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Rol de los micro-ARN 21 y 16 en la diseminación metastásica y 
resistencia a terapias dirigidas en el cáncer de mama ErbB-2 positivo. 

 

 

RESUMEN 

La sobreexpresión/amplificación del receptor con actividad tirosina-quinasa ErbB-2 define un 

subtipo agresivo de cáncer de mama (CM) con incidencia elevada de metástasis, denominado 

ErbB-2 positivo. En esta Tesis revelamos un nuevo sentido de la interacción entre el ErbB-2 y 

Stat3, otro actor clave en CM, la cual subyace la diseminación metastásica. Encontramos que Stat3 

no solo induce la expresión del ErbB-2, sino que también lo recluta como coactivador en el 

promotor del microARN-21, un microARN promotor de metástasis. El ErbB-2 induce además la 

expresión del microARN-21 actuando como factor de transcripción. El microARN-21, a su vez, 

inhibe la expresión de PDCD4, un supresor de metástasis. En la clínica, encontramos en tumores 

ErbB-2 positivos una correlación inversa entre la coexpresión nuclear Stat3/ErbB-2 y la expresión 

de PDCD4, la expresión del microARN-21 y de PDCD4, y la expresión de PDCD4 y la presencia de 

metástasis ganglionares. 

A pesar de que terapias dirigidas al ErbB-2, como el trastuzumab y el lapatinib, han probado 

ser beneficiosas, las respuestas tienden a ser limitadas en magnitud y duración. Aquí, describimos 

un mecanismo de acción novedoso para estos agentes. Encontramos que el trastuzumab y el 

lapatinib, a través del bloqueo de las vías de PI3K/AKT y MAPK, inhiben al oncogén c-Myc, lo cual 

aumenta los niveles del microARN-16, un potente supresor tumoral. La incapacidad de inducir la 

expresión del microARN-16 subyace fenómenos de resistencia. Identificamos a CCNJ y FUBP1 

como blancos novedosos del microARN-16, responsables de sus efectos antiprolfierativos, y 

demostramos que los niveles del microARN-16 y FUBP1 predicen la respuesta al trastuzumab en 

adyuvancia, en pacientes con CM ErbB-2 positivo. Postulamos al microARN-16 como un agente 

terapéutico innovador para tumores resistentes al trastuzumab y/o lapatinib. 
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MicroRNA-21 and microRNA-16 roles in ErbB-2 positive breast cancer 
metastatic dissemination and resistance to targeted therapies. 

 

 

 

ABSTRACT  

Overexpression/amplification of the receptor tyrosine kinase ErbB-2 accounts for an 

aggressive breast cancer (BC) subtype (ErbB-2 positive) with increased incidence of metastases. In 

the present Thesis, we revealed a novel direction of the interaction between ErbB-2 and Stat3 

(another key player in BC), underlying BC metastasis. We found that Stat3 not only induces ErbB-2 

expression, but it also recruits ErbB-2 as its co-activator at the promoter of microRNA-21, a 

metastasis-promoting microRNA. ErbB-2 also up-regulates microRNA-21 through its direct role as 

transcription factor. MicroRNA-21, in turn, downregulates the expression of the metastasis-suppressor 

protein PDCD4. In the clinic, we found an inverse correlation between ErbB-2/Stat3 nuclear co-

expression and PDCD4 expression, microRNA-21 and PDCD4 expression, and PDCD4 expression 

and nodal metastasis in ErbB-2 positive tumors. 

Although the ErbB-2-targeted therapies trastuzumab and lapatinib have proven beneficial, 

responses are usually limited in length and magnitude. Here, we revealed a novel mechanism of 

action of these agents. We found that that blockade of PI3K/AKT and MAPK by trastuzumab or 

lapatinib inhibits the oncogene c-Myc, resulting in upregulation of microRNA-16, a potent tumor 

suppressor. Accordingly, we found that failure to upregulate microRNA-16 underlies resistance. We 

identified two novel microRNA-16 targets, CCNJ and FUBP1, which mediate microRNA-16 

antiproliferative effects, and identified microRNA-16 and FUBP1 as predictive biomarkers of 

adjuvant trastuzumab response in patients with ErbB-2 positive BC. We propose microRNA-16 as 

an innovative therapeutic agent for trastuzumab- and lapatinib-resistant tumors. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

Cáncer de mama 

El cáncer de mama (CM) es una enfermedad con incidencia elevada, siendo el tipo de 

cáncer más frecuente en mujeres en el mundo entero, y la segunda causa de muerte por cáncer, 

luego del cáncer de pulmón. En este sentido, el National Cancer Institute (EEUU; 

httpμ//www.cancer.gov/types/breast/risk-fact-sheet) estima que a una de cada ocho mujeres que 

viva hasta los κ5 años se le diagnosticará CM en el transcurso de su vida. En Argentina, donde 

más de 1κ.700 mujeres son diagnosticadas con CM cada año, el mismo representa la primera 

causa de muerte en mujeres por patología maligna [Fuenteμ Sistema de Vigilancia Epidemiológica y 

Reporte del Instituto Nacional del Cáncer (SIVER/INC); 

httpμ//www.msal.gob.ar/inc/index.php/acerca-del-cancer/estadisticas]. El Ministerio de Salud de la 

Nación (Argentina) reportó que la mortalidad anual por CM en nuestro país asciende a 1κ casos 

por cada 100.000 mujeres, significando esto alrededor de 5.500 muertes por año asociadas a la 

enfermedad. En países desarrollados, la mortalidad por CM ha disminuido en los últimos años 

gracias al diagnóstico precoz, a los mejores esquemas de tratamiento disponibles y a la reciente 

reducción de la incidencia [Surveillance, Epidemiology, and End Results Cancer Statistics Review; 

httpμ//seer.cancer.gov/csr/1λ75_2012/]. En nuestro país, si bien la mortalidad por CM a nivel 

nacional ha disminuido en forma sostenida y significativa desde el año 1λλ6, aún persisten varias 

regiones con tendencias en aumento [Fuenteμ SIVER/INC]. En estos casos, el escaso acceso a 

planes de cobertura médica, a tratamientos personalizados de avanzada y a mejores herramientas 

de diagnóstico, así también como la co-existencia de infecciones en situaciones de pobreza, 

impiden que los últimos avances se traduzcan en un mejor tratamiento de la enfermedad. 

El CM es una enfermedad biológicamente muy heterogénea. El diagnóstico del CM está 

basado en la determinación de características histopatológicas específicas que definen distintos 

subtipos histológicos. En la actualidad, el diagnóstico se acompaña además de la determinación de 

marcadores moleculares, como el receptor de estrógeno (RE), el receptor de progesterona (RP), el 

receptor de membrana con actividad tirosina-quinasa ErbB-2, y el marcador nuclear de proliferación 
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Ki-67. En función de la expresión diferencial de estos marcadores, el CM puede clasificarse en 

distintos subtipos moleculares (Tabla 1), los cuales resultan informativos acerca del pronóstico del 

paciente, y de las estrategias terapéuticas a emplear (Goldhirsch et al., 2013). Por otra parte, los 

cánceres se clasifican en estadios clínicos de I a IV en base al tamaño tumoral, el compromiso 

ganglionar y la presencia de metástasis a distancia (Singletary et al., 2002). A partir del diagnóstico 

histopatológico y del estadio clínico, se asigna a cada paciente un esquema de tratamiento que 

puede incluir estrategias como la tumorectomía, mastectomía, radioterapia, quimioterapia, terapia 

hormonal y/o terapias dirigidas contra blancos moleculares.  

Tabla 1. Definiciones subrogantes de subtipos moleculares de CM. 

Subtipo Molecular Definición clínico-patológica 
Tratamiento de 

referencia 

Luminal A 

» RE y RP positivos 

Terapia endocrina » ErbB-2 negativo 

» Ki-67 bajo 

Luminal B 

ErbB-2 
negativo 

» RE positivo 

Terapia endocrina ± 
Quimioterapia 

» RP positivo o negativo 

» ErbB-2 negativo 

» Ki-67 elevado 

ErbB-2 
positivo 

» RE positivo 
Quimioterapia +  

Terapia anti-ErbB-2 + 
Terapia endocrina 

» RP positivo o negativo 

» ErbB-2 sobreexpresado/amplificado 

» Ki-67 bajo o elevado 

ErbB-2 positivo 
(no luminal) 

» RE y RP negativos Quimioterapia +  
Terapia anti-ErbB-2 » ErbB-2 sobreexpresado/amplificado 

Triple negativo 
» RE y RP negativos 

Quimioterapia 
» ErbB-2 negativo 

Clasificación molecular del CM en base a la determinación de marcadores moleculares (“subtipos intrínsecos”), y 

estrategias terapéuticas generales recomendadas. Adaptado del St. Gallen International Expert Consensus (Goldhirsch et 

al., 2013). 

ErbB-2: características estructurales y mecanismos de acción 

La familia de receptores tirosina-quinasa tipo I (RTQ-I) se compone de cuatro receptores 

relacionadosμ ErbB-1 (EGFR), ErbB-2 (Neu/HER2), ErbB-3 y ErbB-4 (Yarden and Sliwkowski, 

2001). En presencia de ligandos, los receptores forman hetero- u homodímeros que son 
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transfosforilados por los dominios quinasa activos en su contraparte. Las excepciones son el ErbB-

3, que tiene una actividad tirosina-quinasa muy baja, y el ErbB-2, para quien no se conocen 

ligandos (Arteaga and Engelman, 2014). En cambio, se han descripto hasta el momento una gran 

cantidad de ligandos para los demás RTQ-I, incluyendo seis ligandos del EGFR, y todas las 

isoformas conocidas del factor de diferenciación Neu/Heregulina/Neuregulina (HRG), que se unen 

al ErbB-3 y ErbB-4 (Tzahar et al., 1λλ6; Harris et al., 2003). Una vez fosforilados, los receptores 

actúan como sitios de anclaje para el reclutamiento de proteínas adaptadoras o enzimas, las cuales 

inician cascadas de señalización capaces de controlar múltiples procesos celulares. Dos de la 

principales vías activadas por estos receptores son la de las proteínas quinasas activadas por 

mitógenos (MAPK) y la de la fosfatidil inositol 3-quinasa/ proteína quinasa B (PI3K/AKT) (Figura 1). 

Otras proteínas efectoras importantes para la señalización de los ErbBs sonμ la tirosina-quinasa 

soluble Src, la serina-treonina quinasa mTOR (por sus siglas en inglés, mammalian target of 

rapamycin) y las proteínas transductoras de señales y activadoras de la transcripción (Stats) 

(revisado en Yarden and Sliwkowski, 2001). La respuesta biológica específica desencadenada 

depende de las interacciones cruzadas entre las vías de señalización activadas. 

El ErbB-2, como todos los miembros de la familia de RTQ-I, es una proteína de un solo paso 

de membrana con 4 dominios extracelulares (I al IV), siendo el dominio IV el más próximo a la 

membrana plasmática. Los dominios I y III están involucrados en la unión al ligando, y el brazo de 

dimerización del dominio II promueve la interacción receptor-receptor (Burgess et al., 2003) (Figura 

1). Además, el ErbB-2 posee un dominio hidrofóbico que lo ancla y posiciona en la membrana, y 

una región carboxilo-terminal citoplasmática, donde se encuentra la actividad de tirosina-quinasa y 

los residuos blanco de esa actividad (Figura 1). Aunque la molécula de ErbB-2 no puede unir 

ligandos, la misma presenta una conformación abierta y extendida que le permite homo- o 

heterodimerizar con los demás ErbBs. De hecho, el ErbB-2 constituye el compañero de 

dimerización más frecuentemente encontrado formando dímeros con cualquier otro receptor ErbB 

(Graus-Porta et al., 1λλ7). Además, de todos los dímeros posibles, el de ErbB-2/ErbB-3 es el de 

mayor potencial oncogénico, debido en parte a la capacidad única que posee el ErbB-3 de unir a la 
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subunidad regulatoria pκ5 de la PI3K, y de activar así la vía de AKT (Figura 1) (Fedi et al., 1λλ4; 

Graus-Porta et al., 1λλ7).  

La sobreexpresión del ErbB-2 resulta en su homodimerización espontánea y dispara la 

activación ligando-independiente de la actividad tirosina-quinasa. En este sentido, la desregulación 

de la expresión y actividad del ErbB-2 ha sido implicada en el desarrollo y la agresividad de 

numerosos tipos de cánceres humanos (revisado en Yan et al., 2014). 
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Figura 1. Estructura y función de los receptores ErbB. La unión del ligado y la consecuente formación de dímeros 

entre ErbBs activan cascadas de señalización interconectadas, que inducen y controlan un amplio rango de procesos 

celulares. La formación del dímero resulta en la fosforilación cruzada de los miembros involucrados, creando sitios de 

anclaje que permiten el reclutamiento de componentes de señalización río abajo, y la formación de complejos de 

señalización. La activación de la vía de MAPK lleva a la transcripción de genes que dirigen la proliferación, migración y 

diferenciación celular, así como la angiogénesis. La señalización a través de la vía de PI3K/AKT lleva a la activación de 

numerosos factores que controlan el ciclo celular, promueven la supervivencia de las células e inhiben la apoptosis. A 

fines de simplificar el esquema, sólo se muestra en el mismo la señalización a través de estas dos vías río abajo del 

dímero ErbB-2/ErbB-3, y se presentan aquellos efectos más estudiados sobre la biología de las células. Adaptado de 

(Baselga and Swain, 200λ). 

CM ErbB-2 positivo 

El ErbB-2 se expresa a niveles muy bajos en el tejido mamario normal y en lesiones 

hiperproliferativas benignas, lo que sugiere que su expresión está bajo estricta regulación en la 

mama normal. En cambio, la amplificación génica y/o sobreexpresión del ErbB-2 es encontrada en 

el 15–20% de los tumores de mama humanos y define un subtipo molecular de CM (ErbB-2 

positivo), el cual tiene valor pronóstico, predictivo y relevancia terapéutica (Frahm et al., 2007; 

Slamon et al., 1λκ7). Estudios realizados por nuestro grupo demostraron que la incidencia de 

sobreexpresión del ErbB-2 en mujeres de América Latina (12,λ%) es comparable con la de las 

mujeres en países desarrollados (Schillaci et al., 2012). 

El CM ErbB-2 positivo tiende a ser clínicamente muy agresivo, existiendo una correlación 

inversa entre los niveles de ErbB-2 en el tumor, la sobrevida total del paciente y el tiempo de 

latencia antes de la recurrencia (Baselga and Swain, 200λ; Slamon et al., 1λκ7; Slamon et al., 

2001). Además, la expresión elevada de ErbB-2 correlaciona positivamente con la presencia de 

células en fase S, con el tamaño y grado tumoral, con la presencia de metástasis en ganglios 

linfáticos y con la resistencia a terapias endocrinas (Ross and Fletcher, 1λλκ; Ross et al., 200λ). 

CM ErbB-2 positivo y metástasis 

La diseminación metastásica involucra varias etapas que comienzan cuando el tumor 

primario invade tejidos lindantes e ingresa a vasos sanguíneos o linfáticos. Las células viajan a 
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través de la vasculatura, se extravasan en tejidos distantes, y establecen tumores secundarios 

(revisado en Hunter et al., 200κ). El CM metastásico (CM estadio IV) implica la colonización de 

órganos distantes, como el hueso, pulmón, hígado o cerebro, por células del tumor primario. El CM 

metastásico no es curable, por lo que los tratamientos apuntan a prolongar y mejorar la calidad de 

vida de los pacientes. 

 Evidencias clínicas y de laboratorio indican que la sobreexpresión/amplificación del ErbB-2 

contribuye a aumentar el potencial metastásico de las células cancerosas. Estudios en paciente 

con CM y ganglios linfáticos positivos, revelaron una correlación positiva entre el número de 

metástasis ganglionares y los niveles de ErbB-2 (Slamon et al., 1λκ7; Slamon et al., 1λκλ). 

Asimismo, experimentos utilizando ratones transgénicos mostraron que la introducción del gen del 

ErbB-2 en ratones puede inducir carcinomas mamarios metastásicos en estos animales (Guy et al., 

1λλ2; Suda et al., 1λλ0). Más aún, las metástasis a distancia, en particular las metástasis 

cerebrales, son comunes en pacientes con CM ErbB-2 positivo, al punto de que casi la mitad de los 

pacientes con enfermedad avanzada presentan metástasis en este sitio (Giordano et al., 2014).  

Desde el punto de vista mecanístico, actualmente se sabe que la sobreexpresión del ErbB-

2μ a) induce la función de las metaloproteasas 2 y λ, lo cual aumenta la capacidad invasiva de 

líneas celulares de CM (Tan et al., 1λλ7); b) incrementa los niveles de expresión del VEGF (por sus 

siglas en inglés, vascular endothelial growth factor) en células de CM, lo cual, asociado a una 

mayor actividad de metaloproteasas, puede llevar a una respuesta angiogénica más fuerte (Petit et 

al., 1λλ7); c) confiere resistencia a la apoptosis (ventaja de supervivencia) a células de CM (Yu et 

al., 1λλκ). Si bien se sabe que estos factores contribuyen a incrementar el potencial metastásico 

del CM ErbB-2 positivo, se estima que gran parte de los mecanismos que subyacen la inducción de 

metástasis por el ErbB-2 son desconocidos al momento. La comprensión y manipulación de estos 

mecanismos debiera facilitar entonces el desarrollo de nuevas terapias antimetastásicas para el 

CM ErbB-2 positivo. 
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microARNs: biosíntesis y mecanismos generales de acción 

Los microARNs (miARNs/miRs) son una clase de ARNs pequeños (1λ–25 nt) endógenos no 

codificantes, con funciones regulatorias sobre la expresión génica, tanto en condiciones fisiológicas 

como patológicas. Durante su biogénesis (Figura 2), los segmentos del ADN que contienen los 

genes codificantes para miARNs son transcriptos por las ARN polimerasas II o III. El transcripto 

primario (pri-miARN) puede tener una longitud de cientos a miles de nt, pero es procesado para dar 

lugar a un precursor de ~100 nt (pre-miARN), el cual se pliega sobre sí mismo para dar una 

estructura característica de horquilla (Borchert et al., 2006; Bartel, 2004). Las formas precursoras 

son exportadas al citoplasma, donde atraviesan una serie de pasos catalíticos para alcanzar su 

forma madura. En el citoplasma, los miARNs simple cadena maduros son integrados al complejo 

proteico que constituye la maquinaria de silenciamiento inducida por ARN (RISC; por sus siglas en 

inglés, RNA-induced silencing complex), para luego interactuar con secuencias complementarias 

presentes en moléculas de ARN mensajero (ARNm) (Hutvagner and Zamore, 2002).  

El dogma del ARN no codificante indica que los miARNs se unen a regiones localizadas en 

la región 3’ no traducida (UTR; por sus siglas en inglés, untranslated region) de los ARNm para 

inhibir la expresión de genes codificantes para proteínas (Figura 2). En particular, se ha postulado 

que la “secuencia semilla” (posiciones 2 a κ desde el extremo 5’ del miARN maduro) actúa como la 

principal guía para el reconocimiento de ARNm blancos. La habilidad de los miARNs para inhibir la 

expresión génica radica en su capacidad para prevenir que los ribosomas puedan acceder al 

ARNm y traducirlo. Alternativamente, los miARNs puede inducir la degradación del ARNm, 

reduciendo así también las posibilidades de que éste sea traducido (Bartel, 2004). El grado de 

complementariedad entre un miARN y su ARNm blanco determinará el mecanismo por el cual se 

bloquea la traducción de este último. Se ha encontrado que la complementariedad (cuasi) perfecta 

favorece la degradación por RISC, mientras que la complementariedad parcial reprime la 

traducción bloqueando el acceso del ribosoma al ARNm (Hutvagner and Zamore, 2002). Debido al 

hecho de que cada miARN posee cientos a miles de ARNm blancos, un amplio segmento del 
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genoma codificante se encuentra bajo el control de los miARNs. Asimismo, un mismo ARNm puede 

ser blanco de diversos miARNs, lo cual resulta en una compleja red regulatoria. 

 

Figura 2. Biogénesis y función de los miARNs. Los miARNs se originan en el núcleo como transcriptos primarios de 

las ARN polimerasas II o III, a partir de genes independientes, de transcriptos policistrónicos (como el esquematizado en 

este caso), o de intrones de otros genes. Los pri-miARNs son poliadenilados en el extremo 3’, y poseen un cap en el 

extremo 5’. Una ribonucleasa específica de ARN doble cadena (Drosha), en conjunto con la proteína GGCRκ procesan al 

pri-miARN a un precursor de 70–100 nt (pre-miARN), el cual es translocado desde el núcleo al citoplasma por el sistema 
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Exportina5/Ran-GTP. El pre-miARN es escindido luego a una longitud de 1λ–25 nt por un complejo compuesto por las 

proteínas Dicer (una ribonucleasa III) y TRBP. Finalmente, el miARN interactúa con RISC, el cual incluye proteínas de la 

familia Argonauta. Una de las hebras del miARN se asocia establemente a RISC y se convierte en el miARN maduro, el 

cual guía al complejo RISC hacia el 3’UTR de ARNm blancos. A pesar de que la interacción miARN-ARNm generalmente 

resulta en inhibición de la traducción, también se observa escisión y/o desestabilización de ARNm blancos. Adaptado de 

(Lodish et al., 200κ). 

El modelo propuesto para el accionar de los miARNs se ha expandido notablemente en los 

últimos años, a partir del descubrimiento de una complejidad inesperada en sus mecanismos de 

acción, tales como su unión directa a promotores, su unión a proteínas (más allá de RISC), y su 

interacción directa con otros ARN no codificantes (revisado en Berindan-Neagoe et al., 2014). Por 

otra parte, se ha descrito que los miARNs también pueden actuar uniéndose a regiones 

codificantes o a la porción 5’ UTR de los transcritos (Lytle et al., 2007). En los últimos años, se ha 

demostrado también que ciertos miARNs puede favorecer la expresión de proteínas (además de 

inhibirlas) (Vasudevan et al., 2007). Asimismo, se ha visto que los miARNs pueden ser secretados 

(a través de su inclusión en exosomas) y disparar respuestas mediadas por receptores (Ej. 

Recetores de tipo Toll) en células o tejidos distintos al de origen, actuando así como “hormonas” 

(Cortez et al., 2011). 

microARNs y CM 

Numerosos estudios de han demostrado que la expresión aberrante de miARNs es una 

regla, más que la excepción, en el CM (Andorfer et al., 2011; Engert et al., 1λλ1; Iorio et al., 2005). 

Diversos mecanismos, actuando en forma independiente o conjunta, pueden aumentar o reducir los 

niveles de expresión de un miARN y/o de sus precursores (revisado en Bertoli et al., 2015). 

Brevemente, se han encontrado ejemplos de los siguientes fenómenos en CMμ a) Mecanismos 

epigenéticos, incluyendo cambios en el perfil de metilación y de acetilación de histonas en genes 

codificantes para miARNs; b) Alteraciones genéticas, incluyendo cambios en el marco de lectura y 

amplificaciones/deleciones en regiones codificantes para miARNs; c) Alteraciones en la maquinaria 

de síntesis y procesamiento de miARNs, incluyendo la inhibición generalizada de los niveles de 
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Drosha y Dicer en CM avanzados; d) Regulación transcripcional aberrante de miARNs, incluyendo 

alteraciones en el funcionamiento de distintos factores de transcripción (FT).  

En base a la naturaleza de sus ARNm blanco, y a sus efectos sobre la célula tumoral, los 

miARN suelen clasificarse en miARNs oncogénicos (oncomiRs) o supresores de tumores. La 

estrecha integración de los miARNs en circuitos fisiológicos permite que la desregulación de un 

pequeño número de miARNs pueda afectar a gran escala el perfil de expresión génica de las 

células, dirigiéndolas hacia una transformación neoplásica. Notablemente, la desregulación de los 

miARNs no sólo afecta procesos asociados a la carcinogénesis, sino que puede tener también 

consecuencias directas sobre la efectividad de las intervenciones terapéuticas, como se ha 

demostrado en estudios resientes (revisado en Mulrane et al., 2013). En la Figura 3 se presentan 

algunos ejemplos representativos de miARNs que actúan como reguladores de características 

distintivas de la biología tumoral (Hanahan and Weinberg, 2011) en el CM. 

