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paxilina (siRNA paxilina), y con un constructo mutante vs. cortactina (constructo no fosforilable, 
Cortactina3YF) durante 24 hs previas al tratamiento con LH, con el propósito de determinar la fosforilación, 
activación y traslocación de cortactina hacia la periferia de la membrana plasmática. Las células fueron 
teñidas con p-cortactinaY466 con isotiocianato de fluoresceína (FITC-verde), las fibras de actina con Faloidina 
conjugada con Texas Red (TRPh-Actina) y los núcleos celulares con DAPI (azules). Las flechas amarillas indican 
p-cortactinaY466 localizado en la periferia de la membrana celular. D) Cuantificación de la intensidad p-
cortactinaY466 media en píxeles por área en las diferentes condiciones. Los resultados se expresan como 
porcentaje de la intensidad media de p-cortactinaY466 ± SD en comparación con las células de control, CON. 
Análisis estadístico de western blot. Las diferencias estadísticas fueron calculadas con respecto al grupo 
control (CON) utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis y Dunn considerando estadísticamente 
significativo *P˂0,05. Las barras representan la media ± DE. Cada blot se realizó por duplicado a partir de 3 
experimentos independientes. Análisis estadístico de IF. Las diferencias estadísticas fueron calculadas con 
respecto al grupo control (CON) utilizando el test ANOVA seguido del test de Bonferroni, considerando 
estadísticamente significativo *P˂0,05. (10-20 células de 3 experimentos independientes fueron analizados 
por condición). 
 

 

4.1.4 LH disocia la interacción entre FAK, cortactina y la subunidad Arp3 al promover la 

fosforilación del complejo Arp2/3. 

De acuerdo a trabajos previos, se ha demostrado que FAK y cortactina participan en la activación 

del complejo Arp2/3 mediante su interacción con la subunidad Arp3, a través del dominio FERM 

(FAK) y N-terminal (NtA, cortactina) [133, 141, 168, 169]. Dichas interacciones impulsan la 

polimerización de actina dependiente del complejo Arp2/3. Teniendo en cuenta esto, nuestro 

próximo objetivo fue evaluar la interacción directa entre FAK quinasa, cortactina y el complejo 

Arp2/3 (Arp3, subunidad predominante del complejo), a través de ensayos de inmunoprecipitación 

(IP). Para ello, células T-47D fueron tratadas con LH (5 mUl/ml, 20 minutos), en presencia y/o 

ausencia de un inhibidor específico de Src (PP2, 10 µM). Usamos este inhibidor específico, ya que 

Src quinasa es una proteína precursora en la activación de FAK y cortactina. Mediante ensayos de 

IP y WBs, observamos que en condiciones basales (control) FAK presenta una marcada interacción 

con cortactina, y paralelamente, con la subunidad Arp3. Sin embargo, tras el tratamiento con LH, 

se redujo notablemente la interacción (disociación) de FAK con cortactina, y la subunidad Arp3 

(Figura 23 A), mientras que estas interacciones se vieron afectadas por el uso del inhibidor PP2. 

Para corroborar nuestros resultados, realizamos nuevamente otro ensayo de IP, 

inmunoprecipitando cortactina y analizando su interacción con FAK y Arp3. En la Figura 23 B, 

observamos que LH redujo la interacción entre cortactina vs. FAK y la subunidad Arp3 en 

comparación con el control, pero el tratamiento con PP2 afectó parcialmente esta disociación, 

manteniendo la interacción entre cortactina, FAK y la subunidad Arp3 (Figura 22 B).  

Los resultados obtenidos sugieren que paxilina y cortactina son esenciales en la regulación 

del citoesqueleto, mediado por LH en células de CM.  
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Figura 23. LH regula la interacción entre FAK, cortactina y el complejo Arp2/3. A-B) Células T-47D fueron 
tratadas con LH (5 mUl/ml) durante 20 min, en presencia y/o ausencia con el inhibidor específico de Src (PP2, 
10 µM) por 90min. Se utilizó en el primer carril un extracto total de T-47D como control positivo.  Los extractos 
de proteína celular se inmunoprecipitaron con un anticuerpo frente a FAK (A) y cortactina (D). B-C) Los 
gráficos corresponde a la cuantificación de los inmunoblots mediante densidad óptica de las bandas. Las 
bandas de FAK y Arp3 fueron normalizadas con las bandas de cortactina total. E-F) Los gráficos corresponde 
a la cuantificación de los inmunoblots mediante densidad óptica de las bandas. Las bandas de FAK y Arp3 
fueron normalizados con las bandas de FAK total. Los homogenatos inmunoprecipitados con FAK y cortactina 
fueron analizados por western blot, y revelados contra FAK, cortactina y Arp3. A-B) El tratamiento con LH 
disocia la interacción directa entre FAK/cortactina y la subunidad Arp3. Estos efectos se vieron afectados 
parcialmente mediante el uso del inhibidor específico de Src quinasa, PP2. 

 

 

 

 

 

 

 

Previamente se ha reportado que la fosforilación de ciertas proteínas, activadas por estímulos 

externos, pueden causar un impedimento estérico en la conformación de los complejos impidiendo 

las interacciones entre las proteínas [136, 145]. Una de esas proteínas incluye a FAK quinasa. La 

fosforilación, activación y cambio de conformación de FAK quinasa, tras la acción de LH, es inducida 

por cambios estructurales en su conformación, lo que conduce a desplegar sus sitios fosforilable y 

exponerlos para ser fosforilados, de manera específica en el residuo en Tyr397, a través de Src 

quinasa. Esta fosforilación en FAK, induce un cambio conformacional que permite a la proteína FAK 

su autofosforilación completa. Cuando FAK es totalmente fosforilada, impulsa su señalización hacia 

proteínas claves para finalmente impulsar la motilidad de la célula tumoral. Por lo tanto, para 

explicar esta disrupción parcial, nuestro próximo objetivo fue evaluar si el accionar de LH modula 

Estos resultados sugieren que FAK y cortactina interactúan, entre ambas, y con el complejo 

Arp2/3 (subunidad Arp3) en condiciones basales. Tras la estimulación con LH, el complejo 

FAK/Cortactina/Arp3 es disociado. Mediante el uso del inhibidor específico de Src quinasa, 

determinamos que SRC regula este mecanismo de asociación/disociación, posiblemente por 

su mecanismo de control hacia FAK y cortactina.  



  Capítulo 4: Resultados 

71 
 

los patrones de fosforilación de FAK (p-FAKY397) y cortactina (p-cortactinaY466) a través de Src 

quinasa. 

 

4.1.5 LH controla el complejo Arp2/3 a través de la vía de señalización dependiente de 

Src/FAK/paxilina/cortactina y N-WASP. 

El complejo Arp2/3 es fundamental para la rápida formación de la red actínica hacia la periferia de 

la membrana celular, que se requiere para construir estructuras celulares para la motilidad celular, 

como filopodios, ruffles y lamelipodios. Recientemente, se ha reportado que las subunidades 

principales del complejo Arp2/3, subunidad Arp2 y subunidad Arp3 son blanco de modificaciones 

postraduccionales, necesarias para regular la nucleación actínica [142, 152]. Estas modificaciones 

incluyen la fosforilación y ubiquitinación, y se ha demostrado que regulan la actividad del complejo 

Arp2/3. Además, se ha encontrado que ciertas proteínas, como WAVE1 (perteneciente a la familia 

de N-WASP), regulan la nucleación actínica a través de su interacción con el complejo Arp2/3 [145]. 

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la regulación de la nucleación actínica es un proceso 

altamente complejo y dinámico que implica la participación de múltiples proteínas y mecanismos 

de modificación postraduccionales. 

Por lo tanto, nos propusimos evaluar el papel de varias quinasas y proteínas de andamios 

involucradas en la señalización del complejo Arp2/3. Mediante ensayos de western blot, se observó 

que los tratamientos rápidos con LH incrementaron los niveles de fosforilación de p-SrcY419, p-

FAKY397, p-paxilinaY118, p-cortactinaY466 y p-N-WASPS484/5, y estos incrementos se redujeron 

significativamente mediante el uso de PP2, demostrando una regulación dependiente de Src 

quinasa. Además, mediante el uso de FAKi se observó una notable disminución en los niveles de 

fosforilación de p-FAKY397, p-paxilinaY118, p-cortactinaY466 y p-N-WASPS484/5, pero no afecto la 

fosforilación de p-SrcY416, demostrando que FAK se encuentra corriente debajo de Src. La 

transfección del constructo no fosforilable de cortactina (Cortactina3YF) impidió la fosforilación 

tanto de p-cortactinaY466 como de p-N-WASPS484/5, pero no afecto la actividad de Src, FAK ni la de 

paxilina (Figura 24 A).  

Teniendo en cuenta nuestros resultados, es importante destacar el rol de LH hacia el preciso 

mecanismo de control regulado por cortactina y N-WASP hacia al complejo Arp2/3. Por lo tanto, 

nos propusimos evaluar el paso final de la vía de señalización hacia la formación de la ramificación 

actínica, modulada por LH, a través el estudio de los niveles de fosforilación de N-WASP y de la 

subunidad Arp2. Mediante ensayos de WB, determinamos que LH aumentó significativamente los 

niveles de fosforilación de p-N-WASPS484/5 y la subunidad p-Arp2T237, respecto a las células control. 

Este incremento fue notablemente reducido cuando las células fueron transfectadas con la 

mutante de cortactina3YF, y el inhibidor específico para N-WASP (Wiskostatin), indicando que las 
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fosforilaciones específicas de cortactina y N-WASP, resultan ser esenciales para promover la 

fosforilación y activación del complejo Arp2/3 (Figura 24 G-H).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. LH promueve la fosforilación de Src/FAK/paxilina/cortactina/N-WASP y el complejo Arp2/3. A-
F) Las células de cáncer de mama fueron tratadas con los inhibidores específicos PP2 (10µM), FAKi (1µM) y la 
transfección con el mutante Cortactina3YF, previas al tratamiento con LH (5 mUl/ml, 20min). Los niveles de 
fosforilación de SrcY419, FAKY397, paxilinaY118, cortactinaY466 y N-WASPS484/5 fueron analizados por Western blot. 
Los blots representativos demuestran un incremento de las fosforilaciones de las 5 proteínas tras los 
tratamientos con LH. El inhibidor de Src disminuyó las fosforilaciones de dichas proteínas. FAKi afectó las 
fosforilaciones de FAKY397, paxilinaY118, cortactinaY466 y N-WASPS484/5 pero no afectó la fosforilación de Src 
inducido por la hormona. La transfección con el mutante de cortactina (Cortactina3YF) disminuyó la 
fosforilación de cortactinaY466 junto a la de N-WASPS484/5. La expresión de cortactina total se incrementó luego 
de expresar el mutante Cortactina3YF. B-F) Los gráficos corresponde a la cuantificación de los inmunoblots 
mediante densidad óptica de las bandas vs. el control, CON. 

 

Además, en este estudio, nos propusimos investigar detalladamente el rol específico del complejo 

Arp2/3, responsable de la ramificación actínica, en células tumorales de mama T-47D. Para logarlo, 

se empleó CK-666, un inhibidor específico diseñado para bloquear la actividad del complejo Arp2/3. 

