajos niveles de 

estos receptores hormonales, al menos directamente. 
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Figura r-22 A-D. Efecto de LGK-974 (1 μM) sobre la expresión de ER y PR en células y tumores T47D-

HMW. Wb (A) y cuantificación (B) para ER (N=2) y PR (N=1) a distintos tiempos de tratamiento de la línea 

celular T47D-HMW con LGK-974 (1 μM). Se utilizó β-actina como control de carga. Wb y cuantificación de 

ER (C), PR total, PRA, PRB, y relación PRA/PRB (D) en tumores T47D-HMW tratados con LGK-974 in vivo. 

Se utilizó vinculina como control de carga. En cada caso los datos se relativizaron a la condición control. 
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Los datos se expresan como media ± SE; *p<0,05; **p<0,01. Análisis estadístico: t‑test. HMW: T47D 

transfectada con un plásmido que expresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa).  

O.E.2c: En modelos experimentales luminales resistentes a antiprogestágenos (ER+PRB-H) que expresan 

altos niveles de AR y HMW-FGF2, estudiar la unión de β-catenina y TCF4 a sitios TCF/LEF en el promotor de 

AR. 

Crosstalk AR-Wnt: ensayos de ChIP 

En cáncer de próstata, el grupo del Dr. Buttyan y col. demostró que el promotor de AR presenta al menos 

tres sitios funcionales LEF-1/TCF activados por β-catenina (Yang et al, 2006). Por lo tanto, con el objetivo 

de investigar una posible regulación génica entre ambas vías, realizamos ensayos de ChIP. Las células 

T47D-HMW se trataron durante 45 minutos con ICG-001 y el ADN sonicado se inmunoprecipitó con 

anticuerpos para β-catenina o TCF4. Las células se trataron durante 45 minutos con ICG-001. Finalmente, 

se realizaron ensayos de qPCR utilizando primers diseñados para amplificar las secuencias conteniendo 

los sitios TCF/LEF descriptos.  Evaluamos varios sitios en el promotor de AR e identificamos dos sitios, el -

1257 y el -733 (Figura r-23 A), en los cuales estaban interactuando β-catenina y TCF4 (Figura r-23 B-D) ya 

que el tratamiento con ICG-001, que impide el pegado de β-catenina a sus genes blanco, disminuyó el 

pegado de ambas proteínas en dichos sitios. Se utilizó GAPDH como control de la especificidad de la 

unión en el promotor de AR. 

Estos ensayos de ChIP también se realizaron en el modelo T47D-YB, pero los resultados 

preliminares fueron insuficientes para poder sacar conclusiones. 
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Figura r-23 A-D. Ensayos de ChIP en sitios TCF4/LEF del promotor del gen humano de AR para 

T47D‑HMW. (A) Esquema del promotor del gen AR mostrando los sitios de unión TCF4/LEF (‑1257, ‑733). 

Análisis por ChIP de la ocupación de β‑catenina (B) y TCF‑4 (C) en los sitios ‑733 y ‑1257 del promotor de 

AR en células T47D‑HMW en condiciones control o tratadas durante 45 min con ICG‑001 (1 µM). (D) 

Análisis por ChIP del gen GAPDH usado como control técnico para la especificidad de la 

inmunoprecipitación en las mismas condiciones de tratamiento. Los sitios TCF4/LEF fueron definidos 

según (Yang et al, 2006). En cada caso los datos se relativizaron a la condición control. Los datos se 

expresan como media ± SE; *p<0,05; **p<0,01. Análisis estadístico: t‑test. HMW: T47D transfectada con 

un plásmido que expresa FGF2 de alto peso molecular (22 kDa).  

En el modelo T47D-HMW, los inhibidores de la vía de Wnt inhiben la expresión de AR, in vitro e in 

vivo, y disminuyen la interacción de β-catenina y TCF-4 en sitios TCF/LEF en el promotor de AR. De esta 

manera pudimos dar una interpretación mecanística para la interrelación entre las vías de Wnt y de AR. 
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O.E.3: En PDX luminales (ER+PRbajo/-AR+), estudiar el efecto de la dihidrotestosterona e inhibidores de la vía 

de Wnt sobre la proliferación celular. 

Crosstalk AR-Wnt: PDX 

Como prueba de concepto, se estudió el crosstalk entre AR y Wnt en dos modelos PDX (767 y 781) 

luminales desarrollados previamente en el laboratorio, ambos ER+PR- y HER2+. 

PDX767 – ensayo ex vivo. Se realizó un análisis ex vivo en el que se utilizó un vibrátomo para 

cortar finas lonjas del tumor. Estas lonjas fueron cultivadas sobre esponjas durante 48 h en placas de 

cultivo y se trataron durante ese tiempo con DHT, ICG-001 o la combinación. Luego, sobre los cortes 

fijados, se realizaron IHQ para Ki-67, como indicador de proliferación celular (Figura r-24 B) y AR (Figura 

r-24 C). 

A nivel histológico, el grupo control mostró cúmulos con baja cohesión entre células. Tanto este 

grupo como el tratado con ICG-001 mostraron esbozos de diferenciación glandular, mientras que 

tratamiento con DHT favorece la cohesividad celular, sin signos de diferenciación. En el grupo con 

tratamiento combinado, el efecto sobre la diferenciación glandular fue mayor, observándose estructuras 

glandulares mejor definidas (Figura r-24 A). 

En cuanto al recuento de Ki-67 se obtuvo un aumento con el tratamiento con DHT y una 

tendencia a la disminución para ICG-001. El tratamiento combinado indujo una disminución de la 

proliferación celular, sugiriendo una interrelación entre ambas vías (Figura r-24 B). Por otra parte, el 

tratamiento con DHT indujo un aumento en la expresión de AR tanto por sí solo como en combinación 

con ICG-001 (Figura r-24 C).  
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Figura r-24 A-C. Ensayo ex vivo. Análisis inmunohistoquímico de AR y Ki‑67 en cortes de vibrátomo del 

modelo PDX767 (ER⁺PR⁺). (A-B) (A) Imágenes representativas de cortes tumorales teñidos con 
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hematoxilina y eosina (H&E), e inmunomarcación para Ki‑67 y AR de explantos tratados durante 48 h en 

las siguientes condiciones: control (C), DHT 10 nM (DHT), ICG‑001 1 µM (ICG) y la combinación DHT + 

ICG‑001 (DHT + ICG). (B‑C) Cuantificación del porcentaje de células positivas para Ki‑67 (B) o AR (C) 

respecto al total de células tumorales en cada condición experimental. Flechas: C e ICG, esbozo de 

diferenciación glandular; DHT+ICG, diferenciación glandular. Los datos se expresan como media ± SD; 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Análisis estadístico: ANOVA de una vía seguido de Tukey. Escala: 20 µm. 

PDX781 – ensayo in vivo. En este caso se hizo un ensayo in vivo de los tumores tratados durante 

5 días con DHT, LGK-974 o el tratamiento combinado, evaluando los mismos marcadores que para el 

PDX767. 

Al sacrificar los animales a los cinco días post-tratamiento observamos una leve tendencia hacia 

un mayor tamaño tumoral en el grupo tratado sólo con DHT (Figura r-25 A). Para corroborar la 

distribución sistémica de la hormona se evaluó el peso y la histología de las glándulas salivales ya que 

estas son susceptibles a la acción de los andrógenos (Dart et al, 2013). Observamos que el peso de las 

glándulas salivales era superior en el grupo que había sido tratado con DHT (Figura r-25 B). A nivel 

histológico, las glándulas salivales presentaron acumulación de microfilamentos y agrandamiento de 

acinos y conductos (no mostrado en las figuras) lo que causa un aumento generalizado del tamaño 

glandular, sin evidencia de proliferación celular. Los tumores no presentaron cambios histológicos 

significativos con los distintos tratamientos, observándose nidos celulares bien estructurados en todos 

los casos (Figura r-26 A). En cuanto a la expresión de Ki-67, tanto la DHT como el LGK-974 disminuyeron 

su expresión, siendo más evidente en el caso del inhibidor de Wnt. Con el tratamiento combinado 

prevaleció el efecto inhibitorio del LGK-974 (Figura r-26 B). En contraposición al PDX767, cuyos niveles 

de AR en condiciones control son más bajos que los del PDX781, el tratamiento con DHT no indujo 

cambios en la expresión de AR. Sin embargo, de manera similar a lo observado en los modelos 

experimentales, el LGK-974 disminuyó la expresión de AR respecto del control, aunque el efecto se anula 

en presencia de DHT (Figura r-26 C).  
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Figura r-25 A-B. Ensayo de crecimiento tumoral y peso de glándulas salivares en el modelo PDX781. (A) 

Curva de crecimiento tumoral representada como tamaño tumoral (mm²) medido desde el inicio de los 

tratamientos (días 101 a 105) en los grupos control, LGK-974 (5 mg/kg), DHT (20 mg/kg) y combinación 

DHT + LGK-974. (B) Imágenes representativas de glándulas salivares en los grupos control (C) y DHT 

(izquierda), acompañadas por la cuantificación del peso de las glándulas salivales (g; derecha). Los datos 

se expresan como media ± SD; ***p<0,001 Análisis estadístico: t‑test Student. 
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Figura r-26 A-C. Ensayo in vivo. Evaluación histológica y análisis inmunohistoquímico de AR y Ki-67 en el 

modelo PDX781. (A) Imágenes representativas de cortes tumorales teñidos con hematoxilina y eosina 

(H&E), e inmunomarcación para Ki-67 y AR en ratones tratados durante cinco días en las siguientes 
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condiciones: control (C), DHT (20 mg/kg), LGK-974 (5 mg/kg) y combinación DHT + LGK-974. 

Cuantificación del porcentaje de células positivas para Ki-67 (B) o AR (C) respecto al total de células 

tumorales en cada condición experimental. Los datos se expresan como media ± SD; *p<0,05; **p<0,01. 

Análisis estadístico: ANOVA de una vía seguido de Tukey. Escala: 20 µm. 

En conjunto, estos ensayos en modelos PDX permitieron complementar los resultados obtenidos 

previamente en los modelos celulares endócrino-resistentes. Si bien cada PDX posee características 

propias, pudimos determinar un crosstalk entre las vías de AR y Wnt a nivel de proliferación celular (PDX 

767) o de expresión de AR (PDX781), reforzando en xenoinjertos humanos los resultados obtenidos con 

líneas celulares. 

Como cierre de este capítulo podemos decir que el bloqueo de las vías de señalización de AR y/o 

Wnt redujo la proliferación celular en los modelos de CM resistentes derivados de la línea T47D y en los 

PDX evaluados. En particular, nos enfocamos en las líneas T47D-HMW y T47D-YB, siendo el efecto más 

marcado en el modelo que sobreexpresa FGF2, es decir el HMW. En este último modelo, se comprobó 

una interacción funcional directa entre las vías de AR y Wnt: la inhibición de la vía Wnt no solo suprimió 

el efecto proliferativo inducido por el andrógeno, sino que también disminuyó los niveles de AR. Uno de 

los mecanismos propuestos para la disminución de AR es la interacción de proteínas como β-catenina y 

TCF4 en el promotor del gen de AR. 
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Parte III: Modelos in vivo: vía de AR 

O.E.4: En modelos PR- o PRB-H creciendo en presencia o ausencia de estradiol (E2) exógeno, estudiar el 

efecto de agonistas androgénicos sobre el crecimiento tumoral y la diseminación metastásica.  