 



23 
 

Figura 3. Ejemplos de miARNs involucrados en características claves del CM. Aquellos microARNs propuestos 

como biomarcadores (diagnósticos/ pronósticos) en CM se señalan en cursiva. Se indican con un asterisco los miARNs 

que se postula pueden actuar como predictores de respuesta a terapias en CM. Aquellos miARNs con múltiples funciones 

propuestas (diagnósticas/ pronósticas/ predictivas) se representan subrayados. En color negro se presentan aquellos 

miARNs cuyas funciones se estudiaron en tumores primarios y, en color rojo, miARNs circulantes cuyos niveles de 

expresión se analizaron en sangre o suero. Las flechas indican expresión aumentada o disminuida en CM. Adaptado de 

(Bertoli et al., 2015). 

microARNs y CM ErbB-2 positivo 

 El ErbB-2 dirige la expresión de distintos oncomiRs y miARNs supresores de tumores, los 

cuales median al menos parte de sus efectos en el CM, tales como la inducción del crecimiento, la 

diseminación metastásica y la transición epitelio-mesenquimal (revisado en Wang and Lin, 2013). 

En este sentido, se han descrito perfiles de expresión diferenciales de miARNs para el CM ErbB-2 

positivo, en comparación con otros subtipos (Lowery et al., 200λ; Kang et al., 2014b). En particular, 

se ha sugerido que los niveles de expresión del miR-472κ, un miARN localizado en un intrón del 

gen del ERBB2, podría servir como marcador del status del ErbB-2 en CM (Li et al., 2015). 

Notablemente, sólo dos trabajos al momento han explorado los mecanismos a través de los cuales 

el ErbB-2 controla la expresión de miARNs en CM. Por un lado, se ha reportado que el ErbB-2 

induce la expresión del cluster microARN-23b/27b a través de la vía de PI3K/AKT (Jin et al., 2013). 

Asimismo, se ha encontrado que el ErbB-2 es capaz de inducir la expresión del microARN-21 a 

través de la vía de MAPK (Huang et al., 200λb). En otros tipos de cáncer en los que el ErbB-2 

juega un rol importante, como en el cáncer gástrico (CG) ErbB-2 positivo, se ha encontrado que el 

ErbB-2 es capaz de inhibir la expresión del supresor tumoral microARN-13λ a través de su 

silenciamiento epigenético, favoreciendo así el crecimiento y progresión tumoral (Bao et al., 2011). 

Así, el estudio de los mecanismos moleculares que subyacen la expresión anormal de los 

miARNs en el CM ErbB-2 positivo representa un área pobremente explorada, pero promisoria en 

cuanto a las posibilidades de identificar nuevos biomarcadores y de desarrollar estrategias 

terapéuticas novedosas basadas en miARNs. 
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INTRODUCCIÓN ESPECÍFICA: PRIMERA PARTE 

Localización y función nuclear del ErbB-2 

Si bien está ampliamente aceptado que los ErbBs funcionan como iniciadores de 

señalización en la membrana celular, su localización nuclear también es conocida y ha sido 

documentada (revisado en Wang and Hung, 2012). De los miembros de la familia, el EGFR (Brand 

et al., 2011), el ErbB-2 (Brand et al., 2011; Xie and Hung, 1λλ4) y el ErbB-3 (Offterdinger et al., 

2002) fueron detectados en el núcleo de numerosos tipos de líneas celulares y tejidos, tanto 

normales como tumorales. La localización del receptor ErbB-4 en el núcleo de células normales 

también fue reportada (Bueter et al. 2006). En estos reportes, se encontró en el núcleo la forma 

entera (no truncada) de los receptores. Por otra parte, se detectó la localización nuclear de 

fragmentos carboxilo-terminales derivados del ErbB-2, ya sea por el truncamiento del extremo 

amino, o por la existencia de sitios de inicio de la traducción alternativos en células cancerosas 

(Offterdinger et al., 2002; Scaltriti et al., 2007; Anido et al., 2006). Estas variantes truncadas del 

ErbB-2 retienen el dominio transmembrana, por lo que su translocación nuclear debe superar la 

misma barrera energética con la que se enfrenta el receptor de longitud completa. La elucidación 

de los mecanismos involucrados en el transporte nuclear de los ErbBs constituye un área activa de 

trabajo (revisado en Wang and Hung, 2012). Más allá del mecanismo de transporte nuclear 

implicado, las evidencias indican que el receptor debe poseer una señal de localización nuclear 

(NLS; por sus siglas en inglés, nuclear localization signal) para atravesar el poro nuclear. Al 

respecto, en la porción citoplasmática del ErbB-2, entre los aminoácidos 676 y 6κλ, se encuentra 

una secuencia de localización nuclear que contiene tres grupos de aminoácidos básicos 

(KRRQQKIRKYTMRR), conservada entre los miembros de la familia de los ErbBs (Hsu and Hung, 

2007; Chen et al., 2005). Por otra parte, se ha demostrado también que la actividad tirosina-

quinasa del receptor es necesaria para su translocación al núcleo (Wang et al., 2004; Beguelin et 

al., 2010). 

Se han descrito diversas funciones de los ErbBs en el núcleo, tanto en tejidos normales 

como en células cancerosas humanas, tales como la regulación de la proliferación celular, la 
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reparación de daños al ADN, la replicación del ADN y la transcripción (revisado en Wang and 

Hung, 2012). También se los ha involucrado en la progresión del cáncer (revisado en Wang and 

Hung, 200λ). En particular, trabajos pioneros describieron la función nuclear del ErbB-2 (NErbB-2) 

en CM como FT sobre el promotor del gen de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), al cual se une a través 

de una secuencia específica del ADN, denominada HAS (por sus siglas en inglés, HER2 

associated sequence) (Wang et al., 2004). Los mismos autores demostraron en un trabajo posterior 

que el NErbB-2, a través de su interacción directa con la ARN polimerasa I, es capaz de regular la 

tasa de síntesis del ARN ribosomal, lo cual induce la traducción y crecimiento celular en modelos 

de CM (Li et al., 2011).  

Por otra parte, trabajos pioneros de nuestro laboratorio han demostrado que, por acción de 

hormonas esteroideas o de la HRG, el ErbB-2 migra al núcleo y actúa como coactivador del FT 

Stat3 en tumores de mama, promoviendo la expresión de genes clave en el progreso del ciclo 

celular, tales como la ciclina D1 (CCND1) y p21CIP1 (Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 2015; 

Diaz Flaque et al., 2013b). Estos trabajos revelaron así el papel central del NErbB-2 en la 

proliferación del CM que expresa receptores hormonales. Asimismo, nuestros estudios 

demostraron la relevancia clínica de nuestros hallazgos, al comprobar que la expresión del NErbB-

2 sirve como un biomarcador de mal pronóstico en pacientes con tumores que sobreexpresan 

ErbB-2 en membrana (Schillaci et al., 2012). Más aún, nuestros trabajos identificaron al complejo 

transcripcional NErbB-2/Stat3 como un inductor clave de la proliferación en tumores resistentes a 

terapias anti-ErbB-2, y revelaron que la interacción nuclear entre el ErbB-2 y Stat3 en la clínica 

correlaciona con una menor sobrevida (Cordo Russo et al., 2015). Estas evidencias indican que el 

NErbB-2 juega un rol importante en el CM y que la regulación génica mediada por el NErbB-2 es un 

campo promisorio de investigación básica y clínica. 

Stat3: Funciones en CM e interacción con el ErbB-2 

Las proteínas Stats funcionan como moléculas señalizadoras en el citoplasma, y como FT 

luego de su translocación al núcleo (Bromberg and Darnell, Jr., 2000). En el núcleo, las proteínas 

Stats se unen a secuencias consenso, denominadas GAS (por sus siglas en inglés, gamma-
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interferon activated sites), localizadas en los promotores de sus genes blanco, e inducen la 

transcripción de los mismos. La Figura 4 muestra el modelo propuesto para la activación y función 

de las proteínas Stat. 

 

Figura 4. Mecanismo de activación y funciones biológicas de la familia de proteínas Stats. La unión de factores de 

crecimiento o de citoquinas a sus receptores resulta en la activación de la actividad tirosina-quinasa intrínseca del 

receptor o de quinasas intracelulares asociadas al receptor, tales como quinasas de la familia de Janus (Jaks) o de Src. 

Estas quinasas fosforilan las colas citoplasmáticas de los receptores en residuos tirosina específicos, generando sitios de 

anclaje para el reclutamiento de monómeros de Stats. Las Stats reclutadas son fosforiladas en residuos tirosina o serina 

específicos en el dominio carboxi-terminal y forman homo- o heterodímeros activos, los cuales se translocan al núcleo 

donde, a través de su dominio de unión al ADN, reconocen secuencias específicas en el ADN y regulan la transcripción 

génica. Círculos amarillos = fosforilación. Adaptado de (Kamran et al., 2013) 
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La activación constitutiva y persistente de Stat3, uno de los siete miembros de la familia 

Stat, se ha reportado en tumores, cultivos primarios y líneas celulares de CM (Proietti et al., 2005; 

Proietti et al., 200λ; Banerjee and Resat, 2015; Tkach et al., 2013). En la clínica, Stat3 se encuentra 

activa constitutivamente en el 6λ% de los CM humanos (Dolled-Filhart et al., 2003). Diversos 

estudios indican que Stat3 regula una serie de vías claves en CM. Al respecto, se han encontrado 

sitios de unión de Stat3 en los promotores de genes cuyos productos están involucrados en la 

progresión del ciclo celular (Ej. c-fos, c-Myc, CCND1), en la apoptosis (Ej. Bcl-2, survivina), en la 

transición epitelio-mesenquimal (Ej. Vimentina, TWIST, MMP-7), así como en la angiogénesis (Ej. 

VEGF) (revisado en Kamran et al., 2013). Se ha demostrado además que Stat3 participa en los 

procesos de invasión, metástasis y evasión tumoral del sistema inmune (Zhang et al., 2015b; Jones 

et al., 2015). 

Distintos trabajos, incluyendo aquellos de nuestro grupo, han demostrado que el ErbB-2 

activa a Stat3, el cual actúa como un efector de la iniciación tumoral y diseminación metastásica 

inducida por el ErbB-2 en CM (Barbieri et al., 2010b; Barbieri et al., 2010a; Guo et al., 2006; Proietti 

et al., 200λ; Ranger et al., 200λ). A modo de ejemplo, estudios realizados en modelos y muestras 

de tumores de CM han demostrado que Stat3 es fosforilada por el ErbB-2 en tumores ErbB-2/RE 

positivos, y que la activación de Stat3 colabora a que las células tumorales adquieran marcadores y 

rasgos típicos de células madre (Chung et al., 2014). Asimismo, estudios previos han demostrado 

que la sobreexpresión de ErbB-2 induce la secreción de interleuquina-6 y la consecuente activación 

de Stat3, favoreciendo así el desarrollo de un fenotipo de inflamación sistémica, de mal pronóstico 

clínico (Hartman et al., 2011). Más aún, como se ha hecho mención previamente, nuestro grupo ha 

identificado a Stat3 como un blanco común del RP y del ErbB-2, y ha demostrado que la activación 

del RP por progestágenos induce la formación de un complejo transcripcional entre el NErbB-2 y 

Stat3, el cual controla la proliferación de células de CM (Beguelin et al., 2010). Notablemente, el 

potencial carácter bidireccional de la interacción entre Stat3 y el ErbB-2, esto es, la capacidad de 

Stat3 de actuar como un activador río arriba del ErbB-2 en el CM, no ha sido explorada al 

momento. 
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microARN-21 y CM ErbB-2 positivo 

El microARN-21 (miR-21) se destaca como un miARN cuya expresión se encuentra 

aumentada en prácticamente todos los cánceres de tipo epitelial (Wang et al., 2014), incluyendo al 

CM (Zhang and Ma, 2012; Iorio et al., 2005), así también como en diversas neoplasias 

hematológicas, de tejido conectivo, germinal y nervioso (revisado en Krichevsky and Gabriely, 

200λ). El miR-21 posee una secuencia conservada en mamíferos, y es codificado a partir de un 

único gen. En la mayoría de los cánceres donde miR-21 está sobreexpresado, el locus del miR-21 

no suele estar amplificando, sugiriendo que la desregulación ocurre a nivel transcripcional o post-

transcripcional (Krichevsky and Gabriely, 200λ). El miR-21 se ha clasificado como un oncomiR en 

CM pues es capaz regular positivamente la proliferación celular, apoptosis y diseminación 

metastásica en CM, a través de la inhibición de la expresión de diversos genes con actividad 

supresora de tumores (Song et al., 2010; Dong et al., 2014; Buscaglia and Li, 2011). En este 

sentido, se ha reportado que la expresión forzada de miR-21 en células de CM induce sus 

capacidades migratorias e invasivas (Han et al., 2012; Song et al., 2010). Además, trabajos previos 

han encontrado una correlación directa entre los niveles de expresión de miR-21 y la diseminación 

metastásica en muestras clínicas de tumores de CM (Marino et al., 2014; Yan et al., 200κ; Petrovic 

et al., 2014). 

El miR-21 actúa como mediador de la señalización río abajo del ErbB-2. En un estudio en 

muestras de tumores primarios de CM, niveles elevados de miR-21 se asociaron positivamente a la 

expresión del ErbB-2, a un mayor tamaño tumoral, a un grado y estadio tumoral más elevado, y a 

una peor expectativa de vida (Lee et al., 2011). Más aún, la expresión forzada de ErbB-2 en células 

normales o cancerosas con niveles endógenos reducidos de ErbB-2 induce significativamente la 

expresión del miR-21 (Huang et al., 200λb; Yu et al., 2010). La inducción de miR-21 puede ser 

bloqueada por inhibidores de la vía de MAPK, pero no así por inhibidores de AKT ((Huang et al., 

200λb). Además, la expresión del miR-21 es regulada en forma directa por los factores de 

transcripción AP-1 (Fujita et al., 200κ), Stat3 (Loffler et al., 2007) y ETS-1 (Huang et al., 200λb), a 

través de sitios de unión altamente conservados en su promotor. En particular, la regulación de 
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miR-21 por Stat3 ha sido reportada en distintos tipos de cáncer (Iliopoulos et al., 2010; Yang et al., 

2010; Loffler et al., 2007; Niu et al., 2012).  

A través de la inducción de miR-21, la sobreexpresión del ErbB-2 resulta en la inhibición de 

la proteína PDCD4 (por sus siglas en inglés, programmed cell death protein 4), un blanco directo 

del miR-21 y un potente inhibidor de la invasión celular en CM (Huang et al., 200λb). Otros 

supresores tumorales que actúan como blancos del miR-21 incluyen al homólogo de fosfatasa y 

tensina (PTEN; por sus siglas en inglés, phosphatase and tensin homolog), tropomiosina 1, 

maspina, RECK, TIMP3 y JAG1, entre otros (revisado en Buscaglia and Li, 2011). Estos blancos 

del miR-21 también median el accionar del ErbB-2 sobre la sobrevida, invasión y respuesta a 

terapias en el CM ErbB-2 positivo. 
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INTRODUCCIÓN ESPECÍFICA: SEGUNDA PARTE 

Terapias anti-ErbB-2 

Descripción 

En vistas de la relevancia clínica del ErbB-2 en el CM, se han desarrollado y aprobado para 

su uso clínico dos clases de terapias anti-ErbB-2 (Figura 5)μ anticuerpos monoclonales (simples o 

conjugados) que unen el dominio extracelular del ErbB-2, o moléculas de bajo peso molecular 

inhibidoras de la actividad tirosina-quinasa del receptor. 

 

Figura 5. Terapias anti-ErbB-2 utilizadas en la clínica para el CM ErbB-2 positivo. La dimerización de los receptores 

de la familia de los ErbBs activa su función tirosina-quinasa (TQ) y dispara una cascada de señalización que resulta en la 

activación de las vías de PI3K/AKT y MAPK. Las quinasas activadas río abajo, a su vez, modifican y fosforilan (P) a 
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factores de transcripción y a otros componentes de la maquinaria transcripcional y del ciclo celular. Esto les permite 

alterar la expresión génica y activar funciones pro-tumorales. Se representan los agentes dirigidos al ErbB-2 aprobados 

por la Food and Drug Administration (EEUU) y por la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología 

Médica (Argentina) para el tratamiento del CM ErbB-2 positivoμ trastuzumab, pertuzumab, trastuzumab-DM1 (T-DM1) y 

lapatinib. Adaptado de (Rimawi et al., 2015) 

El trastuzumab (TZ, Herceptina®) es un anticuerpo IgG1 humanizado que se une a un 

epítope en el dominio IV yuxtamembrana del ErbB-2 (Figura 1). Los mecanismos de acción del 

trastuzumab incluyenμ a) la inhibición de la escisión del ectodominio del ErbB-2; b) el desacople de 

los dímeros ligando-independientes de ErbB-2, lo cual lleva a la inhibición de las vías de 

señalización río abajo del receptor; y c) la inducción de la citotoxicidad celular dependiente de 

anticuerpo (ADCC; por sus siglas en inglés, antibody-dependent cellular cytotoxicity) (revisado en 

Arteaga and Engelman, 2014). Este último mecanismo coopera con el reclutamiento de la 

población de linfocititos T, mediando una respuesta inmune adaptativa de memoria que colabora 

con la erradicación del tumor (Park et al., 2010). El uso del trastuzumab fue autorizado por la Food 

and Drug Administration (FDA, EEUU) en 1λλκ para el tratamiento del CM ErbB-2 positivo 

avanzado y, posteriormente, para el CM en estadios tempranos. En el año 2010, la FDA aprobó 

también el uso del trastuzumab para el CG ErbB-2 positivo avanzado. 

 El pertuzumab (Perjeta®) es un anticuerpo monoclonal que reconoce un epítope en el 

dominio II de heterodimerización en el ErbB-2, bloqueando así la dimerización ErbB-2/ErbB-3 

dependiente de ligando, e inhibiendo por tanto la activación de la vía de PI3K/AKT (Agus et al., 

2002). Dado que el pertuzumab y el trastuzumab se unen a distintos epítopes en el ectodominio del 

ErbB-2, y que poseen capacidades complementarias para desacoplar los dímeros del ErbB-2, la 

combinación de estos agentes ha mostrado tener efectos sinérgicos en modelos preclínicos 

(Scheuer et al., 200λ) y en ensayos clínicos (Gianni et al., 2012; Baselga et al., 2012), y ha sido 

aprobada en el año 2013 por la FDA para el tratamiento en neoadyuvancia de pacientes con CM 

ErbB-2 positivo [httpμ//www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/fda-pertuzumab]. 
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El trastuzumab emtansina (T-DM1, Kadcyla®) es un conjugado droga-anticuerpo en el que 

una molécula de trastuzumab se une covalentemente, a través de un linker, a 1–κ moléculas de un 

derivado de la maitansina (DM1), un inhibidor de la polimerización de microtúbulos. Tras su unión 

al receptor, el T-DM1 es internalizado y degradado en los lisosomas, tras lo cual se produce la 

liberación del DM1 y la subsecuente lisis celular (Lewis Phillips et al., 200κ). El T-DM1 se une al 

ErbB-2 con una afinidad similar al trastuzumab, por lo cual mantiene las capacidades del 

trastuzumab de inhibir los dímeros ligando-independientes del ErbB-2 y la activación de vías de 

señalización, y de inducir ADCC (Junttila et al., 2011). 

 El lapatinib (Tykerb®) es una molécula pequeña que actúa como inhibidor competitivo 

reversible de la actividad tirosina-quinasa del ErbB-2 y del EGFR (Konecny et al., 2006). En el CM 

ErbB-2 positivo, el lapatinib bloquea rápidamente la señalización del ErbB-2, resultando en la 

inhibición de las vías de PI3K/AKT y MAPK. Interesantemente, el lapatinb ha mostrado actividad 

clínica en CM ErbB-2 positivos que progresaron al trastuzumab (Geyer et al., 2006). Su uso clínico 

para CM ErbB-2 positivos avanzados fue autorizado por la FDA en el año 2006. Si bien el lapatinib 

también une la conformación inactiva del EGFR (Wood et al., 2004), no se ha podido demostrar su 

efectividad en el tratamiento de cánceres en los que se utilizan otros anticuerpos o inhibidores 

tirosina-quinasa dirigidos a éste receptor. 

Eficacia clínica y mecanismos de resistencia 

A pesar de que las terapias dirigidas al ErbB-2 han otorgado un beneficio substancial a 

pacientes con CM avanzado, los efectos antitumorales obtenidos no han sido tan contundentes 

como los esperados en base a ensayos preclínicos (Ross et al., 200λ), y los tumores 

eventualmente desarrollan resistencia a los tratamientos actuales. Por ejemplo, el tratamiento con 

trastuzumab resulta en tasas de respuesta de entre el 30 y 60% (Slamon et al., 2001), y la mayoría 

de los pacientes que inicialmente responden al tratamiento, desarrollan resistencia dentro del 

primer año (Seidman et al., 2001; Slamon et al., 2001). Más aún, a pesar de que el lapatinib ofrece 

beneficio clínico a un subgrupo de pacientes que recayeron al trastuzumab (Geyer et al., 2006), 

menos del 25% logran una respuesta objetiva, y la mayoría eventualmente desarrolla resistencia al 
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lapatinib (revisado en Patel et al., 2014). De manera similar, se han descrito fenómenos de 

resistencia al T-DM1 (Barok et al., 2014). 

Los fenómenos de resistencia pueden ser de carácter intrínseco o adquirido. La resistencia 

intrínseca o de novo hace referencia a aquellos cánceres que no exhiben una respuesta inicial al 

tratamiento, mientras que la resistencia adquirida surge tras una respuesta clínica inicial, 

generalmente marcada y durable, al tratamiento. Es importante notar que los mismos mecanismos 

pueden causar ambos tipos de resistencia, lo cual resalta la robustez de los principios biológicos 

que subyacen las formas en las que los tumores evaden estas terapias (Arteaga and Engelman, 

2014). Mientras los mecanismos de acción de las terapias anti-ErbB-2 sólo han sido parcialmente 

elucidados, se han propuesto distintas fuentes de resistencia (revisado en Rexer and Arteaga, 

2012). Entre ellas se destacanμ la existencia de isoformas del ErbB-2 resistentes a drogas, la 

sobreexpresión de ligandos de ErbBs, la activación constitutiva de vías de señalización río abajo 

del ErbB-2, la existencia de defectos en mediadores y/o efectores del ciclo celular y la apoptosis, la 

actividad compensatoria de otros ErbBs, la activación del ErbB-2 por ligandos no clásicos, y la 

formación de heterodímeros ErbB-2/IGF1-R (receptor del factor de crecimiento semejante a insulina 

de tipo I). Además, se ha postulado que ciertos microARNs pueden afectar la respuesta a terapias 

anti-ErbB-2 (revisado en Wang and Lin, 2013). Entre estos, la expresión elevada del miR-21 se ha 

asociado a la resistencia al trastuzumab. En líneas de CM ErbB-2 positivo que han adquirido 

resistencia al trastuzumab por exposición prolongada al anticuerpo, se ha visto un incremento en 

los niveles de miR-21, acompañado de la inhibición de su blanco directo PTEN. Por su parte, la 

sobreexpresión forzada de miR-21 indujo resistencia al trastuzumab en células sensibles a la 

droga, mientras que el bloqueo de miR-21 re-sensibilizó células resistentes a los efectos inhibitorios 

del trastuzumab (Gong et al., 2011). En la clínica, niveles elevados de miR-21 previo al tratamiento 

de tumores ErbB-2 positivos se asociaron con una respuesta pobre al trastuzumab administrado en 

neo-adyuvancia (Gong et al., 2011). Aun así, el rol que desempeñan los miARNs en los 

mecanismos de acción y resistencia a terapias anti-ErbB-2 permanece ampliamente inexplorado. 
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En vistas de las evidencias presentadas, existe una necesidad imperiosa de comprender los 

mecanismos de acción y resistencia a las terapias anti-ErbB-2 disponibles actualmente, con el 

objetivo de identificar biomarcadores predictivos relevantes y de desarrollar estrategias 

terapéuticas novedosas para el CM ErbB-2 positivo. 

microARN-16 y cáncer 

El microARN-16 (miR-16) forma parte del cluster bicistrónico microARN-15a/16-1, ubicado 

en una región intrónica del gen DLEU2 (por sus siglas en inglés, deleted in lymphocytic leukemia 2) 

(Figura 6). El gen DLEU2 posee dos promotores alternativos y da lugar a transcritos no 

codificantes, poliadenilados y procesados por splicing, cuya función es desconocida al momento 

(Lerner et al., 200λ; Migliazza et al., 2001). Se ha demostrado que DLEU2 y el cluster microARN-

15a/16-1 se regulan en forma coordinada, y que la biogénesis del miR-16 a partir de los transcritos 

de DLEU2 es mediada por la enzima Drosha (Lerner et al., 200λ). En este sentido, se ha reportado 

que el FT c-Myc es capaz de unirse a sitios específicos (E-Box) en ambos promotores del DELU2 

(Figura 6), inhibiendo así la expresión del miR-16 y de su gen hospedador (Chang et al., 200κ; 

Lerner et al., 200λ). 