Dado que el complejo Arp2/3 es esencial para la formación de estructuras que promueven la 

nucleación de nuevos filamentos de actina, la utilización de CK-666 nos brindó una herramienta 

sumamente útil para explorar su actividad y especificidad en la formación de estas estructuras. 
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Como se puede observar, los tratamientos con CK-666 afectaron la fosforilación específica de Arp2 

(p-ArpT237), disminuyendo significativamente la formación actínica tras la administración con LH 

(Figura 24 G-I). Además, en concordancia con investigaciones previas que indican que ciertos 

residuos de tirosina pueden regular la actividad de Arp2 mediante fosforilaciones específicas, es 

por ello, que nos propusimos evaluar las mismas para confirmar nuestros resultados anteriores. 

Mediante un ensayo de inmunoprecipitación, se demostró que la subunidad Arp2 experimenta un 

incremento en los niveles de fosforilación en sus residuos de tirosina tras el tratamiento con LH. Sin 

embargo, este efecto fue abolido mediante el uso CK-666 (Figuras 24 J-K). Estos hallazgos respaldan 

la hipótesis de que la inhibición del complejo Arp2/3 mediante CK-666 repercute directamente en 

la formación actínica en respuesta al estímulo de LH.   

 

         

 
 
 
 
 
Figura 24. LH promueve la fosforilación de Src/FAK/paxilina/cortactina/N-WASP y el complejo Arp2/3. G) 
Las células fueron transfectadas con el mutante de cortactina (cortactina3YF) e inhibida con los inhibidores 
específicos de N-WASP (Wikostantin, 10µM) y del complejo Arp2/3 (CK-666, 4µM) por 45-60 min, previas al 
tratamiento con LH.  Los niveles de fosforilación de N-WASPS484/5 y Arp2T237 fueron analizados por Western 
blot. Los blots representativos demuestran un incremento de las fosforilaciones de las 2 proteínas tras el 
tratamiento con LH.  La transfección con el mutante Cortactina3YF y la inhibición con Wikostantin 
disminuyeron las fosforilaciones de N-WASPS484/5 y Arp2T237. CK-666 afecto la fosforilación de Arp2T237, pero 
no disminuyo la fosforilación de N-WASP inducido por LH. H-I) Los gráficos corresponde a la cuantificación de 
los inmunoblots mediante densidad óptica de las bandas vs. el control, CON. J-K) Células T-47D fueron 
tratadas con LH (5 mUl/ml) durante 20 min en presencia y/o ausencia con el inhibidor específico del complejo 
Arp2/3 (CK-666, 4µM) por 60 min. Los extractos de proteína celular se inmunoprecipitaron con un anticuerpo 
versus Arp2. Los homogenatos inmunoprecipitados con Arp2 fueron analizados por western blot, y revelados 
contra fosfo-tirosina (p-Tyr) y la subunidad Arp2. J) Tras el tratamiento con LH ocasiono un incrementó en la 
fosforilación en el residuo de tirosina de la subunidad Arp2. Este efecto se vio disminuido por el uso de CK-
666. K) El grafico corresponde a la cuantificación de los inmunoblots mediante densidad óptica de las bandas. 
La banda de p-Tyr fue normalizada con la banda de Arp2 total. Análisis estadístico de western blot. Las 
diferencias estadísticas fueron calculadas con respecto al grupo control (CON) utilizando el test no 
paramétrico Kruskal-Wallis y Dunn considerando estadísticamente significativo *P˂0,05. Las barras 
representan la media ± SD. Cada blot se realizó por duplicado a partir de 3 experimentos independientes. 

 
 
 

 

Nuestros resultados nos permiten sugerir la existencia de una vía de señalización dependiente 

de Src, FAK, paxilina, cortactina, N-WASP y el complejo Arp2/3, desencadenada tras el pulso 

de LH en células de CM.  
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4.1.6 LH promueve los procesos adhesivos, migratorios e invasivos a traves de la cascada 

Src/FAK/paxilina/cortactina/N-WASP/complejo Arp2-3 en celulas tumorales de mama. 

Los peores pronosticos del cáncer de mama estan intimamente ligados a la capacidad de los células 

tumorales para invadir y hacer metastasis en sitios distantes. Este proceso ocurre a través de una 

serie de pasos específicos que alteran las propiedades de adhesión, migración e invasión de las 

células tumorales, lo que finalmente desencadena a la diseminación metastásica [170].  

De acuerdo con nuestros resultados expuestos previamente,  resulta fundamental evaluar el efecto 

de LH en los procesos que involucran la motilidad de las células tumorales de mama, mediante 

ensayos de adhesión, migración e invasión celular. En nuestro ensayo de adhesion celular, 

observamos que tras el tratamiento con LH (5 mUl/ml, 24 horas) aumentó notablemente la 

capacidad de las células T-47D para adherirse a una matriz de gelatina, en comparación con las 

células control. Sin embargo, esta capacidad de adhesión celular disminuyó significativamente 

cuando las celulas fueron expuestas a diversos inhibidores y/o silenciadores específicos como, PP2 

(Src), siRNA vs. paxilina, plásmido mutante de cortactina3YF (cortactina), y Wiskostantin (N-WASP), 

en comparación con las celulas expuestas solo al tratamiento con LH (Figura 25 A). 

Para evaluar la migracion celular, realizamos un ensayo de cicatrizacion de heridas con celulas de 

cáncer de mama humanas. Nuestros resultados demuestran que tras 48 hs de tratamiento con LH, 

el proceso migratorio aumentó significativamente en células de CM, en comparación con las células 

de control (Figura 24 B). Mediante el uso de inhibidoras y/o silenciadores específicos de Src (PP2), 

FAK (FAKi), paxilina (siARN paxilina), cortactina (Cortactina3YF), N-WASP (N-WASP∆VCA) y complejo 

Arp2/3 (CK-666) no se observó una reducción en el cierre de la herida, demostrando que la 

inhibición/silenciamiento de nuestra via de señalización propuesta afecta el perfil migratorio 

celular, demostrando la participación de estas proteínas en la migración celular inducida por LH 

(Figura 25 B-C). 
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Por último, realizamos un ensayo de invasión tridimensional con Matrigel, para determinar la 

capacidad de las células tumorales de invadir el entorno circundante. Como se puede observar, las 

células que fueron tratadas con LH (5 mUl/ml) durante 48 horas, mostraron un incremento en el 

proceso invasivo celular, en comparación con las células control. Mediante el uso de inhibidores 

y/o silenciadores especificos vs. Src, paxilina, cortactina, Cdc42, N-WASP y el complejo Arp2/3 

conducieron a una drástica reducción del proceso invasivo, inducida por LH (Figura 25 D-E).  

 

 
Figura 25. Efecto de LH sobre la adhesión, migración e invasión en células de carcinoma mamario. A) Células 
T-47D fueron tratadas con los inhibidores específicos vs. PP2 (10µM), Wiskostantin (10µM), y la transfección 
con siRNA vs. paxilina y con el mutante de cortactina (Cortactina3YF), durante 48hs previas al tratamiento con 
LH (5 mUl/ml).  Luego del tratamiento, se colocaron 1x105 células/pocillo (previamente cubierto con gelatina), 
y se incubaron por 60 min a 37°C. Las células adheridas fueron fijadas/teñidas con 10% etanol/cristal violeta 
durante 20min. Me midió el porcentaje de absorbancia a 570nm, luego de la tinción de las células adheridas 
con cristal violeta. Los datos graficados corresponden a 3 experimentos independientes, en los que cada 
condición se ensayó por sextuplicado, y se determinó el porcentaje de células adheridas. *P <0.05 vs. CON, 
Control. B) Células de cáncer de mama fueron cultivadas en placas de 6 pocillos hasta que formaron una 
monocapa, donde fueron tratadas con hidrocloruro de citosina b-D-arabinofuranósido (ARA-C,10 µM), junto 
con LH (5mUl/ml) durante 48hs, en presencia y ausencia de los inhibidores específicos, PP2 (10µM), FAKi 
(1µM) y CK-666 (4µM), y la transfección con los mutante de cortactina (cortantina3YF), N-WASP (N-WASPΔVCA), 
y con ARN de interferencia contra paxilina (siRNA vs. paxilina). Se realizó una herida a cada pocillo. En la 
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imagen se muestra la distancia de migración en el tiempo 0hs y 48hs. Los datos graficados corresponden a 3 
experimentos independientes, en los que cada condición fue ensayada por sextuplicado. Células control 
fueron el 100% de migración celular. *P<0.05 vs. CON, Control. C-D) Las células fueron sembradas 2,5x104 
células/pocillo en una cámara de invasión Matrigel, y se trataron con ARA-C (10 mM) para detener la 
proliferación celular y poder diferenciar la misma del proceso migratorio. Luego, células T-47D fueron 
tratadas durante 24 hs con LH (5 mUl/ml), y tras la inhibición específica con PP2 (10µM), CK-666 (4µM), y la 
transfección con ARN de interferencia contra paxilina (siRNA paxilina), Cdc42 (siRNA Cdc42), mutantes de 
cortactina (cortantina3YF), y N-WASP (N-WASPΔVCA) se midió el perfil invasivo celular. Las células invasoras se 
fotografiaron con un aumento de 100X, y se contaron en el campo central de las membranas por triplicados 
mediante el ensayo de cámara de Boyden, y los valores se expusieron como % del control. C) Se muestran 
imágenes representativas en las diferentes condiciones. D) Indica el número de células invasoras ± SD de tres 
experimentos separados. * P < 0.05 vs CON, control. 
 

Es importante destacar que estos resultados demuestran la participación de diversas proteínas 

fundamentales en los procesos que conllevan a la migración, invasión, y finalmente metástasis 

celular. Estos eventos inducidos por la gonadotropina LH resaltan la importancia de continuar 

explorarando el rol de LH hacia la regulación de estas proteínas en la progresión del cáncer de 

mama. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

4.1.7 Vía de señalización impulsada por LH y su impacto en la motilidad celular. Representación 

esquemática de la vía de señalización desencadenada por LH y su accionar en la promoción de la 

adhesión, migración e invasión en células de cáncer de mama. En condiciones basales, las células 

control presentan una interacción directa entre FAK, cortactina, y la subunidad Arp3. Sin embargo, 

cuando LH se une a LHR, se interrumpe la interacción FAK/cortactina/Arp3 debido a la fosforilación, 

activación y cambio conformacional de FAK quinasa. La activación de FAK desencadena cambios 

estructurales, desplegando la conformación de la proteína y exponiendo sus sitios de fosforilación 

para promover su fosforilación específica en en el residuo Tyr397, a través de Src quinasa. Este 

evento conduce a un cambio conformacional en la proteína FAK, lo que permite su autofosforilación 

en los residios Tyr576/577 para su completa activación. Una vez que FAK ha sido totalmente 

fosforilada, impulsa su señalización hacia paxilina. Paxillina fosforilada interactúa con cortactina y 

N-WASP y mediante estas, modula el complejo Arp2/3. Estas interacciones potencian la nucleación 

actínica y promueve la motilidad de las células tumorales. Este esquema ilustrativo representa 

cómo la cascada impulsada por LH conlleva al incremento en la motilidad celular en células de CM. 