Efecto de testosterona sobre el crecimiento tumoral de modelos luminales PRB-H y PR- con E2 

Antes del desarrollo del tamoxifeno, se utilizaban altas dosis de andrógenos para el tratamiento de 

pacientes con enfermedad avanzada y los resultados eran prometedores (Galton, 1950). Actualmente, la 

controversia respecto del rol de AR continúa y algunos estudios proponen el uso de agonistas 

androgénicos en tumores ER⁺ (Hickey et al, 2021; Palmieri et al, 2024), mientras que otros respaldan la 

inhibición de AR (D'Amato et al, 2016; De Amicis et al, 2010; Kono et al, 2017). 

In vitro, nuestros resultados muestran que tanto T47D-HMW como T47D-YB se estimulan con 

DHT. Por lo tanto, en primer lugar, investigamos el efecto in vivo de la testosterona en los modelos T47D-

HMW, T47D-YB y PDX707. Estos modelos son AR+, PRB-H (T47D-HMW e -YB) o PR- (PDX707, xenoinjerto 

proveniente de paciente) y requieren de la administración exógena de E2 para crecer.  

En contraposición con lo observado in vitro, la administración de testosterona, en presencia de 

E2, inhibió levemente el crecimiento de T47D-HMW (Figura r-27 A) y marcadamente el del PDX707 

(Figura r-27 C) con una tendencia en el mismo sentido para el tumor T47D-YB (Figura r-27 B). Estos 

resultados se vieron reflejados también en el peso tumoral al final del experimento (Figura r-27 A-C). 

Además, observamos un mayor número de ratones con metástasis pulmonares en el grupo portador de 

tumores T47D-HMW tratado con E2 (100%, 5/5) respecto del grupo tratado con la terapia combinada 

(20%, 1/5; p<0.05). Estros resultados estuvieron acompañados de una tendencia al desarrollo de un 

menor número de focos metastásicos en el grupo tratado con testosterona (Figura r-27 A-B). Ensayos de 

IHQ en el tumor PDX707, muestran una marcación nuclear intensa del AR luego del tratamiento con 

testosterona (Figura r-27 C, derecha).  

El efecto inhibitorio del tratamiento combinado con testosterona en T47D-HMW y PDX707 se 

observó claramente a nivel histológico donde se observaron pocos nidos tumorales rodeados de 

abundante estroma (Figura r-28) en comparación con los tumores no tratados.  
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Figura r‑27 A‑C. Efecto de la testosterona sobre el crecimiento tumoral in vivo en modelos T47D‑HMW, 

T47D‑YB y PDX707. Curvas de crecimiento tumoral, peso tumoral final y número total de metástasis por 

ratón en T47D‑HMW (AR+, PRB, HMW‑FGF2alto) tratados con estradiol (E2; 0.25 mg) o con estradiol y 

testosterona pellet 5 mg (E2+T) (A), y en T47D‑YB (AR+, PRB, HMW‑FGF2alto) tratados con estradiol (E2) o 

estradiol y testosterona pellet 10 mg (E2+T) (B). (C) Curvas de crecimiento y peso tumoral final en el 

PDX707 (AR+, PR−) tratado con estradiol (E2) o estradiol y testosterona pellet 20 mg (E2+T), junto con 

imágenes representativas de la expresión de AR por IHQ en tumores control (C) y tratados con 

testosterona pellet 20 mg (T). Los datos se expresan como media ± SD; **p < 0,01; ***p < 0,001. Análisis 

estadístico: ANOVA para las curvas de crecimiento y t de Student para el peso tumoral y las metástasis. 

Escala: 100 µm. 
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Figura r‑28. Histología de tumores derivados de T47D‑HMW, T47D‑YB y PDX707 en condiciones control y 

tratadas con testosterona. Cortes tumorales teñidos con hematoxilina y eosina tratados con estradiol 

(control) o con estradiol y testosterona (T; pellets de 5 mg en T47D‑HMW, 10 mg en T47D‑YB y 20 mg en 

PDX707), que ilustran la histología general de los tumores en cada condición. Escala: 100 µm. 

En presencia de E2, la testosterona ejercería un efecto inhibitorio sobre el crecimiento tumoral de 

tumores luminales AR+PRB-H o AR+PR-.  

Efecto de testosterona sobre el crecimiento tumoral de modelos luminales PRB-H en ausencia de E2 

Como estos tumores crecieron en presencia de E2, y los ensayos in vitro habían sido realizados con suero 

depletado de hormonas, a continuación, evaluamos si el efecto de la testosterona cambiaba según si 

hubiera, o no, E2 sistémico.  

Ya sabíamos que los tumores T47D-HMW y PDX707 no crecían en ausencia de E2, por lo tanto, 

hicimos un ensayo exploratorio con el tumor T47D-YB del cual desconocíamos si era capaz de crecer en 

ausencia de E2. Transplantamos los tumores y comenzamos los tratamientos desde el inicio según el 

siguiente esquema: Grupo 1 (sin E2), Grupo 2 (pellet E2), Grupo 3 (pellet testosterona), Grupo 4 (E2 en 

agua de bebida y pellet testosterona). Este último grupo se agregó para poder retirar el E2 una vez que 

los tumores hubieran crecido.  

Curiosamente, este ensayo preliminar nos indicó que la testosterona induce el crecimiento del 

tumor T47D-YB en ausencia de la administración exógena de E2 (Figura r-29).  
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Figura r‑29. Efecto de la testosterona sobre el crecimiento tumoral en T47D‑YB. Curvas de crecimiento y 

peso tumoral final en tumores T47D‑YB (AR+, PRB, HMW‑FGF2alto) implantados en ratones sin o con 

estradiol (E2; pellet 0.25 mg), con testosterona 10 mg (T) o con estradiol (2µg/ml) y testosterona (10 mg) 

(E2+T). Los datos se expresan como media ± SD; *p < 0,05. Análisis estadístico: ANOVA para las curvas de 

crecimiento y ANOVA de una vía seguido de test de comparaciones múltiples para el peso tumoral final.   

En base a estos ensayos, profundizamos en el efecto del andrógeno sobre el crecimiento tumoral 

de T47D-YB en ausencia de E2. Tal cual lo observado en el ensayo exploratorio, corroboramos que la 

testosterona indujo el crecimiento tumoral, reflejado tanto en el tamaño tumoral a lo largo del tiempo 

como en el peso de los tumores al finalizar el experimento (Figura r-30 A). Está reportado que la 

testosterona puede aromatizarse a E2 por acción de la enzima aromatasa (Roncati et al, 2016). Por lo 

tanto, para asegurarnos que el efecto observado era a través de la vía de AR, evaluamos también la 

acción de la DHT y del tratamiento combinado con enzalutamida. Si bien las diferencias no fueron 

significativas, la DHT mostró tendencias similares a lo observado con testosterona. Más aún, la 

enzalutamida inhibió el efecto producido por la testosterona, indicando que el efecto observado era a 

través de la activación del AR. En relación con las metástasis, no se registraron diferencias significativas 

en el número de focos pulmonares (Figura r-30 B). En las imágenes histológicas se resaltan la gran 

cantidad de mitosis observadas con los tratamientos androgénicos (Figura r-30 C). 
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Figura r‑30 A‑C. Efecto de testosterona, dihidrotestosterona y enzalutamida solas o combinadas, sobre el 

crecimiento tumoral y la diseminación metastásica en T47D‑YB. (A) Curvas de crecimiento y peso tumoral 

final en T47D‑YB (AR+, PRB, HMW‑FGF2alto) tratados con vehículo (C), testosterona (T, pellet 10 mg), 

dihidrotestosterona (DHT, pellet 10 mg), enzalutamida (E, 25 mg/kg) o enzalutamida y testosterona 

(E+T). (B) Número total de metástasis por ratón y focos metastásicos ≥10 o <10 células por ratón en los 

distintos grupos de tratamiento. (C) Cortes tumorales teñidos con hematoxilina y eosina representativos 

de cada grupo (C, DHT, T, E+T y E). Los recuadros (insets) muestran aumentos donde se señalan figuras 

mitóticas. Los datos se expresan como media ± SD; *p < 0,05, ***p < 0,001. Análisis estadístico: 

Regresión lineal para las curvas de crecimiento y ANOVA de una vía seguido de test de comparaciones 

múltiples para el peso tumoral y las metástasis. Escala: 150 µm. 

De esta sección podemos concluir que la testosterona actúa como un inhibidor del crecimiento 

tumoral en modelos luminales de CM AR+PRB-H o AR+PR-, pero sólo en presencia de E2. En ausencia de 

E2, la testosterona indujo proliferación tumoral, comportamiento que pudo ser revertido mediante el 

antagonista enzalutamida. Estos resultados sugieren que el contexto hormonal determina el impacto de 

la testosterona y plantean la posibilidad de utilizar al AR como blanco terapéutico en determinados 

subgrupos de tumores luminales que presentan resistencia endocrina. 
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Parte IV: Muestras humanas 

Los resultados presentados en los capítulos anteriores indican que las variantes resistentes, T47D-YB y 

T47D-HMW presentan desregulados varios componentes de la vía de Wnt al mismo tiempo que 

expresan altos niveles de AR y de FGF2. Asimismo, estas líneas celulares expresan bajos niveles de PR 

total y una mayor proporción de PRB sobre PRA. A su vez demostramos que existe una interacción entre 

las vías de AR y Wnt y que esta interacción se manifiesta mediante la unión de β-catenina en sitios 

TCF/LEF presentes en el promotor de AR.  

Por lo tanto, en esta sección, evaluamos la expresión a nivel de proteína de AR, FGF2, WNT4 y 

WNT6 en muestras provenientes de pacientes con CM con el fin de establecer si existe alguna asociación 

entre las variables estudiadas y la expresión de PR e isoformas de PR o con parámetros clínico-

patológicos. 

En nuestro laboratorio colaboramos con el Hospital de Pacheco Magdalena V. de Martínez, del 

cual recibimos periódicamente muestras de tumores de pacientes con CM. Estas muestras fueron 

clasificadas previamente de acuerdo con el perfil de expresión de isoformas de PR y contamos con el 

seguimiento y los datos clínico-patológicos de las pacientes.  

A partir de los datos de expresión de ER, PR y HER2 por IHQ, obtenidos de la historia clínica de 

las pacientes y del perfil de expresión de isoformas de PR, se tomaron los tumores ER+ HER2- para 

establecer cuatro subgrupos principales: (i) tumores con expresión positiva de PR sin considerar las 

isoformas (ER+PR+); (ii) tumores PR negativos (ER+PR-); (iii) tumores PR+ con mayor expresión de PRA que 

PRB (PRA-H) y (iv) tumores PR+ con mayor expresión de PRB que PRA (PRB-H). 

Caracterización clínica y molecular de la cohorte 

En la Tabla r-1 se presentan las características clínico-patológicas de la cohorte utilizada, compuesta 

exclusivamente por pacientes con CM ER+ y HER2- (100%). El grupo mayoritario corresponde a mujeres 

mayores de 60 años, seguido por los rangos de 51-60 años, 40-50 años y menos del 5% menores de 40 

años, lo que refleja la prevalencia típica de la enfermedad en edades avanzadas y postmenopáusicas. 