 

Figura 6. DLEU2 es el gen hospedador del miR-16. Esquema representativo del gen DLEU2 y del cluster microARN-

15a/16-1. Se muestran los exones (cajas) e intrones (líneas) del gen. Las letras “E” señalan la ubicación de los sitios 

conservados de unión de c-Myc en los promotores de DELU2. Adaptado de (Lerner et al., 200λ).  

La primera evidencia acerca de la participación de los microARNs en cáncer fue reportada 

en el año 2002, cuando se identificó al miR-16 como un potencial miARN vinculado a la 

carcinogénesis, cuyo locus suele sufrir deleciones en leucemias linfocíticas crónicas (Calin et al., 

2002). Desde ese momento, se ha reportado la inhibición total o parcial de la expresión de miR-16 

en una gran variedad de neoplasias sólidas y hematológicas (revisado en Aqeilan et al., 2010). En 
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éstas patologías, el miR-16 actúa como un supresor tumoral, inhibiendo la proliferación celular, 

promoviendo la apoptosis y suprimiendo la tumorigenicidad in vitro e in vivo (Aqeilan et al., 2010). 

microARN-16, CM y resistencia a terapias 

Reportes previos, incluyendo aquellos de nuestro grupo, han identificado al miR-16 como un 

microARN cuya expresión se encuentra reducida en CM luminales y triple negativos (Rivas et al., 

2012; Shin et al., 2015; Yu et al., 2012). De hecho, nuestros hallazgos fueron los primeros en 

demostrar el rol del miR-16 como un potente supresor de la tumorigénesis mamaria (Rivas et al., 

2012). En particular, mostramos que los progestágenos reducen los niveles de miR-16 a través de 

una interacción jerárquica entre el RP, Stat3 y el FT oncogénico c-Myc (Figura 7), lo cual induce el 

crecimiento tumoral (Rivas et al., 2012). Encontramos además que la ciclina E1 (CCNE1), un actor 

clave del ciclo celular, constituye un blanco directo del miR-16. En sintonía con nuestros hallazgos, 

estudios posteriores demostraron que el estradiol, actuando a través de su receptor clásico, inhibe 

la expresión del miR-16, favoreciendo así la proliferación in vitro de células de CM (Yu et al., 2012). 

Por otra parte, nuestro grupo demostró que el miR-16 actúa también como un supresor tumoral en 

el crecimiento inducido por un ligando de los ErbBs (i.e. HRG), y que la HRG es capaz de inhibir la 

expresión del miR-16 a través de c-Myc (Rivas et al., 2012). Asimismo, se ha reportado que la 

expresión forzada de una forma truncada del ErbB-2, ErbB-2Δ16, en células de CM con bajos 

niveles endógenos de ErbB-2, es capaz de inhibir la expresión de miR-16 (Cittelly et al., 2010).  

Desde el punto de vista funcional, la reducción en los niveles de miR-16 en CM ha sido 

implicada en fenómenos de resistencia a la radioterapia y quimioterapia, así como a terapias 

endocrinas (Chu et al., 2015; Kastl et al., 2012; Mei et al., 2015; Cittelly et al., 2010). Por tanto, el 

miR-16 no sólo cumple un papel crucial en la oncogénesis y desarrollo del CM, sino que también es 

un factor clave en fenómenos de resistencia a las terapias tradicionales. Interesantemente, muchos 

de los blancos validados del miR-16, tales como la CCND1, CCNE1, Bcl-2, survivina, VEGF, 

VEGFR-2 (receptor de VEGF), IGF1-R, MCL1 (por sus siglas en inglés, myeloid cell leukemia 1), 

WNT3A (por sus siglas en inglés, wingless-type MMTV integration site family, member 3A) y TNFα 

(factor de necrosis tumoral alfa) (Aqeilan et al., 2010; Chamorro-Jorganes et al., 2011; Chen et al., 
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2013; Jing et al., 2005; Rivas et al., 2012; Yu et al., 2012), han sido involucrados como partícipes 

en fenómenos de resistencia al trastuzumab (Wu et al., 2012; Spector and Blackwell, 200λ; 

Valabrega et al., 2011; Scaltriti et al., 2011; Rivas et al., 2010). A pesar de su relevancia aparente, 

el papel que desempeña el miR-16 en el desarrollo y tratamiento del CM ErbB-2 positivo no ha sido 

explorado al momento. 

 

Figura 7. Modelo de la inhibición de miR-16 y control del ciclo celular inducido por progestágenos. En ausencia 

del estímulo con progestágenos, los niveles basales de miR-16 reprimen la traducción de genes importantes, como las 

ciclinas D1 y E1, requeridas para la progresión del ciclo celular (panel izquierdo). La unión de los progestágenos al RP 

(panel derecho) induce la activación de Stat3, a través de las quinasas c-Src y Jak (1). Al mismo tiempo, el RP activado 

migra al núcleo, donde se une a elementos de respuesta específicos (ERP) en el promotor de MYC (2). Además, Stat3 

migra al núcleo y se une a sus elementos de respuesta (GAS) en el promotor de MYC, donde también puede actuar como 

coactivador del RP (3). Esto resulta en la inducción del oncogén c-Myc (4), el cual reprime la expresión del miR-16 a 

través de su unión a su elemento de respuesta (E-Box) y de la inducción de cambios en la estructura local de la 

cromatina [reducción de la acetilación de la histona H4 (AcH4), y aumento de la trimetilación de la lisina λ en la histona 
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H3 (H3Kλme3)] (5). La reducción en los niveles de miR-16, a su vez, permite el aumento de la expresión de sus genes 

blanco y la proliferación celular (6). Adaptado de (Rivas et al., 2012). 
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OBJETIVOS  
OBJETIVO GENERAL 

El objetivo general del presente trabajo fue caracterizar el rol que desempeñan el miR-21 y 

el miR-16 en la diseminación metastásica y resistencia a terapias dirigidas, respectivamente, en el 

CM ErbB-2 positivo. Asimismo, nos propusimos identificar los genes blanco de cada miARN que 

expliquen los efectos biológicos asociados a su desregulación. También se buscó explorar la 

efectividad de manipular los niveles de miR-21 y miR-16 como herramientas terapéuticas para 

carcinomas mamarios ErbB-2 positivos. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS PARA LA PRIMERA PARTE: “Rol del microARN-21 en la 

diseminación metastásica del CM ErbB-2 positivo”. 

Objetivo específico #1μ estudiar si el complejo transcripcional, en el que ErbB-2 actúa 

como coactivador del factor de transcripción Stat3, está implicado en la modulación de miR-21 en 

modelos metastásicos de CM ErbB-2 positivo. 

Objetivo específico #2μ establecer la jerarquía en la interacción entre Stat3, ErbB-2 y miR-

21 en modelos metastásicos de CM ErbB-2 positivo, in vitro e in vivo. 

Objetivo específico #3μ estudiar la regulación de la expresión de genes blanco del miR-21, 

implicados en el fenotipo metastásico del CM ErbB-2 positivo. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS PARA LA SEGUNDA PARTE: “Rol del microARN-16 en la 

resistencia a terapias dirigidas en el CM ErbB-2 positivo”. 

Objetivo específico #1μ estudiar los efectos del tratamiento con trastuzumab y lapatinib 

sobre los niveles de miR-16 en modelos celulares sensibles y resistentes, in vitro e in vivo, y 

determinar el mecanismo molecular subyacente. 

Objetivo específico #2μ evaluar la capacidad del miR-16 de actuar como herramienta 

terapéutica en modelos de CM sensibles y resistentes al trastuzumab y lapatinib, in vitro e in vivo. 

Objetivo específico #3μ determinar los genes modulados por miR-16 en el CM ErbB-2 

positivo, e identificar genes blanco involucrados en la resistencia a trastuzumab y lapatinib. 
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Objetivo específico #4μ validar los resultados obtenidos in vitro e in vivo, en una cohorte de 

pacientes con tumores ErbB-2 positivos, que recibieron trastuzumab como parte de su tratamiento. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Reactivos generales 

Las sales y solventes orgánicos utilizados en este trabajo, de calidad proanálisis certificada, 

fueron comprados a Merck (Kenilworth, NJ, EEUU), Mallinckrodt Pharmaceuticals (St. Louis, MO, 

EEUU) o Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU). La acrilamida, EDTA, Tris y Glicina fueron 

adquiridos a Bio-Rad (Hercules, CA, EEUU). El acetato de medroxiprogesterona (MPA) y el 17β-

estradiol utilizados fueron de Sigma-Aldrich. En los tratamientos in vivo, se utilizó MPA 

(Medrosterona), en forma de depósito (40 mg/ratón), gentilmente donado por Laboratorios Craveri 

(Buenos Aires, Argentina). La HRG se compró a R&D Systems (Minneapolis, MN, EEUU). El G41κ 

se compró a Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU). 

Soluciones utilizadas para el cultivo de células 

Solución enzimática, utilizada para disgregar tumoresμ tripsina 2,5 mg/ml (Sigma-Aldrich); 

albumina 5 mg/ml (Sigma-Aldrich); colagenasa tipo II 240 U/ml (Gibco, Gaitherburg, MD, EEUU). 

Buffer fosfato-salino (PBS; por sus siglas en inglés, phosphate-buffered saline)μ NaCl 137 mM; KCl 

2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 1,76 mM; pH=7,4. Solución de Tripsina-EDTA, utilizada para 

obtener células en suspensión a partir de los cultivos primarios o para el repique de las líneas 

celularesμ tripsina 2,5 mg/ml y EDTA 1 mM en PBS. Todos los medios de cultivo se prepararon 

según las instrucciones del fabricante con agua hexadestilada y se esterilizaron por presión negativa 

utilizando filtros de acetato de celulosa de 0,22 µm de poro (Corning Inc., Corning, NY, EEUU). 

Inhibidores farmacológicos 

Se utilizaron los siguientes inhibidores farmacológicosμ U0126 40 ȝM (Cell Signaling 

Technology, Beverly, MA, EEUU) y LY2λ4002 40 ȝM (Sigma-Aldrich), para bloquear las vías de 

señalización MEK1/2 y PI3K/AKT, respectivamente. Se realizaron controles para verificar que el 

DMSO utilizado como vehículo de los inhibidores farmacológicos no modificara la proliferación 

basal de las células. 
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Agentes terapéuticos dirigidos al ErbB-2 

El trastuzumab (Herceptin®, Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Suiza) fue utilizado in vitro a 

una concentración de 10 ȝg/ml, e in vivo a una concentración de 5mg/kg. El lapatinib (Tykerb®, 

GSK, Brentford, Middlesex, Reino Unido) se empleó in vitro a una concentración de 1 o 5 µM. 

Animales 

Se utilizaron ratones hembra vírgenes de dos meses de edad de la cepa BALB/c, criadas en 

el bioterio del Instituto de Biología y Medicina Experimental (IBYME) o en el bioterio del Instituto de 

Oncología “Ángel H. Roffo”. Los ratones provenían de reproductores sanos, y fueron criados en un 

ambiente controlado y de entrada restringida, con agua y comida ad libitum, con doce horas de luz 

y doce de oscuridad. Se utilizaron también ratones hembra vírgenes inmunocomprometidos [NμNIH 

(S)-FoxnI nu, procedentes del National Institute of Health (NIH, EEUU)] para los experimentos de 

xenotransplantes de líneas celulares de CM humano. Los mismos fueron criados en el bioterio de 

la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de La Plata, y alojados en el bioterio del 

IBYME cuando los mismos tuvieron dos meses de edad. El transporte y alojamiento se realizó bajo 

condiciones de asepsia. Todos los estudios se realizaron de acuerdo a los estándares de cuidado y 

uso de animales de laboratorio del NIH (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 1λλ6). 

Todos los ensayos presentados fueron revisados y aprobados por el Comité de Ética del IBYME y del 

Instituto de Oncología “Ángel H. Roffo”. 

Tumores C4HD 

Se utilizó el adenocarcinoma mamario murino C4HD, perteneciente al modelo experimental 

desarrollado por la Dra. Lanari (Lanari et al., 1λκ6). Los tumores se originaron en ratones hembra 

vírgenes de la cepa BALB/c tratados con 40 mg del progestágeno sintético MPA cada 3 meses, 

durante 1 año, y han sido mantenidos desde entonces por pasajes seriales singeneicos en ratones 

tratados con MPA (Lanari et al., 1λκ6). El MPA se administra en forma de depósito (40 mg/ratón) 

en el flanco contralateral al inóculo tumoral. El adenocarcinoma mamario C4HD es de histología 

ductal, con muy baja capacidad metastásica, y crecimiento hormono-dependiente (Molinolo et al., 
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1λκ7). El tumor C4HD expresa RE y RP, altos niveles de ErbB-2 y ErbB-3, bajos niveles de ErbB-4, 

y carece de receptores de glucocorticoides y de EGFR (Labriola et al., 2003; Balana et al., 1λλλ). 

Cultivos primarios de tumores C4HD 

Para realizar cultivos primarios de células epiteliales, los tumores C4HD se extirparon de los 

ratones en una cabina de flujo laminar aproximadamente 21 días después de haber sido 

inoculados. Se realizó una disgregación mecánica del tumor con tijeras, seguida de una tratamiento 

con solución enzimática durante 40 minutos a 37ºC. Para detener la reacción se utilizó DMEM/F12 

(Dulbecco's modified Eagle's medium: Ham's F12, 1μ1) sin rojo fenol (Sigma-Aldrich) + 10% de 

suero fetal bovino (SFB, Bioser, Buenos Aires, Argentina) al cual se le inactivó el complemento por 

calentamiento (30 min a 56°C). De esta forma se obtuvo una suspensión compuesta por una 

población de estirpe epitelial y otra fibroblástica, las cuales se separaron según la técnica de 

Pandis y colaboradores (Pandis et al., 1λλ2), con algunas modificaciones. Brevemente, la técnica 

se basa en que la velocidad de sedimentación de las células epiteliales que forman agregados 

celulares es mayor que la de los fibroblastos, permitiendo su separación mediante decantaciones 

diferenciales. Para comenzar la purificación, las células obtenidas luego de la disgregación se 

centrifugaron a 400 x g durante 10 minutos. Se descartó el sobrenadante y el pellet celular se 

resuspendió en una solución de DMEM/F12 + 2% SFB, dejando sedimentar luego durante 20 

minutos. El sedimento constituye la fracción enriquecida en células epiteliales que se encuentran 

habitualmente en agregados. Luego de la decantación se descartó el sobrenadante y las células 

remanentes se volvieron a poner en suspensión. Este procedimiento se repitió 10 veces o hasta 

que el sobrenadante se tornara traslúcido. En la decantación final, las células epiteliales se 

resuspendieron en DMEM/F12 + 10% SFB, y se sembraron en placas de cultivo. Los cultivos 

primarios mantienen las características del tumor parental en cuanto a su perfil de expresión de 

receptores y al crecimiento progestágeno-dependiente (Balana et al., 1λλλ). Los cultivos primarios 

de células epiteliales se incubaron durante 4κ h en DMEM/F12 + 10% SFB para favorecer la 

adhesión. A continuación, se reemplazó el medio de cultivo por DMEM/F12 + 2,5% SFB deprivado 

de esteroides por tratamiento con carbón activado (SFBch) + MPA 10 nM, y se incubó durante 
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otras 4κ a 72 h. Pasado este tiempo de incubación, se realizaron los experimentos descriptos. El 

cultivo de células epiteliales resulta de una pureza mayor al λκ%, evidenciado por 

inmunohistoquímica de citoqueratina. 

Líneas celulares 

Las células T47D, SKBR-3, BT-474, MCF-7, MDA-MB-231, NCI-Nκ7 y SNU-I fueron 

obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EEUU). Las líneas 

celulares de CM humano T47D, MDA-MB-231 y MCF-7 se mantuvieron en DMEM/F12 + 10% SFB. 

La línea celular de CM humano SKBR-3 fue mantenida en medio McCoy’s 5A (Simga-Aldrich) + 

10% SFB. La línea de CM humano BT-474, y las líneas de CG humano NCI-Nκ7 y SNU-I, fueron 

mantenidas en medio RPMI 1640 (RPMI, Gibco) + 10% SFB. Las líneas celulares MDA-MB-453, 

HCC-141λ y HCC-151λ nos fueron cedidas gentilmente por el Dr. DJ Slamon (Universidad de 

California, Los Ángeles, CA, EEUU), y se mantuvieron en RPMI + 10% SFB. La línea celular BT-

474.m1 nos fue cedida gentilmente por el Dr. D Yu (MD Anderson Cancer Center, Houston, EEUU) y 

se mantuvo en DMEM/F12 10% SFB. La línea celular JIMT-1 fue obtenida del German Resource 

Center for Biological Material (Braunschweig, Alemania) y se mantuvo en cultivo en DMEM/F12 + 

10% SFB. La línea celular LM3, derivada de un carcinoma mamario murino, nos fue cedida 

gentilmente por la Dra. ED Bal de Kier Joffé (Instituto de Oncología “Ángel H. Roffo”, Bs. As., 

Argentina), y se mantuvo en DMEM/F12 + 5% SFB. Se controló en forma periódica la contaminación 

de los cultivos celulares con micoplasmas. Las líneas celulares utilizadas fueron autenticadas por la 

Genetic Resource Core Facility (Universidad Johns Hopkins, Baltimore, MD, EEUU) mediante sus 

perfiles de repeticiones cortas en tándem. Todos los experimentos se realizaron en medio completo, 

salvo donde se indique lo contrario. Previo a la estimulación con HRG o MPA, las células T47D se 

ayunaron durante 4κ h en medio sin rojo fenol y libre de suero.  

Transfecciones con plásmidos de expresión 

Las células fueron transfectadas durante 4κ h con los plásmidos indicados, utilizando el 

reactivo de transfección X-tremeGENE HP (Roche), siguiendo las indicaciones del fabricante. El 

vector de expresión de la variante dominante negativa de Stat3, Stat3Y705-F, que porta una 
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substitución de fenilalanina por tirosina en el codón 705, la cual reduce la fosforilación y activación de 

la proteína Stat3 wild type, inhibiendo así la capacidad de dimerización y activación de Stat3 

(Bromberg et al., 1λλκ; Bromberg et al., 1λλλ), fue cedido gentilmente por el Dr. J Darnell (Universidad 

Rockefeller, Nueva York, EEUU). El vector vacío correspondiente, pcDNA3.1, también fue cedido por 

el Dr. Darnell. El vector de expresión de la variante constitutivamente activa del ErbB-2 (pSV2-ErbB2-

V65λE), donde la valina 65λ fue reemplazada por un ácido glutámico, así como el plásmido vacío 

correspondiente (pSV2), fueron un regalo del Dr. T Akiyama (Universidad de Osaka, Osaka, Japón) 

(Akiyama et al., 1λλ1). El plásmido que expresa el mutante del ErbB-2 humano unido a GFP (proteína 

verde fluorescente; por sus siglas en inglés, green fluorescent protein), que carece del NLS y bloquea 

la migración nuclear del ErbB-2 endógeno (Beguelin et al., 2010), nos fue cedido generosamente por 

el Dr. MC Hung (MD Anderson Cancer Center, Houston, EEUU) (Giri et al., 2005). El plásmido vacío 

pEGFP-N1 se compró a BD Biosciences-Clontech (Palo Alto, CA, EEUU). El plásmido pBABE-Myc-

S62D, que codifica para una mutante fosfomimética de c-Myc, la cual porta una substitución de 

aspártico por serina en el codón 62 que lo hace aberrantemente estable, fue un regalo generoso 

del Dr. PJ Hurlin (Universidad de Ciencia y Salud de Oregon, Portland, EEUU) (Kapeli and Hurlin, 

2011), así como lo fue el vector vacío pBABEpuro. 

Establecimiento de clones LM3 

Las células LM3 se transfectaron con los vectores Stat3Y705-F o pcDNA3.1 durante 4κ h, 

como se describió anteriormente (Proietti et al., 2005). Las células transfectadas se mantuvieron 

luego en DMEM/F12 + 10% SFB con la adición de G41κ (500 ȝg/ml), durante 3 semanas. Pasado 

este tiempo, se seleccionaron colonias individuales, se expandieron y se cribaron. La caracterización 

de los clones se realizó a través de ensayos de Western Blot, utilizando anticuerpos específicos 

dirigidos a Stat3 total y a su forma fosforilada en el residuo tirosina 705. Aquellos clones que 

registraron los niveles más bajos de fosforilación de Stat3 (clones DN), se emplearon para los 

subsecuentes análisis experimentales. Se expandió además un clon obtenido a partir de la 

transfección con el vector vacío (clon VECTOR), para emplear como control. Los clones se 

mantuvieron en las mismas condiciones que la línea LM3 parental, con la excepción del agregado de 

G41κ al medio de cultivo, para mantener la presión de selección. 
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Transfecciones con ARNs cortos de interferencia (siARNs) 

Los siARNs dirigidos contra Stat3, ErbB-2, c-Myc, ciclina J (CCNJ) y la proteína 1 de unión a 

FUSE (FUBP1; por sus siglas in inglés, FUSE binding protein 1)) fueron sintetizados por Dharmacon 

(Lafayette, CO, EEUU). Las células fueron transfectadas durante 4κ h con la concentración de 

siARN indicada, utilizando el reactivo de transfección DharmaFECT I (Dharmacon), según las 

indicaciones del fabricante. Las secuencias de los siARNs fueron las siguientesμ ErbB-2 humano #1, 

5’-GGACGAAUUCUGCACAAUG-3’; ErbB-2 humano #2, 5’-GACGAAUUCUGCACAAUGG-3’; ErbB-2 

ratón, 5’-GAUGGUGCUUACUCAUUGA-3’; Stat3 humano, 5’-GAGCAGAGAUGUGGGAAUGUU-3’; 

Stat3 ratón, 5’-GGUCAAAUUUCCUGAGUUGUU-3’; CCNJ humano #1, 5’-

GAACGACUGUUGAUCGCUC-3’; CCNJ humano #2, 5’-UGGGUUGUAUGACUAAUAU-3’; FUBP1 

humano #1, 5’-GACAACAAGCAGCCUAUUA-3’; FUBP1 humano #2, 5’-

GACAAACCUCUUAGGAUUA-3’; c-Myc humano/ratón #1, 5’-GAAACGACGAGAACAGUUG-3’; c-Myc 

humano/ratón #2, 5’-GGACACACAACGUCUUGGA-3’. Como control se utilizó un siARN que no 

corresponde a ninguna secuencia conocida de genes en mamíferos (Dharmacon). 

Transfecciones con precursores e inhibidores de miARNs 

Las células se transfectaron con las cantidades indicadas en cada caso de precursores o 

inhibidores de microARNs, utilizando el reactivo de transfección siPORT NeoFX (Ambion, Austin, TX, 

EEUU), de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Los precursores [pre-miR-21(PM10206); pre-

miR-16 (PM1033λ); pre-miR-Control (AM17110), el cual no forma ningún miARN conocido en 

mamíferos] e inhibidores [anti-miR-16 (MH1033λ); anti-miR-Control (#4464076)] también se 

compraron a Ambion. 

Ensayos de gen reportero 

El vector vacío pGL3-basic y el plásmido p-670-Luc (que incluye el gen de la luciferasa de 

luciérnaga clonado río abajo de los nucleótidos -670 a -100 de la región promotora del ERBB2) nos 

fueron regalados por el Dr. N Guo (Instituto de Ciencias Médicas Básicas, Beijing, China) (Qian et al., 

2006). El plásmido de expresión del gen de la luciferasa de Renilla, RL-CMV, se compró a Promega 

(Madison, WI, EEUU). Los plásmidos que contienen la secuencia wild type (WT) de la región 3’UTR de 
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la CCNJ o de FUBP1 humana clonada río abajo del gen de la luciferasa RenSP en el vector 

pSGG_3'UTR (luc-3’CCNJ-WT y luc-3’FUBP1-WT, respectivamente) fueron comprados a 

SwitchGear Genomics (Menlo Park, CA, EEUU). De la misma empresa se obtuvo el plásmido vacío 

correspondiente (pLightSwitch_3UTR-Empty) y un plásmido que codifica para la luciferasa de 

luciérnaga (pSGG-3’UTR), empleados como control. Los constructos que portan la versión mutada 

del sitio de unión a miR-16 (luc-3’CCNJ-MUT y luc-3’FUBP1-MUT), representados 

esquemáticamente en la Figura 51, fueron sintetizados por ACGT Corporation (Toronto, Ontario, 

Canadá), a partir de los plásmidos con la secuencia WT. 