Como resultado obtuvimos que LH promueve la adhesión, migración e invasión celular en 

células T-47D. Tras el uso de diferentes inhibidores y/o silenciadores específicos, se observa 

una disminución en tales procesos, dependientes de las proteínas 

Src/FAK/paxilina/cortactina-N-WASP/complejo Arp 2/3. 
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Figura 26. Esquema de la vía de señalización desencadenada por LH.  
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4.2 Segundo objetivo especifico  

4.2.1 Análisis transcriptómico de diferentes subtipos de cáncer de mama 

Se han llevado a cabo varios estudios comparativos e integrativos de perfiles de expresión génica y 

alteraciones genómicas en tumores primarios de mama y líneas celulares de CM. Estos estudios han 

demostrado que la heterogeneidad presente en los cánceres de mama primarios se refleja hasta 

cierto punto en el panel de líneas celulares de CM. Dada la creciente comprensión de la diversidad 

y complejidad de los subtipos de carcinomas mamarios, resulta crucial contar con herramientas 

genómicas que nos permitan explorar las posibles variaciones en la expresión génica a nivel 

genómico en las líneas celulares con diversos subtipos de CM y en los tumores mamarios. En este 

sentido, una estrategia inicial ha sido identificar firmas de expresión génica que reflejen el estado 

de expresión y/o activación de diversas vías oncogénicas que promueven la tumorigenesis en los 

subtipos moleculares de CM. 

En este estudio, nos interesó evaluar la expresión génica de diversas proteínas de interés que 

participan en la progresión tumoral en diversos subtipos moleculares de cáncer de mama. Es por 

ello que, realizamos un análisis transcriptómico utilizando dos conjuntos de datos disponibles 

públicamente en la base de datos Gene Expression Omnibus (GSE70884 y GSE68651), con el fin de 

determinar la expresión basal de 50 genes que se encuentran involucrados en procesos celulares 

relacionados con el desarrollo y la progresión tumoral en los diferentes subtipos moleculares de 

CM. Estos genes se seleccionaron por ser biomarcadores de procesos celulares implicados en la 

progresión tumoral como proliferación, matriz extracelular (MEC), transición epitelial-mesénquima 

(TEM), apoptosis, anti-apoptótico, motilidad celular y angiogénesis (Tabla 5). Al analizar los datos, 

observamos que cada línea celular presentaba un perfil de expresión característico que las 

diferenciaba de las demás. Las líneas celulares luminales A y B presentaron un patrón heterogéneo 

en los diferentes procesos celulares. En las células SK-BR3 se observaron los niveles de transcripción 

más bajos en la mayoría de los procesos celulares estudiados, excepto en los genes relacionados 

con la motilidad celular donde observamos una mayor variabilidad. Por otro lado, observamos que 

las células de tipo basal mostraban los niveles más altos de transcritos en la mayoría de los procesos 

que promueven la progresión tumoral, a excepción de algunos genes relacionados con la 

proliferación celular (Figura 27 A).  
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Tabla 5. Genes involucrados en procesos celulares relacionados con la progresión tumoral. Estos genes se 
seleccionaron por ser biomarcadores de procesos celulares implicados en la progresión tumoral como 
proliferación celular (negro), matriz extracelular (MEC) (rojo), transición epitelial-mesénquima (TEM) (rojo), 
apoptosis (celeste), Anti-apoptótico (verde), motilidad celular (violeta) y angiogénesis (anaranjado). 
 

 

 

 
 
 

GENES NOMBRE DEL GEN

FGF3 Factor de crecimiento de fibroblastos 3

VEGFA Factor de crecimiento endotelial vascular A

HIF1A Factor inducible por hipoxia 1-alfa

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos 1

PDGF Subunidad B del factor de crecimiento derivado de plaquetas

ACTR3 Proteína relacionada con actina 3

ACTR2 Proteína relacionada con actina 2

TLN1 Talina-1

MSN Moesin

RHOA Ras miembro de la familia homólogo A (RhoA)

VCL Vinculina

SRC Proto-oncogén tirosina

RAC1 Sustrato de toxina botulínica C3 relacionada con Ras 1

WASF2 Miembro de la familia de proteínas del síndrome de Wiskott-Aldrich 2

WASL Proteína del síndrome de Wiskott-Aldrich neural

PAK1 Serina/treonina-proteína quinasa PAK 1

PXN Paxillina

CTTN Proteína de unión a actina cortical (Cortactina)

PPP2CA Proteína Fosfatasa Subunidad Catalítica Alfa 2

PTK2 Kinasa de adhesion focal (FAK)

CDC42 Homólogo de la proteína 42 de control de la división celular

CD34 Antígeno de células progenitoras hematopoyéticas CD34

CTNNB1 Catenina beta-1

VIM Vimentina

COL4A2 Cadena de colágeno alfa-2 (IV)

ITGB3 Subunidad de integrina beta 3

SERPINE1 Plasminógeno endotelial activador-1

MMP11 Matriz Metaloproteinasa-11

MMP9 Matriz Metaloproteinasa-9

CDH2 cadherina neural

CDH1 Cadherina-1

TNF Factor de necrosis tumora

BAG3 Regulador de chaperonas moleculares de la familia BAG 3

BCL-2 Regulador de apoptosis Bcl-2

BCL2L1 Proteína Bcl-2 1

MAPK3 MAP quinasa 3

AKT1 RAC-alfa serina/treonina-proteína quinasa

CDK4 Quinasa dependiente de kinasa 4

PIK3CD Fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)

MAP2K2 Poteína quinasa-quinasa activada por mitógenos

CDK2 Quinasa dependiente de ciclina 2

PTEN Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatas

MIK67 Antígeno ki-67

PCNA Antígeno nuclear de células en proliferación

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico

IGF-2 Factor de crecimiento insulínico 2

BAX Regulador de apoptosis BAX

MX1 Proteína de unión a GTP inducida por interferón Mx1

TP53 o p53 Antígeno tumoral celular p53
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Figura 27. Expresión de genes implicados en el proceso de metástasis en un panel de células de cáncer de 
mama. A) Mapa de calor que muestra el perfil de expresión génica de 50 genes implicados en 6 procesos 
relacionados con la progresión del cáncer. Dentro de cada proceso celular, los genes se ordenaron según un 
algoritmo de agrupación jerárquica, con ligamiento promedio y distancia de correlación de Pearson, como se 
puede ver en los dendogramas de silueta a la izquierda. Estos datos se obtuvieron de ocho líneas celulares 
de cáncer de mama, representativas de cada subtipo molecular, como se muestra en la parte superior del 
gráfico. Los patrones de expresión de estos genes se representaron en una escala verde-roja (niveles de 
expresión bajos en verde y niveles de expresión altos en rojo). 

Este estudio resalta la importancia de entender la heterogeneidad molecular en los cánceres 

de mama y cómo se refleja en las líneas celulares de cáncer de mama. La identificación de 

patrones de expresión génica específicos para cada subtipo molecular ofrece información 

valiosa para comprender las vías oncogénicas y procesos celulares involucrados en la 

progresión tumoral en diferentes contextos de cáncer de mama. 
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4.2.1.1 Análisis de Expresión Génica Diferencial y Perfil de Genes de Interés en Diferentes 

Subtipos de Cáncer de Mama 

Con el fin de hacer un análisis más selectivo respecto a los cambios de los niveles de expresión de 

los genes expresados diferencialemnte en cada subtipo molecular, donde analizamos 35 genes que 

exhibieron cambios significativos con el propósito de evaluar su expresión génica en los distintos 

subtipos moleculares a través de graficos de volcanos. Por lo tanto, evaluamos los genes expresados 

diferencialmente (GED) entre cada línea celular de cáncer de mama (CM) y las células normales 

(MCF-10A). Para este estudio, se utilizó el estadístico "lima R" [165]. Destacamos los 35 genes de 

interés relacionados con los procesos celulares analizados previamente, lo que permitió 

contextualizar los genes de interés con respecto al resto de los genes, y lograr una mejor 

apreciación de los cambios en la expresión génica modulada diferencialmente en cada subtipo 

celular. 

Al analizar los resultados, observamos que las líneas celulares luminales A (T-47D y MCF-7) 

presentaron bajos niveles en la expresión de genes que participan en la matriz extracelular (MEC) 

y motilidad celular (VIM, MSN, VCL, CDH2 y TLN1). En particular, en las células T-47D, el 82% de los 

genes desregulados participaron en las vías vinculadas con la TEM, motilidad celular y angiogénesis. 

Por otra parte, las T-47D presentaron tres genes upregulados que participan en la motilidad celular 

(CDH1, PXN y PAK1). En las células MCF-7, encontramos una regulación negativa de genes 

relacionados con la motilidad celular, mientras que se observamos una regulación positiva de genes 

implicados en la proliferación celular, MEC y anti-apoptosis (Figura 28 A-B). Las células BT-474 

presentaron una regulación al alza de genes relacionados con TEM y proliferación celular, y una 

desregulación en genes que promueven la motilidad celular (SRC, MSN, MMP9, PAK1 y TLN1) 

(Figura 28 C). En cambio, células SK-BR3 demostraron el mayor número de genes regulados a la 

baja (72%), los cuales están involucrados en todos los procesos. Por el contrario, las SK-BR3 

muestran 4 genes up-regulados que participan en los procesos de motilidad celular (WASL, SRC, 

VCL y MMP9) (Figura 28 D). Finalmente, hemos determinamos que los subtipos basales (MDA-MB-

231 y MDA-MB-468) mostraron el mayor número de genes regulados al alza y una expresión 

disminuida de genes que inducen la proliferación celular (Figura 28 E-F). 

Complementariamente, realizamos un diagrama de Venn´s, donde pudimos resaltar los genes que 

exhibieron las mayores desregulaciones o que presentaron características más destacadas en sus 

mecanismos de expresión en cada subtipo molecular. En estos resultados, observamos que la 

mayoría de los genes up-regulados se encuentran relacionados principalmente con MEC-TEM, 

angiogénesis y motilidad celular en los subtipos moleculares tipo basal, mientras que los genes 

desregulados están relacionados con la motilidad celular y MEC, en los subtipos luminal A, B y 

enriquecidos por HER-2 (Figura 28 G-H). 
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Figura 28. Expresión de genes implicados en el proceso de metástasis en un panel de células de cáncer de 
mama. A-F) Gráficos volcánicos de análisis expresión génica diferencial realizados por el método lima. En el 
eje x se representó el log2 (fold change) de cada línea celular respecto a las normales (MCF-10A). En el eje y, 
se muestra -log10 (valor de p-ajuste) (los valores más altos muestran valores de p de ajuste más pequeños). 
Los genes con un valor de ajuste de P < 0,05, se indican encima de la línea discontinua horizontal. Los genes 
de interés fueron coloreados según el proceso celular en el que participan (Tabla 5). G-H) Este diagrama 
representa un resumen del análisis de expresión génica diferencial logrado por el método lima R. Podemos 
observar los genes upregulados y desregulados de los subtipos moleculares de cáncer de mama. Solamente, 
se tomaron en consideración los genes con log 2> 1 (fold change), y un valor de p-ajustado < 0,05. 
 

4.2.2 Análisis de genes vinculados a la progresión del carcinoma mamario, y regulados 

tras los tratamientos con diversas dosis de gonadotropina. 

Considerando nuestros hallazgos en la cual pudimos determinar la amplia desregulación de genes 

que se expresan de forma diferencial en los distintos subtipos moleculares. Nuestro próximo 

objetivo fue determinar ya con microarreys previamente establecido por nuestro grupo, si este 

amplio conjunto de genes de interés podría ser desregulados tanto up- down regulados en sus 

niveles de expresión tras el tratamiento con LH. Específicamente, nuestro enfoque se dirige a una 

exploración más profunda de cómo esta hormona podría influir en la expresión génica de un amplio 

conjunto de genes que desempeñan funciones esenciales en diversos procesos celulares que 

impulsan el desarrollo y la progresión tumoral [84].  