En cuanto al subtipo histológico, predomina el CI-NST, seguido por el lobulillar invasivo, con baja 

frecuencia de otros subtipos. La mayoría de los tumores se encuentra en estadios I-IIA y IIB-III, mientras 

que el estadio IV representa menos del 10%. El grado histológico está representado mayoritariamente 

por tumores de grado moderado y alto, 2 y 3, respectivamente.  
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Como era de esperar, la mayoría de los tumores ER+ expresaron también PR (76.9%). En cuanto a 

la expresión de isoformas de PR, entre los tumores PR+, prevalecieron los tumores PRA-H, seguidos de 

los PRB-H y equimolares. 
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Tabla r-1. Características clínico-patológicas de la cohorte de pacientes con cáncer de mama.  CI-NST: 

carcinoma invasivo de ningún tipo especial (No Special Type); CLI: carcinoma lobulillar invasivo; CDLI: 

carcinoma ductolobulillar invasivo; SE: subtipo especial. PRA-H: tumores con alta relación PRA/PRB 

(≥1,2); PRB-H: tumores con baja relación PRA/PRB (≤0,83); EQUI: tumores con niveles equivalentes de las 

isoformas A y B del PR (ratio entre 0,83 y 1,2); ER: receptor de estrógeno alfa. HER2: receptor 2 del factor 

de crecimiento epidérmico humano. 

O.E.5: En una cohorte de pacientes ER+ clasificados según la expresión de PR (PR+, PR-, PRA-H o PRB-H), 

a) Evaluar los niveles de expresión de FGF2, AR, WNT4 y WNT6 por subgrupo. 

b) Correlacionar la expresión de AR y FGF2 con parámetros clínico-patológicos 

c) Evaluar la expresión conjunta de AR y FGF2 por subgrupo. 

Expresión de AR en relación con parámetros clínico-patológicos 

En ensayos previos del laboratorio demostramos mediante IHQ que el subtipo ER+PR- expresa AR con 

mayor frecuencia y en mayores niveles que los tumores ER+PR+ (ver Antecedentes) (Garcia et al, 2020). 

En este trabajo, ampliamos la cohorte utilizada previamente en la Tesis doctoral de Figueroa y la tesis de 

maestría de García, para continuar estudiando las variaciones en la expresión del marcador AR 

incorporando también muestras con distintas proporciones de isoformas de PR (Garcia et al, 2020).  

En primer lugar, evaluamos la distribución de las muestras categorizadas según la expresión de 

AR respecto de distintos parámetros clínico-patológicos. En la Figura r-31 A se muestran imágenes 

representativas de una marcación baja (<10%) y alta (≥10%) de AR nuclear en el parénquima tumoral. El 

punto de corte se estableció en base a la bibliografía (Bronte et al, 2018). Observamos que la mayoría de 

las muestras expresaron AR≥10% y que no hubo diferencias significativas en la distribución de las 

muestras según edad, subtipo histológico, estadio tumoral, grado histológico y presencia de ganglios 

axilares respecto de la expresión alta o baja de AR (Tabla r-2). Sin embargo, podemos destacar que todas 

las muestras de pacientes menores de 40 años expresaron altos niveles de AR y que entre las pacientes 

mayores de 60 años, el 79% (93/118) expresaron AR≥10% comparado con un 21% (25/118) que 

expresaron AR<10%.  En relación con los subtipos histológicos, en los tumores con AR≥10% observamos 

tendencias hacia una mayor proporción de las muestras correspondientes al carcinoma invasivo de 

ningún tipo especial (CI-NST) y una menor proporción al carcinoma lobulillar invasivo (CLI) con respecto a 

las muestras que expresan AR<10%. Las variables estadio tumoral, grado histológico y ganglios axilares 

positivos no varía entre ambos subgrupos. 
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Figura r-31: Imágenes representativas de baja (<10%, muestra 354, AR 0%) y alta (≥10%, muestra 748, 

AR 100%) expresión nuclear de AR por IHQ en muestras tumorales de pacientes con cáncer de mama. 

Escala: 60 µm. 
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Tabla r-2: Frecuencia de expresión nuclear de AR (≥10% vs. <10%, evaluado por IHQ) según parámetros 

clínico-patológicos en muestras tumorales humanas. Las frecuencias se presentan como casos/total para 

edad, subtipo histológico, estadio tumoral, grado histológico, y estado de ganglios axilares. Análisis 

estadístico: Chi-cuadrado (Χ2). 

Expresión de Ki-67 y AR nuclear 

En base a la expresión del marcador de proliferación celular Ki-67 proveniente de las historias clínicas, 

estratificamos las muestras según la expresión nuclear de AR. En la Figura r-32 se observa que los 

tumores con expresión elevada de AR (AR≥10%) presentan una mayor expresión de Ki-67 en 

comparación con aquellos con baja expresión de AR (AR<10%), tanto en el análisis global como en el 

subgrupo de pacientes con ganglios negativos donde esta diferencia se acentúa (Figura r-32 A). Además, 

si utilizamos un punto de corte de 20% para Ki-67 que corresponde al utilizado en las guías para 
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diferenciar bajo y alto índice proliferativo, se observa una tendencia similar a la observada con la 

variable continua tanto en el análisis global como en el subgrupo ganglios negativos (Figura r-32 B). Estos 

resultados indican que una elevada expresión de AR está asociada a una mayor tasa proliferativa. 

 

Figura r-32 A-B. Relación entre la expresión de AR y la proliferación tumoral (Ki-67) en muestras de 

pacientes con cáncer de mama. (A) Porcentaje de expresión de Ki-67 en muestras con baja (AR<10%) y 

alta (AR≥10%) expresión de AR, considerando toda la cohorte (izquierda) o los casos con ganglios axilares 
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negativos (derecha). (B) Porcentaje de pacientes con proliferación elevada (Ki-67≥20%) según la 

expresión de AR, en toda la cohorte (izquierda) y en el subgrupo con ganglios negativos (derecha). En los 

violin plots, las líneas punteadas indican la mediana y los cuartiles, respectivamente; *p<0,05; **p<0,01. 

Análisis estadístico: Mann Whitney (A) y Fisher (B). 

Expresión de AR en pacientes categorizados según expresión de PR e isoformas de PR 

Para continuar estudiando las variaciones en la expresión del marcador AR, incorporando también 

muestras con distintas proporciones de isoformas de PR. 

La cuantificación de las inmunomarcaciones para AR, determinando la expresión nuclear de 

células tumorales viables positivas (0-100%) (Garcia et al, 2020), reveló una tendencia hacia una mayor 

expresión nuclear de AR en el subgrupo ER+PR- respecto de ER+PR+ (Figura r-33 A). Asimismo, al analizar 

la expresión de AR en función de la isoforma de PR predominante, se observó que los tumores PRB-H 

presentan mayores niveles de AR en comparación con los tumores PRA-H. Los tumores ER+PR-, también 

mostraron mayores niveles de AR, indicando que la falta de PR y/o la alta expresión de isoforma B del PR 

estarían asociadas a una mayor expresión de AR (Figura r-33 B). 

 

Figura r-33 A-B. Cuantificación del porcentaje de expresión de AR por IHQ en los distintos subtipos 

tumorales ER+PR+, ER+PR- (A) o PRA-H, PRB-H, ER+PR- (B). En los violin plots, las líneas punteadas indican 

la mediana y los cuartiles, respectivamente; *p<0,05. Análisis estadístico: Mann Whitney. 
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A partir de los resultados anteriores y como, además de los tacos en parafina, contábamos 

también con extractos nucleares de algunas de las muestras de CM, seleccionamos algunas muestras 

correspondientes a los subtipos ER+PR+, ER+PR-, PRA-H y PRB-H y evaluamos por Wb la expresión nuclear 

de AR. 

Según se detalla en la Figura r-34 A-B, el subgrupo ER+PR- presentó mayores niveles de AR 

nuclear en comparación con el grupo ER+PR+ y con las muestras PRA-H, reafirmando los resultados 

obtenidos por IHQ (Figura r-33 A-B). Por otra parte, al evaluar la expresión de AR dentro del subgrupo 

ER+PR+, observamos que las muestras PRB-H presentaron una tendencia hacia una mayor expresión de 

AR nuclear respecto a las PRA-H (Figura r-34 B). 

 

Figura r-34 A-B. Expresión de AR por Wb y su correspondiente cuantificación en extractos nucleares de 

carcinomas mamarios luminales de pacientes clasificados según su expresión de PR (A) o según la 

expresión de isoformas de PR (PRA-H y PRB-H) (B). Se utilizó un extracto nuclear de T47D-HMW como 
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control positivo y β-Tubulina como control de carga. En los violin plots, las líneas punteadas indican la 

mediana y los cuartiles, respectivamente; **p<0,01; ***p<0,001. Análisis estadístico: Mann Whitney. 

T47D-HMW: línea T47D que sobreexpresa la isoforma de alto peso molecular de FGF2 (22 kDa). 

Expresión de FGF2 en relación con parámetros clínico-patológicos 

En base a nuestros resultados experimentales, a continuación, evaluamos la expresión nuclear de FGF2 

en una subcohorte incluida dentro de la cohorte descripta anteriormente. Nos focalizamos en la 

cuantificación de la marca nuclear en el epitelio tumoral ya que es la que correspondería a las HMW-

FGF2. Para ello se realizó un score de marcación, considerando el porcentaje de células positivas (0-

100%) y la intensidad de la marca (1 a 3) (Sahores et al, 2018). En la Figura r-35 se muestran imágenes 

representativas que ejemplifican un score bajo (score <5) y alto (score ≥5) para FGF2 nuclear. De acuerdo 

con el tumor, la marca en el epitelio se localizó en el compartimento citosólico y/o nuclear y con distinta 

intensidad de marcación. Asimismo, se observó que algunos tumores también expresaban FGF2 en el 

núcleo de los fibroblastos estromales. 

 

Figura r-35. Imágenes representativas de baja (score <5, muestra 637; score 1) y alta (>5, muestra 647; 

score 285) expresión nuclear de FGF2 por IHQ en muestras tumorales de pacientes con cáncer de mama. 

Escala: 60 µm.  
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Evaluamos la distribución de las muestras categorizadas según la expresión de FGF2 nuclear 

respecto de distintos parámetros clínico-patológicos (Tabla r-3). No observamos diferencias significativas 

entre edad, subtipo histológico, estadio tumoral, grado histológico o invasión de los ganglios axilares. Las 

frecuencias fueron comparables entre grupos etarios para el score alto y bajo de FGF2 nuclear. Cabe 

destacar que de las 8 pacientes con estadio IV, es decir, con metástasis a distancia al momento del 

diagnóstico, el 75% (6/8) expresó altos niveles de FGF2 nuclear.  

 

Tabla r-3: Frecuencia de expresión nuclear de FGF2 (score ≥5 vs. <5, evaluado por IHQ) según parámetros 

clínico-patológicos en muestras tumorales humanas. Las frecuencias se presentan como casos/total para 

edad, subtipo histológico, estadio tumoral, grado tumoral y estado de ganglios axilares. Análisis 

estadístico: Χ2. 
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Expresión de Ki-67 y FGF2 nuclear 

En la Figura r-36 A se observa la expresión de Ki-67 en función de la expresión de FGF2 nuclear. No se 

observaron diferencias significativas en el porcentaje de expresión de Ki-67 al comparar los grupos con 

baja (FGF2<5) y alta (FGF2≥5) expresión de FGF2, tanto en el conjunto global como en el subgrupo con 

ganglios axilares negativos. No obstante, al estratificar las muestras según una alta (≥20%) o baja (<20%) 

expresión de Ki-67 se observa una tendencia hacia un mayor porcentaje de pacientes con proliferación 

elevada en el grupo con alta expresión nuclear de FGF2 (FGF2≥5), tanto en la cohorte total como en el 

subgrupo con ganglios negativos, sugiriendo una posible asociación entre mayor expresión de FGF2 y 

proliferación celular, que podría confirmarse con una mayor cantidad de muestras (Figura r-36 B). 
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Figura r-36 A-B. Relación entre la expresión de FGF2 y la proliferación tumoral (Ki‑67) en muestras de 

pacientes con cáncer de mama. (A) Porcentaje de expresión de Ki‑67 en muestras con baja (score 

FGF2<5) y alta (score FGF2≥5) expresión de FGF2, considerando toda la cohorte (izquierda) o los casos 

con ganglios axilares negativos (derecha). (B) Porcentaje de pacientes con proliferación elevada 

(Ki‑67≥20%) según el score de FGF2, en toda la cohorte (izquierda) y en el subgrupo con ganglios 

negativos (derecha). En los violin plots, las líneas punteadas indican la mediana y los cuartiles, 

respectivamente. Análisis estadístico: Mann‑Whitney (A) y Fisher (B). 