Las células LM3 se cotransfectaron durante 4κ h con el plásmido RL-CMV, utilizado para 

normalizar, con los plásmidos p-670-Luc o pGL3-basic, y con un siARN dirigido a Stat3 o control. Para 

esto se utilizó el reactivo de transfección DharmaFECT DUO (Dharmacon), de acuerdo a las 

indicaciones del fabricante. 

Las células BT-474 y JIMT-1 se cotransfectaron con el plásmido pSGG-3’UTR, utilizado 

para normalizar, y uno de los siguientes vectoresμ luc-3’CCNJ-WT, luc-3’FUBP1-WT, luc-3’CCNJ-

MUT, luc-3’FUBP1-MUT o pLightSwitch_3UTR-Empty. Tras 4κ h de transfección, las células se 

trataron con trastuzumab o lapatinib durante 24 h, o se re-transfectaron durante 4κ h con 

precursores o inhibidores de miR-16. 

Para la determinación de la actividad luciferasa en cada condición, las células fueron 

lavadas con PBS y lisadas con la solución Pasive Lysis Buffer (Promega), con un ciclo de 

congelado-descongelado en nitrógeno líquido. La actividad luciferasa de luciérnaga y Renilla fue 

determinada en forma secuencial empleando el kit Dual-Luciferase Reporter Assay System 

(Promega), de acuerdo a las instrucciones del fabricante, con un luminómetro 20/20n (Turner 

BioSystems, Sunnyvale, CA, EEUU). La actividad luciferasa se informó como veces de inducción 

de la razón entre la actividad luciferasa de luciérnaga y la actividad luciferasa de Renilla (o la 

inversa, según el caso), con respecto al grupo control. Para cada ensayo, se analizaron triplicados 

biológicos. 
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Ensayos de proliferación 

Las células fueron puestas en suspensión mediante tratamiento con tripsina-EDTA, y fueron 

sembradas en placas de λ6 hoyos de fondo plano (Pλ6), a una densidad de 1–2 x 104 células por 

hoyo. Las células repicadas se dejaron adherir durante 24 h en medio completo, el cual se 

reemplazó luego por el medio de tratamiento indicado en cada caso. Se empleó el método de 

incorporación de timidina tritiada para evaluar la síntesis de ADN, como medida de la proliferación 

celular. Para esto se aplicó un pulso de 1 ȝCi de timidina tritiada (New England Nuclear, Dupont, 

Boston MA, EEUU; actividad específicaμ 20 Ci/mmol) en cada hoyo durante las últimas 16 h de 

tratamiento. Se descartó entonces el medio de cultivo, se despegaron las células con tripsina-EDTA, 

y se cosecharon en un cosechador Nunc (Sigma-Aldrich). La radioactividad incorporada se midió 

en un contador beta de centelleo líquido (Tri- Carb2κ00TR, PerkinElmer, Waltham , MA, EEUU) 

durante 1 minuto, por métodos estándar de centelleo líquido. La incorporación de timidina tritiada 

se muestra como cuentas por minuto (CPM). Cada condición experimental se evaluó por 

octuplicado. El recuento celular fue usado para corroborar que la incorporación de timidina 

correlacionara con la proliferación celular. Las células viables fueron contadas en cámara de 

Neubauer con el colorante vital Azul Trypan. Cada condición experimental se evaluó por triplicado. 

Ensayos de migración 

 Con el fin de evaluar la motilidad celular, se realizaron ensayos de “cierre de herida”. 

Brevemente, se generaron heridas de 400 µM de ancho en monocapas sub-confluentes de células 

tratadas como se indica en cada caso. A continuación, las células se lavaron con PBS estéril y se 

las incubó con medio competo en estufas con inyección de CO2 a 37°C durante 12 h, para permitir 

la migración de las mismas hacia el espacio libre dejado por la herida. El área libre de células se 

fotografió al momento de realizarse la herida y tras la incubación de 12 h. La cuantificación se 

realizó con el programa ImageJ (NIH) (Schneider et al., 2012). 

Ensayos de invasión 

 Las células se trataron como se indica en cada caso y se levantaron con tripsina-EDTA. Se 

sembraron 5 x 104 células LM3 o 1,5 x 105 células MDA-MB-453 en medio libre de suero sobre la 
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superficie de una cámara de invasión (membrana de poro de κ µm; Corning Costar) recubierta con 25 

µg de Matrigel (BD Biosciences). Para las células LM3 se empleó como quimioatractante DMEM/F12 

+ 5% SFB. Para las células MDA-MB-453 se utilizó una mezcla en partes iguales de medio completo 

fresco (RPMI + 10% SFB) y de medio completo condicionado durante 24 h por estas mismas células. 

Las células se incubaron durante 20 h a 37°C en una estufa con inyección de CO2. Al finalizar el 

tiempo de incubación, sólo aquellas células que habían pasado a través de los poros del filtro, y que 

estaban adheridas a la cara inferior de la membrana, se consideraron invasivas. Las membranas se 

fijaron con una solución de formaldehído y los núcleos se tiñeron con 4’,6’-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI, Sigma-Aldrich). El número de células invasoras se cuantificó empleando un microscopio de 

fluorescencia. Se estudiaron por membrana 20 campos distintos con un aumento de 400X, y el valor 

medio se empleó para realizar el análisis estadístico. 

Preparación de extractos proteicos 

Las células se trataron como se indica en cada experimento, se recolectaron de las placas 

de cultivo utilizando un scraper y se homogeneizaron en presencia de buffer de extracción [Tris-HCl 

50 mM (pH=7,4); NaCl 150 mM; EDTA 1 M; EGTA 1 mM; 10% glicerol; 1% NP-40; MgCl2 1 mM; 

0,1% SDS; inhibidores de proteasas y fosfatasasμ PMSF 0,4 mM; NaF 25 mM; leupeptina 5 ȝg/ml; 

pepstatina 5 ȝg/ml; aprotinina 5 ȝg/ml; espermina 0,15 mM; espermidina 0,5 mM; β-glicerofosfato 

10 mM; Na3VO4 0,2 mg/ml]. El disgregado celular se completó mediante ruptura mecánica con una 

jeringa de calibre 25G, en frío. El homogenato celular resultante se centrifugó a 13.000 x g a 4°C, 

durante 30 minutos. Se descartó el pellet y el contenido proteico del sobrenadante fue evaluado por 

ensayo de Bradford (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante.  

Para preparar extractos proteicos a partir de tumores extirpados de animales, los tejidos 

extraídos fueron digeridos mecánicamente, primero con tijeras y, luego, con un homogeneizador 

Ultra-Turrax (IKA Labortechnik, Wilmington, NC, EEUU) en el buffer de extracción descrito. Se 

realizaron 2 pulsos de 15 segundos al 50% de potencia del homogeneizador. Los extractos fueron 

centrifugados luego durante 45 minutos a 21κ.000 x g a 4ºC, y se utilizó el sobrenadante para 

realizar los ensayos de Western Blot, como se describe en la siguiente sección. 
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Para estudiar los niveles de expresión extracelular del activador de plasminógeno de tipo 

uroquinasa (uPA), las células se trataron como se indica en cada caso y, tras un lavado con PBS, 

se incubaron en medio libre de suero durante 24 h. Pasado este tiempo, se colectaron los medios 

condicionados resultantes y se concentraron utilizando columnas Centricon (Amino, Beverly, MA, 

EEUU). 

Ensayos de Western Blot (WB) 

Los extractos proteicos (25 a 50 ȝg de proteínas) se diluyeron en buffer de carga [Tris-HCl 

60 mM (pH=6,κ); 2% SDS; 10% glicerol; 2-β-mercaptoetanol 0,7 M; 0,1% azul de bromofenol] y se 

hirvieron durante 5 minutos. Los extractos se resolvieron en geles de poliacrilamida 

desnaturalizante con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE; por sus siglas en inglés, sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Las muestras se corrieron en geles de 7,5–15% 

acrilamida/bis-acrilamida, según el peso molecular de la proteína de interés. Tras la corrida, las 

proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0,2 ȝm, Bio-Rad) y éstas se 

bloquearon a temperatura ambiente con leche descremada 5% p/v en PBS + tween 20 0,01% 

(PBS-tween). Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos en PBS-tween 

sólo o con 5% BSA (Sigma-Aldrich), según el anticuerpo, durante 16 h a 4°C en agitación. Luego 

de 3 lavados en PBS-tween, las membranas se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados 

a peroxidasa de rabanito (HRP; por sus siglas en inglés, horseradish peroxidase) (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, EEUU). Las membranas se revelaron utilizando el reactivo de 

quimioluminiscencia ECL prime (GE Healthcare, Bukinghamshire, Reino Unido), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. La quimioluminiscencia generada por las membranas se registró con 

un equipo de captura G-BOX iChemi (Syngene, Cambridge, Reino Unido). Después de la primera 

revelada, las membranas se incubaron 30 minutos a 50°C con solución de stripping (Tris-HCl 62,5 

mM (pH=6,7); 2-βmercaptoetanol 100 mM; 2% SDS) en agitación, para extraer los anticuerpos 

unidos a la misma. Luego de dos lavados con PBS-tween, las membranas se bloquearon y se 

incubaron con el anticuerpo primario contra la proteína total correspondiente. 
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Para el análisis cuantitativo, la densidad de cada una de las bandas se midió con el 

programa ImageJ. Las formas fosforiladas de las proteínas fueron normalizadas a sus respectivas 

proteínas totales. En los casos en que se evaluaron niveles de expresión, las bandas de la proteína 

en cuestión se normalizaron con las bandas de β-actina o β-tubulina, corridas en el mismo gel. 

Anticuerpos 

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados para ensayos de WBμ anti-Stat3 (C-20, sc-4κ2), 

anti-pY705-Stat3 (B-7, sc-κ05λ), anti-ErbB-2 (C-1κ, sc-2κ4), anti-uPA (M-20, sc-6κ31), anti-CCNE1 

(M-20, sc-4κ1), anti-pErk (E-4, sc-73κ3) y anti-Erk2 (C-14, sc-154), todos de Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, EEUU); anti-c-Myc (Dκ4C12), anti-pSer473-Akt, anti-Akt, anti-

p1221/1222-ErbB-2 (6B12) y anti-PDCD4 (D2λC6), todos de Cell Signaling Technology; anti-green 

fluorescence protein (GFP, ab2λ0), anti-CCNJ (ab104κλ5), anti-FUBP1 (ab2κ732) y anti-pSer62-c-

Myc (ab7κ31κ), todos de Abcam (Cambridge, MA, EEUU); anti-β-actina (A222κ) y anti-β-tubulina 

(T01λκ) de Sigma-Aldrich. 

Ensayos de actividad uPA 

 El análisis de la actividad uPA se realizó mediante zimografías reversas, de acuerdo a un 

protocolo reportado previamente (Urtreger et al., 2005). Brevemente, células LM3 se transfectaron 

como se indica durante 24 h, se lavaron tres veces con PBS, y se incubaron en medio libre de 

suero. Pasadas 24 h, el medio condicionado resultante se colectó, clarificó y concentró. Las 

monocapas de células se lisaron para determinar su contenido proteico. La actividad uPA se evaluó 

a través de una zimografía de caseína y plasminógeno. Con este fin, las muestras se resolvieron 

mediante una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida con un 0,5% de caseína, en 

presencia o ausencia de plasminógeno (10 µg/ml), para la detección de la actividad uPA específica 

o no específica (control negativo), respectivamente. Tras la electroforesis, los geles se lavaron con 

un buffer Tris-HCl 50 mM + 2% Triton X-100, y se incubaron durante 2 h a 37°C en un buffer Tris 20 

mM + 15 mM EDTA (pH=κ,3), para la detección de actividad específica. Los geles se fijaron, 

tiñeron y visualizaron, y las bandas de uPA se analizaron por densitometría con el programa 
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ImageJ. Los datos se presentan normalizados al contenido proteico total de la monocapa de 

células. 

Búsqueda in silico de sitios de unión a FTs 

La presencia de potenciales sitios de unión a Stat3 en el promotor del miR-21 murino se 

realizó con la herramienta de predicción de sitios de unión de FTs MatInspector 

[httpμ//www.genomatix.de]. La búsqueda reveló la existencia de tres sitios potenciales de unión a 

Stat3, localizados en las posiciones -3.111, -2.κ10 y -2.77λ respecto de la horquilla del pre-miR-21 

murino. 

La presencia de potenciales sitios de unión para el ErbB-2 en el promotor del miR-21 se 

estudió con el programa para realizar alineamientos de secuencia Clustal X (Larkin et al., 2007), y a 

través de la inspección manual de las secuencias. La búsqueda reveló la presencia de un potencial 

sitio HAS (Wang et al., 2004) en la posición -1.1λ3 respecto del sitio de inició de la transcripción del 

miR-21 humano (37pb río abajo del sitio 1 de unión a Stat3), y un HAS putativo situado 6pb río 

abajo del sitio 1 de unión a Stat3 en el promotor del miR-21 murino. 

Ensayos de Inmunoprecipitación de la Cromatina (ChIP) y re-ChIP 

Para los ensayos de ChIP se sembraron 3–5 x 106 células por placa de 100 mm de diámetro 

y se trataron según se indica en cada caso. Tras el tratamiento específico, se realizó un 

crosslinking incubando las células con formaldehído a una concentración final del 1% durante 10 

minutos a 37ºC, y se detuvo la reacción agregando glicina a una concentración final de 140 mM. 

Las células se lavaron con PBS frío, se levantaron de las placas de cultivo en PBS con inhibidores 

de proteasas y fosfatasas (descriptos previamente) utilizando un scraper, se colectaron por 

centrifugación, y se resuspendieron en 1 ml de buffer hipotónico [HEPES 20 mM (pH=7,λ), EDTA 1 

mM, EGTA 1 mM]. Se centrifugó 1 minuto a 16.000 x g para obtener los núcleos en el pellet, y se 

resuspendió en 300 ȝl de buffer de lisis [Tris-HCl 50 mM (pH=κ,1); 1% SDS; EDTA 10 mM]. 

Después de la lisis, los extractos celulares fueron procesados en hielo con un sonicador Bioruptor® 

UCD-200 X (Diagenode, Denville, NJ, EEUU). Se realizaron 4 a 6 pulsos de 30 segundos a 

potencia media y se centrifugó durante 10 minutos a 16.000 x g y 4ºC. La concentración de 
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proteínas en el sobrenadante se determinó por ensayo de Bradford. Entre 250 y 500 ȝg de proteína 

fueron pre-clareados con 40 ȝl de esferas de agarosa conjugadas a proteína A y bloqueadas con 

ADN de esperma de salmón (Millipore, Temecula, CA, EEUU). El 5% de esta cromatina se reservó 

como input (ADN total) y se procesó luego junto con los inmunoprecipitados en el paso de 

reversión del crosslinking (ver a continuación). La cromatina remanente fue incubada durante 16 h 

a 4ºC con 4 ȝg de anticuerpo contra la proteína de interés, o inmunoglobulina G (IgG) de conejo 

(Sigma-Aldrich) como control de especificidad. El complejo proteína-ADN-anticuerpo fue precipitado 

incubando durante 2 h a 4ºC con κ0 ȝl de las esferas de agarosa conjugadas a proteína A. Las 

esferas asociadas al complejo fueron precipitadas por una centrifugación de 1 minuto a 4.000 x g, y 

se lavaron con dos buffers de alta concentración salina [Buffer 1μ Tris-HCl 20 mM (pH=κ,1); 0,1% 

SDS; 1% Tritón X-100; EDTA 2 mM; NaCl 150 mM - Buffer 2μ Tris-HCl 20 mM (pH=κ,1), 0,1% SDS, 

1% Tritón X-100, EDTA 2 mM, NaCl 500 mM], luego con un tercer buffer de baja concentración 

salina [Buffer 3μ Tris-HCl 10 mM (pH=κ,1), LiCl 0,25 M, 1% NP-40, 1% deoxicolato, EDTA 1 mM], y 

finalmente con Tris-EDTA. El complejo proteína-ADN se obtuvo incubando las partículas de 

agarosa con buffer de elución (NaHCO3 0,1 M; 1% SDS). La reversión del crosslinking del complejo 

proteína-ADN se realizó incubando con NaCl 0,2 M a 65ºC durante 16 h. Las proteínas en las 

muestras fueron digeridas por incubación con proteinasa K (Promega) durante 1 hora a 45ºC, y el 

ADN se extrajo mediante el kit QIAquick PCR purification kit (QIAGEN, Germantown, MD, EEUU) 

según las instrucciones del fabricante. El ADN fue resuspendido en H2O libre de DNAsas y RNAsas 

(Promega). 

Para los ensayos de re-ChIP, se utilizó para la primera incubación el equivalente a 1 mg de 

proteína de partida y 12 ȝg del anticuerpo correspondiente. Los inmunocomplejos fueron eluidos 

del ChIP primario incubándolos con ditiotreitol (DTT) 10 mM a 37ºC durante 30 minutos. Luego, se 

diluyeron 40 veces con buffer de inmunoprecipitación y se re-inmunoprecipitaron con 12 ȝg del 

segundo anticuerpo, incubando a 4ºC durante 16 h. El re-ChIP de los sobrenadantes se llevó a 

cabo de manera análoga a la del ChIP primario. 
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Anticuerpos 

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados para ensayos de ChIP o re-ChIPμ anti-FUBP1 

(ab2κ732), anti-c-Myc (N-262, sc-764X, Santa Cruz Biotechnology), anti-Stat3 (C-20), anti-ErbB-2 

(C-1κ), anti-CBP (ab2κ32, Abcam), anti-Acetyl-Histone H4 (06-κ66, Millipore) y anti-trimethyl-Histone 

H3 (Lysλ) (07-442, Millipore). Una IgG de conejo (Sigma-Aldrich) fue empleada como control 

negativo. 

Ensayo de sensibilidad a DNAsa I 

Las células recibieron los tratamientos indicados y fueron cosechadas en buffer de lisis 

[Tris-HCl 10 mM (pH=7,5); NaCl 10 mM; MgCl2 3 mM; 0,05% NP40] e incubadas en hielo por 10 

minutos. Los núcleos fueron aislados mediante centrifugación a 2.000 rpm por 5 minutos a 4ºC. El 

pellet resultante fue lavado con buffer de digestión [Tris-HCl 40 mM (pH=7,5); MgCl2 10 mM; CaCl2 

1 mM] y centrifugado a 2.000 rpm por 5 minutos a 4ºC. Los pellets obtenidos fueron resuspendidos 

en 200 ȝl de buffer de digestión. Las muestras se dividieron en partes iguales y fueron incubadas o 

no con DNAsa I (QR1, Promega) por 5 minutos a 37ºC (dando lugar a las condiciones “cortado” y 

“no cortado”). La concentración de enzima utilizada se puso a punto con anterioridad para cada 

línea celular. La reacción fue interrumpida por la adición de 50 ȝg de Proteinasa K e incubando 2 h 

a 65ºC. El ADN fue aislado mediante extracción con fenol y precipitación con etanol absoluto. La 

sensibilidad fue calculada por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa en tiempo 

real como 2^(Ct”cortado” – Ct”no-cortado”). 

Extracción de ARN y transcripción reversa 

Para el estudio de la expresión de ARNm, se aisló ARN total de las células utilizando el 

reactivo TRIzol (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para el estudio de la 

expresión de miARNs en células en cultivo o tejidos en fresco, se aisló ARN total utilizando el kit 

comercial miRVANA PARIS RNA and Native Protein Purification Kit (Ambion), según indicaciones 

del fabricante. La extracción de ARN a partir de muestras de tumores fijados en formalina y 

embebidos en parafina (FFPE; por sus siglas en inglés, formalin-fixed paraffin-embedded) se 

realizó mediante el kit RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion), según instrucciones del 
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fabricante. La concentración de ARN extraído se determinó utilizando un espectrofotómetro 

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EEUU). 

Para el estudio de los niveles de expresión de ARNm, 1 ȝg de ARN se sometió a 

transcripción reversa utilizando la enzima SuperScript III (Invitrogen) y oligonucleótidos Oligo dT 

(Biodynamics, Buenos Aires, Argentina), según las indicaciones del fabricante. Para el estudio de la 

expresión de miARNs se sometieron 100 ng de ARN total a transcripción reversa utilizando el kit 

TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Ambion). El ADN copia (ADNc) obtenido fue 

amplificado por PCR cuantitativa en tiempo real según se indica en la siguiente sección. 

PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) 

El ADN obtenido de los ensayos de ChIP y de sensibilidad a DNAsa, o el ADNc obtenido a 

partir de ARNm, fue amplificado por reacciones de PCR en tiempo real en un equipo ABI Prism 

7500 (Applied Biosystems, Austin, TX, EEUU), utilizando la SYBR green PCR master mix (Roche). 

Para la determinación de miARNs se utilizó la TaqMan® Universal PCR Master Mix, No 

AmpErase® UNG (Applied Biosystems). El programa de PCR en tiempo real utilizado en todos los 

casos fue el siguienteμ 10 minutos a λ5ºC, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a λ5ºC + 1 minuto 

a 60ºC. Los números de los ejes de las ordenadas de los histogramas se calcularon dividiendo los 

números arbitrarios obtenidos para cada muestra en la PCR cuantitativa por el input (ADN total), o 

por el control de carga GAPDH (Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa) para los ensayos de 

ARNm, estableciendo en 1 los valores de las muestras inmunoprecipitadas con IgG o de las 

muestras control, y determinando las veces de incremento relativas a ese punto. Las veces de 

inducción en los niveles de miR-16 o miR-21 se calcularon normalizando los valores absolutos de 

miR-16 o miR-21 a aquellos de U6snRNA, utilizado como control interno, y estableciendo el valor 

de las células de la condición control en 1. 

Cebadores para la amplificación de ADNc 

Los siguientes cebadores se utilizaron para amplificar el ADNc del ErbB-2 humanoμ 5′-

AAAGGCCCAAGACTCTCTCC-3′ y 5′-CCTCCCTGGGGTGTCAAGTA-3’. Los siguientes cebadores 

se utilizaron para amplificar el ADNc del GAPDH humano y murinoμ 5′-CCAGAACATCATCCCTGCAT-
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3′ y 5′-GTTCAGCTCTGGGATGACCTT-3′. Los siguientes cebadores se utilizaron para amplificar el 

ADNc de la CCNJ murinaμ 5′-CTGGCCGCCGATATTCACC-3′ y 5′-

GGCAATCAAGTCAGCAAAATACC-3′. Los siguientes cebadores se utilizaron para amplificar el 

ADNc de FUBP1 murinoμ 5′-GATTCAAGATGGGCCTCAAA-3′ y 5′-TTTCCTTGGCTTGCTGAACT-3′. 

Los siguientes cebadores se utilizaron para amplificar el ADNc de la CCNJ humanaμ 5′-

CTGGCCGCCGATATTCACC-3′ y 5′-GGCAATCAAGTCAGCAAAATACC-3′. Los siguientes 

cebadores se utilizaron para amplificar el ADNc de FUBP1 humanoμ 5′-

ACACAGTTACCACCGATGCA-3′ y 5′-CAGATTCAGGTGTTCCAGTT-3′. 