A partir de la base de datos de expresión génica derivada de un análisis previo de microarrays 

realizado por nuestro grupo de investigación, obtuvimos información detallada de más de 200 

genes en su estado sin procesar, procedentes de cuatro tratamientos distintos. Dentro de nuestro 

exhaustivo análisis, para profundizar el efecto de LH sobre eventos claves que impulsan la 

tumorogénesis celular, llevamos a cabo una minuciosa selección de 128 genes de interés 

Nuestros resultados nos proporcionan una mejor caracterización molecular de los subtipos de 

cáncer de mama en diferentes vías de señalización oncogénicas, pudiendo ser clave para 

identificar nuevas oportunidades terapéuticas para el tratamiento del cáncer de mama.  
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previamente identificados como componentes claves en la progresión tumoral. Estos genes fueron 

agrupados en distintos procesos celulares esenciales, tales como proliferación, la interacción célula 

y microambiente (TEC-MEC), la movilidad celular, la angiogénesis y la apoptosis. 

Posteriormente, se analizó y evaluó de manera diversa, nuestro conjunto de genes de interés en el 

contexto de tres tratamientos distintos, los cuales consistieron en un grupo control y dos 

tratamientos que involucraban la administración de LH en diferentes concentraciones, uno a 5 

mUl/ml (que simula los niveles hormonales pre-pubertad), y el segundo a 50 mUl/ml (que 

representa los niveles hormonales característicos de la etapa postmenopáusica en mujeres). 

Mediante el uso de la base de datos, y un análisis diferencial de nuestros nuevos genes de interés, 

nuestros resultados exhibieron diferencias notables en nuestros nuevos análisis, identificando 

cambios en los patrones de expresión génica en un conjunto de genes relacionados 

con los procesos que promueven la progresión tumoral. Estos resultados confirieron una mayor 

relevancia a nuestros hallazgos, ya que pudimos identificar una desregulación significativa en la 

expresión de genes relacionados con la motilidad, angiogénesis y apoptosis tras estimular las 

células con LH, en ambas concentraciones (5 y 50 mUl/ml), en comparación con el grupo control. 

Esta modificación en los perfiles de expresión génica sugiere la existencia de mecanismos 

regulatorios que presentan un notable desbalance, observando importantes pérdidas o 

sobreexpresión de genes esenciales para la estructura, maquinaria motriz, y movimiento celular. 

Todos estos cambios conducen a desbalance en el perfil genético celular, otorgándole un fenotipo 

más proliferativo, migratorio e invasivo. Además, se observó un aumento en la expresión de genes 

relacionados con angiogénesis, apoptosis y motilidad celular, tras la exposición con LH (50 mUl/ml), 

en comparación con LH (5 mUl/ml), lo que nos permite sugerir que niveles incrementados de 

gonadotropinas podrían impulsar a la célula a un fenotipo más agresivo y tumorogénico.  

Por otro lado, determinamos que tras el tratamiento con LH (5 mUl/ml), aumentó 

significativamente la expresión de genes implicados en la proliferación celular, pero a diferencia 

con nuestro trabajo previo, el tratamiento con diferentes dosis de LH (5, 5+50 y 50) no presentó 

modificaciones en los procesos proliferativos. Posiblemente estos cambios en los perfiles génicos, 

a periodos relativamente cortos (48 hs), no llegan a verse reflejados en los procesos que conducen 

a la proliferación de la célula, sugiriendo que dichos cambios podrían verse expresados a periodos 

más prolongados de tratamiento.     

Es crucial señalar que estos hallazgos no solo nos brindan una nueva perspectiva sobre la progresión 

tumoral, sino que también apuntan hacia la posibilidad de mecanismos de regulación hormonal 

más complejos de lo que se había considerado previamente. Al profundizar en la relación entre los 

niveles de LH y la expresión génica, se abren nuevas vías de investigación que podrían utilizarse 

como estrategias terapéuticas innovadoras para abordar la progresión tumoral (Figura 29). 
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Figura 29. Expresión de genes relacionados con la tumorogénesis, tras los tratamientos con LH a distintas 
concentraciones. A) Se realizó un análisis mediante un gráfico de radar que ilustra las variaciones en la 
expresión de 128 genes de interés en una línea celular de cáncer de mama. Estas células fueron sometidas a 
tratamientos con LH en dos concentraciones distintas (5 y 50 mUl/ml), que simulan diferentes estadios 
hormonales pre-pubertad y postmenopáusicos presentes en mujeres. Estos tratamientos se compararon con 
células Control (Con), las cuales recibieron ningún tipo de tratamiento. En el gráfico de radar, los colores 
asignados a los genes representan los diferentes procesos celulares relacionados con la progresión tumoral. 

 

 

 

 

 

 

Estos resultados demuestran una notable desregulación de genes que participan en la 

progresión tumoral tras el tratamiento con LH a diferentes concentraciones, 5 y 50 mUl/ml, 

promoviendo de este modo a un fenotipo más agresivo, invasivo y metastásico en CM. 
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4.3 Tercer objetivo especifico 

4.3.1 Expresión de receptores de LH, FSH y proteínas quinasas claves en la regulación 

de la migración celular en líneas de cáncer de mama. 

Estudios previos han demostrado que LH tiene la capacidad de influir en la actividad y expresión de 

Src y FAK en células de cáncer de mama [82, 84]. Este estrecho vínculo entre la gonadotropina LH, 

Src y FAK es de particular importancia debido a su implicancia en la motilidad de la célula, un 

proceso clave en la progresión tumoral [82]. La activación de la vía de Src y FAK, por parte de LH, 

ha sido objeto de una extensa investigación por nuestro grupo, ya que se ha observado que estas 

proteínas desempeñan un papel crucial en la adhesión, migración, invasión y supervivencia celular 

[103, 135, 147, 167, 171].  

Src y FAK son dos quinasas que se encuentran sobreexpresadas en distintos tipos de cáncer, 

incluyendo el CM, y su aumento y/o expresión se correlacionan con un fenotipo más invasivo y 

metastásico. Se ha informado que la activación de Src y FAK está mediada por diferentes factores 

de crecimiento, receptores de hormonas, integrinas y moléculas de adhesión celular [112, 172].  

Por lo tanto, el próximo objetivo consistió en evaluar la expresión de los receptores de 

gonadotropinas, LH (LHR) y FSH (FSHR), junto a las quinasas Src y FAK en los distintos subtipos de 

CM, y en líneas celulares murinas, con el fin de determinar su posible participación en la progresión 

del CM. Inicialmente, se realizó un análisis de los perfiles de expresión génica de LHCGR (LHR), FSHR 

(FSHR), SRC (Src) y PTK2 (FAK) en varios tipos de células de CM humanas (T-47D, MCF7, ZR75.1, BT-

474, SK-BR3, MDA-MB-468 y MDA-MB-231), y paralelamente en una línea celular de mama normal 

(MCF-10A). Para ello, se utilizó un análisis de transcriptoma a partir de dos conjuntos de datos de 

la base de datos pública Gene Expression Omnibus (GSE70884 y GSE68651). Los resultados 

obtenidos demostraron que LHCGR y FSHR presentan una expresión basal en todos los subtipos 

celulares de CM, mientras que SRC y PTK2 demostraron una expresión elevada en dichas células 

tumorales (Figura 31 A). Asimismo, se evaluó la expresión basal de LHR, FSHR, Src y FAK en extractos 

de ovario, líneas celulares T-47D y líneas murinas de CM, LM3 y LM05. Mediante ensayos de 

western blot se observó que todas las líneas celulares presentaron la expresión de LHR y FSHR, 

como también en el extracto de ovario. El extracto de ovario se utilizó como control positivo para 

poder confirmar la especificidad de los anticuerpos (Figura 31 B-D). Además, determinamos que 

ambas quinasas se encuentran expresadas en las líneas T-47D, como así también en las líneas 

murinas (Figura 31 E-G). 
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Figura 31. Expresión de LHR, FSHR, Src y FAK en líneas celulares de cáncer de mama. A) Diagrama de caja 
que muestra los patrones de expresión génica de cuatro genes de interés (LHCGR, FSHR, SRC y PTK2). Cada 
color representa una línea celular de cáncer de mama (MCF-10A, MCF-7, T-47D, ZR75.1, BT-474, SK-BR3, 
MDA-MB-468, MDA-MB-231). En el eje Y, se mostró log 2 (expresión de ARNm). B) Se realizaron lisados 
completos de extractos de ovarios, extracto de una línea celular de cáncer de mama humana (T-47D), y líneas 
celulares murinas de cáncer de mama (LM3 y LM05), con el fin de determinar el patrón de expresión de LHR, 
FSHR, Src y FAK en los diversos extractos. Los niveles de expresión fueron analizados mediante Western blot. 
Los blots representativos demuestran expresión en las líneas celulares de cáncer de mama, como también en 
el extracto de ovario. C-D) Los gráficos corresponden a la cuantificación de los inmunoblots, mediante la 
densidad óptica de las bandas. Las bandas de LHR y FSHR fueron normalizadas con las bandas de actina. E) Se 
realizaron lisados de las líneas celulares de cáncer de mama, T-47D, LM3 y LM05, con el propósito de evaluar 
la expresión de Src y FAK en dichas líneas. Los niveles de expresión de las quinasas fueron analizados mediante 
Western blot. F-G) Los gráficos corresponden a la cuantificación de los inmunoblots, mediante la densidad 
óptica de las bandas. Las bandas de Src y FAK fueron normalizadas con las bandas de actina. Los blots 
representativos demuestran la expresión en diversas líneas celulares. Cada blot se realizó por duplicado a 
partir de 3 experimentos independientes. 
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4.3.2 Efectos de agonistas y antagonistas de GnRH sobre la regulación de Src y FAK. 

A pesar de que las tasas de supervivencia del CM han mejorado en los últimos años, la diseminación 

metastásica del cáncer sigue siendo un grave problema que provoca la mayoría de las recaídas y 

muertes en los pacientes. Por esta razón, la búsqueda de nuevas terapias que prevengan o inhiban 

este proceso es crucial. Estudios previos han demostrado que los receptores de GnRH (GnRH-R) se 

expresan en tejidos cancerosos, ya sea relacionados o no con el sistema reproductivo [42, 45]. 

Debido a esto, se ha propuesto a los GnRH-R tumorales como una posible diana terapéutica para 

desarrollar nuevas estrategias moleculares contra el cáncer. Específicamente, se busca apuntar a la 

regulación de estos receptores en mujeres posmenopáusicas, en las cuales los niveles séricos de 

gonadotropinas son más elevados, con el objetivo de reducir la actividad de estas hormonas. Los 

agonistas y antagonistas de GnRH son compuestos que pueden regular la actividad de las 

gonadotropinas y, en consecuencia, influir en la expresión y fosforilación de ciertas proteínas 

targets que se encuentran desreguladas, entre ellas, Src y FAK quinasa. 