Expresión de FGF2 en pacientes categorizados según expresión de PR e isoformas de PR 

En ensayos previos del laboratorio demostramos que, dentro del grupo con grado histológico 1 ó 2, las 

pacientes con tumores PRB-H expresaban mayores niveles de FGF2 que las pacientes PRA-H (Sahores et 

al, 2018). Por lo tanto, aquí ampliamos la cohorte original y evaluamos también la expresión en el 

subgrupo ER+PR- tanto por IHQ como por Wb.  

El análisis por IHQ reveló una tendencia hacia un incremento en la expresión nuclear de FGF2 en 

el grupo ER+PR+ en comparación al grupo ER+PR- (Figura r-37 A) y esta diferencia fue significativa si 

analizamos sólo los tumores de grado histológico bajo (Figura r-37 B).  

Al analizar la expresión de FGF2 en función de la isoforma de PR predominante, se observó que 

los tumores PRB-H presentaban niveles más elevados de FGF2 en comparación con los tumores ER+PR-, y 

una tendencia respecto de los PRA-H (p=0.11) (Figura r-37 C). De manera similar, esta diferencia entre 

PRB-H y PRA-H es significativa si sólo se incluyen en el análisis las muestras de grado histológico bajo 

(Figura r-37 D).  
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Figura r-37 A-D. Expresión nuclear de FGF2 según subtipos luminales de cáncer de mama. Cuantificación 

del porcentaje de expresión nuclear de FGF2 por IHQ en tumores ER+PR+, ER+PR- (A-B) o tumores PRA-H, 

PRB-H comparados con ER+PR- (C-D), considerando toda la cohorte luminal (A y C) o sólo las muestras 

con grado histológico 1 y2 (B y D; GH 1 y 2). En los violin plots, las líneas punteadas indican la mediana y 

los cuartiles, respectivamente; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Análisis estadístico: Mann‑Whitney. 
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En línea con lo realizado para el AR, también evaluamos la expresión de FGF2, tanto LMW-FGF2, HMW-

FGF2 como FGF2 total, en extractos nucleares por Wb (Figura r-38). Se cuantificaron las bandas y se 

compararon los niveles de expresión en ER+PR+ respecto de ER+PR-, encontrando niveles de expresión 

similares entre ambos grupos (Figura r-38 A).  

Focalizando en el grupo ER+PR+, se detectaron menores niveles en la expresión de FGF2 total y 

LMW-FGF2 en el subgrupo PRB-H respecto al grupo PRA-H. Esta diferencia no se observó para HMW-

FGF2 (Figura r-38 B).  

Cabe destacar que el ensayo de Wb nos permitió distinguir la expresión de isoformas de FGF2, 

pero no podemos determinar si esa expresión proviene del compartimento epitelial o estromal. Por lo 

tanto, las diferencias encontradas entre los subgrupos por Wb para FGF2 podrían deberse a que el FGF2 

también se expresa en el estroma tumoral. Como se observó en la Figura r-35 algunas muestras 

tumorales mostraron incluso una marca positiva en el núcleo del compartimento estromal. 
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Figura r-38 A-B. Expresión nuclear de FGF2 por Wb en carcinomas mamarios luminales. Wb de FGF2 en 

extractos nucleares de tumores luminales de pacientes clasificados según su expresión de PR (ER+PR+ vs 

ER+PR-, A) o según expresión de isoformas de PR (PRA-H y PRB-H, comparados con ER+PR-, B); con sus 

cuantificaciones relativas de FGF2 total, LMW‑FGF2 y HMW‑FGF2 normalizadas a β‑tubulina. En los 

violin plots, las líneas continuas y punteadas indican la mediana y los cuartiles, respectivamente; *p < 

0,05; **p < 0,01. Análisis estadístico: Mann‑Whitney. LMW‑FGF2: isoforma de bajo peso molecular de 

FGF2 (18 kDa); HMW‑FGF2: isoforma de alto peso molecular de FGF2 (22 kDa). 

Asociación AR-FGF2 por Wb e IHQ 

Como prueba de concepto, nuestro siguiente objetivo fue evaluar la expresión concomitante de AR y 

FGF2 nucleares en los distintos subgrupos a partir de las cuantificaciones realizadas por Wb e IHQ 

mencionadas en los párrafos anteriores.  

En la Figura r-39 A se ilustra en un set de muestras ER+ la expresión de AR y FGF2 por Wb.  A 

partir de la cuantificación de las bandas correspondientes en muestras evaluables simultáneamente 

tanto para AR como para FGF2, se realizó la correlación de Spearman. Se observó que, en la cohorte ER+ 

analizada, existe una correlación positiva entre la expresión nuclear de AR y FGF2 total (Figura r-39 B). 

Por otro lado, correlacionamos los datos de los marcadores AR y FGF2 nucleares obtenidos por 

IHQ. En ensayos previos (ver Antecedentes; Tesis Figueroa) con una cohorte más pequeña habíamos 

observado una tendencia no significativa en el subgrupo ER+PR- a una mayor expresión de AR en tumores 

con altos niveles de FGF2 nuclear. Por lo tanto, en este trabajo, ampliamos nuestra cohorte luminal 

evaluando tanto los subtipos ER+PR+ y ER+PR- como también los PRA-H y PRB-H.  

La cuantificación realizada por IHQ mostró que la proporción de AR nuclear no difiere de manera 

significativa entre tumores ER+PR+ estratificados según el score nuclear de FGF2 bajo o alto, mientras que 

en los tumores ER+PR- se observa una mayor expresión nuclear de AR en los casos con FGF2 nuclear alto 

(Figura r-39 C). En los análisis por subgrupos de isoformas de PR, no se encontraron diferencias en PRA-

H, mientras que en el grupo PRB-H se detecta un aumento del AR nuclear en los casos con score elevado 

de FGF2 (Figura r-39 D).  
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Figura r-39 A-D. Relación entre FGF2 nuclear y AR en carcinomas mamarios luminales. (A) Wb de AR y 

FGF2 en extractos nucleares de tumores ER+, con β‑tubulina como control de carga.  (B) Correlación entre 

los niveles nucleares totales de FGF2 y AR determinados por Wb (n = 36). (C) Porcentaje de AR nuclear 

por IHQ en tumores ER+PR+ (N=64) y ER+PR- (N=26) agrupados según score nuclear de FGF2 bajo (≤5) o 

alto (>5). (D) Porcentaje de AR nuclear en los subgrupos PRA‑H (N = 33) y PRB‑H (N = 22) estratificados de 
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igual modo según el score nuclear de FGF2. En los violin plots, las líneas punteadas indican la mediana y 

los cuartiles, respectivamente; *p < 0,05 y **p < 0,01. Análisis estadístico: correlación de Spearman (B) y 

Mann‑Whitney (C–D). LMW‑FGF2: isoforma de bajo peso molecular de FGF2 (18 kDa); HMW‑FGF2: 

isoforma de alto peso molecular de FGF2 (22 kDa). 

En resumen, la estratificación según la inmunomarcación evidenció una mayor expresión de AR 

en tumores PR− y PRB-H con niveles elevados de FGF2 nuclear (score≥5) (Figura r-39 C-D). Estos datos 

indican un co-enriquecimiento preferencial de AR y FGF2 nucleares en tumores luminales con pérdida de 

PR o predominio de PRB, lo que respalda su implicancia como marcadores moleculares en subtipos de 

CM clínicamente más agresivos. 

Expresión de los marcadores WNT4 y WNT6 en pacientes con CM 

WNT4 

Nuestras evidencias experimentales indican la desregulación de la vía de Wnt en las variantes resistentes 

endocrinas con mayor expresión de AR y HMW-FGF2. En particular, demostramos el aumento en la 

expresión de WNT4 o WNT6 en las T47D-YB y T47D-HMW, respectivamente. Por lo tanto, analizamos la 

expresión de estos ligandos en pacientes con CM luminal. 

Evaluamos la expresión de WNT4 por IHQ en los distintos subgrupos. En la (Figura r-40 A) se 

observan imágenes representativas de la inmunomarcación para WNT4 que se localizó en el 

citosol/membrana del epitelio tumoral. La cuantificación del porcentaje de expresión de WNT4 reveló 

una tendencia hacia una mayor expresión de WNT4 en el subgrupo ER+PR- en relación con ER+PR+ (Figura 

r-40 B) y no se observaron diferencias significativas en el subgrupo PRB-H respecto de PRA-H (Figura r-40 

C). 
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Figura r-40 A-C. Expresión de WNT4 por IHQ en carcinomas mamarios luminales. (A) Imágenes 

representativas de la inmunomarcación para WNT4 (muestra 630; 19 %). (B) Porcentaje de células 

positivas para WNT4 en tumores ER⁺PR⁺ y ER⁺PR⁻. (C) Porcentaje de células positivas para WNT4 según 

la isoforma predominante de PR (PRA‑H, PRB‑H) y en tumores ER⁺PR⁻. Los datos se expresan como 

porcentaje de células positivas en relación al total de células tumorales por campo de 400X. En los violin 

plots, las líneas punteadas indican la mediana y los cuartiles, respectivamente. Análisis estadístico: 

Mann‑Whitney. Escala: 300 y 60 µm. 
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Al analizar la expresión de WNT4 por Wb en extractos tumorales citosólicos se obtuvieron 

tendencias similares a las obtenidas por IHQ y estas diferencias se acentuaron al comparar los subgrupos 

ER+PR- respecto del PRA-H (Figura r-41 A-B). 

 

Figura r-41 A-B. Expresión de WNT4 por Wb en extractos citosólicos de carcinomas mamarios luminales. 

(A) Imágenes representativas de Wb que muestran la expresión de WNT4 en tumores clasificados según 

la expresión de PR (ER⁺PR⁺ y ER⁺PR⁻). (B) Expresión de WNT4 en tumores agrupados según la isoforma 

predominante de PR (PRB‑H y PRA‑H), comparados con tumores ER⁺PR⁻. A la derecha se observan las 

cuantificaciones relativizadas a la expresión de vinculina que se utilizó como control de carga. En los 

violin plots, las líneas continuas y punteadas indican la mediana y los cuartiles, respectivamente. Análisis 

estadístico: Mann‑Whitney. 