Cebadores para la amplificación de productos de ChIP y ensayos de sensibilidad a DNAsa I 

Para la amplificación del sitio 1 de unión a Stat3 en el promotor de miR-21 murinoμ 5’-

GAGTTTCTGGGCAAACATCC-3’ y 5’-CTGCGTCATCCTTCTCCAAA-3’. Para la amplificación 

conjunta de los sitios 2 y 3 de unión a Stat3 en el promotor murino de miR-21μ 5’-

CCACAGCAGTGTGCAGTCTCA-3’ y 5’-GGGAGAAAAGTAGGAGAGAGCTCAGA-3’. Para la 

amplificación del sitio 1 de unión a Stat3 en el promotor de MIR21 humanoμ 5’-

TGGAGTTTCTGTGCAAACTGTC-3’ y 5’-TGTGCGTCATCCTTATCCAA-3’. Para la amplificación 

conjunta de los sitios 2 y 3 de unión a Stat3 en el promotor de MIR21 humanoμ 5’- 

TGACACAAGCATAAGTCATTTCC-3’ y 5’-TCCTCAGAGTAAGGTCAGCTCAG-3’. Para la 

amplificación del sitio de unión a Stat3 en el promotor del ERBB2 humanoμ 5’-

CACATCCCCCTCCTTGACTA-3’ y 5’-TCCCTAGGCTGCCACTCTTA-3’. Para la amplificación del sitio 

E-Box localizado río arriba del exón 1A del DLEU2 humanoμ 5'-ACGGCAAAAGCTCTACAAGC-3' y 

5'-GGGTCCTGCTTAGGAGAAAA-3'. Para la amplificación del sitio FUSE localizado en el promotor 

de MYC humano (Avigan et al., 1λλ0)μ 5'-CCCCCGAATTGTTTTCTCTT-3' y 5'-

CCCACACATGATTTGTTTGC-3'. 

Perfiles de expresión génica 

 Los estudios de expresión génica a nivel global se llevaron a cabo utilizando cultivos primarios 

de tumores C4HD. A tales fines, se extrajo ARN total a partir de seis cultivos primarios independientes 

transfectados durante 4κ h con pre-miR-16 (n=3) o pre-miR-Control (n=3) 30 nM. La concentración de 
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ARN se determinó mediante espectrofotometría, y la integridad del mismo se verificó resolviendo una 

alícuota de cada muestra en un gel desnaturalizante de agarosa, teñido con SYBR® Safe DNA Gel 

Stain (Thermo Scientific). 

 El posterior procesamiento de las muestras estuvo a cargo del Microarray Group del National 

Institute of Environmental Health Sciences (Research Triangle Park, NC, EEUU). El análisis se 

condujo empleando microarrays Agilent Whole Mouse Genome 4x44 multiplex format oligo arrays 

(014κ6κ, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU), siguiendo el protocolo del fabricante para 

microarrays de 1 color. Empleando 300 ng de ARN total como punto de partida, se sintetizo el ARN 

copia marcado con Cianina 3 (Cy3), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para cada 

muestra, 1,65 ȝg de ARN copia marcado con Cy3 se fragmentaron e hibridaron con los microarrays 

durante 17 h en un horno de hibridación rotatorio. Las microarrays se lavaron y escanearon con un 

Agilent Scanner (Agilent). Los datos se recuperaron a partir de las imágenes capturadas, 

empleando el programa Agilent Feature Extraction software v9.5 (Agilent), conservando los 

parámetros predeterminados para el análisis de microarrays de 1 color. El programa realizó un 

modelado del error, ajustando ruidos aditivos y multiplicativos. Se consideraron confiables aquellas 

celdas con intensidad de señal mayor al doble del entorno local, no saturadas, y no señaladas 

como anormales por el programa. 

El preprocesamiento de datos y el análisis de control de calidad de los mismos se realizó 

empleando el paquete Agi4x44PreProcess (Pedro Lopez-Romero; PreProcessing of Agilent 4x44 

array data. R package versión 1.22.0) de la suite Bioconductor (Gentleman et al., 2004), en el 

lenguaje y entorno de programación para análisis estadístico y gráfico R. Brevemente, las 

intensidades de señal extraídas se corrigieron por la señal de fondo utilizando el método normexp, 

se normalizaron por el método de cuartiles, y se transformaron mediante la aplicación de un 

logaritmo en base 2. Para determinar aquellos genes diferencialmente regulados entre las dos 

condiciones experimentales, se utilizó el paquete Limma (Ritchie et al., 2015), aplicando una 

función Bayesiana empírica para moderar los estadísticos t obtenidos del análisis, y una corrección 

de Benjamini-Hochberg para ensayos múltiple, con el fin de reducir el número de falsos positivos. 

Aquellas sondas con un p valor ajustado menor a 0,01, y con una tasa de cambio absoluta superior 
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a 1,λ, fueron seleccionadas como relevantes. El mapa de calor para los genes expresados 

diferencialmente se construyó con el programa CIMminer (Weinstein et al., 1λλ7). El análisis de 

agrupamiento de las muestras se realizó utilizando el método de la distancia Euclidiana y el 

algoritmo de agrupamiento de vínculo promedio. 

Los datos crudos y procesados obtenidos de los estudios de microarrays fueron depositados 

en la base de datos de acceso público Gene Expression Omnibus (httpμ//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo; 

Número de accesoμ GSE73λ00). 

Predicción in silico de genes blanco de microARNs 

 La lista de potenciales genes blanco del miR-16 murino (mmu-miR-16) se obtuvo mediante el 

motor de búsqueda miRecords (Xiao et al., 200λ). Con el objetivo de reducir el número de genes 

candidatos, y de incrementar la robustez de la predicción, se aplicó un filtro de modo tal que se sólo 

se presentaran aquellas interacciones predichas simultáneamente por al menos 4 algoritmos de 

predicción distintos. De esta manera se recuperó una lista de 4κ6 blancos putativos del mmu-miR-

16. La presencia de potenciales sitios de unión para el miR-16 humano (hsa-miR-16) en las 

regiones 3’UTR de la CCNJ y FUBP1 de humano se estudió mediante el programa Clustal X, y a 

través de la inspección manual de las secuencias. 

Modelos preclínicos 

En todos los casos, los animales se asignaron a los distintos grupos experimentales en 

forma aleatoria, empleando un diseño de grupos paralelos. Brevemente, cada animal de un grupo 

fue designado para recibir un tratamiento dado empleando una tabla de números al azar. 

El desarrollo de metástasis pulmonares espontáneas se estudió luego de la inyección 

subcutánea en el flanco torácico-ventral de 3 x 105 células de los clones DN1, DN3 o VECTOR en 

ratones singeneicos (n=κ por grupo). Se calculó la latencia, volumen tumoral y velocidad de 

crecimiento de los tumores. El ancho (A) y largo (L) del tumor fueron medidos con un calibre Vernier 

tres veces por semana, y el volumen tumoral (mm3) se calculó según la formula “(L x A2)/2”. La tasa de 

crecimiento tumoral se calculó como la pendiente de las curvas de crecimiento. Los animales se 
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sacrificaron al día 42 y el número de colonias pulmonares superficiales fue evaluado en cada animal 

por un investigador que desconocía la identidad de los grupos experimentales. 

Para los ensayos de metástasis experimentales (Carnevale et al., 2007; Welch, 1λλ7), 3 x 105 

células de los clones DN1 o VECTOR, o células LM3 transfectadas en forma transiente, se inyectaron 

por la vena de la cola en ratones singeneicos (n=κ por grupo). Previo a su inyección, las células LM3 

se cotransfectaron durante 36 h con un siARN dirigido a Stat3 o control, y con pre-miR-Ctrl o pre-miR-

21, utilizando siPORT NeoFx, tras lo cual se las re-transfectó con los vectores hErbB- 2ΔNLS, V65λE, 

o un vector vacío, por 24 h. Tras la inyección de las células, los animales se sacrificaron al día 21 y el 

número de metástasis pulmonares superficiales fue determinado por un investigador que desconocía 

la identidad de cada grupo experimental. 

 Las células BT-474.m1 (2 x 107/ratón) se inyectaron con Matrigel (relación 1μ1 con la 

suspensión de células) por vía subcutánea en el flanco torácico-ventral de ratones 

inmunocomprometidos, en forma concomitante con un depósito de 0,72 mg de estradiol en el 

flanco opuesto. Una vez que los tumores alcanzaron un volumen medio de 150 mm3, los animales 

fueron tratados con trastuzumab (5mg/kg) o una IgG control (IgG2500; Purissimus, Buenos Aires, 

Argentina) por vía intraperitoneal, dos veces por semana. 

Las células JIMT-1 (2 x 107/ratón) se inyectaron por vía subcutánea en el flanco torácico-

ventral de ratones inmunocomprometidos. Una vez que los tumores alcanzaron un volumen 

promedio de 100 mm3, los animales se trataron con trastuzumab o IgG, como se indicó para las 

BT-474.m1, y recibieron tres inyecciones semanales intratumorales de pre-miR-16 o pre-miR-

Control. Para cada inyección se combinaron κ ȝg de pre-miR-Control o pre-miR-16 con 0,κ ȝl del 

reactivo de transfección siPORT NeoFx, y se llevaron a un volumen final de 50 ȝl con PBS estéril. 

La solución de pre-miR se inyectó utilizando una aguja de calibre 33G. Los animales se sacrificaron 

un día después del último tratamiento. 

Al momento de sacrificar los animales con xenotransplantes tumorales de las líneas BT-

474.m1 o JIMT-1, se extrajeron los tumores y se dividió cada tumor en dos porcionesμ una fue 

congelada a -70ºC para preparar luego extractos de ARN y proteína, y la otra fue fijada con formol 

neutro [p-formaldehído (Merck) al 10% en PBS] para su posterior análisis histopatológico y/o 
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inmunomarcación. También se extrajeron y fijaron ejemplares de pulmón, ganglios, corazón, 

hígado y páncreas para su examen histológico (presencia de metástasis y toxicidad). 

Establecimiento de la línea celular BT-474 HR 

 La línea celular BT-474 HR se obtuvo a partir del tratamiento prolongado in vivo con 

trastuzumab de xenotransplantes tumorales de la línea BT-474.m1. Los xenotransplantes de 

tumores se establecieron como se mencionó en la sección anterior, y una vez que los tumores 

alcanzaron un volumen medio de 300 mm3, los animales se trataron con trastuzumab (5 mg/kg) 

diluido en PBS estéril, dos veces por semana, por vía intraperitoneal. Un tumor que continuó 

creciendo frente al tratamiento con trastuzumab se extirpó, disgregó y procesó con solución 

enzimática. La línea celular derivada del tumor se estableció siguiendo un protocolo reportado 

previamente (Ritter et al., 2007), y se mantuvo por al menos 40 pasajes en RPMI + 10% SFB 

suplementado con trastuzumab (10 ȝg/ml). 

Pacientes 

Los Comités de Ética de las siguientes instituciones revisaron y aprobaron la colección de 

especímenes tumorales, la recopilación de datos clínicos y patológicos de los pacientes, así como 

el análisis retrospectivo de biomarcadores en especímenes anonimizados, provenientes de sus 

cohortes archivadasμ Universidad de La Frontera - Hospital de Temuco (Chile), Hospital de Agudos 

“Juan A. Fernández” (Buenos Aires, Argentina) y Hospital Aeronáutico Central (Buenos Aires, 

Argentina). El estudio se condujo de acuerdo a los principios éticos para investigación médica 

delineados en la Declaración de Helsinki, y se obtuvieron consentimientos informados por escrito 

de todos los pacientes previo a su inclusión en el estudio. El estadio de los pacientes antes del 

tratamiento fue clasificado de acuerdo al sistema del American Joint Committee on Cancer (EEUU) 

(Singletary et al., 2002). Para la determinación del grado histológico se utilizó el sistema de Elston y 

Ellis (Page et al., 1λλ5). 

Los criterios preestablecidos de inclusión para el estudio de ErbB-2, Stat3 y PDCD4 fueronμ 

mujeres de 1κ–75 años (vivas o difuntas) diagnosticadas con CM ErbB-2 positivo como tumor 

primario, en estadios I-III, tratadas con cirugía y quimioterapia. Se seleccionaron 4κ muestras de 
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tejido FFPE correspondientes a carcinomas mamarios invasivos ErbB-2 positivos, con un 

seguimiento de hasta 13 años (medianaμ 53 meses), archivados en forma consecutiva entre los 

años 1λλκ y 2006, del Departamento de Histopatología del Hospital de Temuco. 

Los criterios preestablecidos de inclusión para el estudio de miR-16, CCNJ y FUBP1 fueronμ 

mujeres de 1κ–75 años (vivas o difuntas) diagnosticadas con CM ErbB-2 positivo como tumor 

primario, en estadios I-III, que no recibieron quimio- o radioterapia previo a la cirugía, y que 

recibieron quimioterapia y trastuzumab en adyuvancia. La resistencia al trastuzumab se definió 

como la ocurrencia de recaídas dentro de los cuatro años posteriores al fin del tratamiento con la 

droga. Para el estudio de los niveles de miR-16, seleccionamos 1λ muestras de tejido FFPE 

correspondientes a carcinomas mamarios invasivos ErbB-2 positivos, con una mediana de 

seguimiento de 60 meses (rango 1–7 años), archivados en forma consecutiva entre los años 200κ 

y 2014, del Hospital de Temuco. El porcentaje de células tumorales en cada muestra fue evaluado 

por un patólogo a través de una tinción con hematoxilina y eosina de las secciones contiguas a 

aquellas utilizadas para la extracción de ARN. Con el objeto de minimizar la contaminación con 

tejido no tumoral, sólo se extrajo ARN cuando el componente tumoral representaba al menos un 

κ0% de la sección de tejido. Para los estudios de FUBP1 mediante inmunohistoquímica, 

seleccionamos 42 muestras de tejido FFPE correspondientes a carcinomas mamarios invasivos 

ErbB-2 positivos, con una mediana de seguimiento de 2λ meses (rango 1–6 años), archivados en 

forma consecutiva entre los años 200κ y 2014, del Hospital “Juan A. Fernández” y del Hospital 

Aeronáutico Central. 

Minería en bases de datos de pacientes 

Los niveles de expresión de miR-21 y del ARNm de PDCD4 en muestras de pacientes con CM 

ErbB-2 positivo, pertenecientes a la cohorte del TCGA (The Cancer Genome Atlas), se obtuvieron de 

la base datos y plataforma de minería de datos Oncomine (Compendia Bioscience, Ann Arbor, MI, 

EEUU). La información clínica de estos pacientes (compilada por la TCGA Research Network) 

también se obtuvo a partir de Oncomine. El mapa de calor se construyó con el programa CIMminer. 
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Los niveles de expresión de miR-16 y de los ARNm de CCNJ y FUBP1 en muestras de 

pacientes con CM ErbB-2 positivo, utilizadas para los análisis de correlación, se obtuvieron de dos 

cohortes de acceso público (Números de acceso GEOμ GSE756κ5 y GSE1λ7κ3), utilizando la 

herramienta GEO2R [httpμ//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/geo2r.html]. La información clínica de estos 

pacientes también se obtuvo a partir de GEO. Los pacientes fueron seleccionados en base a su status 

positivo para el ErbB-2. 

Inmunohistoquímica (IHQ) 

Los siguientes anticuerpos primarios se emplearon para IHQμ anti-PDCD4 (D2λC6), anti-

FUBP1 (ab2κ732) y una IgG de conejo como control de isotipo. Los tejidos a teñir se fijaron en 

formol durante 16-20 h y luego fueron embebidos en parafina. Las marcaciones se realizaron en 

forma manual sobre cortes de 4 ȝm de espesor. Las peroxidasas endógenas fueron bloqueadas 

con peróxido de hidrógeno 2% durante 30 min, y la recuperación de antígenos se realizó durante 

50 minutos a λ2ºC con buffer citrato [citrato de sodio 10 mM (pH=6,0); 0,05% Tween 20]. Los 

preparados se bloquearon con 2,5% BSA en PBS por 30 minutos y se incubaron con una dilución 

del anticuerpo primario correspondiente en 2,5% BSA en PBS durante 16 h, a 4°C. Tras realizar 

lavados secuenciales con PBS, los preparados se incubaron con un anticuerpo secundario 

biotinilado anti-conejo (Vector Laboratories) 1/400 en 2,5% BSA en PBS por 30 minutos, y se 

reveló con una solución de 3,3´-diaminobezidina (DAB, Cell Marque, Rocklin, CA, EEUU). La 

reacción fue detenida mediante lavado con H2O destilada, tras lo cual se procedió a la tinción de 

contraste con hematoxilina activada (Biopur, Buenos Aires, Argentina), durante 5 minutos.  

Las fotos de los preparados fueron adquiridas con un microscopio confocal Nikon Eclipse 

Eκ00 (Nikon Instruments, Tokio, Japón). Todas las inmunomarcaciones fueron hechas en paralelo 

con controles positivos y negativos. La puntuación de las tinciones estuvo a cargo de dos patólogos 

que trabajaron en forma independiente, y que desconocían la identidad de las muestras. Las 

discrepancias se re-evaluaron y resolvieron en un microscopio de dos cabezales. 

La puntuación de la marcación nuclear de PDCD4 se realizó empleando una escala de 

cuatro valores. Puntuación 0μ sin marca; Puntuación 1μ ≥1≤30% núcleos positivos; Puntuación 2μ 
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>30≤70% núcleos positivos; Puntuación 3μ >70% núcleos positivos (Fassan et al., 2010; Mudduluru et 

al., 2007). La marcación nuclear se dicotomizó como “negativa” (puntuaciones 0 y +1) o “positiva” 

(puntuaciones +2 y +3). 

La puntuación de la expresión nuclear de FUBP1 se basó en la intensidad de marca y en el 

porcentaje de células inmunoreactivas para FUBP1 (Zhang et al., 2013). La intensidad de marca se 

puntuó de acuerdo al siguiente criterioμ 0 (sin marca), 1 (marca débil), 2 (marca moderada), 3 

(marca intensa). El porcentaje de marcación se puntuó de acuerdo a la proporción de núcleos con 

marca positivaμ 0 para ≤5% núcleos positivos; 1 para >5≤25%; 2 para >25≤50%; 3 para >50%. El 

índice de marcación nuclear (calculado como el producto de la intensidad por el porcentaje) se 

dicotomizó como “negativo” (índices 0 a +3) o “positivo” (índices +4 a +λ). La validación del 

anticuerpo anti-FUBP1 utilizado se presenta en el Anexo I. 

Ensayos de inmunofluorescencia (IF) y microscopía confocal 

Cultivos celulares 

Las células, crecidas sobre cubreobjetos, fueron tratadas según se indica en cada caso, tras 

lo cual fueron fijadas y permeabilizadas con metanol a -20ºC, y luego bloqueadas con PBS + 1% 

BSA a temperatura ambiente durante 30 minutos. La incubación con los anticuerpos primarios se 

llevó a cabo en PBS + 1% BSA durante 16 h a 4ºC, utilizando una dilución del anticuerpo 1μ100. 

Los anticuerpos utilizados fueronμ anti-ErbB-2 (C-1κ), anti-ErbB-2 (F-11, Santa Cruz 

Biotechnology), anti-ErbB-2 (λG6, Santa Cruz Biotechnology), anti-Stat3 (124H6, Cell Signaling 

Technology) y anti-FUBP1 (ab2κ732). Luego de 3 lavados de 10 minutos con PBS + 1% BSA, los 

cubreobjetos fueron incubados durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpos 

secundarios conjugados a Alexa 4κκ o rodamina (Molecular Probes, Eugene, OR, EEUU). Los 

controles negativos se realizaron incubando las células con PBS + 1% BSA o con una IgG control, 

en lugar del anticuerpo primario. Cuando las células se transfectaron con el mutante hErbB-2ΔNLS, 

la señal de la proteína GFP de este vector se detectó por fluorescencia directa. Los núcleos fueron 

teñidos con ioduro de propidio (5 ȝg/ml, Sigma-Aldrich) o DAPI (2 ng/ml), según lo indicado en las 

figuras. Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio Nikon Eclipse Eκ00, cuyo límite de 
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resolución es de 300 nm. Las fotos que se muestran en la sección Resultados ilustran sólo algunas 

células representativas de las examinadas. 

El análisis cuantitativo de las imágenes de microscopía confocal se hizo con el programa 

ImageJ. Se estudió la localización del ErbB-2 en el núcleo y en la membrana citoplasmática, como 

se reportó previamente (Cordo Russo et al., 2015). Brevemente, la segmentación de cada célula se 

realizó empleando las imágenes del ErbB-2. El compartimento correspondiente a la membrana 

plasmática se definió como la diferencia entre la imagen de la células y una erosión binaria 

(iteracionesμ 5–25), y el compartimento nuclear se definió de acuerdo a las imágenes de la 

marcación con DAPI. Se obtuvo un valor de intensidad integrada de fluorescencia para el ErbB-2 

total (tErbB-2), de membrana (MErbB-2) y nuclear (NErbB-2). Para computar la distribución celular del 

ErbB-2, se calcularon las relaciones MErbB-2/tErbB-2 (MErbB-2) y NErbB-2/tErbB-2 (NErbB-2) para 

100 células de cada grupo, y se obtuvieron valores promedio. El análisis cuantitativo de la distribución 

subcelular del ErbB-2 se expresa como el porcentaje de NErbB-2. Mientras que los resultados 

presentados se obtuvieron con anticuerpos anti-ErbB-2 dirigidos al extremo carboxilo del mismo, se 

obtuvieron hallazgos similares empleando un anticuerpo dirigido al extremo amino, confirmando la 

presencia del ErbB-2 de longitud completa en el núcleo de las células (Beguelin et al., 2010; Cordo 

Russo et al., 2015). 

La cuantificación de la localización subcelular de Stat3 se realizó a través de la segmentación 

de las células y sus núcleos (DAPI), en un análisis de tipo célula-a-célula (Elguero et al., 2012), y se 

expresa como el porcentaje de Stat3 en el citoplasma o en el núcleo. En experimentos donde se 

evaluó colocalización, se analizaron aproximadamente 100 a 200 células por tratamiento, de las 

cuales aproximadamente el κ0% mostraban el mismo patrón de localización nuclear de Stat3 y ErbB-

2. 

Para las IF de FUBP1, se evaluó el valor de intensidad de fluorescencia de FUBP1 nuclear y 

total para 100 células de cada tratamiento, y se obtuvo un valor promedio. El compartimento 

nuclear se definió empleando las imágenes de la tinción con ioduro de propidio. 
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Muestras de tejido FFPE 

La recuperación antigénica se realizó utilizando buffer citrato de sodio 10 mM (pH=6) durante 4 

min a potencia máxima en microondas. Los vidrios fueron bloqueados por 30 min en Buffer Hank´s 

Modificado y luego se incubaron durante 16 h a 4ºC con el anticuerpo primario correspondiente. Los 

siguientes anticuerpos se utilizaron para IF en muestras de tumoresμ anti-ErbB-2 (C-1κ) y anti-Stat3 

(C-20). Seguidamente, se incubaron los preparados con un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 

4κκ o rodamina (Molecular Probes). Para reducir la autofluorescencia, se incubaron los vidrios en 

Sudan Black B 0,1% (Sigma-Aldrich). Los núcleos se tiñeron con DAPI. 

Los niveles nucleares de ErbB-2 y Stat3 (NStat3) se detectaron por IF y se puntuaron 

considerando tanto el porcentaje de células positivas como la intensidad de marca. Una puntuación de 

0 representa una marcación débil o inexistente en menos del 10% de las células, +1 representa una 

marca débil en 11–25% de las células, +2 representa una marca moderada en 26–50% de las células, 

+3 representa una marca intensa en más del 50% de las células. Las puntuaciones +2 y +3 se 

consideraron positivas para la presencia de NErbB-2 (Schillaci et al., 2012), y las puntuaciones +1, +2 

y +3 se consideraron positivas para la presencia de NStat3 (Dolled-Filhart et al., 2003). 

Para el estudio de los niveles de expresión de Stat3 en metástasis pulmonares de células LM3, 

se realizó un análisis cuantitativo de las imágenes de microscopía confocal con el programa ImageJ. 

Con este fin, se obtuvo el valor de intensidad integrada de fluorescencia de Stat3 en los focos 

metastásicos de cada grupo, y se expresó relativo al número de núcleos celulares en el campo 

correspondiente. Se calculó la relación mencionada para 10 focos metastásicos independientes de 

cada grupo experimental y se obtuvo un valor promedio. 