Por lo tanto, nuestro próximo objetivo fue evaluar los efectos del agonista y antagonista de GnRH 

en nuestro modelo celular. Para ello, analizamos la expresión y fosforilación de Src y FAK en células 

murinas de CM. Seleccionamos las líneas murinas LM3 debido a su falta de receptores de 

estrógenos y progesterona, así como a su fenotipo más invasivo y metastásico en comparación con 

las líneas LM05. Es por ello, que las células LM3 fueron tratadas con leuprorelina (agonista selectivo; 

0,1 mM y 1 mM), degarelix (antagonista selectivo; 10 mM), en presencia y/o ausencia con LH (50 

mUl/ml, estadio postmenopáusico) durante 48 horas, con el fin de determinar los perfiles de 

expresión y fosforilación de las proteínas anteriormente descriptas mediante ensayos de western 

blot. Se observó que, tras el tratamiento con LH50 (durante 48 hs) no afectó la expresión de Src, 

pero disminuyó significativamente la fosforilación en p-SrcY416, y conjuntamente la fosforilación de 

p-FAKY397, respecto a la línea control. En cambio, el tratamiento con degarelix (DEGA) disminuyó 

significativamente la expresión y fosforilación de p-SrcY416 y p-FAKY397 (Figura 32 A-D), pero tras la 

administración de LH50 al tratamiento con DEGA, se reconstituyeron parcialmente los niveles 

disminuidos de ambas proteínas en la expresión y fosforilación. Por otro lado, observamos que los 

niveles de fosforilación de p-SrcY416 y p-FAKY397 disminuyeron significativamente tras el tratamiento 

con leuprorelina (LEU), en una mínima concentración de 0,1 - 1 mM (Figura 32 A-D). La evaluación 

de los efectos de estos análogos de GnRH versus proteínas quinasas, demuestran que afectan tanto 

la expresión como fosforilación en la línea tumoral de CM, pudiéndonos proporcionar una 

información valiosa para el diseño de nuevas terapias dirigidas a la regulación de estas proteínas y 

Estos resultados demuestran la expresión de LHR, FSHR, Src y FAK en los distintos 

subtipos de cáncer de mama, así como también en líneas murinas. 
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mejorar la eficacia del tratamiento del cáncer de mama. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 32. Efecto de Leuprorelina y degarelix sobre la expresión y fosforilación de Src y FAK. A) Las células 
murinas, LM3 fueron tratadas con leuprorelina (agonista, 0,1 mM y 1 mM); degarelix (antagonista; 10 mM) 
en presencia y/o ausencia con LH (50 mUl/ml) durante 48hs. Los niveles de fosforilación de SrcY419 y FAKY397 
fueron analizados por western blot. Los blots representativos demuestran una disminución en la actividad de 
Src y FAK, tras el tratamiento con LH. Además, el uso de Leuprorelina y degarelix notaron una significativa 
disminución en la fosforilación de SrcY419 y FAKY397. En paralelo, observamos cómo la expresión de Src fue 
disminuida tras el tratamiento con el agonista y antagonista de GnRH. B-D) El grafico corresponde a la 
cuantificación de los inmunoblots mediante densidad óptica de las bandas. Las bandas de p-SrcY419, Src y p-
FAKY397 fueron normalizadas con las bandas de actina. Análisis estadístico de western blot. Las diferencias 
estadísticas fueron calculadas con respecto al grupo control (CON) utilizando el test no paramétrico Kruskal-
Wallis y Dunn considerando estadísticamente significativo *P˂0,05. Las barras representan la media ± DE. 
Cada blot se realizó por duplicado a partir de 3 experimentos independientes. 

 
 
 
 
 

 
 
4.3.3 Acción de Agonistas/antagonistas de GnRH e inhibidores quinasas en la 

progresión celular 

La identificación de blancos moleculares específicos se ha convertido en una estrategia clave para 

el desarrollo de terapias dirigidas contra la metástasis tumoral [173]. A pesar de la amplia variedad 

de agentes quimioterapéuticos que se utilizan actualmente, ciertos pacientes desarrollan 

resistencia a estas terapias. Ante esto, surge la necesidad de implementar nuevos tratamientos de 

quimioterapia combinados con la administración de moduladores químicos de proteínas específicas 

Estos resultados resaltan un rol central de leuprorelina y degarelix sobre su modulación en la 

expresión y la fosforilación de Src y FAK en líneas celulares LM3. El uso de LEU y DEGA podría 

ser una gran herramienta contrarrestando los niveles incrementados de ambas quinasas en 

subtipos moleculares que presenten incrementados sus niveles de expresión.    
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[174].  

En la progresión tumoral, se ha demostrado que las metaloproteinasas de la matriz extracelular 

(MEC), como MMP-2 y MMP-9, juegan un papel crucial al degradar la matriz extracelular, 

promoviendo la invasión y metástasis de las células cancerosas [175, 176]. Varios estudios han 

demostrado que Src puede activar directamente a MMP-2 [177]. La activación de Src puede resultar 

en la fosforilación de la MMP-2, lo que incrementa su actividad enzimática y promueve la 

degradación de la matriz extracelular [177, 178]. Además, se ha demostrado la existencia de una 

correlación entre FAK y MMP-9 en diferentes tipos de cáncer, donde se ha identificado que la 

activación específica de FAK puede inducir la expresión y la actividad de MMP-9 en células 

tumorales. Se ha observado que la activación de FAK, mediante señales de adhesión celular o 

factores de crecimiento, puede aumentar la producción y la liberación de MMP-9 en células 

cancerosas [179]. 

Por lo tanto, es fundamental analizar la expresión de estas proteínas en las células tumorales de 

mama para comprender la actividad de las mismas y su relación con la progresión tumoral. Ante 

esto, nos surge la inquietud si, la combinación de inhibidores específicos de Src y FAK, junto con 

agonistas y antagonistas de GnRH, puede ser una estrategia prometedora para inhibir la actividad 

de MMP-2 y MMP-9 y prevenir el desarrollo y progresión tumoral.  

Por lo tanto, nuestro objetivo se enfoca en investigar si estas combinaciones tienen efecto sinérgico 

en la inhibición de la progresión celular, por ello evaluamos la expresión de Src, FAK y los 

marcadores de la MEC, como MMP-2 y MMP-9, en líneas celulares murinas. Para evaluar este 

objetivo, células LM3 fueron tratadas con LEU (0,1 mM), DEGA (10 µM), junto con la combinación 

de PP2 (10 µM), FAKi (1 µM) durante 48 hs, con el fin de determinar si la administración de estos 

compuestos afecta la expresión de Src, FAK, MMP-2 y MMP-9. Para ello, empleamos ensayos de 

Western blot. En los mismos observamos que tras el tratamiento con LEU, se incrementó 

significativamente la expresión de Src y MMP-2, pero no afectó la expresión de FAK y MMP-9 

(Figura 33 A). En paralelo se observó cómo los niveles de expresión de FAK, MMP-2 y MMP-9 

incrementaron notablemente tras el tratamiento con DEGA, mientras que disminuyó la expresión 

de Src. Por otro lado, la combinación de LEU+PP2 y DEGA+PP2 disminuyó la expresión de MMP-2 y 

Src, con respecto al Control. En cambio, el tratamiento combinado de LEU+FAKi y DEGA+ FAKi 

disminuyó la expresión de FAK y MMP-9 y MMP-2 (solo en LEU+FAKi) (Figura 33 A-E). 
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Figura 33. Efecto de Leuprorelina/degarelix y PP2/FAKi en la progresión tumoral. A) Células de cáncer de 
mama murinas LM3 fueron tratadas con leuprorelina (0,1 mM); degarelix (10 mM), en presencia y/o ausencia 
de inhibidores específicos de Src (PP2, 10µM) y FAK (FAKi, 1µM) durante 48 hs.  Los niveles de expresión de 
Src, FAK, MMP-2 y MMP-9 fueron analizados por western blot. Los blots representativos demuestran un 
incrementó de Src y MMM-2 tras el tratamiento con LEU, mientras que disminuye la expresión de FAK y MMP-
9. Degarelix incrementa la expresión de FAK y MMP-2, mientras que disminuye la expresión de Src y MMP-9. 
Por otro lado, las combinaciones del agonista y/o antagonista, junto con el inhibidor de Src y/o FAK, 
disminuyeron notablemente los niveles de expresión de Src, FAK, MMP-2 y MMP-9. B-E) El grafico 
corresponde a la cuantificación de los inmunoblots mediante densidad óptica de las bandas. Las bandas de 
Src, FAK, MMP-2 y MMP-9 fueron normalizadas con las bandas de la proteína housekeeping actina. Análisis 
estadístico de western blot. Las diferencias estadísticas fueron calculadas con respecto al grupo control (CON), 
LEU y DEG, utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis y Dunn, considerando estadísticamente 
significativo *P˂0,05 (CON), #P<0,05 (LEU y DEGA). Las barras representan la media ± DE. Cada blot se realizó 
por duplicado a partir de 3 experimentos independientes. 

 

 

 

 

 

 

4.3.4 Efecto de la combinación del agonista/antagonista de GnRH más PP2 y/o FAKi 

sobre el crecimiento tumoral en líneas celulares murinas LM3 

Después de los resultados obtenidos in vitro, se llevó a cabo un estudio in vivo en un modelo murino 

para evaluar los efectos de los tratamientos con LEU y DEGA, así como el uso de los inhibidores 

específicos PP2, FAKi, solos y en combinación, en un experimento de crecimiento tumoral. Este 

estudio es ampliamente utilizado para estudiar la progresión del cáncer de mama y permite evaluar 

la capacidad de los diversos tratamientos con el fin de inhibir el crecimiento tumoral. Para llevar a 

Estos resultados sugieren que la combinación de inhibidores específicos de Src (PP2) y FAK 

(FAKi), junto al uso de agonista (LEU)/antagonista (DEGA) disminuyen significativamente la 

expresión de Src, FAK y los marcadores de la matriz extracelular, MMP-2 y MMP-9 en líneas 

celulares LM3. 



  Capítulo 4: Resultados 

92 
 

cabo este objetivo, se utilizó un ensayo de crecimiento tumoral ortotópico, que consistió en 

inocular células murinas de CM LM3, pretratadas o no con PP2 (10 mM) y FAKi (1 µM) durante 5-7 

días, en la cuarta glándula mamaria de ratones hembras BALB/c. Una vez que los tumores eran 

palpables, aproximadamente 7 días después de la inoculación, se administró a los ratones una dosis 

subcutánea de LEU (0.1 mg/kg) y/o DEGA (2 mg/kg) y se realizó el seguimiento del crecimiento 

tumoral durante 60 días. Nuestros resultados demostraron que los tratamientos con LEU indujeron 

un aumento significativo en el crecimiento tumoral, mientras que los animales que fueron tratados 

con DEGA experimentaron una disminución significativa en dicho crecimiento (Figura 34 A-B). 

Además, los animales que recibieron células inhibidas farmacológicamente con PP2 y FAKi también 

presentaron una notable disminución en el crecimiento tumoral, con respecto al grupo control 

(CON) (Figura 34 C-D). Sin embargo, los animales que recibieron el tratamiento combinado de 

DEGA+PP2 y DEGA+FAKi presentaron una mayor reducción en el volumen tumoral (Figura 34 C-D). 

Además de evaluar el efecto de los tratamientos en el crecimiento tumoral, se analizó la 

supervivencia de los ratones después de los distintos tratamientos. Se observó que los ratones 

tratados con DEGA, y la combinación de DEGA+PP2 y DEGA+FAKi aumentaron significativamente la 

supervivencia de los ratones, en comparación con los ratones Control (Figura 34 E). Además, 

determinamos que PP2 y FAKi también aumentaron significativamente la supervivencia de los 

ratones (Figura 34 E). En cambio, se determinó que el tratamiento con LEU disminuyó 

drásticamente la supervivencia de los ratones, respecto al grupo control (Figura 34 E).  