Resultados Parte IV 

126 
 

WNT6 

Luego, evaluamos la expresión de WNT6 por IHQ en muestras de pacientes con tumores luminales. En la 

Figura r-42 A observamos imágenes representativas del marcador WNT6 por IHQ. En general, la 

expresión fue predominantemente epitelial y la marca fue citoplasmática, en casquete en el citoplasma 

o perinuclear, en ocasiones con expresión de membrana más intensa en el borde de los nidos en 

contacto con el estroma y en las interacciones celulares. La cuantificación de la marca en las muestras 

distribuidas por subgrupos indicó una tendencia a una mayor expresión de WNT6 en las muestras ER+PR- 

y PRB-H respecto de los subgrupos ER+PR+ (Figura r-42 B) y PRA-H (Figura r-42 B) respectivamente. Es 

interesante destacar que las muestras PRB-H presentan niveles similares de WNT6 a las ER+PR- (Figura r-

42 B). 
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Figura r-42 A-B. Expresión de WNT6 por IHQ en carcinomas mamarios luminales. (A) Imágenes 

representativas de la inmunomarcación para WNT6 en tumores ER⁺PR⁺, ER⁺PR⁻, PRA‑H y PRB‑H. (B) 
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Porcentaje de células positivas para WNT6 en tumores clasificados según la expresión de PR (ER⁺PR⁺ y 

ER⁺PR⁻, izquierda) o según la isoforma predominante de PR (PRA‑H, PRB‑H y ER⁺PR⁻, derecha). En los 

violin plots, las líneas continuas y punteadas indican la mediana y los cuartiles, respectivamente. *p < 

0,05. Análisis estadístico: Mann‑Whitney. Escala: 30 µm. 

O.E.5d: En una cohorte de pacientes ER+ clasificados según la expresión de PR (PR+, PR-, PRA-H o PRB-H), 

investigar la sobrevida global en pacientes con altos o bajos niveles de AR o FGF2 nuclear por subgrupo. 

Sobrevida global en nuestra cohorte de pacientes 

Para profundizar en el impacto clínico de los biomarcadores estudiados, se realizó un análisis de 

supervivencia global (SG) en las mismas cohortes de pacientes con CM estudiadas anteriormente, y 

ampliando alguno de estos resultados utilizando datos de expresión génica extraídos de bases públicas 

como cBioportal.  

Subgrupos ER+PR+, ER+PR-, PRA-H y PRB-H 

En la cohorte total, no se observaron diferencias significativas en las curvas de SG entre los grupos 

ER+PR+ vs. ER+PR- (Figura r-43 A) y PRA-H vs. PRB-H (Figura r-43 B). Al analizar exclusivamente las 

pacientes con ganglios axilares negativos al diagnóstico, identificamos una peor SG para el subtipo ER+PR- 

respecto del ER+PR+ (Figura r-43 C), aunque debido al bajo número de pacientes en el subgrupo ER+PR-, 

es necesario aumentar el N para confirmar estos resultados. En el caso de las pacientes PRB-H, si bien las 

diferencias no fueron significativas con PRA-H, se acentuaron las tendencias hacia una peor SG para el 

subgrupo PRB-H (Figura r-43 D).  

Esta acentuación de las diferencias en pacientes sin compromiso ganglionar sugiere que, en 

ausencia de diseminación locorregional, las características biológicas propias del tumor —como el perfil 

de receptores hormonales y la isoforma predominante de PR— pueden adquirir un peso relativo mayor 

en la evolución clínica.  

De todos modos, de aquí en adelante los análisis de SG se realizaron, salvo excepciones, sobre la 

cohorte completa (incluyendo pacientes con diseminación ganglionar) ya que, al estratificar por 

expresión de biomarcadores, seleccionar una subcohorte de ganglios negativos derivó en muy pocas 

muestras, dando lugar a resultados estadísticamente inválidos o poco confiables.  
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Figura r-43 A-D. Curvas de Kaplan‑Meier de sobrevida global (SG) en pacientes con carcinomas 

mamarios luminales. (A–B) SG en la cohorte completa (ganglios positivos y negativos) según la expresión 

de PR (ER+PR+ vs. ER+PR-, A) o según la isoforma predominante de PR (PRA‑H vs. PRB‑H, B). (C–D) SG en 

los pacientes sin diseminación locorregional (ganglios negativos) estratificada de igual modo (ER+PR+ vs. 

ER+PR-, C; PRA‑H vs. PRB‑H, D). En cada gráfico se indica el número de casos por grupo (N), el cociente de 

riesgo (HR), su intervalo de confianza (IC) y el valor de p del test de Log‑rank. El eje X representa el 

tiempo de seguimiento en meses. 

Estratificación por expresión de AR: subgrupos ER+PR+, ER+PR-, PRA-H y PRB-H 

En primer lugar, comparamos la SG en la cohorte general estratificando las muestras con alto (≥10%) y 

bajo (<10%) porcentaje de AR nuclear, tanto en la población total como en el subgrupo con ganglios 

negativos. No se observaron diferencias significativas entre los grupos en ningún contexto (Figura r-44 

A).  
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Luego, realizamos el mismo análisis, pero considerando los subgrupos ER+PR+, ER+PR-, PRA-H y 

PRB-H para evaluar el impacto de la expresión de AR en cada subtipo. Si bien no se observaron 

diferencias significativas en ninguno de los subgrupos evaluados, se observaron tendencias hacia una 

peor SG en los casos con bajo porcentaje de AR nuclear en el subtipo ER+PR- (Figura r-44 B) y alta 

expresión de AR en el subgrupo PRB-H (Figura r-44 C). 
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Figura r-44 A-C. Curvas de Kaplan‑Meier de sobrevida global (SG) en pacientes con cáncer de mama 

luminal, según la expresión nuclear de AR por IHQ. (A) SG en la cohorte total (izquierda) y en el subgrupo 

con ganglios negativos (derecha), comparando pacientes con AR ≥10% y AR <10%. (B) SG en los 

subgrupos ER+PR+ (izquierda) y ER+PR- (derecha) según el porcentaje de AR nuclear. (C) SG en los 

subgrupos PRA‑H (izquierda) y PRB‑H (derecha) de acuerdo con la expresión de AR. En cada gráfico se 

indica el número de casos por grupo (N), el cociente de riesgos (HR), su intervalo de confianza (IC) y el 

valor de p del test de Log‑rank. El eje X representa el tiempo de seguimiento en meses. 

Teniendo en cuenta que en la bibliografía está reportado que en el subgrupo ER+PR- la mayor 

expresión de AR se asocia con peor pronóstico (Wang et al, 2024), nos llamó la atención el resultado en 

el subgrupo ER+PR- donde se apreció una tendencia a peor evolución en los casos con bajo porcentaje de 

AR nuclear (Figura r-45).  

Por este motivo extendimos el análisis tomando datos de bases públicas tales como cBioportal 

(METABRIC), con el fin de contrastar los hallazgos obtenidos en nuestra cohorte. Los puntos de corte 

para definir alta y baja expresión de AR fueron determinados mediante el programa Cutoff Finder 

(Budczies et al, 2012). Para este estudio, se seleccionaron únicamente tumores con ganglios axilares 

negativos, permitiendo así una comparación más homogénea y relevante desde el punto de vista 

pronóstico. 

Se evaluó la SG en los subgrupos ER+PR+ y ER+PR-, de acuerdo con niveles bajos y altos de 

expresión de AR definidos por valores de corte específicos para cada uno de los subgrupos. Los 

resultados obtenidos en la plataforma pública mostraron que tanto en ER+PR+ como ER+PR-, una mayor 

expresión de AR se asocia con peor SG, aunque esta diferencia fue más marcada en el subgrupo ER+PR-. 

Esta estrategia de validación con datos independientes permitió robustecer el análisis y profundizar la 

discusión sobre el rol del AR como marcador pronóstico en CM luminal sin compromiso ganglionar. Estos 

resultados sugieren que, en un futuro, deberíamos ampliar nuestra cohorte para generar resultados más 

sólidos en relación a la SG. 
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Figura r-45. Curvas de Kaplan‑Meier de SG generadas a partir de datos de expresión génica (mRNA) de 

AR obtenidos de la base pública cBioPortal (cohorte METABRIC) para cáncer de mama con ganglios 

negativos. La SG se evaluó en los subgrupos ER+PR+ (izquierda) y ER+PR- (derecha) estratificados según 

los valores de corte de expresión de AR indicados en cada panel. En cada gráfico se muestra el número 

de casos por grupo (N), la razón de riesgos (HR), su intervalo de confianza (IC) y el valor de p del test de 

Log‑rank; el eje X representa el tiempo de seguimiento en meses. 

Estratificación por expresión de FGF2: subgrupos ER+PR+, ER+PR-, PRA-H y PRB-H 

De forma análoga, se siguieron los mismos pasos para evaluar el impacto de la expresión de FGF2 en la 

evolución clínica de nuestra cohorte, para lo cual se estratificó a las pacientes según niveles altos (score 

≥5) o bajos (score<5) de este marcador en los distintos subgrupos. Las comparaciones en la SG de la 

cohorte en general, tanto en presencia como en ausencia de diseminación locoregional, no marcaron 

diferencias significativas (Figura r-46 A). Al separar en subgrupos, no se observaron diferencias 

significativas en la SG en los distintos subtipos. Sin embargo, cabe destacar, en los subtipos ER+PR+ y PRA-

H las curvas sugirieron cierta tendencia hacia una mejor sobrevida en las pacientes con mayor expresión 

de FGF2 (Figura r-46 B-C).  
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Figura r-46 A-C. Curvas de Kaplan‑Meier de sobrevida global (SG) en carcinomas luminales de mama de 

acuerdo con la expresión nuclear de FGF2 por IHQ. (A) SG en la cohorte total (izquierda) y en el subgrupo 

con ganglios negativos (derecha). (B–C) SG en los subgrupos ER+PR+ y ER+PR- (B) y PRA‑H y PRB‑H (C) 

según la puntuación nuclear de FGF2. En cada gráfico se muestra el número de casos por grupo (N), el 
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cociente de riesgo (HR), su intervalo de confianza (IC) y el valor de p del test de Log‑rank. El eje X indica el 

tiempo de seguimiento en meses. 

Cabe destacar que también se realizaron los mismos análisis con datos de sobrevida libre de 

progresión sin observarse diferencias significativas entre los grupos.  

En conjunto, los datos indican que los tumores ER+PR- y PRB-H expresan mayores niveles de AR 

que los tumores ER+PR+ y PRA-H, respectivamente. La mayor expresión de AR está asociada con una 

mayor tasa proliferativa. En cuanto a la expresión nuclear de FGF2, no sería un marcador independiente 

de los subgrupos ER+PR- y PRB-H; sin embargo, al combinar su expresión nuclear junto con AR, estos 

podrían servir como marcadores de ambos subgrupos. Los resultados de SG presentados en esta tesis no 

son suficientes para determinar si la expresión conjunta de AR y FGF2 nucleares puede estar asociado a 

mal pronóstico. Respecto a la expresión de WNT4 y WNT6 no obtuvimos resultados concluyentes para 

asociarlos con los diferentes subtipos tumorales analizados. 
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DISCUSIÓN 

Parte I- Vía canónica de Wnt 

Expresión y activación de la vía de Wnt en CM y resistencia endocrina 

La activación aberrante de la vía de señalización Wnt se ha asociado con la tumorigénesis en múltiples 

tejidos, incluido el tejido mamario (Turashvili et al, 2006; Yin et al, 2018; Yu et al, 2016). El modelo 

generalmente aceptado sobre la alteración de esta vía durante la transformación mamaria sostiene que, 

a través de cambios epigenéticos, se incrementa la expresión de los agonistas de la vía canónica de Wnt, 

mientras que se reduce la expresión de los antagonistas (Koval & Katanaev, 2018). En concordancia, 

Lamb y col. reportaron niveles más elevados de AXIN2, FZD4 y LEF1 en líneas celulares de CM humano 

respecto de líneas mamarias normales, además de un incremento de genes asociados a la vía canónica 

de Wnt en poblaciones enriquecidas en células madre tumorales (Lamb et al, 2013). Asimismo, se ha 

descripto que la expresión de LRP6 se encuentra aumentada en CM, con mayor frecuencia en subtipos 

TNBC, y que su inhibición resulta suficiente para bloquear la proliferación celular (Liu et al, 2010). 