Análisis estadístico 

 Cuando se compararon dos grupos, se utilizó la prueba t de Student, salvo donde se indique 

lo contrario. Cuando tres o más grupos se compararon, se utilizó una prueba de ANOVA de una 

vía, seguida de la prueba t de Tukey, para determinar la significación entre grupos. No se 

emplearon métodos estadísticos a priori para predeterminar los tamaños muestrales, pero los 

mismos estuvieron en línea con aquellos reportados en trabajos previos (Alonso et al., 1λλλ; 
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Carnevale et al., 2007; Cordo Russo et al., 2015; Peters et al., 2003; Rivas et al., 2012). La 

comparación de los volúmenes tumorales entre los distintos grupos se llevó a cabo mediante un 

análisis de varianza de dos vías, seguida de una prueba de Tukey. Las velocidades de crecimiento 

se calcularon como las pendientes de las curvas de crecimiento, empleando un análisis de 

regresión lineal, y las pendientes fueron comparadas mediante un análisis de varianza, seguido de 

una prueba de paralelismo para determinar la significación estadística de las diferencias. La 

correlación de Pearson y el análisis de regresión lineal se utilizaron para evaluar la correlación 

entre los niveles de expresión de los miARNs y la expresión de sus ARNm blancos. La 

comparación del número de metástasis pulmonares entre grupos se realizó mediante las pruebas 

no paramétricas de Kruskal-Wallis o Mann-Whitney, según el número de grupos comparados.  

Las correlaciones entre variables categóricas se llevaron a cabo mediante una prueba de 

Chi cuadrado, o una prueba exacta de Fischer cuando el número de observaciones obtenidas para 

el análisis resultaba pequeño. Las probabilidades de sobrevida se calcularon de acuerdo al método 

de Kaplan-Meier, y la significación estadística se analizó mediante la prueba de rango logarítmico. 

El análisis estadístico se llevó a cabo utilizando los programas GraphPad Prism 4 (GraphPad, La 

Jolla, CA, EEUU) y SPSS Software (SPSS, Inc., Chicago, IL, EEUU). Todos los análisis 

estadísticos fueron de dos colas, y un p valor inferior a 0,05 fue considerado significativo. 
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PRIMERA PARTE 

Rol del microARN-21 en la diseminación 

metastásica del CM ErbB-2 positivo. 
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RESULTADOS: PRIMERA PARTE 

Stat3 controla la transcripción del ErbB-2 en el CM 

Como se señaló en la Introducción de este trabajo, el rol de Stat3 como mediador de los 

efectos pro-tumorales del ErbB-2 en el CM ha sido ampliamente estudiado. Se decidió explorar, 

entonces, el potencial carácter bidireccional de la interacción entre Stat3 y el ErbB-2 en el CM 

ErbB-2 positivo, lo cual no había sido examinado hasta el momento. Utilizamos con este fin la línea 

celular murina metastásica LM3, la cual sobreexpresa ErbB-2 (Puricelli et al., 2002; Urtreger et al., 

1λλ7), y la línea celular humana metastásica MDA-MB-453, la cual exhibe amplificación del ERBB2 

(O'Brien et al., 2010). Hallazgos previos de nuestro grupo demostraron que el ErbB-2 se encuentra 

constitutivamente fosforilado en sus residuos tirosina en la línea celular LM3 (Puricelli et al., 2002). 

Aquí, encontramos que también en células MDA-MB-453 el ErbB-2 está fosforilado en el residuo 

Tyr1222 (Figura κa), uno de los principales sitios de auto-fosforilación del receptor (Olayioye et al., 

2001). 

 

Figura 8. Estado de activación de Stat3 y ErbB-2 en líneas celulares de CM metastásico ErbB-2 positivo. (a) Las 

células T47D (modelo del subtipo luminal B ErbB-2 positivo de CM) fueron tratadas con HRG, y las células MDA-MB-453 

se estimularon con suero. El análisis por WB se realizó con un anticuerpo contra el ErbB-2 fosforilado (p), y las 
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membranas se reincubaron con un anticuerpo anti-ErbB-2 total. (b) Las células T47D se trataron con MPA, y las células 

LM3 y MDA-MB-453 se estimularon con suero. Los WB se realizaron con un anticuerpo anti Stat3 fosforilado, y las 

membranas se reincubaron con un anticuerpo contra Stat3 total. (c) Las células se transfectaron con un siARN contra el 

ErbB-2. Se analizaron mediante WB los niveles de Stat3 fosforilado y los niveles de ErbB-2 total. Se utilizó ß-actina como 

control de carga. (d) Las células LM3 fueron transfectadas en forma transiente (izquierda) o estable (derecha) con el 

vector Stat3Y705-F (Clones DN) o un plásmido vacío (Clon VECTOR). Las imágenes en (a-d) son representativas de tres 

experimentos con resultados similares. Los números debajo de las bandas reflejan la cuantificación por densitometría de 

las mismas. 

Nuestro grupo, entre otros, ha demostrado que la fosforilación de Stat3 en el residuo tirosina 

705 (Tyr705) es necesaria para su migración nuclear, unión al ADN y actividad transcripcional 

(Bromberg et al., 1λλκ; Proietti et al., 2005). En condiciones óptimas de crecimiento, las líneas LM3 y 

MDA-MB-453 mostraron niveles de Stat3 fosforilado en Tyr705 comparables a aquellos en la línea 

de CM T47D estimulada con MPA (Figura κb), los cuales se caracterizaron previamente como 

elevados (Proietti et al., 2005). El silenciamiento de la expresión del ErbB-2 redujo 

significativamente la fosforilación de Stat3 en ambas líneas (la Figura κc muestra los resultados en 

la línea MDA-MB-453), lo cual indica que Stat3 es activado río abajo del ErbB-2, como se ha 

observado en otros modelos de CM (Barbieri et al., 2010b; Guo et al., 2006; Ranger et al., 200λ). La 

fosforilación de Stat3 también se redujo significativamente frente a la transfección transiente con 

una variante dominante negativa (DN) de Stat3, Stat3Y705-F, la cual porta una sustitución de 

tirosina por fenilalanina que reduce la fosforilación del Stat3 endógeno, inhibiendo así su actividad 

transcripcional (Figura κd) (Bromberg et al., 1λλκ; Kaptein et al., 1λλ6; Proietti et al., 2005). De 

manera similar, en clones de la línea LM3 generados para expresar Stat3Y705-F en forma estable 

(“DN1” a “DN3”), se observaron distintos niveles de inhibición de la fosforilación de Stat3 en Tyr705, 

en comparación con un clon generado con el vector vacío (“VECTOR”) (Figura κd). 

Interesantemente, en los clones DN se halló además una reducción significativa en los 

niveles de la proteína ErbB-2, en comparación con el clon VECTOR (Figura λa). De igual manera, 

los niveles de proteína ErbB-2 se redujeron al silenciar la expresión de Stat3 en las líneas LM3 y 

MDA-MB-453 (Figura λb). Con el objetivo de evaluar la generalidad de nuestra observación, 

silenciamos la expresión de Stat3 en la línea pobremente metastásica MCF-7 (modelo del subtipo 
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luminal A de CM), en la línea no metastásica BT-474 (modelo del subtipo luminal B ErbB-2 positivo 

de CM), en la línea no metastásica JIMT-1 (modelo del subtipo ErbB-2 positivo de CM), y en la 

línea metastásica triple negativa MDA-MB-231 (Figura λc) (Holliday and Speirs, 2011). En todos los 

casos estudiados, el bloqueo de Stat3 resultó en una reducción en los niveles de la proteína ErbB-

2. Asimismo, el silenciamiento de Stat3 redujo los niveles de ARNm del ErbB-2 (Figura 10a). 

 

Figura 9. Stat3 controla la expresión de la proteína ErbB-2 en CM. (a) Se determinaron mediante WB los niveles de 

expresión del ErbB-2 en los clones DN. (b y c) Las células indicadas se transfectaron durante 4κ h con un siARN dirigido 

a Stat3 o control, y la expresión de ErbB-2 se analizó mediante WB. Los experimentos en (a-c) son representativos de un 

total de tres, con resultados similares.  

Reportes previos revelaron la existencia de un sitio GAS en el promotor del ErbB-2 (Qian et 

al., 2006). Con el fin de elucidar si la regulación del ErbB-2 por Stat3 observada aquí ocurría a nivel 

transcripcional, transfectamos la línea LM3 con un plásmido que porta el gen de la luciferasa 

clonado río abajo del promotor humano del ERBB2 (Qian et al., 2006). El silenciamiento de Stat3 en 

éstas células inhibió la activación del promotor del ERBB2, como se evidencia por la reducción en 

la actividad luciferasa (Figura 10b). Más aún, ensayos de ChIP revelaron que Stat3 es reclutado al 

sitio GAS en cuestión (Figura 10c). La proteína CBP (por sus siglas en inglés, CREB-binding 
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protein), un coactivador con actividad histona acetil-transferasa cuya presencia refleja transcripción 

génica activa, también se encontró reclutada a este sitio (Figura 10c). Además, el análisis de la 

estructura local de la cromatina reveló niveles elevados de acetilación de la histona H4 (H4Ac), un 

marcador de la activación de la cromatina (Figura 10c).  

En cambio, la inhibición de la activación de Stat3 mediante la transfección con Stat3Y705-F atenuó 

significativamente el reclutamiento de Stat3 y CBP al promotor del ErbB-2, y redujo los niveles de 

H4Ac (Figura 10c). 

 

Figura 10. Stat3 controla la transcripción del ErbB-2 en CM. (a) Las células se transfectaron según lo indicado 

durante 4κ h y los niveles de ARNm de ErbB-2 se midieron mediante RT-qPCR. Las veces de inducción en los niveles de 

ARNm se calcularon normalizando los valores absolutos del ARNm de ErbB-2 a los de GAPDH, empleado como control 

interno, estableciendo el valor de células transfectadas con siARN Control en 1. (b) Las células se cotransfectaron con un 

siARN dirigido a Stat3 o control, y con un plásmido vacío o un constructo reportero que incluye el promotor del ErbB-2 

humano (p-670-Luc), el cual contiene un sitio GAS. La luciferasa de Renilla se utilizó para normalización. Los resultados 

se presentan como porcentaje de inhibición, estableciendo el valor de las células transfectadas con siARN Control en 1. 

(c) Las células se transfectaron o no con el plásmido Stat3Y705-F y se analizaron mediante ChIP los niveles de 
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acetilación de la histona H4 (H4Ac), y el reclutamiento de Stat3 y CBP. El ADN inmunoprecipitado se amplificó por RT-

qPCR utilizando cebadores que flanquean el sitio GAS en posición -52λ del promotor del ERBB2. La cantidad de ADN 

inmunoprecipitado para cada muestra se reporta relativo a la cantidad obtenida para la IgG, utilizada como control 

negativo, cuyo valor se estableció en 1. Los datos presentados en (a-c) representan el promedio ± error estándar de la 

media (SEM) de tres experimentos independientes. 

Nuestros hallazgos revelan un sentido novedoso de la interacción ErbB-2/Stat3, en la que 

Stat3 induce la expresión del ErbB-2 en el CM metastásico ErbB-2 positivo. Más aún, nuestros 

resultados en líneas celulares pertenecientes a distintos subtipos de CM resaltan el rol general de 

Stat3 como regulador de la expresión del ErbB-2 en el CM. 

Stat3 recluta al ErbB-2 como su coactivador para inducir la expresión de miR-21 

Nuestro grupo demostró previamente que un complejo transcripcional en el que ErbB-2 

actúa como coactivador de Stat3 es ensamblado en los sitios GAS del promotor de la CCND1 y de 

p21CIP1, induciendo así el crecimiento del CM (Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 2015; Diaz 

Flaque et al., 2013b; Diaz Flaque et al., 2013a). Decidimos entonces estudiar el ensamblado de 

dicho complejo en el promotor del miR-21, dado que la expresión aberrante de este último ha sido 

asociada a la diseminación metastásica en CM (Chen and Wang, 2014). Más aún, como se 

mencionó en la Introducción, el rol de Stat3 como FT y las cascadas de señalización río abajo del 

ErbB-2 han sido involucrados en la regulación del miR-21 en CM (Huang et al., 200λc; Niu et al., 

2012). Aquí, en primer lugar, hallamos que el silenciamiento de Stat3 redujo los niveles de miR-21 

en un panel de líneas de CM, con o sin capacidad metastásica (Figura 11a). Asimismo, el 

silenciamiento del ErbB-2 redujo los niveles de expresión de miR-21 en las líneas LM3, MDA-MB-

453, JIMT-1 y BT-474 (Figura 11b). Por otra parte, la marcación por IF y posterior microscopía 

confocal (Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 2015) reveló la presencia nuclear del ErbB-2 y de 

Stat3 (NStat3) en las líneas LM3 y MDA-MB-453, así como su colocalización nuclear (Figura 11c). 

De hecho, el análisis cuantitativo de las imágenes de microscopía confocal reveló niveles elevados 

de NErbB-2 y NStat3 en estas células (Figura 11c).  
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Figura 11. Stat3 y ErbB-2 inducen la expresión de miR-21 en CM. (a y b) Panel superiorμ Las células se transfectaron 

como se indica y los niveles de miR-21 de midieron mediante RT-qPCR. Las veces de inducción en los niveles de miR-21 

se calcularon normalizando los valores absolutos de miR-21 a aquellos de U6snRNA, utilizado como control interno, 

estableciendo el valor de las células transfectadas con siARN Control en 1. Los resultados se presentan como la media ± 

SEM de tres experimentos independientes. Panel inferiorμ Control del silenciamiento de ErbB-2 o Stat3. La β-tubulina se 

utilizó como control de carga. (c) Paneles superioresμ La localización de Stat3 (rojo) y ErbB-2 (verde) se estudió mediante 

IF y microscopía confocal en células LM3 y MDA-MB-453 estimuladas con suero. Las imágenes combinadas muestran la 

colocalización Stat3/ErbB-2 en amarillo. Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Paneles inferioresμ Las intensidades de 

señal roja y verde (intensidad integrada por unidad de área) se cuantificaron para 50 células de cada línea celular y se 

presentan como porcentajes (media ± desvío estándar (DE)), relativos al contenido (intensidad) total de Stat3 o ErbB-2 en 

cada células, que se estableció en 100%. Las imágenes en (a-c) son representativas de tres ensayos, con resultados 

similares. 

Con el fin de explorar el rol del NErbB-2 en el control de la expresión de miR-21, 

transfectamos células LM3 y MDA-MB-453 con el hErbB-2∆NLS, un mutante del ErbB-2 humano 

con una deleción del NLS, incapaz de translocarse al núcleo (Giri et al., 2005), y que funciona 

además como un inhibidor DN de la migración nuclear del ErbB-2 endógeno (Beguelin et al., 2010; 

Cordo Russo et al., 2015). El hErbB-2∆NLS retiene su función de tirosina-quinasa y la capacidad de 

activar cascadas de señalización, y no afecta la capacidad de señalización del ErbB-2 endógeno 

(Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 2015; Giri et al., 2005). La transfección con el hErbB-

2∆NLS inhibió exitosamente la localización nuclear del ErbB-2 en ambas líneas (la Figura 12a 

muestras el resultado en células MDA-MB-453). Interesantemente, la inhibición de la presencia 

nuclear del ErbB-2 generó un descenso en los niveles de miR-21 en ambas líneas celulares (Figura 

12b). 
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Figura 12. El ErbB-2 nuclear es requerido para la expresión de miR-21. (a) Las células se transfectaron con el vector 

que codifica para el hErbB-2∆NLS o el vector vacío pEGFP-N1. La proteína verde fluorescente (GFP) del vector hErbB-

2∆NLS se visualizó por fluorescencia directa (verde), y el ErbB-2 total (rojo) se localizó por IF y microscopía confocal. Los 

núcleos se tiñeron con DAPI (azul). (b) Panel superiorμ las células se transfectaron con el hErbB-2∆NLS y los niveles de 

miR-21 se determinaron mediante RT-qPCR. Panel inferiorμ el WB de GFP y ErbB-2 se realizó para confirmar la 

transfección. Los resultados se presentan como la media ± SEM de tres experimentos independientes. Las imágenes en 

(a y b) son representativas de tres experimentos con resultados similares. 

 A continuación realizamos ensayos de ChIP utilizando cebadores que flanquean un sitio 

GAS en posición -1.230 (Sitio 1), o que flanquean dos sitios en las posiciones -λ3κ y -λ07 (Sitios 2 

y 3) (Iliopoulos et al., 2010) respecto al sitio de inicio de la transcripción del MIR21 humano (Cai et 

al., 2004). Los ensayos revelaron la unión de Stat3 y ErbB-2 a estos sitios (Figura 13a). Resultados 

equivalentes se obtuvieron en células LM3 al evaluar el reclutamiento de ErbB-2 y Stat3 con 
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cebadores que flanquean un sitio GAS en la posición -3111 (Sitio 1), o que flanquean dos sitios en 

las posiciones -2.κ10 y -2.77λ (Sitios 2 y 3) (MatInspector [httpμ//www.genomatix.de]), respecto a la 

horquilla del pre-miR-21 murino (Figura 13a). Asimismo, el ensayo de re-ChIP demostró que Stat3 

y ErbB-2 son coreclutados al promotor del miR-21 (Figura 13b). Con el objetivo de evaluar el rol del 

NErbB-2 sobre la inducción de miR-21 por Stat3, estudiamos el estado de activación de la 

cromatina en el sitio GAS 1 del promotor de MIR21 en células MDA-MB-453. En condiciones de 

crecimiento, CBP se halló reclutada a este sitio y se detectaron niveles elevados de H4Ac (Figura 

13c). Inhibimos entonces la presencia del NErbB-2 mediante la transfección con el hErbB-2∆NLS. 

El hErbB-2∆NLS no afectó el reclutamiento de Stat3, tal como reportamos previamente para el 

promotor de la CCND1 (Beguelin et al., 2010), pero sí inhibió el pegado de CBP y redujo 

dramáticamente los niveles de H4Ac (Figura 13c). 
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Figura 13. Stat3 y el ErbB-2 se reclutan al promotor de miR-21. (a) Se analizó mediante ChIP el reclutamiento de 

Stat3 y ErbB-2 al promotor de miR-21. La Inmunoprecipitación (IP) con IgG se utilizó como control. El ADN 

inmunoprecipitado se amplificó mediante RT-qPCR utilizando cebadores (flechas rojas) que flanquean los sitios de unión 

de Stat3 (cuñas verdes), indicados en los diagramas superiores. Los valores arbitrarios obtenidos por RT-qPCR se 

normalizaron al input, estableciendo el valor para la IgG en 1. *p<0,05; **p<0,01. (b) Las cromatinas se 

inmunoprecipitaron en primer lugar con un anticuerpo anti-Stat3 y luego se re-inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-

ErbB-2. El análisis de los datos de RT-qPCR se realizó como en (a). (c) Las células se transfectaron con el hErbB-2∆NLS 

y se realizaron ensayos de ChIP en el promotor de miR-21 como se indicó en (a), para evaluar el reclutamiento de Stat3, 

ErbB-2 y CBP, y los niveles de H4Ac. Los datos en (a-c) se presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos 

independientes. 

Nuestros resultados revelan que un complejo transcripcional, en el que el ErbB-2 actúa 

como coactivador de Stat3, induce la expresión de miR-21 en el CM. Además, éste constituye el 

primer reporte de la participación del NErbB-2 en el control de la expresión de un miARN en 

cualquier tipo celular, normal o maligno. 

ErbB-2 y miR-21 son mediadores de la capacidad de Stat3 para inducir metástasis en el CM 

El rol del ErbB-2 como mediador de los efectos inductores de metástasis de Stat3 en el CM 

no había sido explorado al momento. Con el objetivo de resolver esta vacancia, estudiamos en 

primer lugar si Stat3 modulaba el desarrollo de metástasis en nuestros modelos de CM ErbB-2 

positivo. Con este fin, se inoculó por vía subcutánea ratones BALB/c con células de aquellos clones 

LM3 DN que presentaron una mayor inhibición de la fosforilación de Stat3 (Figura κd), o del clon 

VECTOR. Todos los ratones desarrollaron tumores sin diferencias significativas en latencia o toma 

tumoral (Figuras 14a y 14b). Sin embargo, de acuerdo con los efectos inhibitorios de Stat3Y705-F 

sobre la proliferación celular in vitro (Figura 14c), los volúmenes y tasas de crecimiento de los 

tumores DN fueron menores que los del grupo VECTOR (Figuras 14a y 14b). Al día 42, aquellos 

animales que portaban tumores DN mostraron una incidencia y número significativamente menor 

de metástasis pulmonares que el grupo VECTOR (Figura 14d). 
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Figura 14. La activación de Stat3 dirige la diseminación metastásica en el CM ErbB-2 positivo. (a) Los ratones 

BALB/c se inocularon por vía subcutánea con células (3 x 105/animal) de los clones DN1, DN3 o VECTOR. Los animales 

se sacrificaron al día 42 y se calcularon los volúmenes tumorales finales, los porcentajes de inhibición del crecimiento y el 

tiempo de latencia. Las velocidades de crecimiento se calcularon como la pendiente de las curvas de crecimiento. p<0,01 

para b vs a; p<0,05 para c vs a. (b) Cada punto en las curvas representa el volumen tumoral promedio ± SEM (n=κ por 

grupo) del experimento en (a). (c) Las células se transfectaron en forma transiente durante 4κ h con los plásmidos 

Stat3Y705-F o pDCNA3.1, y la incorporación de timidina tritiada [3H] se empleó como medida de la síntesis de ADN. (d) 

La incidencia y el número de metástasis pulmonares superficiales espontáneas en el experimento en (a) se determinaron 
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al día 42 y se expresan como mediana y rango. p<0,001 para b vs a; p<0,05 para c vs a, y para e vs d. Los resultados 

presentados son representativos de tres ensayos con resultados similares. 

Con el fin de demostrar que la inhibición de la diseminación metastásica se debía a un 

bloqueo en la activación de Stat3, y no a una diferencia en el crecimiento del tumor primario, se 

inocularon células DN1 y VECTOR en la circulación de ratones BALB/c para realizar un ensayo de 

metástasis experimentales (Carnevale et al., 2007; Welch, 1λλ7). Observamos aquí también una 

reducción significativa en la incidencia y número de metástasis pulmonares desarrolladas por el 

clon DN1, en comparación con el clon VECTOR (Tabla 2). 

 Tabla 2. El bloqueo de la activación de Stat3 inhibe el desarrollo de metástasis experimentales. 

Tipo Celular 
Nódulos pulmonares Incidencia 

Media (Rango) (%) 

VECTOR 9 (5–36)a 100 

DN1 3 (0–11)b 80 

      
Los ratones BALB/c se inocularon por la vena de la cola con 3 x 105 células de los clones DN1 o VECTOR. La incidencia 

y el número de metástasis pulmonares experimentales se determinaron al día 21 post inyección y se expresan como 

media y rango. p<0,05 para b vs a. Los resultados presentados son representativos de tres ensayos, con resultados 

similares. 

El desarrollo de metástasis implica la adquisición de ciertos rasgos fenotípicos por parte de 

las células del tumor primario. En este sentido, los clones DN mostraron una menor capacidad de 

migración e invasión que el clon VECTOR (Figuras 15a y 15b). De forma similar, el silenciamiento 

de Stat3 en las células MDA-MB-453 redujo su capacidad invasiva (Figura 15b). Por otra parte, la 

expresión aumentada de proteasas que degradan la matriz extracelular es un componente crítico 

de la cascada metastásica. Aquí, encontramos una menor actividad del uPA en el medio 

condicionado de células LM3 transfectadas en forma transiente con el vector Stat3Y705-F, 

respecto a células transfectadas con un vector vacío (Figura 15c). Asimismo, los niveles de uPA 

secretado e intracelular resultaron menores en los clones DN que en el clon VECTOR (Figura 15d). 

Estos resultados indican que Stat3 participa de la inducción de metástasis en el CM ErbB-2 positivo 

mediante la estimulación de diversos rasgos involucrados en el proceso. 
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Figura 15. Stat3 controla múltiples etapas de la cascada metastásica en el CM ErbB-2 positivo. (a) Las monocapas 

confluentes de los clones DN o VECTOR en medio completo se hirieron y se dejó migrar a las células hacia el área libre 

de células. Las heridas se fotografiaron a las 0 y 12 horas (Izq.) y se cuantificaron por densitometría (Der.). (b) El clon 

VECTOR, clones DN o células MDA-MB-453 transfectadas con un siARN contra Stat3 o control se sembraron en 

cámaras transwell conteniendo medio de cultivo completo como quimioatractante. Luego de 20 h de incubación, las 

células adheridas a la superficie inferior se contabilizaron. Los datos se presentan como el promedio de células invasoras 
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por campo ± SEM. *p<0,05; ***p<0,001. (c) Las células se incubaron en medio libre de suero por 24 h y la actividad uPA 

en el sobrenadante se evaluó mediante zimografías de caseína y plasminógeno (Izq.). Las bandas de uPA se 

cuantificaron por densitometría y los valores se normalizaron respecto al contenido de proteínas de la monocapa de 

células (Der.). (d) La secreción de proteína uPA y los niveles de expresión intracelular de la proteína se evaluaron por 

WB. Los resultados presentados son representativos de tres experimentos independientes. 