A continuación, nos propusimos analizar la tasa de proliferación de los tumores. Por lo tanto, 

procedimos a analizar la expresión de Ki-67, mediante el análisis inmunohistoquímico en tumores 

de ratones. Ki-67 esta proteína marcadora ampliamente usada en patología clínica como un 

biomarcador de división celular. Mediante este análisis se encontró que el porcentaje de células 

positivas para Ki-67 fue significativamente alto en los tratamientos con LEU, en comparación con 

las muestras control; mientras que DEGA, PP2, FAKi y su combinación, disminuyeron 

significativamente el porcentaje de células positivas para Ki-67 (Figura 34 F-G).  

Por otro lado, se evaluó si estas combinaciones presentadas podrían tener algún posible efecto en 

el proceso de angiogénesis. Debido a lo planteado, células tumorales murinas LM3 fueron tratadas 

con LEU (0,1 mM), DEGA (10 µM), solos y en combinación con PP2 (10 µM) y FAKi (1 µM) durante 

48 hs, con el fin de determinar la expresión de marcadores angiogénicos como VEGF y el factor de 

hipoxia HIF-1α. Mediante ensayos de western blot hemos determinamos que los niveles de 

expresión de VEGF y HIF-1α fueron incrementaron significativamente tras los tratamientos con el 

agonista (LEU) y antagonista (DEGA), respecto a las muestras control (CON); mientras que la 

combinación de LEU+PP2, LEU+FAKi, DEGA+PP2 y DEGA+FAKi disminuyeron significativamente los 

niveles de expresión de VEGF y HIF-1α (Figura 34 H-K) sugiriendo que la combinación del agonista 
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y/o antagonista plus inhibidores quinasas podría regular el proceso de angiogénesis, inhibiendo el 

mismo. 

 

 

Figura 34. Combinación de Leu y DEGA, junto con la combinación de PP2 y/o FAKi en el crecimiento del 
tumor. A) Se realizó un ensayo de crecimiento de tumor ortotópico inoculando células de cáncer de mama 
murino LM3, pretratadas o no con PP2 (10 mM) y FAKi (1 µM), en la cuarta glándula mamaria de ratones 
BALB/c. Cuando los tumores son palpables aproximadamente 7 días después de la inoculación, los ratones 
recibieron una dosis subcutánea del agonista Leuprorelina (LEU; 0.1 mg/kg) y antagonista Degarelix (DEGA; 2 
mg/kg). Se muestran imágenes representativas del desarrollo del tamaño del tumor del experimento en B-D. 
B-D) Se midieron los diámetros de los tumores dos veces por semana y se utilizaron para calcular el volumen 
del tumor. Cada punto de datos representa la media ± SD, *=p˂ 0,05 vs. control, CON. Para comparar los 
valores medios entre los diferentes grupos por día, se empleó un análisis de varianza unidireccional (ANOVA) 
seguido de comparaciones múltiples de Tukey-Kramer. La significancia estadística se definió como P<0,05 y 
se utilizó un intervalo de confianza del 95%. La figura es representativa de dos experimentos independientes 
realizados con resultados similares. E) Análisis de Kaplan-Meier de la supervivencia del punto final del animal 
definido como un tumor LEU, DEGA y/o PP2 (10 mM) y FAKi (1 µM). El punto final del animal se definió como 
un diámetro del tumor mayor de 10 mm o cuando los animales mostraron signos de sufrimiento. Cada color 
representa un grupo experimental diferente. El grupo de control (negro); el grupo LEU (rojo); el grupo DEGA 
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(azul); el grupo PP2 (verde claro); el grupo DEGA+PP2 (bordo); el grupo FAKi (naranja); y el grupo DEGA+FAKi 
(morado). Cada punto de datos representa la media ± SD, ***=p<0,0001, **=p<0,001 y *=p˂ 0,05 vs. control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Capítulo 4: Resultados 

95 
 

Figura 34 bis. Combinación de Leu y DEGA, junto con la combinación de PP2 y/o FAKi en el crecimiento del 
tumor. F-G) Se muestran imágenes y el porcentaje de tumor mamario positivo para Ki-67 de las células LM3, 
en relación con el control, CON, para cada condición experimental. *=p<0,05 vs control, CON. H-I) Células 
murinas LM3 fueron tratadas con leuprorelina (0,1 mM); degarelix (10 mM), en presencia y/o ausencia con 
PP2 (10 µM) y FAKi (1µM), durante 48hs. Los niveles expresión de VEGF y HIF-1α fueron analizados por 
western blot. Los blots representativos demuestran un incrementó tras el tratamiento con LEU y DEGA. Sin 
embargo, tras la combinación de LEU+PP2, LEU+FAKi, DEGA+PP2 y DEGA+FAKi disminuyeron 
significativamente los niveles de VEGF y HIF-1α. J-K) El grafico corresponde a la cuantificación de los 
inmunoblots mediante densidad óptica de las bandas. Las bandas de VEGF y HIF-1α fueron normalizadas con 
las bandas de actina. Análisis estadístico de western blot. Las diferencias estadísticas fueron calculadas con 
respecto al grupo control (CON) utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis y Dunn considerando 
estadísticamente significativo *P˂0,05. Las barras representan la media ± DE. Cada blot se realizó por 
duplicado a partir de 3 experimentos independientes. 

 

 

 

 

4.3.5 Efecto de leuprorelina y degarelix sobre el crecimiento tumoral en células murinas 

LM05 (ER+/PR+). 

La mayoría de los tumores de mama expresan receptores de estrógenos, indicando una 

dependencia del tumor a dichas hormonas [180]. Los mismos son tratados con terapias donde 

reducen los niveles de estrógenos o inhiben sus receptores. Dado que las gonadotropinas y sus 

receptores están estrechamente involucrados en la síntesis de los estrógenos, las alteraciones en 

los niveles circundantes de gonadotropinas o desregulaciones en sus vías de señalización podrían 

influenciar el ambiente estrogénico e influir en la progresión del CM. 

Por lo tanto, nos interesó comparar las líneas murinas LM3 vs. LM05, ya que cada una expresa 

diferentes tipos de receptores. Las células LM05 son líneas que expresan receptores de estrógenos 

(ER+) y receptores de progesterona (PR+). Para llevar a cabo esta comparación, evaluamos el efecto 

con LEU, DEGA, y los inhibidores de Src (PP2) y FAK (FAKi), en forma individual como en 

combinación, sobre el crecimiento tumoral en las líneas murinas LM05. Para ello, inoculamos 

células LM05, pretratadas con PP2 y FAKi (inhibición persistente durante 5-7 días), y células no 

tratadas en la glándula mamaria de los ratones BALB/c. Una vez que los tumores fueron palpables, 

los ratones recibieron una dosis subcutánea de LEU (0.1 mg/kg) y DEGA (2 mg/kg). Observamos un 

patrón de crecimiento tumoral similar al de las células LM3. Sin embargo, notamos que el 

tratamiento con LEU tendió a aumentar el crecimiento tumoral, mientras que DEGA lo inhibió 

significativamente (Figura 35 A-B). Paralelamente determinamos que PP2 y FAKi indujeron una 

disminución en el crecimiento tumoral, en comparación con el grupo control (Figura 35 C-D). En 

cambio, pudimos observar que la combinación de LEU+PP2 y LEU+FAKi no tuvo un efecto 

Estos resultados sugieren que los tratamientos con leuprorelina pueden promover e 

incrementar el crecimiento tumoral, proliferación celular y disminuir la supervivencia de los 

ratones, mientras que degarelix, y su combinación con PP2 y FAKi, disminuyeron el 

crecimiento tumoral, la proliferación celular e incrementaron la supervivencia del raton.  
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significativo en el crecimiento tumoral, con respecto al grupo LEU. Sin embargo, los animales que 

recibieron el tratamiento combinado de DEGA+FAKi presentaron una disminución en el volumen 

tumoral (Figura 35 E). 

También se analizó la supervivencia de los ratones después de los tratamientos y observamos que 

los ratones tratados con DEGA presentaron un incremento en su supervivencia, pero solo la 

combinación de DEGA+FAKi resultó estadísticamente significativa. Por otro lado, el tratamiento con 

LEU y la combinación con PP2 y FAKi disminuyeron la supervivencia de los ratones (Figura 35 F). 

Finalmente, evaluamos la tasa de proliferación de los tumores de las líneas LM05 midiendo la 

expresión del biomarcador pronóstico Ki-67 mediante inmunohistoquímica. Mediante esta técnica 

observamos que el porcentaje de células positivas para Ki-67 fue significativamente alto en los 

tratamientos con LEU en comparación con el grupo control, mientras que DEGA, PP2, FAKi y la 

combinación de DEGA+FAKi disminuyeron significativamente el porcentaje de células positivas para 

Ki-67 (Figura 35 G-H). 
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Figura 33. Efecto del agonista y antagonista de GnRH sobre el crecimiento tumoral de las LM05. A) Se realizó 
un ensayo de crecimiento de tumor ortotópico inoculando células de cáncer de mama murino LM05 
pretratadas o no con PP2 (10 mM) y FAKi (1 µM) durante 72 horas en la cuarta glándula mamaria de ratones 
BALB/c. Cuando los tumores son palpables aproximadamente 7 días después de la inoculación, los ratones 
recibieron una dosis subcutánea del agonista Leuprorelina (LEU; 0.1 mg/kg) y antagonista Degarelix (DEGA; 2 
mg/kg). Se muestran imágenes representativas de los tumores del experimento en B-E. B-E) Se midieron los 
diámetros de los tumores dos veces por semana y se utilizaron para calcular el volumen del tumor. Cada 
punto de datos representa la media ± SD, * = p ˂ 0,05 vs. control, CON. La figura es representativa de dos 
experimentos independientes realizados con resultados similares. Para comparar los valores medios entre 
los diferentes grupos por día, se empleó un análisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de 
comparaciones múltiples de Tukey-Kramer. La significancia estadística se definió como P<0,05, y se utilizó un 
intervalo de confianza del 95%. F) Análisis de Kaplan-Meier de la supervivencia del punto final del animal 
definido como un tumor LEU, DEGA y/o PP2 (10 mM) y FAKi (1 µM). El punto final del animal se definió como 
un diámetro del tumor mayor de 10 mm o cuando los animales mostraron signos de sufrimiento. Cada color 
representa un grupo experimental diferente. En negro, el grupo de control; en rojo, el grupo LEU; en azul, el 
grupo DEGA; en verde claro, el grupo PP2; en bordo, el grupo DEGA+PP2; en naranja, el grupo FAKi; y en 
morado, el grupo DEGA+FAKi. Cada punto de datos representa la media ± SD, **=p<0,01 y * = p ˂ 0,05 vs. 
control, CON.  G-H) Se muestran imágenes y el porcentaje de tumor mamario positivo para Ki-67 de las células 
LM3 en relación con el control, CON, para cada condición experimental. * = p < 0,05 vs control, CON. 

Los resultados obtenidos de la comparación entre las líneas celulares murinas de cáncer de mama 

LM3 y LM05 revelan diferencias significativas en la respuesta al tratamiento y la progresión tumoral. 
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La línea LM3, caracterizada por la ausencia de receptores de estrógenos y progesterona, exhibió un 

patrón más pronunciado de crecimiento tumoral y menor supervivencia en comparación con la 

línea LM05. Estos hallazgos resaltan la importancia de considerar los subtipos moleculares y los 

perfiles de receptores hormonales al seleccionar terapias para el cáncer de mama. La presencia o 

ausencia de estos receptores puede influir en la sensibilidad a diferentes tratamientos y orientar la 

elección de enfoques terapéuticos más eficaces. 