En el contexto de la resistencia a la terapia endocrina, la evidencia disponible se centra en la 

interacción con el ER. En líneas celulares resistentes a tamoxifeno, diversos autores han demostrado que 

la activación de la vía Wnt podría participar como un factor intrínseco en la transición hacia la resistencia 

endocrina, y que la inhibición de esta señalización podría constituir una estrategia terapéutica eficaz 

para superar la resistencia al tamoxifeno (Fu et al, 2020; Won et al, 2016). Recientemente, un estudio 

identificó a WNT11 como uno de los genes diferencialmente expresados y asociados a recurrencia en 

muestras de pacientes con CM ER+ (Jones et al, 2025).  

En concordancia con lo reportado en la bibliografía en modelos de CM resistentes a tamoxifeno, 

nuestros resultados evidenciaron un aumento de ligandos y componentes tempranos de la vía de Wnt en 

los modelos resistentes a terapia con antiprogestágenos en comparación con sus líneas parentales. Entre 

ellos, detectamos fosforilación del co-receptor LRP6 y aumento de DVL2. Cabe destacar que, en la 

mayoría de los casos detectamos una doble banda para DVL2, correspondiendo la de mayor peso 

molecular a la proteína fosforilada (Endo et al, 2005; Gonzalez-Sancho et al, 2004), indicando la 

activación de la vía.  
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Actividad de la vía de Wnt: β-catenina 

La β-catenina desempeña un papel central en la regulación del desarrollo mamario y la tumorigénesis. 

En la membrana plasmática, coopera con las cadherinas para sostener la integridad del epitelio 

mamario, mientras que en el núcleo regula programas de expresión génica esenciales para la biología de 

las células madre mamarias durante el desarrollo de la glándula. Tanto la pérdida de β-catenina en las 

uniones célula-célula como su acumulación en el citosol o en el núcleo, puede ocurrir de manera 

independiente, y ambos eventos se asocian con una mayor predisposición al CM (Incassati et al, 2010).  

En nuestro modelo, los ensayos de Wb realizados con extractos celulares y tumorales mostraron 

una tendencia hacia una mayor expresión de β-catenina en las líneas resistentes en comparación con las 

endocrino-sensibles. Este resultado se complementó con ensayos de IHQ, en los que se observó la 

acumulación de β-catenina en el compartimiento citosólico. Dado que esperábamos también un 

aumento en la fracción nuclear, evaluamos su expresión mediante Wb en extractos nucleares, lo que 

permitió confirmar tanto su localización como su expresión en las líneas resistentes a mifepristona. Estos 

datos sugieren que el protocolo de IHQ empleado no fue adecuado para revelar el antígeno en el núcleo.  

En conjunto, la localización citosólica y nuclear de β‑catenina, junto con el incremento de pLRP6 

y DVL2 en las variantes resistentes respecto de las parentales, respalda la activación de la vía de Wnt en 

el contexto de resistencia a mifepristona. 

Evidencias de activación de la vía de Wnt por LMW-FGF2 

Las evidencias en células madre embrionarias y neurales demuestran que LMW-FGF2 activa la vía de 

Wnt principalmente mediante la inducción de la fosforilación de GSK-3β a través de PI3K, lo que favorece 

la translocación nuclear de β-catenina y la activación de factores TCF/LEF (Ding et al, 2010; Shimizu et al, 

2008). Además, en pez cebra se ha demostrado que las vías de Wnt y FGF2 actúan de manera 

coordinada para regular la proliferación de células progenitoras (Tang et al, 2019).  

En la glándula mamaria normal, el FGF2 ejerce su acción principalmente a través de FGFR1/2 que 

activa MAPK que inducen la fosforilación de β-catenina, lo que inhibe su ubiquitinación y degradación 

proteasomal, aumentando su actividad transcripcional y promoviendo la proliferación celular. En este 

contexto, el FGF2 proviene fundamentalmente del estroma y actúa sobre sus receptores en el epitelio 

mamario, mientras que β-catenina contribuye a la estabilización de complejos de adhesión mediados por 

E-cadherina (Dalton, 2013; Fei et al, 2013).  
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En CM las evidencias son aún limitadas. Pond y col. demostraron en modelos murinos y líneas 

celulares de CM humano que la activación de FGFR1 induce la expresión de múltiples genes blanco de la 

vía de Wnt/β-catenina (Pond et al, 2010). Hasta el momento, los estudios sobre la interrelación entre las 

vías de FGF y Wnt se han centrado principalmente en la actividad de FGF2-LMW a través de FGFR de 

membrana.  

Nuestros resultados, tanto en la línea T47D-LMW como en T47D-HMW, muestran una mayor 

actividad de la vía de Wnt en comparación con la línea parental. Hasta donde sabemos, esta constituye la 

primera evidencia de activación de la vía de Wnt mediante isoformas HMW-FGF2. No obstante, debe 

considerarse que estas células liberan, aunque en niveles muy bajos, LMW-FGF2, lo que podría estar 

también contribuyendo a la activación de la vía de Wnt. 

 

Parte II- Mecanismo 

Crosstalk FGF2–AR–Wnt 

Las evidencias que vinculan la vía de AR con la de Wnt provienen principalmente del cáncer de próstata 

(Chesire et al, 2002; Li et al, 2025). Uno de los trabajos más emblemáticos demostró una interacción 

entre β-catenina y AR, en la cual β-catenina potencia la actividad de AR dependiente de ligando. Los 

autores propusieron que la pérdida de E-cadherina puede incrementar los niveles de β-catenina, lo que 

contribuiría directamente a la invasividad y a un fenotipo tumoral más agresivo al potenciar la actividad 

de AR durante la progresión del cáncer de próstata (Yang et al, 2002). Posteriormente, Yang y col. 

demostraron que el gen de AR está bajo el control transcripcional de LEF-1/TCF (Yang et al, 2006). En 

base a los sitios descriptos en ese trabajo, realizamos ensayos de ChIP para evaluar si alguno de esos 

sitios en el promotor de AR estaba ocupado por un complejo proteico que incluyera TCF4 y β-catenina, 

comprobando que al menos dos de ellos permitían la unión de dichas proteínas. 

En CM las únicas evidencias disponibles provienen de modelos experimentales triple negativos 

(Rahim & O'Regan, 2017). En células MDA-MB-453, Ni y col. (Ni et al, 2011) reportaron que el 

tratamiento con DHT induce el aumento de WNT7B y la activación e interacción nuclear de β-catenina 

con AR, demostrando una interrelación en sentido inverso, es decir, de AR hacia Wnt.  

La interrelación entre las vías de AR y FGF cumple funciones tanto en condiciones fisiológicas 

como patológicas (Chung et al, 2016). En cáncer, y de manera similar a lo observado para la vía de Wnt, 

la mayor parte de las evidencias que vinculan AR con FGF provienen de estudios en cáncer de próstata 
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(Rosini et al, 2002; Zhu & Kyprianou, 2008). En líneas celulares de esta neoplasia, la activación de AR 

induce la expresión y liberación de FGF2, el cual a su vez, modula la expresión de la proteína 

antiapoptótica Bcl-2, favoreciendo la supervivencia celular (Rosini et al, 2002). Nuestros resultados 

indican que también existe una regulación en sentido inverso, en la que FGF2 induce la expresión de AR. 

Hasta el momento, aportamos evidencias que sugieren que esta regulación sería indirecta y mediada por 

la activación de la vía canónica de Wnt.  

En este trabajo de tesis establecimos por primera vez una interrelación entre las vías de FGF2, AR 

y Wnt en CM luminal, aportando una interpretación mecanística para el aumento en la expresión de AR, 

el cual podría contribuir a la resistencia a la terapia con antiprogestágenos. Nuestros hallazgos 

posicionan a los inhibidores de las vías de Wnt y AR como potenciales blancos terapéuticos en CM 

luminal refractario a la terapia endocrina. 

Propuesta terapéutica: inhibidores de la vía de Wnt y AR 

Clínicamente, niveles elevados de FGF2 se han asociado con enfermedad avanzada y mal pronóstico en 

múltiples tipos de tumores (Ardizzone et al, 2023; Cuevas et al, 2013). Sin embargo, su papel en el CM 

sigue siendo controvertido, probablemente debido a la falta de distinción entre la expresión específica 

de isoformas y la localización subcelular (Faridi et al, 2002; Yiangou et al, 1997). El HMW-FGF2 nuclear se 

ha vinculado con resistencia terapéutica en contextos de endocrinoterapia, quimioterapia y radioterapia 

(Ader et al, 2002; Li et al, 2015; Sahores et al, 2018). 

Desde el punto de vista terapéutico, la inhibición directa de FGF2/FGFR ha resultado desafiante 

debido a la toxicidad y a la falta de biomarcadores predictivos (Cerliani et al, 2011; Marin et al, 2024; 

Piasecka et al, 2016). Nuestro estudio identifica a AR y Wnt como efectores río abajo de FGF2, 

susceptibles de intervención farmacológica, que se activan de manera consistente en modelos 

experimentales con expresión nuclear de FGF2. El bloqueo de AR es una estrategia validada en cáncer de 

próstata (Westaby et al, 2022) y está ganando terreno en CM, particularmente en el subtipo triple 

negativo AR+, con evidencia emergente que respalda su relevancia en tumores luminales (Sridhar et al, 

2025). 

En estudios previos de nuestro laboratorio, mostramos que la enzalutamida suprimió la 

proliferación en células resistentes a antiprogestágenos, con alta expresión de AR, dominancia de PRB y 

sobreexpresión de FGF2. La inhibición de Wnt redujo aún más el crecimiento tumoral, logrando el efecto 

más potente con el bloqueo dual y disminuyendo la diseminación metastásica (Tesis Dra. Figueroa).  
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Hasta el momento, y a pesar de los efectos antitumorales demostrados en modelos preclínicos 

(Clevers & Nusse, 2012), no hay inhibidores específicos de la vía de Wnt aprobados por la Food and Drug 

Administration para el tratamiento del cáncer, probablemente debido a que la traslación clínica es 

compleja dada la extensa interconexión de Wnt con otras vías de señalización y a su papel esencial en la 

homeostasis de numerosos tejidos (Zhao et al, 2024). Existen ensayos clínicos fase I/II evaluando 

inhibidores de Wnt en CM (NCT01351103, NCT06856499), incluyendo formas resistentes, aunque la 

mayoría se centran en subtipos avanzados o TN, combinados con quimioterapia o inmunoterapia para 

superar resistencias. En CM TN, las estrategias para inhibir la vía de Wnt se fundan principalmente en las 

evidencias del rol promotor de β-catenina sobre células madre tumorales (Laskar et al, 2025). Dada la 

importancia clínica de resolver cómo el tratamiento estándar sinergiza de manera efectiva con la 

inhibición de la vía de Wnt, resulta imprescindible dilucidar el rol de esta vía, incluidos sus diversos 

componentes, en las diferentes modalidades terapéuticas (Zhao et al, 2024). Los resultados presentados 

en esta tesis proporcionan una explicación mecanística para el uso de terapias combinadas dirigidas a las 

vías de señalización de AR y Wnt en CM luminal resistente a la terapia endocrina.  