A continuación, exploramos la relevancia de la interacción NErbB-2/NStat3, y del aumento 

en los niveles de miR-21, en la diseminación metastásica inducida por Stat3. Con este fin 

utilizamos la mutante V65λE del ErbB-2, la cual exhibe actividad tirosina-quinasa constitutiva 

(Akiyama et al., 1λλ1) e induce la activación de p42/p44 MAPK cuando se expresa en células MCF-

7 (Kang et al., 2014a). La mutante V65λ también migra al núcleo de éstas mismas células (Figuras 

16a y 16b). 

 

Figura 16. La mutante ErbB-2 V659E migra al núcleo celular. (a) Las células se transfectaron durante 4κ h con la 

mutante V65λE o con un plásmido vacío, y se incubaron en medio completo. La localización del ErbB-2 (verde) se estudió 

mediante IF y microscopía confocal. Dado que la inmunomarcación detecta tanto al ErbB-2 endógeno como al V65λE, 

cuantificamos la intensidad de fluorescencia para identificar las células que incorporaron el V65λE, lo cual resulta en 

niveles más elevados de fluorescencia verde total. Se muestran imágenes representativas de cada condición 

experimental. Flechas sólidas = células no transfectadas; flechas entrecortadas = células transfectadas con V65λE. Los 

núcleos se tiñeron con DAPI (azul). (b) Panel izquierdoμ Intensidad promedio de fluorescencia verde (media ± DE) en 50 

células de cada condición experimental. Panel derechoμ Análisis cuantitativo de la localización nuclear del ErbB-2 en las 
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imágenes confocales en (a). La intensidad de fluorescencia del NErbB-2 (media ± DE) se evaluó en 50 células no 

transfectadas y en 50 células que incorporaron el V65λE. Los resultados presentados representan el promedio de tres 

ensayos independientes. 

Las células LM3 y MDA-MB-453 en las que se silenció la expresión de Stat3 fueron 

transfectadas con la mutante V65λE. La reconstitución de los niveles de ErbB-2 resultó en niveles 

de expresión de miR-21 significativamente mayores a los hallados en células LM3 y MDA-MB-453 

transfectadas con el siARN de Stat3 y un plásmido vacío (Figura 17). A pesar del hecho de que los 

niveles de ErbB-2 en las líneas transfectadas con el V65λE eran comparables a los hallados en 

células con expresión intacta de Stat3 (Figura 17, panel inferior), la reconstitución de la expresión 

del ErbB-2 no fue capaz de restaurar los niveles de expresión de miR-21 a aquellos hallados en las 

líneas parentales (Figura 17). Nuestro descubrimiento de que el ErbB-2 actúa como un coactivador 

de Stat3 para regular la expresión de miR-21 podría explicar la incapacidad del ErbB-2, en 

ausencia de Stat3, de recuperar los niveles de miR-21 en forma completa. A fines de estudiar con 

mayor profundidad la contribución del NErbB-2 a la expresión de miR-21, cotransfectamos la línea 

LM3 con un siARN dirigido a Stat3 y con el hErbB-2∆NLS. A pesar del rol intacto del hErbB-2∆NLS 

como activador de cascadas de señalización (Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 2015; Giri et 

al., 2005), los niveles de miR-21 no aumentaron en ausencia de NErbB-2, y se mantuvieron en 

niveles comparables a aquellos en células LM3 transfectadas con el siARN de Stat3 y un plásmido 

vacío (Figura 17). Estos resultados indican que, de hecho, la función nuclear del ErbB-2 es 

necesaria para el aumento en los niveles de miR-21 inducido por Stat3. La principal diferencia entre 

el V65λE y el hErbB-2∆NLS radica en la capacidad del primero de migrar al núcleo y ejercer 

funciones nucleares, mientras que el segundo carece de esta capacidad (Beguelin et al., 2010). 

Hipotetizamos, por tanto, que la habilidad del V65λE de restaurar parcialmente la expresión de 

miR-21 en condiciones en que Stat3 no está disponible para ensamblar complejos 

transcripcionales, podría radicar en la función del NErbB-2 como FT. 
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Figura 17. El NErbB-2 induce la expresión de miR-21, aún en ausencia de Stat3. La expresión del ErbB-2 se 

reconstituyó mediante la transfección con los vectores que codifican para el V65λE o hErbB-2∆NLS en células con Stat3 

silenciado. Panel superiorμ los niveles de miR-21 se determinaron por RT-qPCR. Panel inferiorμ El WB muestra la 

eficiencia del silenciamiento de Stat3 y de la reconstitución del ErbB-2. Los datos se presentan como el promedio ± SEM 

de tres experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,001; ***p<0,001.  

Al respecto, la inspección manual del promotor del MIR21 humano reveló la presencia de un 

potencial sitio HAS (Wang et al., 2004) en la posición -1.1λ3 respecto al sitio del inicio de la 

transcripción de miR-21 (37 pares de bases río abajo del sitio GAS 1). Para explorar la 

funcionalidad de este sitio realizamos ensayos de ChIP utilizando cebadores que flanquean al sitio 

GAS 1 (Figura 1κ), los cuales también incluyen el sitio HAS putativo. El ErbB-2 se reclutó 

significativamente a esta región en células MDA-MB-453 transfectadas con V65λE, aún en 

ausencia de Stat3 (Figura 1κ). Más aún, se detectó el reclutamiento de CBP a este sitio en las 

mismas condiciones (Figura 1κ). Nuestras estrategias de reconstitución con mutantes del ErbB-2 

revelaron que el ErbB-2, actuando como FT y como coactivador de Stat3, regula la expresión de 

miR-21 en células de CM metastásicas. 
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Figura 18. El NErbB-2 se recluta al promotor del MIR21, aún en ausencia de Stat3. La expresión del ErbB-2 se 

reconstituyó mediante la transfección con el vector que codifican para V65λ en células con Stat3 silenciado. El 

reclutamiento de las proteínas indicadas en el promotor de MIR21 se evaluó mediante ChIP. El ADN inmunoprecipitado 

se amplificó por RT-qPCR utilizando los cebadores que flanquean el Sitio GAS 1, presentados en la Figura 13a. Las 

cantidades de ADN inmunoprecipitado se normalizaron respecto a los inputs y se reportan relativos al valor obtenido para 

la IgG, utilizada como control, que se estableció en 1. Los datos se presentan como el promedio ± SEM de tres 

experimentos independientes. **p<0,001; ***p<0,001.  

Con el objeto de explorar la relevancia biológica de nuestros hallazgos, evaluamos primero 

la capacidad invasiva del clon DN1 transfectado con la variante V65λE. Consistente con el rol del 

ErbB-2 como efector río abajo de Stat3, la expresión de V65λE pudo revertir la inhibición de la 

capacidad invasiva causada por la actividad reducida de Stat3 en éstas células (Figura 1λa). 

Asimismo, la transfección de células LM3 con el hErbB-2∆NLS inhibió significativamente su 

capacidad migratoria, lo cual demuestra el rol del NErbB-2 en la cascada metastásica inducida por 

Stat3 (Figura 1λb). Realizamos entonces ensayos de metástasis experimentales empleando 

células LM3 en las que se silenció la expresión de Stat3, y se reconstituyó la expresión de ErbB-2 o 

miR-21. Los niveles de miR-21 alcanzados por la expresión forzada de pre-miR-21 en células LM3 

con Stat3 silenciado fueron comparables a aquellos en células LM3 con expresión intacta de Stat3 

(Figura 1λc). Tal como ocurrió con el clon DN1 (Tabla 2), las células LM3 con Stat3 silenciado 

mostraron una incidencia y número de metástasis pulmonares significativamente menores que el 

grupo control (Figura 1λd). En cambio, la transfección con el V65λE o con pre-miR-21 resultó en 
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porcentajes de incidencia y números de metástasis comparables a aquellos del grupo control 

(Figura 1λd). 

 

Figura 19. La reconstitución de la expresión del ErbB-2 o miR-21 restaura el fenotipo metastásico de células de 

CM en las que se bloqueó la actividad o expresión de Stat3. (a) Izquierdaμ Los clones DN1 y VECTOR se 

transfectaron con el V65λE o un vector vacío, y su capacidad de invasión se evaluó como en la Figura 15b. Derechaμ Se 

realizó un WB para verificar la reconstitución de los niveles de ErbB-2. (b) Las monocapas confluentes de células se 

transfectaron con el hErbB-2∆NLS o un vector vacío, y su capacidad de migración se evaluó mediante un ensayo de 

“cierre de herida”, como en la Figura 15a. (c) Las células se cotransfectaron con un siARN contra Stat3 o control, y con 

un precursor del miR-21 (pre-miR-21). Los niveles de expresión de miR-21 se determinaron mediante RT-qPCR. 

***p<0,001. Los datos en (a-c) se presentan como promedio ± SEM de tres experimentos independientes. (d) Las células 

LM3 se transfectaron como se indica en (c) o en la Figura 17, y se inyectaron en la vena de la cola de ratones BALB/c (3 

x 105 células/animal). Los animales se sacrificaron al día 21 y se determinó la incidencia y número de metástasis 

pulmonares experimentales. *p<0,05 para b vs a, y para d vs c. Se presentan los resultados de un experimento 

representativo de un total de tres, con resultados similares. 

El análisis histopatológico de los focos metastásicos pulmonares del ensayo de metástasis 

experimentales se muestra en la Figura 20a. Todos los grupos presentaron carcinomas 

superficiales o intraparenquimatosos pobremente diferenciados, con un patrón de crecimiento 
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sólido e infiltración linfocitaria moderada a baja. Dado que la estrategia experimental empleada 

para bloquear la expresión de Stat3 dependía de transfecciones transientes, al finalizar el 

experimento exploramos los niveles de Stat3 por IF (Beguelin et al., 2010) en los focos 

metastásicos. Los niveles de expresión de Stat3 en los focos resultaron menores en aquellos 

grupos experimentales en los que las células inoculadas fueron transfectadas con un siARN 

dirigido a esta proteína, que en el grupo control (Figuras 20b y 20c).  

Nuestros hallazgos revelan entonces que ErbB-2 y miR-21 actúan como efectores de Stat3 

en el desarrollo metastásico del CM ErbB-2 positivo. 

 

Figura 20. Caracterización de las metástasis pulmonares experimentales de la línea LM3. (a) Análisis histológico. La 

tinción con hematoxilina y eosina de las muestras de pulmones con focos metastásicos correspondientes al experimento 

en la Figura 1λd no revelaron diferencias en tamaño o características histológicas entre grupos. Flechas rojas = foco 

metastásico; flechas verdes = tejido pulmonar normal. (b) Eficiencia del silenciamiento de Stat3. Los niveles de expresión 

de Stat3 en los focos metastásicos pulmonares en (a) se evaluaron mediante IF (verde) y microscopía confocal. Los 

núcleos se tiñeron con DAPI (azul). (c) La intensidad de fluorescencia de Stat3 se cuantificó en los focos metastásicos de 
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cada grupo y se expresa relativo al número de núcleos celulares en el campo correspondiente. Se estudiaron 10 focos 

independientes por grupo. Los datos se presentan como media ± SEM. **p<0,01; ***p<0,001. Las imágenes presentadas 

en (a y b) son representativas de cada grupo experimental. 

El miR-21, inducido por el complejo transcripcional NStat3/NErbB-2, inhibe la expresión de 

PDCD4 

El gen supresor tumoral PDCD4 ha sido identificado como un blanco de miR-21, y la 

inhibición de su expresión ha sido involucrada en los efectos pro-metastásicos del miR-21 en CM 

(Huang et al., 200λc; Niu et al., 2012; Zhu et al., 200κ; Nieves-Alicea et al., 200λ). Aquí, hallamos 

que la expresión forzada de miR-21 inhibe la expresión de PDCD4 en las células MDA-MB-453 

(Figura 21a). Para estudiar el papel del complejo NStat3/NErbB-2 en la expresión de PDCD4, 

bloqueamos la activación de Stat3, y de esta forma el ensamble del complejo, mediante la 

transfección con Stat3Y705-F. Esta estrategia también reduce los niveles del ErbB-2 (Figura λ), 

comprometiendo aún más la inducción de miR-21. La transfección con Stat3Y705-F generó un 

marcado aumento en los niveles de PDCD4 (Figura 21b). El silenciamiento del ErbB-2, utilizado 

como una herramienta para bloquear su actividad de señalización y sus funciones nucleares, o el 

bloqueo directo del NErbB-2 mediante la transfección con el hErbB-2∆NLS, también resultaron en 

un aumento en la expresión de PDCD4 (Figuras 21c y 21d). 
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Figura 21. Stat3 y el NErbB-2 actúan como inhibidores de la expresión de PDCD4. Las células se transfectaron en 

forma transiente con (a) pre-miR-21, (b) Stat3Y705-F, (c) un siARN contra ErbB-2 o (d) el hERbB-2∆NLS, y los niveles de 

PDCD4 se evaluaron mediante WB. Los experimentos presentados en (a-d) se repitieron tres veces con resultados 

similares. 

Para explorar en detalle los efectos del NErbB-2 sobre los niveles de PDCD4, hicimos uso 

de nuestro hallazgo previo respecto a la ausencia de NErbB-2 en células T47D que han sido 

privadas de suero (Figura 22 y Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 2015).  

 

Figura 22. La HRG induce la colocalización nuclear de ErbB-2 y Stat3. Las células se trataron o no con HRG por 60 

min. ErbB-2 (verde) y Stat3 (rojo) se localizaron mediante IF y microscopía confocal. Los núcleos se tiñeron con DAPI 

(azul). Las imágenes superpuestas muestran una marcada colocalización de NErbB-2 y NStat3 en amarillo. El área 

encerrada por el recuadro se muestra con mayor aumento en el panel de la derecha. 

Las células T47D no estimuladas exhiben niveles de miR-21 menores que las células LM3 y 

MDA-MB-453 en condiciones de crecimiento (Figura 23a). Interesantemente, los niveles de miR-21 

se correlacionan directamente con los niveles de NErbB-2 en cada línea celular (la Figura 22a 

muestra la cuantificación de las imágenes confocales presentadas en la Figura 22 para las T47D y 

en la Figura 11 para las LM3 y MDA-MB-453). En sintonía con estos hallazgos, encontramos 

niveles de expresión de PDCD4 significativamente mayores en células T47D sin suero, que en las 

líneas LM3 y MDA-MB-453 en condiciones de crecimiento (Figura 23b). El tratamiento de células 

T47D con HRG, la cual induce la migración nuclear del ErbB-2 (Figura 22 y Cordo Russo et al., 

2015), resultó en un marcado aumento de los niveles de miR-21, y en una reducción del 60% en 
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los niveles de PDCD4 (Figura 23c). La inhibición del ensamblado del complejo NStat3/NErbB-2, 

lograda mediante el silenciamiento de Stat3, revirtió los efectos inhibitorios de la HRG sobre la 

expresión de PDCD4 (Figura 23d).  

Nuestros hallazgos, empleando distintas estrategias y modelos de CM, identifican al 

complejo transcripcional NStat3/NErbB-2 como un inhibidor de la expresión de PDCD4 en CM, a 

través de la modulación de los niveles de miR-21. 

 

Figura 23. La función nuclear del ErbB-2 controla los niveles de PDCD4. (a) Las células T47D se incubaron en medio 

sin suero, y las células LM3 y MDA-MB-453 se incubaron en medio completo. (Izq.) Los niveles de expresión de miR-21 

se estudiaron mediante RT-qPCR. Las veces de cambio en los niveles de miR-21 se calcularon normalizando los valores 

absolutos de miR-21 a los de U6snRNA, usado como control interno, y estableciendo en 1 el valor para las células T47D. 

(Der.) Las intensidades de fluorescencia del ErbB-2 en membrana (MErbB-2) y NErbB-2 se cuantificaron en 50 células de 
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cada línea celular, y se expresan como el porcentaje de NerbB-2. Los datos se presentan como un promedio ± DE 

**p<0,01; ***p<0,001. (b) La comparación de los niveles de PDCD4 se realizó por WB. (c) Las células se trataron o no 

con HRG por 4κ h. Los niveles de miR-21 (Arriba) y PDCD4 (Abajo) se analizaron mediante RT-qPCR y WB, 

respectivamente. (d) Las células se transfectaron como se indica, y luego se trataron con HRG por 4κ h. Los niveles de 

expresión de PDCD4 se evaluaron por WB. Las imágenes en (a-e) muestran un experimento representativo de un total de 

tres, con resultados similares. 

Correlación inversa entre los niveles de expresión de miR-21 y PDCD4 en el CM ErbB-2 

positivo 

Con el fin de explorar la relevancia clínica de nuestros hallazgos, condujimos un estudio 

retrospectivo en una cohorte de 4κ carcinomas mamarios primarios invasivos ErbB-2 positivos, 

cuyas características clínico-patológicas se muestran en el Anexo II. La expresión de MErbB-2, 

NErbB-2 y NStat3 se estudió mediante IF y microscopia confocal, como se reportó previamente 

(Cordo Russo et al., 2015; Schillaci et al., 2012). La expresión de PDCD4, una proteína 

mayoritariamente nuclear en CM (Bohm et al., 2003; Wen et al., 2007), fue estudiada por IHQ y se 

puntuó en una escala de 0 a +3, como se describe en Materiales y Métodos. Puntuaciones de +2 y 

+3 se consideraron positivas (Figura 24).  

 

Figura 24. Sistema de puntuación utilizado para evaluar la expresión de PDCD4 mediante IHQ. (a) Los niveles de 

expresión nuclear de PDCD4 en muestras de tumores ErbB-2 positivos se evaluaron mediante IHQ y se puntuó 
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considerando el porcentaje de células positivas, como se describe en Materiales y Métodos. Se muestran imágenes 

representativas de muestras de tumores con puntuaciones de 0 a 3. 

La Figura 25a presenta imágenes representativas de las inmunomarcaciones realizadas en 

tumores de la cohorte en cuestión. En la misma se encontró una correlación inversa entre la 

coexpresión NErbB-2/NStat3 y la marcación positiva para PDCD4 (Figura 25b). Además, se reveló 

una correlación entre la falta de expresión de PDCD4 y la existencia de metástasis en ganglios 

linfáticos (Figura 25c). 
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Figura 25. Correlación inversa entre la coexpresión NErbB-2/NStat3 y la expresión de PDCD4 en tumores de 

mama ErbB-2 positivos. (a) Paneles superioresμ Los niveles de NErbB-2 y NStat3 se evaluaron mediante IF y 

microscopía confocal, como se describe en Materiales y Métodos. Se muestran imágenes para un tumor ErbB-2 positivo 

con coexpresión de NErbB-2 (puntuación +3) y NStat3 (puntuación +3) [Paciente #1] o un tumor sin expresión de NErbB-

2 (puntuación 0) ni de NStat3 (puntuación +1) [Paciente #2]. Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Los paneles 

inferiores muestran los resultados de la IHQ de PDCD4 para estos pacientes. (b) Correlación entre los niveles de 

expresión de PDCD4, NErbB-2 y/o NStat3 en una cohorte de pacientes con CM ErbB-2 positivo. (c) Correlación entre la 

expresión de PDCD4 y la presencia de metástasis en nódulos linfáticos para la misma cohorte de pacientes que en (b). 

Por su parte, el análisis de la expresión de PDCD4 en nódulos linfáticos asociados a 

tumores primarios PDCD4-negativos reveló que la falta de expresión de PDCD4 se mantiene en las 

metástasis ganglionares de los pacientes (Figura 26). 

 

Figura 26. Expresión de PDCD4 en metástasis de ganglios linfáticos de pacientes con CM ErbB-2 positivo. 

Imágenes representativas de la IHQ para PDCD4 en metástasis de ganglios linfáticos para un paciente que carecía de 

expresión de PDCD4 en su tumor primario, correspondiente a la cohorte presentada en la Figura 25. Flecha entrecortada 

= metástasis tumoral sin marca para PDCD4. Flecha sólida = tejido linfático normal con marca positiva para PDCD4. La 

imagen de la derecha muestra una vista con mayor aumento del foco metastásico. 

Finalmente, estudiamos la relación entre los niveles de expresión de miR-21 y del ARNm de 

PDCD4 en 67 muestras de pacientes con carcinomas mamarios invasivos ErbB-2 positivos, 

incluidos en la cohorte de acceso público del TCGA. Al respecto, observamos una asociación 

inversa entre los niveles de expresión de miR-21 y PDCD4, y hallamos una correlación entre los 

niveles reducidos del ARNm de PDCD4 y la presencia de metástasis en nódulos linfáticos (Figura 

27). 
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Figura 27. Correlación inversa entre los niveles de expresión de miR-21 y PDCD4 en el CM ErbB-2 positivo. (a) 

Visualización de tipo mapa de calor de los perfiles de expresión de miR-21 y del ARNm de PDCD4 en tumores mamarios 

primarios de la cohorte de CM del TCGA, seleccionados en base a su status de ErbB-2 (análisis realizado empleando 

Oncomine). El valor de p revela la correlación significativa entre los niveles de expresión de ambos agentes. (b) 

Correlación entre el status de expresión de PDCD4 y la presencia de metástasis en nódulos linfáticos para la misma 

cohorte que en (a). 
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DISCUSIÓN: PRIMERA PARTE 

El rol crítico que desempeñan Stat3 y el ErbB-2 en el desarrollo y en la diseminación 

metastásica del CM ha sido demostrado ya hace tiempo (revisado en Freudenberg et al., 200λ y en 

Kamran et al., 2013). Más recientemente, se ha identificado al miR-21 como un potente inductor de 

metástasis en el CM (revisado en Krichevsky and Gabriely, 200λ). No obstante, la interacción 

funcional entre estos tres actores, y el papel que podría jugar la misma en la diseminación 

metastásica del CM, no habían sido exploradas hasta el momento. Aquí, en primer lugar, 

revelamos un sentido novedoso en la interacción entre Stat3 y ErbB-2 en el CM metastásico ErbB-

2 positivo, donde Stat3, activado río abajo del ErbB-2, se une a sitios GAS en el promotor del 

ERBB2 e induce la expresión de este último. En segundo lugar, mostramos que Stat3 coopta la 

función nuclear del ErbB-2, al reclutar al ErbB-2 como su coactivador en el promotor del miR-21. 

También encontramos que el rol directo del NErbB-2 como FT regula la expresión de miR-21. La 

inducción de miR-21, a su vez, reduce los niveles de expresión de PDCD4. Nuestros hallazgos en 

modelos de CM in vitro e in vivo mostraron que tanto ErbB-2 como miR-21 son efectores río abajo 

de Stat3 en la inducción de metástasis. La Figura 2κ ilustra el modelo propuesto. 