Además, los resultados destacan el potencial de los inhibidores específicos de quinasas, como PP2 

y FAKi, para suprimir el crecimiento tumoral en ambas líneas celulares, independientemente de la 

expresión de receptores hormonales. La combinación de estos inhibidores con DEGA demostró una 

mayor eficacia en la reducción del crecimiento tumoral y la mejora de la supervivencia en ambas 

líneas celulares. Estos hallazgos sugieren que la inhibición de quinasas junto con DEGA puede ser 

una estrategia terapéutica prometedora en el tratamiento del cáncer de mama, incluso en tumores 

que no expresan receptores hormonales. 

 

 

 

 

Estos resultados resaltan que los tratamientos con LEU incrementan el crecimiento tumoral 

y proliferación celular, y sola y en combinación con PP2 y FAKi disminuyeron la supervivencia 

de los ratones, mientras que degarelix disminuyó el crecimiento tumoral, proliferación celular 

e incrementó la supervivencia de las líneas murinas LM05. 
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CAPÍTULO 5 

DISCUSIÓN 

El cáncer de mama (CM) continúa siendo una problemática de salud relevante a nivel mundial, y es 

la principal causa de muerte en mujeres que lo padecen. Su tratamiento se vuelve difícil 

particularmente cuando ocurre metástasis, que es la diseminación del cáncer a otras partes del 

cuerpo. Cada año se diagnostican más de 300.000 nuevos casos de cáncer de mama [181]. A pesar 

de todos los tratamientos existentes y de los avances en las tasas de supervivencia, muchos 

pacientes experimentan recaídas y la mayoría de las muertes están relacionadas con la 

diseminación metastásica de la enfermedad. Por esta razón, la prevención de la metástasis es uno 

de los objetivos principales en la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas para el CM. 

El CM se desarrolla en un entorno hormonal que determina el comportamiento del tumor y la 

respuesta clínica al tratamiento [182]. La mayoría de los CM expresan receptores de estrógenos, lo 

que indica que el tumor depende de estrógenos [180], y es modulado por terapias que reducen los 

niveles de estrógenos o inhiben sus receptores. Sin embargo, además de la influencia hormonal, 

factores genéticos también pueden desempeñar un papel importante en el desarrollo y progresión 

del CM. Estudios recientes han identificado mutaciones en los genes LH y LHR que alteran los niveles 

de estrógeno y aumentan el riesgo de CM [183, 184]. Estas mutaciones podrían afectar la síntesis 

de estradiol, una hormona que promueve el crecimiento de las células mamarias y, por ende, la 

progresión del CM. En los últimos años, se ha propuesto que las gonadotropinas, además de su 

papel en la síntesis de estradiol, pueden tener un efecto directo en el desarrollo del CM. Aunque la 

evidencia disponible es limitada e inconsistente, algunos estudios sugieren que las gonadotropinas 

actúan como moduladores en la progresión de esta enfermedad [26, 73, 185, 186]. Investigaciones 

adicionales son necesarias para comprender mejor la relación entre las gonadotropinas y el CM, así 

como para determinar si la modulación de estas hormonas podría ser una estrategia terapéutica 

efectiva en el tratamiento de esta enfermedad. 

Los hallazgos clave de este estudio demuestran que LH regula los procesos de adhesión, migración 

e invasión celular a través de la fosforilación de proteínas fundamentales del citoesqueleto de 

actina en la línea celular de CM T-47D. Nuestros resultados recientes indican la presencia de 

receptores funcionales de LH en estas células [82, 84]. Mediante una vía no genómica, LH, a través 

de su receptor LHR, desencadena el reclutamiento de diversas quinasas y proteínas de andamiaje 

que promueven la fosforilación y translocación de N-WASP, una proteína que desempeña un papel 

crucial en la regulación del citoesqueleto de actina y en la formación de protrusiones celulares, 

como lamellipodios y filopodios. Estas estructuras son importantes para la migración e invasión 

celular, procesos clave en el desarrollo y progresión del cáncer. En el cáncer de mama, se ha 
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observado que N-WASP está desregulado, lo que puede contribuir a la capacidad invasiva y 

metastásica de las células tumorales [140, 187]. Recientemente, se ha descubierto que varias 

hormonas y ligandos, como la triyodotironina [135], estradiol [100, 111], y Heregulina [167] activan 

N-WASP, promoviendo la migración e invasión celular en células de cáncer de mama. Esto induce 

la capacidad de ramificación de la actina a través de N-WASP y, por lo tanto, sugiere que podría ser 

un potencial blanco terapéutico para inhibir la invasión y metástasis en diferentes tipos de cáncer, 

incluido el cáncer de mama. Considerando esto, Hebbrecht et al. (2017), han desarrollado 

nanopartículas dirigidas al dominio N-WASPVCA, responsable de la activación de Arp2/3, 

reduciendo así la formación de invadopodios en células de cáncer de mama, lo que resulta en un 

enfoque prometedor para abordar el CM [188]. Esta estrategia representa un nuevo enfoque 

farmacológico para limitar el potencial metastásico de las células cancerosas y mejorar los 

resultados del tratamiento en pacientes con cáncer de mama. 

Asimismo, evaluamos la influencia de LH en la regulación de la formación de complejos de 

adhesiones focales (FAs). En células T-47D, observamos que LH aumenta rápidamente la 

fosforilación de FAK y paxilina, lo que induce sus translocaciones a los FAs, y potencia la formación 

de estructuras de membrana celular involucradas en la motilidad celular. En estudios previos, 

hemos reportado que varias hormonas ejercen un efecto regulador en la activación de los FAs. La 

formación de FAs es el primer paso para impulsar la reorganización del citoesqueleto de actina y 

lograr la motilidad celular [99, 100, 111, 145]. Además, se ha demostrado que FAK está 

sobreexpresada y activada en tumores de mama, y se la ha relacionado con la adquisición de 

características malignas, como la invasión, migración y la resistencia a la apoptosis. La activación 

anormal de FAK promueve la desregulación del citoesqueleto de actina, lo que permite a las células 

tumorales adquirir un fenotipo más invasivo y migratorio [92, 105, 169, 174]. 

Paxilina es otro componente crucial de las adhesiones focales. Una vez fosforilada, sirve como 

molécula de andamiaje que media en el ensamblaje y renovación de los FAs. Desempeña un papel 

importante en la transformación neoplásica debido a su capacidad para unirse directamente a 

varias proteínas oncogénicas, como las quinasas Src y FAK, interrumpiendo la adhesión normal y las 

cascadas de señalización de los factores de crecimiento necesarios para impulsar la migración e 

invasión celular [111, 122]. Varios estudios han informado que la sobreexpresión de paxilina se 

asocia con alteraciones y progresión maligna en tumores de mama [189]. Por lo tanto, paxilina 

podría utilizarse como un biomarcador pronóstico y también podría tener implicaciones en 

enfoques terapéuticos dirigidos a prevenir la invasión. 

A continuación, exploramos el rol de cortactina, una proteína de unión a la actina y adaptadora con 

sitios de unión para diversas proteínas, como Src, FAK y la subunidad Arp3. Desempeña un papel 

central en la regulación de la motilidad celular al facilitar la formación de adhesiones focales y la 
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nucleación de actina, etapas cruciales en el proceso de migración celular [190, 191]. Además, 

funciona como un factor promotor de la nucleación actínica (NPF), que, junto con N-WASP, regula 

de forma individual o sinérgica a la activación del complejo Arp2/3 [138, 142, 190]. Nuestros 

hallazgos demuestran que LH aumenta la fosforilación y translocación de cortactina a las 

adhesiones focales, de manera dependiente de Src/FAK/paxilina. La inhibición de esta señalización, 

mediante el uso de inhibidores específicos, siRNA o construcciones mutantes, reduce 

significativamente la adhesión, migración e invasión celular, revelando así el papel fundamental de 

las proteínas de nucleación de actina en la tumorogénesis. En los últimos años se ha avanzado en 

la comprensión del papel de cortactina y su mecanismo molecular en la motilidad celular. Cortactina 

ha sido implicada en la formación de invadopodios, que son estructuras especializadas de la 

membrana celular involucradas en la migración y e invasión de las células tumorales. La capacidad 

de las células tumorales para formar invadopodios se correlaciona con su capacidad invasiva y 

metastásica [192]. Estudios previos, han determinado que la inhibición de la formación de 

invadopodios mediante el uso de micro-ARN vs. cortactina suprime la migración celular en el cáncer 

de pulmón [193]. Por lo contrario, la sobreexpresión de cortactina aumenta la migración celular en 

el cáncer oral [194]. Se han demostrado que la expresión de cortactina está aumentada en células 

tumorales de mama resistentes a tratamientos como la terapia hormonal o la quimioterapia [195]. 

Esto sugiere que cortactina podría influir en la resistencia a terapias y representa un posible blanco 

terapéutico para superar la resistencia en el CM. Por lo tanto, el tratamiento con inhibidores 

específicos de NPF podría ser, una alternativa interesante para contrarrestar la progresión tumoral. 

Actualmente, Dasatinib, un fármaco que interrumpe la señalización de Src/cortactina, está siendo 

probado como fármaco que bloquea la activación de la nucleación actínica [192]. 

Por otro lado, nuestros hallazgos también destacan que LH ejerce una influencia directa sobre la 

interacción basal de las subunidades FAK/cortactina/Arp3. Además, hemos identificado que este 

efecto puede ser contrarrestado mediante la administración del inhibidor específico de Src, 

conocido como PP2. Esta constancia se alinea con investigaciones recientes que señalan que los 

esteroides sexuales disminuyen la asociación entre la cortactina y la subunidad Arp3 en las células 

neuronales corticales [145]. Proponemos que la fosforilación específica de estas proteínas afecta 

su interacción como consecuencia de impedimentos físicos que involucran un ciclo de unión, 

fosforilación y posterior disociación, acompañado por el recambio de FAs y el movimiento celular. 

Este resultado concuerda con el trabajo de Wang y col., que reporta que la fosforilación en residuos 

de tirosina de cortactina puede ocasionar la ruptura entre ella y FAK, para promover la migración 

celular [136]. Nuestros resultados demuestran que una regulación precisa de Arp2/3 es crucial para 

la migración, invasión y metástasis celular. Actualmente existen varios inhibidores del complejo 

Arp2/3, como CK-666, que están disponibles y que detienen la motilidad celular al alterar la 
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ramificación de la actina. Sin embargo, se requiere una mayor investigación sobre los inhibidores 

de Arp2/3 para comprender mejor los mecanismos de la actividad de Arp2/3, dado que su 

activación descontrolada se ha relacionado con la aparición y progresión de muchas enfermedades, 

incluido el CM [196]. 

Las gonadotropinas desempeñan un papel importante en la transición a la menopausia. Durante 

este período, los niveles séricos de hormona luteinizante (LH) y hormona folículo estimulante (FSH) 

aumentan significativamente durante un período de 3 a 9 años [197]. Estas variaciones pueden dar 

lugar a cambios fisiológicos que impactan en la salud de la mujer. Se ha observado que niveles 

elevados de gonadotropinas están asociados con diversas patologías. Se ha descrito que LH 

promueve la migración e invasión celular en el cáncer de ovario [198], endometrio [199] y mama 

[82]. Casadesús et al. (2007) describieron que los niveles elevados de LH están asociados con 

disminuciones en el rendimiento cognitivo. En cuanto al receptor de LH (LHR), la sobreexpresión de 

este receptor en células de cáncer de endometrio ha demostrado aumentar la invasividad, el 

desarrollo tumoral y la metástasis a distancia [200]. Toda esta evidencia destaca las diversas 

acciones extragonadales de las gonadotropinas y sus consecuencias fisiológicas.  