El rol del FGFR según la isoforma de FGF2 

En ensayos previos observamos que tanto T47D-LMW como T47D-HMW respondieron al tratamiento 

con el inhibidor de FGFR, PD173074. Además, en estas líneas la expresión proteica de FGFR1 y FGFR2 se 

encuentra disminuida (Tesis Dra. Figueroa). Se ha reportado que, una vez activados por la unión al 

ligando, los FGFR se internalizan y son dirigidos hacia su degradación (Figueroa et al, 2019). Más allá de 

la vía canónica, también se ha descripto la interacción nuclear de FGF2 con otras proteínas, como CK2 y 

RSK2, que desencadenan respuestas mitogénicas (Bonnet et al, 1996; Soulet et al, 2005). De particular 

interés, CK2 fosforila a PRB en Ser81, y PRB activo induce la expresión de genes blanco asociados 

principalmente a la proliferación celular (Hagan et al, 2011). Esto nos permite especular que el complejo 

FGF2‑CK2 podría contribuir a la activación de PRB y a sus efectos transcripcionales posteriores.  

Asimismo, se ha demostrado que los FGFR pueden localizarse en el núcleo celular y desempeñar 

funciones independientes de su actividad tirosina quinasa (Ornitz & Itoh, 2015). Sobre esta base, 

proponemos que, si bien tanto LMW-FGF2 como HMW-FGF2 son capaces de inducir la proliferación 

celular, lo harían mediante mecanismos distintos: LMW-FGF2 principalmente a través de FGFR de 

membrana que incluso podría ejercer acciones nucleares, mientras que HMW-FGF2 actuaría mediante 

un mecanismo de acción nuclear que podría incluir la interacción con FGFR localizados en el núcleo 

celular (Cerliani et al, 2011; Porebska et al, 2018).  
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No obstante, se requieren estudios adicionales para determinar si FGF2 y FGFR forman parte de 

un mismo complejo en el promotor de genes blanco y para dilucidar el mecanismo específico mediante 

el cual el FGF2 contribuye a la desregulación de la vía de Wnt. 

 

Parte III - Modelos in vivo: vía de AR 

Propuesta terapéutica con andrógenos o antiandrógenos: una estrategia condicionada por la 

presencia de E2 

La mayoría de las líneas celulares y de los tumores mamarios humanos requieren la administración 

exógena de E2 para crecer in vivo (Scabia et al, 2022). Este es también el caso de las líneas T47D-YB, 

T47D-HMW y del PDX 707. In vitro, observamos que, en las dos primeras líneas, DHT inducía la 

proliferación celular; sin embargo, in vivo la testosterona redujo el crecimiento tumoral. Dado que 

esperábamos el efecto opuesto, consideramos la posibilidad de que, al menos en parte, este resultado 

pudiera deberse a la co-administración de E2. Los ensayos posteriores utilizando la línea T47D-YB en 

ausencia de E2 exógeno, mostraron un efecto estimulador de la testosterona, lo que sugiere que la 

acción del andrógeno depende fuertemente del contexto hormonal.  

Nuestros resultados se suman a la controversia existente respecto del rol de AR en CM y el uso 

de agonistas (Hickey et al, 2021; Palmieri et al, 2024; You et al, 2022) o antagonistas androgénicos 

(D'Amato et al, 2016; De Amicis et al, 2010; Elias et al, 2023; Elias et al, 2024; Kono et al, 2017) como 

estrategias terapéuticas. A partir de nuestros datos, podría especularse que, en un entorno estrogénico, 

por ejemplo, en mujeres premenopáusicas, el tratamiento con andrógenos podría resultar beneficioso, 

mientras que en mujeres postmenopáusicas, donde los niveles de E2 disminuyen drásticamente, el uso 

de antiandrógenos podría ser potencialmente más eficaz.    

Si bien los ensayos in vivo presentados en esta tesis aportan información valiosa, presentan 

ciertas limitaciones derivadas principalmente de restricciones de recursos y tiempo. Una de ellas es que 

los experimentos realizados en presencia de E2, no utilizaron una única dosis de testosterona, ya que 

inicialmente exploramos la dosis mínima capaz de generar efectos biológicos, empleando pellets entre 5 

y 20 mg, un rango que coincide aproximadamente con lo reportado en la bibliografía (Ozten et al, 2019; 

Song et al, 2017). Posteriormente, seleccionamos la dosis intermedia de 10 mg/kg para continuar con los 

ensayos en T47D-YB en ausencia de E2 exógeno. Otra limitación es el uso de testosterona en lugar de 

DHT, dado que la primera puede convertirse en E2 por acción de la enzima aromatasa (Villablanca et al, 
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2013). Para evitar este inconveniente, algunos autores combinan testosterona con inhibidores de 

aromatasa (You et al, 2022). En nuestro caso, para confirmar que la vía principalmente activada por la 

testosterona era la de AR, realizamos un ensayo adicional con DHT y obtuvimos resultados comparables. 

Asimismo, combinamos el andrógeno con un antiandrógeno (enzalutamida), observándose la inhibición 

del efecto androgénico. En conjunto, estas evidencias indican que los efectos observados derivan de la 

activación de la vía del AR. 

 

Parte IV- Muestras humanas  

Muestras de pacientes: limitaciones y ventajas 

El presente estudio presenta algunas limitaciones. Si bien se incluyeron 225 muestras ER+, un tamaño 

muestral adecuado para análisis exploratorios en estudios observacionales (McShane et al, 2005), al 

segmentar por subgrupos, estado ganglionar o combinaciones de marcadores, el número de casos se 

redujo considerablemente, lo que en algunos análisis limitó la capacidad de detectar asociaciones. La 

determinación de AR se realizó en la mayoría de las muestras; sin embargo, por restricciones de 

recursos, menos de la mitad de los casos fueron evaluados para FGF2 e incluso menos para WNT4 o 

WNT6, lo que también restringió la posibilidad de sacar conclusiones sólidas. 

En relación con la SG, un posible sesgo deriva del hecho de que no se conoce la causa específica 

de muerte de las pacientes, por lo que no es posible asegurar que todos los fallecimientos se deban al 

CM. No obstante, este sesgo se distribuiría de manera similar entre los distintos grupos, por lo que no 

debería afectar de forma sustancial las conclusiones obtenidas. Asimismo, no se incluyeron datos de 

sobrevida libre de progresión debido a que, en numerosos casos, la información de seguimiento 

registrada en las historias clínicas era incompleta.  

Una ventaja importante es que los datos provienen de pacientes de nuestra región, la cual suele 

estar subrepresentada en estudios internacionales. Por lo tanto, este aspecto debe considerarse al 

comparar nuestros resultados con los de cohortes provenientes de otras regiones. Además, contamos 

con el valor agregado de disponer del perfil de isoformas de PR (obtenido en el marco de otros proyectos 

del laboratorio) para la mayoría de las muestras incluidas en este estudio. Hasta donde sabemos, sólo 

dos grupos han clasificado las muestras mediante Wb según el perfil de isoformas de PR (Graham et al, 

1995; Hopp et al, 2004), lo que le confiere a nuestra cohorte un carácter particularmente original y 

valioso. 
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AR y FGF2 como biomarcadores en subgrupos ER+PR‑ y PRB‑H 

Los tumores luminales con pérdida de PR o predominio de PRB se asocian con peor pronóstico en 

comparación con los PR+ o predominio de PRA (Diana et al, 2022; Rojas et al, 2017). En esta tesis 

aportamos por primera vez evidencia de que, en los subgrupos ER+PR- y ER+PRB-H, los pacientes podrían 

estratificarse según la coexpresión nuclear de AR y FGF2. También evaluamos la expresión de WNT4 y 

WNT6 en estos subgrupos y, si bien los resultados no fueron concluyentes, mostraron niveles elevados o 

tendencias a mayor expresión, especialmente en el subgrupo ER+PR- respecto de PRA-H, en concordancia 

con lo observado para AR y FGF2. Estos hallazgos respaldan las evidencias experimentales presentadas 

en esta tesis y en trabajos previos del laboratorio (Tesis Dra. Figueroa) (Garcia et al, 2020).  

Observamos una elevada expresión de AR en los subgrupos ER+PR- y ER+PRB-H, 

independientemente de los niveles de FGF2 nuclear. Sin embargo, al analizar el FGF2 nuclear de manera 

independiente de la expresión de AR, los resultados no fueron concluyentes. Los mayores niveles de 

FGF2 nuclear detectados por IHQ en las muestras PRB-H respecto de las PRA-H no se reprodujeron en los 

ensayos de Wb, donde incluso se observaron niveles más bajos de LMW-FGF2 en los extractos nucleares 

PRB-H en comparación con PRA-H.  

Estas discrepancias podrían atribuirse a la presencia de células estromales en los extractos 

utilizados para Wb. Dado que en varios tumores observamos expresión nuclear de FGF2 en el estroma 

(Akl et al, 2016), es posible que este componente haya influido en los resultados obtenidos. En futuros 

estudios será interesante cuantificar la proporción de estroma y caracterizar específicamente la 

expresión nuclear de FGF2 en dicho compartimento.   

Sobrevida global 

Asimismo, analizamos la SG en subgrupos estratificados según la expresión de AR o FGF2. No fue posible 

realizar estos análisis en las muestras que coexpresaban AR y FGF2 debido a la marcada reducción del 

número de casos, lo que impidió obtener conclusiones robustas. En línea con nuestra hipótesis, las 

muestras PRB-H con elevada expresión de AR mostraron una tendencia a una peor SG. En contraste, en 

las muestras PR- observamos el efecto opuesto. Aprovechando la disponibilidad de datos públicos, 

realizamos un análisis a nivel de ARNm para este subgrupo, el cual confirmó lo reportado previamente 

por otros autores (Wang et al, 2024). En conjunto, estos resultados indican que será necesario calcular el 

tamaño muestral óptimo para obtener conclusiones definitivas. El resultado inesperado observado en el 

subgrupo ER+PR- con alto AR podría deberse a características particulares de las pocas muestras 

incluidas: dos de las seis pacientes presentaron una SG entre siete y doce meses y, al momento de la 
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cirugía ambas tenían estadios avanzados (IIIc) y GH 3. Idealmente, con un mayor número de casos, sería 

posible restringir el análisis a tumores en estadios tempranos y/o con GH bajo o moderados.  

Los análisis de SG para FGF2, limitados por el bajo número de muestras, tampoco fueron 

concluyentes. Además, no fue posible realizar un análisis en bases de datos públicas a nivel de ARNm, ya 

que estas no discriminan entre isoformas ni localización subcelular. Aun así, observamos una tendencia 

en los tumores PRA-H a una peor SG en pacientes con niveles bajos de FGF2 nuclear. Estos resultados 

resaltan la complejidad de la señalización nuclear de FGF2. Podríamos especular que su función nuclear 

difiere según el contexto: en tumores PRA-H, donde predomina la activación de PR y la inducción de vías 

proliferativas, frente a tumores PRB-H, caracterizados por niveles bajos de PR total y una activación 

mayormente ligando-independiente (Diep et al, 2024; Giulianelli et al, 2019; Sahores et al, 2018).  

En conjunto, nuestros resultados refuerzan la hipótesis de que los tumores PRB-H y ER+PR- 

constituyen subgrupos biológicamente distintos dentro del CM luminal, caracterizados por una mayor 

expresión de AR y FGF2 nuclear junto con una desregulación de la vía de Wnt. Este perfil molecular 

podría conferir resistencia a terapias estándar y abrir la puerta al uso combinado de inhibidores de AR o 

Wnt como estrategias terapéuticas dirigidas. 
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CONCLUSIONES 

En esta tesis se integraron experimentos in vitro, in vivo y, ex vivo con una exploración clínica para 

analizar la interrelación entre las vías de Wnt y AR en CM luminal, considerando distintos contextos de 

expresión de isoformas de PR y de FGF2.  

Desde el punto de vista mecanístico, aportamos por primera vez evidencias de un crosstalk 

transcripcional entre las vías de AR y Wnt en modelos de CM luminal (PRB-H) resistente a la terapia con 

mifepristona. Nuestros hallazgos muestran que la actividad nuclear de FGF2, representada 

principalmente por las isoformas HMW-FGF2, desencadena modificaciones en la expresión y actividad 

de la vía canónica de Wnt, promoviendo la inducción de la expresión de AR y, en consecuencia, 

favoreciendo la progresión tumoral. Estos resultados, junto con evidencias experimentales previas 

sugieren que los tumores luminales refractarios a la terapia endocrina podrían ser susceptibles a 

estrategias terapéuticas dirigidas simultáneamente a las vías de AR y Wnt.  

Asimismo, demostramos que la sobreexpresión de LMH-FGF2 o HMW-FGF2 induce resistencia a 

mifepristona y altera la expresión de componentes de la vía de Wnt. Sin embargo, sólo la isoforma 

HMW-FGF2 indujo un aumento de AR en el contexto PRB-H. Esto indica roles diferenciales de las 

isoformas de FGF2 según el contexto de expresión de PR. 

Más importante aún, los estudios en muestras de pacientes revelan que, dentro del subtipo 

luminal B, los subgrupos ER+PR- y PRB-H, que corresponden a los de peor pronóstico clínico, presentan 

niveles elevados de AR y FGF2 nuclear. No obstante, será necesario ampliar la cohorte para confirmar su 

valor como marcadores pronósticos. 

En conjunto, este trabajo pone de manifiesto la complejidad de los mecanismos de resistencia a 

la terapia endocrina y posiciona al FGF2 nuclear como un regulador clave de vías que impulsan la 

progresión tumoral. Por lo tanto, esta tesis contribuye al conocimiento de los procesos que contribuyen 

a la progresión del CM luminal y plantea, como perspectiva futura, el desarrollo de terapias combinadas 

dirigidas a AR y Wnt en tumores con expresión nuclear de FGF2. 
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APÉNDICE 

ENSAYOS DE CULTIVO CELULAR 

Medios y soluciones 

Medio de cultivo base: DMEM/F12 sin rojo fenol (Sigma-Aldrich), suplementado con bicarbonato de 

sodio 1,2 g/l y sulfato de gentamicina 50 mg/l (receta magistral). Se preparó según indicaciones del 

fabricante, con H₂O destilada estéril y posterior filtración (0,22 µm). 

Suero fetal bovino (SFB; Natocor, Argentina): inactivado a 56 °C durante 30 min. 

Medio de mantenimiento: DMEM/F12 con 10 % SFB e insulina 1 nM (Denver, Argentina). 

SFB adsorbido en carbón‑dextrano (SFBch): SFB tratado con carbón activado al 5 % (Mallinckrodt), 

centrifugado, filtrado (0,1 µm), fraccionado en tubos de 15 ml y almacenado a −20 °C. 

Tripsina‑EDTA: tripsina 0,25 % (Gibco) y EDTA 0,2 % (Laboratorios Cicarelli) en PBS 1X, esterilizada por 

filtración (0,1 µm); almacenada a −20 °C. 

Medio de congelación: SFB al 90 % (Natocor) y DMSO al 10 % (Sintorgan). 

Ensayos de proliferación celular 

Las células se trataron con las drogas detalladas a continuación: 

 Droga Marca Concentración 

Antiandrógenos flutamida Sigma-Aldrich 0.01, 0.1, 1 y 10 µM 

enzalutamida MedChem Express 1 y 10 µM 

AZD-3514 AstraZeneca 1 y 10 µM 

Andrógeno 5α-Dihidrotestosterona (DHT) Sigma Aldrich 0.01, 0.1, 1 y 10 µM 

Inhibidores de 

la vía de Wnt 

LGK-974 MedChem Express 0.5 y 1 µM 

ICG-001 MedChem Express 0.5 y 1 µM 

Tabla ap-1: Agonistas, antagonistas e inhibidores utilizados en los ensayos in vitro de proliferación celular. 
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Plásmidos 

Plásmido blanco (p6NST50)    

 

 

 

Figura ap‑1. Mapa esquemático del plásmido lentiviral p6NST50 (IEGZW), utilizado como vector vacío y 

como base para la construcción de los plásmidos de sobreexpresión de FGF2. Se indican los principales 

elementos funcionales (promotor CMV, cassette de resistencia a zeocina, EGFP, elementos virales y sitios 

de restricción relevantes). 
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ENSAYOS DE Wb 

Soluciones 

Buffers de extracción de proteínas: 

 Buffer A: Tris, EDTA y Na₂MoO₄·2H₂O, pH 7. 

 Buffer RIPA: Tris pH 7,5, NaCl, vanadato de sodio, deoxicolato de sodio, SDS e Igepal CA-630, 

suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas. 

Cuantificación de proteínas: 

 Proteínas totales cuantificadas con Pierce BCA Protein Assay Kit. 

Soluciones para SDS-PAGE: 

 Solución de acrilamida/bisacrilamida al 30%. 

 Buffers Tris-HCl 1,0 M pH 6,8 y 1,5 M pH 8,8. 

 SDS al 10%. 

 Persulfato de amonio (APS) al 10%. 

 Buffer de corrida 10X (Tris, glicina, SDS). 

 Buffer de transferencia: buffer de corrida 1X y metanol (20%). 

Buffers de lavado y bloqueo: 

 TBS 10X pH 7,4 y TBS-T (TBS con 0,1% Tween-20). 

 Soluciones de bloqueo: leche descremada al 5% en TBS-T o BSA al 5% en PBS 1X. 

Otros reactivos: 

 Cracking buffer 4X: SDS, β-mercaptoetanol, glicerol, Tris-HCl y azul de bromo fenol. 

 Marcador de peso molecular: PageRuler pre-stained molecular ladder. 

 Membrana de nitrocelulosa: Hybond-C, 0,45 μm. 

 Sustrato quimioluminiscente: luminol/ácido cumárico y H₂O₂ en buffer Tris pH 8,8. 

ENSAYOS DE INMUNOHISTOQUÍMICA E INMUNOCITOQUÍMICA  

Soluciones 

 PBS 10X sin Ca²⁺/Mg²⁺: Na₂HPO₄·12 H₂O, NaH₂PO₄·H₂O y NaCl (Anedra); utilizado diluido 1X. 

 Buffer citrato 10 mM pH 6 para recaptura antigénica (Laboratorios Cicarelli). 

 Inhibición de peroxidasa: H₂O₂ al 1 % (10 volúmenes, Parafarm) en etanol 70 %. 

Fijadores y permeabilizantes: paraformaldehído al 4 % en PBS 1X (Sigma-Aldrich); etanol 70 % 

(Laboratorios Cicarelli); Tritón X‑100 0,25 % en metanol o PBS (Anedra). 
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Bloqueo: IHQ, BSA 2,5 % en PBS 1X (Sigma-Aldrich); IF, SFB 10 % en PBS 1X. 

Medios de montaje: IHQ, DPX (Sigma-Aldrich); IF, Vectashield (Vector Labs). 

ANTICUERPOS PRIMARIOS 

Anticuerpo Marca y Catálogo Especie Técnica (Dilución) 

AR Abcam, ab74272 Conejo Wb (1:1000)  

AR Cell Signaling, 5153S Conejo IHQ (1:100) 

ER Santa Cruz, sc-543 Conejo Wb (1:500) 

ER Abcam, ab108398 Conejo Wb (1:1000) 

ERK Santa Cruz, sc-94 Conejo Wb (1:1000) 

FGF2 Santa Cruz, 147 sc-79 Conejo Wb (1:500), IF (1:100), IHQ (1:100) 

GAPDH Cell Signaling, #2118 Conejo Wb (1:10000) 

Ki-67 Abcam, #78[SP6] Conejo IHQ (1:1000) 

PR Santa Cruz, H-190 sc-7208 Conejo Wb (1:500) 

PR Cell Signaling, 13736 Conejo Wb (1:500) 

PR Cell Signaling, #8757 Ratón Wb (1:500) 

LRP6 Cell Signaling, #3395 Ratón Wb (1:500) 

pLRP6 Cell Signaling, Ser1490, #2568 Ratón Wb (1:500) 

WNT4 Santa Cruz, B-6 sc-376279 Conejo Wb (1:500), IHQ (1:100) 

WNT6 Abcam, ab50030 Ratón Wb (1:500) 

DVL2 Cell Signaling, #3224 Ratón Wb (1:500) 

DVL3 Cell Signaling, #3218 Ratón Wb (1:500) 

AXIN1 Cell Signaling, C76H11, #2087 Ratón Wb (1:500) 

NAKED2 Cell Signaling, #2073 Ratón Wb (1:500) 

GSK-3β Cell Signaling, #9332 Ratón Wb (1:500), IHQ (1:200) 

pGSK-3β Cell Signaling, #5558P Ratón IHQ (1:200) 

TCF4 Abcam, ab-217668 Conejo ChIP(1:250) 

β-tubulina Sigma-Aldrich, #T0198 clone D66 Ratón Wb (1:10000) 

β-actina Cell Signaling, #4967 Ratón Wb (1:500) 
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β-catenina Santa Cruz, sc-133238  Conejo Wb (1:500), ChIP (1:250) 

Vinculina Cell Signaling, #13901 Ratón Wb (1:500) 

Tabla ap-2: Anticuerpos primarios utilizados en Wb, IF, IHQ y ChIP. Los anticuerpos se diluyeron en TBS 

1X para Wb y en PBS 1X para IF e IHQ. 

ANTICUERPOS SECUNDARIOS 

Anticuerpo Marca Técnica 

(Dilución) 

Anti-IgG de ratón conjugado a 

peroxidasa  
Vector Laboratories (PI-2000) Wb (1:2000) 

Anti-IgG de conejo conjugado a 

peroxidasa  
Vector Laboratories (PI-1000) Wb (1:2000) 

Anti-IgG de conejo conjugado a IRDye 

800CW 

LI-COR (Goat anti-Rabbit, 926-32211) Wb (λ ≈ 800 nm; 

1:20 000) 

Anti-IgG de ratón conjugado a IRDye 

680RD 

LI-COR (Goat anti-Mouse, 926-68070) Wb (λ ≈ 680 nm; 

1:20 000) 

Anti-IgG de conejo biotinilado Vector Laboratories (BA-1000) IHQ (1:400) 

Anti-IgG de ratón biotinilado Vector Laboratories (BA-9200) IHQ (1:400) 

Tabla ap-3: Anticuerpos secundarios utilizados en Wb, IF e IHQ. Los anticuerpos se diluyeron en TBS 1X 

para Wb y en PBS 1X para IHQ. 
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