En conjunto, nuestros experimentos revelan una señalización rápida de LH a través de su receptor 

extragonadal (LHR), promoviendo la fosforilación de Src/FAK/paxillin/cortactin/N-WASP y el 

complejo Arp2/3 aumentando la adhesión, migración e invasión de células de CM. Estos hallazgos 

destacan la capacidad de LH para promover la progresión del cáncer de mama, especialmente en 

mujeres posmenopáusicas con niveles elevados de gonadotropinas circulantes debido a la falta de 

ciclo menstrual. Por lo tanto, regular los niveles de gonadotropina podría ser una estrategia 

terapéutica prometedora para pacientes con CM. 

Además, llevamos a cabo análisis in sílico y verificación por western blot, para confirmar la 

expresión de LHCGR, FSHR, SRC y PTK2 en diferentes líneas celulares de CM. Observamos que 

LHCGR y FSHR, los cuales codifican para LHR y FSHR respectivamente, se expresan de forma basal y 

uniforme en todas las líneas celulares de CM. Varios estudios han demostrado que LHR y FSHR se 

expresan ampliamente en tumores de mama humanos [79, 84] y en líneas celulares de CM [78, 82, 

83, 201]. Además, confirmamos que la expresión de SRC y PTK2, que codifican Src y FAK 

respectivamente, es alta en todas las líneas celulares de CM. Se ha observado la sobreexpresión y 

el aumento de la actividad de Src/FAK en múltiples tumores malignos humanos, asociados con un 

fenotipo más invasivo y metastásico [112-115, 202]. Src y FAK han sido reconocidos recientemente 

como los principales reguladores de la motilidad celular, especialmente durante la diseminación 

tumoral. Debido a las evidencias que respalda su papel en los procesos malignos, Src y FAK se 

consideran biomarcadores prometedores contra el cáncer. Actualmente, los inhibidores de Src y 
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FAK se utilizan en combinación con otros agentes terapéuticos para desarrollar estrategias más 

efectivas en el tratamiento del cáncer [171, 174].  

Al combinar estos hallazgos, se resalta la importancia de la señalización de LH a través de LHR en la 

progresión del cáncer de mama, lo cual abre nuevas posibilidades terapéuticas mediante la 

regulación de los niveles de gonadotropina. Estos datos exploratorios respaldan firmemente la 

hipótesis de que la inhibición de LH y sus receptores, así como la modulación de las vías de 

señalización relacionadas, podrían ofrecer nuevas estrategias terapéuticas para reducir el 

crecimiento tumoral en los cánceres sensibles a las gonadotropinas. Existen fármacos disponibles 

que reducen la síntesis y liberación de LH/FSH mediante agonistas y antagonistas de GnRH. Los 

agonistas de GnRH suprimen los niveles de esteroides sexuales y se utilizan como tratamiento 

adyuvante de tumores sensibles a hormonas, como el cáncer de próstata o de mama[26, 203]. Los 

pacientes con cáncer de próstata son tratados con agonistas de LHR como terapia de primera línea 

para regular la expresión de LHR en la glándula pituitaria promoviendo una disminución de LH, lo 

que conduce a una reducción en la síntesis de andrógenos [204]. El mismo enfoque se ha propuesto 

para tratar a pacientes con cáncer de vejiga metastásico y expresión positiva de LHR [205]. 

Investigaciones en terapias dirigidas contra LH y FSH han mostrado resultados prometedores en la 

inhibición de la progresión tumoral y la metástasis en modelos preclínicos de cáncer de mama. 

Además, algunos estudios sugieren que los pacientes tratados con gonadotropinas para inducir la 

ovulación [52] o con medicamentos que aumentan sus niveles circulantes [206, 207] pueden tener 

un mayor riesgo de contraer cáncer de mama.  

Es por ello, que en el presente estudio exploramos el uso de agonistas de GnRH (Leuprorelin, LEU) 

y/o antagonistas (Degarelix, DEGA), así como el uso de inhibidores específicos de Src (PP2) y FAK 

(FAKi) en un modelo murino de cáncer de mama. Nuestros resultados demuestran que el 

antagonista DEGA inhibe del crecimiento tumoral en comparación con el control, mientras que el 

agonista LEU tendió a aumentar el crecimiento tumoral en tumores murinos de mama. Estos 

resultados son consistentes con estudios previos que demuestran que Degarelix suprime de 

manera significativa el crecimiento tumoral inmediatamente después de su administración, con una 

eficacia similar a la castración quirúrgica [208]. Por otro lado, en un modelo murino de cáncer de 

próstata, no se observó variación del crecimiento tumoral con leuprorelina en comparación con el 

grupo de control [209, 210]. Además, determinamos que el uso de inhibidores de Src y FAK, PP2 y 

FAKi respectivamente, disminuyen el crecimiento tumoral con respecto a control. Varios estudios 

han demostrado que diferentes inhibidores de Src y FAK pueden inducir una disminución en el 

crecimiento tumoral, metástasis, angiogénesis, motilidad y proliferación celular [110, 171, 174, 

202].  
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Hasta la fecha, no existen estudios que evalúen la combinación del agonista y/o antagonista de 

GnRH, junto con inhibidores de Src y/o FAK en el tratamiento del CM. Por lo tanto, nuestros 

hallazgos son prometedores en cuanto demuestran que la administración de DEGA más PP2 y/o 

FAKi reduce el volumen tumoral a partir de los quince días posteriores a la inoculación ortotópica y 

mejora la supervivencia de los ratones. Además, mostramos que la combinación de DEGA más PP2 

y/o FAKi disminuye la expresión de Ki-67 en los tumores, lo que indica un estado más diferenciado 

y una reducción en la proliferación celular tumoral.  

Si consideramos que las gonadotropinas pueden estimular el desarrollo del CM, sería primordial 

explorar enfoques terapéuticos en mujeres posmenopáusicas. Estas mujeres presentan niveles 

elevados de LH y FSH en circulación, lo que se asocia con una mayor incidencia de cáncer de mama 

[211]. Estos hallazgos respaldan firmemente la hipótesis de que la combinación de antagonistas de 

GnRH, junto con inhibidores específicos de quinasas (PP2 y/o FAKi) podría ofrecer nuevos enfoques 

terapéuticos destinados a reducir el crecimiento tumoral en aquellos tipos de cáncer sensibles a las 

gonadotropinas. Particularmente en este trabajo de investigación, hemos revelado aspectos 

novedosos relacionados con la modulación de factores promotores nucleares, como cortactina y N-

WASP, en el control del complejo regulador de actina Arp2/3, el cual desempeña un papel crucial 

en la nucleación de actina. Mediante nuestros experimentos, hemos dilucidado la vía de 

señalización a través de la cual LH, mediado por su receptor LHR, desencadena la fosforilación de 

Src/FAK, paxilina/cortactina-N-WASP y el complejo Arp2/3, regulando así la adhesión, migración e 

invasión en las células de CM. 

Desde esta perspectiva, nuestros hallazgos aportan nuevos conocimientos sobre la expresión de un 

conjunto de genes y proteínas que están directamente relacionadas en la progresión tumoral en 

CM. Estos descubrimientos tienen el potencial de permitirnos modular su expresión con el fin de 

potenciar las respuestas a las terapias y mejorar la progresión de esta enfermedad. Además, hemos 

observado un papel crucial desempeñado por las gonadotropinas en la regulación de los genes 

involucrados en la motilidad celular y los procesos que fomentan la progresión del cáncer en las 

células mamarias. En vista a la complejidad de la señalización de LH en el cáncer de mama, hemos 

identificado una prometedora estrategia terapéutica que involucra el uso de antagonistas de GnRH-

R, como degarelix en combinación con inhibidores de Src (PP2) y/o FAK (FAKi). Estos agentes en 

conjunto podrían ser capaces de modular el crecimiento tumoral en pacientes con cáncer de mama. 

Estos hallazgos podrían sentar las bases para el desarrollo de nuevos fármacos que interrumpan la 

capacidad de los tumores de mama de mantener un fenotipo maligno, especialmente en mujeres 

posmenopáusicas, y así inhibir la propagación de las células cancerosas en estas pacientes. 

En conclusión, este estudio ha proporcionado una mayor comprensión de los mecanismos 

involucrados en la señalización de LH y su influencia en la progresión del cáncer de mama. Nuestros 
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hallazgos sugieren nuevas estrategias terapéuticas potenciales que podrían tener un impacto 

significativo en el tratamiento del cáncer de mama y mejorar la calidad de vida de las pacientes 

afectadas
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CAPÍTULO 6 

CONCLUSIONES 

En conclusión, este trabajo resalta los mecanismos moleculares de la acción de la hormona 

Luteinizante en la motilidad celular, a través de la regulación de vías de señalización mediadas por 

importantes reguladores actínicos. 

• LH promueve la reorganización del citoesqueleto actínico en células de cáncer de mama, a través 

de mecanismos rápidos (no genómicos). Este efecto se logra al controlar proteínas reguladoras 

del citoesqueleto actínico, como N-WASP, que facilita el proceso de migración celular. 

• LHR actúa como un potente regulador de proteínas claves que reclutan señales provenientes del 

remodelamiento actínico, formación de complejos de adhesión focal, y consecuente nucleación 

actínica. 

• LH, a través de su receptor, estimula la fosforilación y activación de proteínas clave, como Src, 

FAK, paxilina, cortactina, N-WASP y el complejo Arp2/3. Estas proteínas desempeñan un papel 

fundamental en la adhesión, migración e invasión celular en el cáncer de mama. 

• El receptor de las gonadotropinas (LHR) se expresa de forma extragonadal, en celulas de CM con 

diversos subtipos molecular, sensibles a hormonas (ER+/PR+) e independientes a hormonas 

(HER2+ y Triple negativo).  

• Estos fenómenos biológicos nos proporcionan información invaluable sobre efecto extra-

gonadal de LH, lo que abre nuevas perspectivas en términos de estrategias terapéuticas para la 

prevención y control del cáncer de mama. Esto es especialmente relevante en pacientes que 

presentan elevados niveles de gonadotropinas, como en mujeres postmenopáusicas. 

• El uso de agonistas (Leuprorelina) y antagonistas (Degarelix) de GnRH podrían ser una 

herramienta útil con el fin de reducir los niveles de gonadotropinas, interfiriendo o 

disminuyendo con la aparición y/o progresión de metástasis a nivel mamario. 

• Comprender en mayor profundidad los pasos claves que promueven la invasión y metástasis 

celular es de suma importancia para el estudio y desarrollo de posibles nuevos blancos 

terapéuticos en el cáncer de mama. Específicamente, se busca identificar proteínas quinasas 

como posibles objetivos terapéuticos, con el objetivo de intervenir en esta patología, sin 

importar el subtipo molecular del CM. 
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CAPÍTULO 8 

ANEXO 

Los resultados del objetivo específico 1 de esta tesis fueron publicados recientemente en la 

revista Frontiers in cell and Developmental Biology 

 