A través del control que ejerce sobre genes involucrados en proliferación, sobrevida, 

migración, invasión, y también en la promoción de la angiogénesis, Stat3 modula múltiples pasos 

en la cascada metastásica (revisado en Kamran et al., 2013). Varios de los efectos pro-

metastásicos de Stat3 son ejercidos a partir de su activación río abajo del ErbB-2 (Barbieri et al., 

2010b; Barbieri et al., 2010a; Guo et al., 2006; Ranger et al., 200λ). Un sólo reporte previo mostró 

que una variante constitutivamente activa de Stat3 era capaz de unirse al mismo sitio GAS en el 

promotor del ERBB2 que el aquí estudiado, y que esto inducía la expresión de la proteína ErbB-2 

en células MCF-7 (Qian et al., 2006). En este trabajo no se estudió, en cambio, la regulación de 

ErbB-2 por el Stat3 endógeno, ni se exploró la función biológica de la regulación del ErbB-2 por 

Stat3. Nuestro trabajo, por tanto, constituye la primera demostración de que Stat3 induce la 

diseminación metastásica en CM a través de la inducción del ErbB-2. 
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Figura 28. Modelo de la interacción jerárquica entre Stat3, NErbB-2 y miR-21, la cual gobierna las metástasis en el 

CM ErbB-2 positivo. Panel superiorμ La fosforilación de Stat3 en el residuo Y705, estimulada por el ErbB-2 (Paso 1; el 

ErbB en rojo representa el otro miembro del dímero, i.e. ErbB-2, ErbB-3 o EGFR), induce su activación, translocación 

nuclear y unión a un sitio GAS en el promotor del gen ERBB2 (Paso 2), resultando en la expresión aumentada de este 

último (Paso 3). Stat3 también se recluta al promotor del gen MIR21 (Paso 4), donde recluta al ErbB-2 como su 

coactivador (Paso 5). Por otra parte, el NErbB-2 se une a su sitio HAS en el promotor del gen MIR21 (Paso 6; la caja azul 

representa un potencial cofactor transcripcional de unión al ADN para el ErbB-2). El complejo nuclear Stat3/ErbB-2 induce 

la expresión de miR-21 (Paso 7), el cual reduce los niveles de expresión de PDCD4 (Paso κ). Panel inferiorμ Se propone 

el bloqueo de la función de Stat3 y/o del NErbB-2 como estrategia terapéutica novedosa para inhibir la progresión 

metastásica. 
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Estudios previos han explorado la utilización de Stat3 como blanco terapéutico, con el 

objetivo de inhibir el crecimiento y la progresión tumoral en el CM (Tan et al., 2006; Liao et al., 

2011; Xu et al., 2005). En estos trabajos, la acción terapéutica del bloqueo de Stat3 se atribuyó 

principalmente a una reducción en la inmunosupresión inducida por el tumor, o a la inhibición de los 

factores oncogénicos HIF-1 (por sus siglas en inglés, hypoxia-inducible factor 1) y VEGF. Los 

hallazgos aquí presentados indican que la activación de Stat3 es necesaria para la expresión de 

ErbB-2, proveyendo así una interpretación mecanística adicional a los efectos terapéuticos 

ejercidos por las terapias dirigidas a Stat3 en modelos de CM ErbB-2 positivo. 

El rol del ErbB-2 en el desarrollo y progresión del CM, así como la participación de Stat3 

como su efector río abajo, han sido revelados gracias al uso de distintos modelos in vivo de CM, 

donde ratones transgénicos portan el gen del ErbB-2 bajo el control del promotor del virus tumoral 

mamario murino (MMTV) (Siegel et al., 1λλλ; Finkle et al., 2004; Guy et al., 1λλ2; Muller et al., 

1λκκ). Cuando los ratones transgénicos que expresan una versión activada del neu (ortólogo de 

rata del ErbB-2 humano) bajo el promotor MMTV (MMTV-NIC) (Siegel et al., 1λλλ; Ursini-Siegel et 

al., 200κ) se cruzaron con ratones con una deleción condicional para Stat3 (Stat3flx/flx), se demostró 

que los ratones resultantes presentaban una menor incidencia de metástasis en relación a la cepa 

parental MMTV-NIC (Ranger et al., 200λ). En este modelo, la disrupción de Stat3 no afectó la 

iniciación del tumor, pero sí generó una reducción en la velocidad de crecimiento tumoral. En 

cambio, otro estudio en el que se delecionó Stat3 en ratones que expresan neu activado bajo el 

promotor MMTV (MMTV-neu), reportó que Stat3 no era necesario para la iniciación o crecimiento 

tumoral mediado por neu (Barbieri et al., 2010b). En este trabajo sí se encontró, en cambio, que 

una variante constitutivamente activa de Stat3 promovía el desarrollo de metástasis en los ratones 

MMTV-neu (Barbieri et al., 2010b). Nuestros resultados mostraron que la inhibición de la actividad 

de Stat3 redujo tanto el crecimiento tumoral como las metástasis en tumores de mama con 

activación constitutiva del ErbB-2 endógeno. El hecho de que la expresión de neu/ErbB-2 en los 

modelos de ratones transgénicos estuviera bajo el control de un promotor viral fuerte, impidió la 

caracterización de los FTs y de los mecanismos epigenéticos que controlan la activación del 
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promotor endógeno del ERBB2 en el CM metastásico. Nuestro modelo, donde la interacción se da 

entre Stat3 y ErbB-2 endógenos, emula más fielmente los tumores de mama en la clínica. Esto nos 

permitió revelar la naturaleza bidireccional de la interacción, en el contexto del desarrollo de 

metástasis de tumores mamarios. La sobreexpresión de ErbB-2 puede ocurrir aún en ausencia de 

amplificación génica, indicando la importancia de la desregulación del control transcripcional del 

ERBB2. No obstante, al momento se sabe muy poco sobre los FTs que unen el promotor/enhancer 

del ERBB2 en CM. Por un lado, el RE reprime la transcripción del ErbB-2 a través de un enhancer 

(Bates and Hurst, 1λλ7), y la proteína Foxp3 (por sus siglas en inglés, forkhead box P3), se une y 

reprime al promotor del ERBB2 (Zuo et al., 2007), lo cual inhibe el crecimiento tumoral. En cambio, 

la unión del factor de transcripción AP-2 (por sus siglas en inglés, activating enhancer binding 

protein 2) al promotor distal del ERBB2 aumenta la expresión del receptor (Delacroix et al., 2005). 

El resultado del circuito de retroalimentación positiva entre la activación de Stat3 y la 

expresión del ErbB-2 es el ensamblado de un complejo Stat3/ErbB-2 en el promotor del miR-21, 

donde Stat3 funciona como FT y ErbB-2 como su coactivador, para inducir la expresión de miR-21. 

Por una parte, se ha encontrado previamente que Stat3 es capaz de controlar la expresión de miR-

21 en distintos tipos de cáncer (Bourguignon et al., 2012; Li et al., 2014; Loffler et al., 2007; Niu et 

al., 2012; Ou et al., 2014; Shishodia et al., 2014; Yang et al., 2010; Yang et al., 2011; Zhang et al., 

2012a; Zhou et al., 2014). En particular, el reclutamiento de Stat3 a sitios GAS en el promotor del 

miR-21 se ha reportado en cánceres de mama, próstata, hígado, cabeza y cuello, así como en 

epitelios mamarios transformados y en células de mieloma (Iliopoulos et al., 2010; Yang et al., 

2010; Loffler et al., 2007; Niu et al., 2012; Bourguignon et al., 2012; Li et al., 2014). En epitelios 

mamarios transformados, ésta modulación es necesaria para mantener el estado de transformación 

(Iliopoulos et al., 2010), y en células de CM, la unión de Stat3 al promotor de miR-21 coopera con 

la vía de NF-țB para inducir invasión (Niu et al., 2012). Nuestros nuevos hallazgos revelan que la 

función de Stat3 como FT en el promotor del miR-21 dirige las metástasis en el CM ErbB-2 positivo. 

Por otra parte, se reportó previamente que el ErbB-2, a través de sus vías de señalización río abajo 

y del FT ETS-1 (por sus siglas en inglés, V-Ets Avian Erythroblastosis Virus E26 Oncogene 
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Homolog 1), induce la expresión de miR-21 en líneas celulares de CM (Niu et al., 2012). Aquí 

demostramos que el rol del NErbB-2 como coactivador de Stat3, y también su rol directo como FT, 

inducen la expresión de miR-21 en CM. En este sentido, éste trabajo es el primero en demostrar 

que el reclutamiento del ErbB-2 al promotor del miR-21 es un requisito absoluto para la 

remodelación de la cromatina y la inducción de la expresión génica a cargo de Stat3. 

Se ha demostrado previamente que el NErbB-2, a través de su interacción con la ARN 

polimerasa I, es capaz de regular la síntesis de ARN ribosomales (Li et al., 2011). Nuestros 

resultados proveen la primera evidencia, en cualquier tipo celular, acerca de la capacidad del 

NErbB-2 de regular además la expresión de un microARN. Hallazgos concluyentes, incluyendo 

aquellos de nuestro grupo, han demostrado que el NErbB-2 estimula el crecimiento del CM, induce 

resistencia a terapias anti-MErbB-2, y funciona como un factor pronóstico de resultado clínico 

adverso en pacientes con tumores ErbB-2 positivos (Beguelin et al., 2010; Cordo Russo et al., 

2015; Diaz Flaque et al., 2013b; Diaz Flaque et al., 2013a; Li et al., 2011; Schillaci et al., 2012; 

Wang et al., 2004). Aquí, revelamos que el NErbB-2 también dirige el fenotipo invasivo y la 

diseminación metastásica en CM. Este descubrimiento es consistente con un estudio previo, donde 

la inactivación de COX-2, un blanco transcripcional directo del NErbB-2, obstaculizó la migración de 

células de CM ErbB-2 positivo (Wang et al., 2004). Considerados como un todo, nuestros 

resultados indican que la función nuclear del ErbB-2 no sólo regula genes claves asociados a la 

proliferación, sino también miARNs vinculados a la progresión tumoral, lo cual podría explicar el 

mal pronóstico observado en pacientes con expresión nuclear de ErbB-2. 

Nuestro grupo identificó recientemente al NErbB-2 como un actor clave en la proliferación 

del CM resistente al trastuzumab, y demostró que la incapacidad del trastuzumab para disrumpir un 

complejo transcripcional entre el ErbB-2, ErbB-3 y Stat3, ensamblado en el promotor de la CCND1, 

subyace la incapacidad del trastuzumab para inhibir el crecimiento tumoral (Cordo Russo et al., 

2015). Interesantemente, el aumento en los niveles de miR-21 también ha sido reportado como un 

mecanismo de resistencia al trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo (Gong et al., 2011). Los 

resultados presentados aquí, los cuales demuestran que el NErbB-2 induce la expresión del miR-
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21, proveen entonces una posible nueva perspectiva sobre los mecanismos moleculares por los 

que la función del NErbB-2 subyace la resistencia al trastuzumab. 

 La amplificación génica del ERBB2, la mutación del gen y/o la sobreexpresión de ErbB-2 

han sido reportadas en varios tipos tumorales, además del CM, incluyendo glioblastomas, tumores 

gástricos, gastroesofágicos, de vejiga, de cérvix, de colon, de endometrio, de células germinales, 

de cabeza y cuello, de pulmón, de ovario, de páncreas y de ductos salivales (revisado en Yan et 

al., 2014). A modo de ejemplo, se ha demostrado que el ErbB-2 participa en el crecimiento del CG, 

en el cual terapias dirigidas al ErbB-2 han probado ser exitosas (Gomez-Martin et al., 2014). Entre 

todos estos tipos celulares, la presencia nuclear del ErbB-2 se ha reportado en muestras de 

tumores de intestino delgado, de esófago y de riñón, así también como en células de cáncer de 

ovario y colorectal (Wang et al., 2004; Mitsui et al., 2014). A pesar de que Stat3 se expresa en 

muchos de estos tipos de cánceres, su coexpresión nuclear con el ErbB-2 sólo ha sido descrita 

para el CM. Nuestros hallazgos presentan la interesante posibilidad de que la regulación conjunta 

de la expresión de miR-21, a cargo de Stat3 y el NErbB-2, sea un mecanismo común que subyace 

el crecimiento tumoral y progresión metastásica de distintas neoplasias. 

Los niveles de expresión del miR-21 se encuentran aumentados en tejidos tumorales 

mamarios, en comparación con el tejido normal adyacente, y presentan una correlación directa con 

un grado tumoral elevado y una mayor agresividad de la enfermedad (Volinia et al., 2006; Sempere 

et al., 2007). Los efectos pro-metastásicos del miR-21 en CM son mediados por distintos genes 

blancos, incluyendo a PDCD4 (Huang et al., 200λc; Nieves-Alicea et al., 200λ; Zhu et al., 200κ). La 

habilidad de PDCD4 de suprimir el crecimiento tumoral y las metástasis radica en su capacidad 

para inhibir la transactivación de AP-1 (Yang et al., 2001), para bloquear la transcripción del factor 

promotor de la CDK1 (por sus siglas en inglés, cyclin-dependent kinase 1) (Goke et al., 2004), y 

para interferir con la maquinaria celular de la traducción (Yang et al., 2003). Se ha encontrado que 

la inducción de miR-21, a través de las vías de señalización río abajo del ErbB-2, reduce los niveles 

de PDCD4 y favorece la migración de células de CM (Huang et al., 200λc). Los resultados en 

nuestros modelos experimentales revelaron que el miR-21, inducido por la interacción nuclear entre 



99 
 

Stat3 y ErbB-2, inhibe la expresión de PDCD4 y promueve la diseminación metastásica en el CM 

ErbB-2 positivo. 

 En concordancia con nuestros hallazgos acerca de los mecanismos moleculares que 

regulan la expresión de PDCD4 en CM, hallazgos clínicos en nuestra cohorte de pacientes con CM 

ErbB-2 positivo identificaron una correlación inversa entre la coexpresión NErbB-2/NStat3 y los 

niveles de PDCD4. Más aún, nuestro análisis de muestras de CM ErbB-2 positivo de la cohorte del 

TCGA reveló por primera vez una correlación inversa entre los niveles de miR-21 y el ARNm de 

PDCD4 en CM. Una relación inversa similar había sido reportada previamente entre la expresión de 

miR-21 y de la proteína PDCD4, en muestras de CM (Walter et al., 2011; Zhu et al., 200κ). Los 

hallazgos en muestras de nuestra propia cohorte, y en aquella del TCGA, también revelaron que la 

expresión de PDCD4 está asociada con las metástasis en ganglios linfáticos en el CM ErbB-2 

positivo, tal como se reportara previamente, a nivel de proteína, en CM luminales (Meric-Bernstam 

et al., 2012). 

Nuestros descubrimientos indican que terapias dirigidas a Stat3 y/o al NErbB-2 (Figura 2κ), 

en combinación con los tratamientos actuales dirigidos al MErbB-2, podrían constituir una 

estrategia terapéutica promisoria para el CM ErbB-2 positivo en estadios avanzados. 
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SEGUNDA PARTE 

Rol del microARN-16 en la resistencia a 

terapias dirigidas en el CM ErbB-2 positivo. 

  



101 
 

RESULTADOS: SEGUNDA PARTE 

El trastuzumab induce la expresión de miR-16 en el CM y CG ErbB-2 positivo 

Como se señaló en la Introducción de este trabajo, el miR-16 cumple un papel crucial en la 

resistencia a terapias tradicionales en CM. Interesantemente, muchos de los genes blancos del 

miR-16 han sido involucrados en fenómenos de resistencia al trastuzumab. Decidimos estudiar, 

entonces, si el trastuzumab era capaz de modular los niveles de expresión de miR-16 en células de 

CM ErbB-2 positivo. Seleccionamos con este fin las líneas celulares humanas de CM BT-474 y 

SKBR-3, las cuales sobreexpresan ErbB-2 y son sensibles a los efectos antiproliferativos del 

trastuzumab (Figura 2λa y O'Brien et al., 2010). Nuestros ensayos revelaron que el trastuzumab 

incrementó significativamente los niveles de expresión de miR-16 en ambas líneas celulares 

(Figura 2λb). 
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Figura 29. El trastuzumab induce la expresión de miR-16 en células de CM sensibles al trastuzumab. (a) Las 

células se trataron con trastuzumab por los tiempos indicados y se midió la proliferación de las mismas a través de la 

incorporación de timidina tritiada [3H], estableciendo en 1 el valor para las células sin tratar. (b) Los niveles de miR-16 se 

evaluaron mediante RT-qPCR. Las veces de inducción en los niveles de miR-16 se calcularon normalizando los valores 

absolutos de miR-16 a aquellos de U6snRNA, utilizado como control interno, y estableciendo en 1 el valor para las células 

no tratadas. Los resultados en (a y b) se presentan como la media ± SEM de tres experimentos independientes. *p<0,05; 

**p<0,01. 

Asimismo, el silenciamiento del ErbB-2, el cual inhibe el crecimiento de éstas células, 

resultó en un aumento en los niveles de miR-16, comparable al inducido por trastuzumab (las 

Figuras 30a y 30b muestran los resultados en la línea BT-474). 

 

Figura 30. El ErbB-2 inhibe la expresión de miR-16 en células de CM sensibles al trastuzumab. Las células se 

transfectaron en forma transiente con un siARN dirigido al ErbB-2 o control. (a) Panel superiorμ La proliferación celular se 

midió a través de la incorporación de timidina tritiada. Panel inferiorμ El WB muestra la eficiencia del silenciamiento del 

ErbB-2. (b) Los niveles de miR-16 se evaluaron por RT-qPCR. Los resultados en (a y b) se presentan como la media ± 

SEM de tres experimentos independientes. Las imágenes en (a) son representativas de tres experimentos con resultados 

similares. n.s.= no significativo. 
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alcanzaron un volumen promedio 150 mm3, administramos a los animales trastuzumab o una IgG 

control. La marcada inhibición del crecimiento tumoral en aquellos animales tratados con 

trastuzumab se asoció a un incremento de aproximadamente 3–4 veces de cambio en los niveles 

de miR-16, en comparación con los tumores del grupo tratado con IgG (Figura 31). 

 

Figura 31. El trastuzumab induce la expresión de miR-16 en carcinomas mamarios sensibles al trastuzumab. Los 

ratones inmunocomprometidos se inyectaron por vía subcutánea con células BT-474.m1 (2 x 107/ratón). Una vez 

establecidos los tumores, se trató a los animales con trastuzumab o IgG (5 mg/kg) dos veces por semana, por vía 

intraperitoneal. Panel izquierdoμ Cada punto representa el volumen tumoral medio ± SEM de cada grupo. Panel derechoμ 

Se sacrificaron cuatro animales por grupo a distintos tiempos (α, β, Ȝ), y los niveles de miR-16 en los tumores se 

determinaron mediante RT-qPCR. Los resultados presentados son representativos de tres ensayos con resultados 

similares. 

A continuación, evaluamos los efectos del trastuzumab en un panel de líneas celulares 

humanas de CM ErbB-2 positivo con resistencia intrínseca al trastuzumab (JIMT-1, HCC-156λ y 

MDA-MB-453) (O'Brien et al., 2010), y en un modelo de resistencia adquirida al trastuzumab 

generado en nuestro laboratorio (BT-474 HR) (Figura 32a). El trastuzumab fue incapaz de 

aumentar los niveles de miR-16 en éstas líneas (Figura 32b). Por el contrario, en la línea MDA-MB-

453 se observó una reducción significativa en los niveles de miR-16 frente al tratamiento con 

trastuzumab (Figura 32b). Resultados similares se obtuvieron utilizando un modelo preclínico en el 

que células JIMT-1 se inocularon por vía subcutánea en ratones inmunocomprometidos, y los 

tumores desarrollados se trataron con trastuzumab o IgG control. La imposibilidad del trastuzumab 
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de inhibir el crecimiento tumoral en este modelo se asoció con su incapacidad para aumentar los 

niveles de miR-16 en el tumor (Figura 32c). 

 

Figura 32. El trastuzumab no induce la expresión de miR-16 en modelos de CM resistentes al trastuzumab. (a) Las 

células resistentes se trataron con trastuzumab por los tiempos indicados y se midió la proliferación de las mismas a 

través de la incorporación de timidina tritiada. Los niveles de proliferación se expresan relativos a las células sin tratar, 

cuyo valor se estableció en 1. (b) Los niveles de miR-16 frente al tratamiento con trastuzumab se evaluaron mediante RT-

qPCR. (c) Los ratones inmunocomprometidos se inyectaron por vía subcutánea con células JIMT-1 (3 x 106/ratón). Una 

vez que se establecieron los tumores, los animales fueron tratados con trastuzumab o IgG (5 mg/kg) por vía 

intraperitoneal, dos veces por semana. Panel izquierdoμ Cada punto representa el volumen tumoral medio ± SEM (n=κ 

por grupo). Panel derechoμ Los animales se sacrificaron al día 45, y los niveles de miR-16 se determinaron mediante RT-
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qPCR en extractos tumorales. Los resultados en (a y b) se presentan como la media ± SEM de tres experimentos 

independientes. Los resultados en (c) son representativos de tres ensayos con resultados similares. *p<0,05. 

El uso clínico del trastuzumab no está limitado al CM, sino que también ha sido aprobado 

como primera línea de tratamiento para el CG ErbB-2 positivo (Gomez-Martin et al., 2014). Por 

tanto, evaluamos los efectos del trastuzumab sobre los niveles de miR-16 en células NCI-Nκ7 y 

SNU-I, dos líneas de CG ErbB-2 positivo (Bae et al., 2001; Rusnak et al., 2007), sensibles y 

resistentes al trastuzumab, respectivamente (Figura 33a y Kim et al., 200κ; Bae et al., 2001). En 

sintonía con nuestros hallazgos en modelos de CM, el trastuzumab indujo la expresión de miR-16 

en células NCI-Nκ7, pero fue incapaz de modular los niveles de miR-16 en las células SNU-I 

(Figura 33b).  

Nuestros hallazgos in vitro e in vivo muestran por primera vez que el aumento de miR-16, 

inducido por el tratamiento con trastuzumab, es un mecanismo de acción común del trastuzumab 

en el CM y CG ErbB-2 positivos sensibles a los efectos antiproliferativos del anticuerpo. 
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Figura 33. El trastuzumab induce la expresión de miR-16 en células de CG sensibles al trastuzumab. (a) Las 

células sensibles (NCI-Nκ7) o resistentes (SNU-I) se trataron con trastuzumab por los tiempos indicados y se midió la 

proliferación de las mismas a través de la incorporación de timidina tritiada. Los niveles de proliferación se expresan 

relativos a las células sin tratar, cuyo valor se estableció en 1. (b) Los niveles de miR-16 se midieron mediante RT-qPCR. 

Los resultados en (a y b) se presentan como la media ± SEM de tres experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,01. 

Nuestro grupo identificó previamente a la CCNE, un regulador clave del ciclo celular, como 

un blanco relevante del miR-16 en el crecimiento del CM inducido por progestágenos y por factores 

de crecimiento (Rivas et al., 2012). Por otra parte, la amplificación/sobreexpresión de la CCNE ha 

sido propuesta como un mecanismo de resistencia al trastuzumab (Scaltriti et al., 2011). Aquí, 

encontramos que el tratamiento con trastuzumab, in vitro e in vivo, redujo la expresión de CCNE en 

modelos de CM sensibles a los efectos antiproliferativos del anticuerpo (Figura 34a), pero no en 

modelos resistentes (Figura 34b). 

 

Figura 34. El trastuzumab inhibe la expresión de la CCNE en modelos de CM sensibles al trastuzumab. (a) Los 

niveles de expresión de la CCNE se evaluaron mediante WB en extractos proteicos totales de células sensibles tratadas 

con trastuzumab, o en lisados tumorales del experimento descrito en la Figura 31. (b) Los niveles de expresión de la 

CCNE se evaluaron mediante WB en extractos proteicos totales de células resistentes tratadas con trastuzumab, o en 

extractos tumorales del ensayo descrito en la Figura 32c. Las imágenes en (a y b) son representativas de tres 

experimentos con resultados similares. En el caso de los ensayos in vivo, se muestran los resultados para dos tumores 
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representativos de cada grupo. Los números debajo de las bandas reflejan la cuantificación de las mismas por 

densitometría. 

MiR-16 actúa como un supresor tumoral en el CM y CG ErbB-2 positivo 

Previamente demostramos que miR-16 actúa como un supresor tumoral en el crecimiento 

del CM luminal (Rivas et al., 2012). En el marco de nuestros hallazgos sobre la modulación del 

miR-16 por trastuzumab, decidimos explorar entonces el rol directo del miR-16 en el crecimiento del 

CM y CG ErbB-2 positivo. La sobreexpresión de miR-16, mediante la transfección transiente con un 

precursor del miR-16 (pre-miR-16), inhibió la proliferación de las líneas BT-474 y SKBR-3 (Figura 

35a), ambas sensibles al trastuzumab y al lapatinib (O'Brien et al., 2010). Más aún, la expresión 

forzada de miR-16 logró reducir significativamente la proliferación de células con resistencia 

intrínseca o adquirida al trastuzumab (Figura 35b y 35c). Entre éstas células, las HCC-156λ, JIMT-1 

y MDA-MB-453 presentan además resistencia intrínseca al lapatinib (O'Brien et al., 2010). Estos 

hallazgos identifican un rol novedoso para el miR-16 como supresor tumoral en el CM ErbB-2 

positivo, tanto sensible como resistente al trastuzumab y/o al lapatinib. 
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Figura 35. El miR-16 inhibe la proliferación de líneas celulares de CM ErbB-2 positivo. (a) Las células sensibles al 

trastuzumab se transfectaron durante 4κ h con pre-miR-16 o pre-miR-Control. Panel izquierdoμ Se evaluó la proliferación 

mediante la incorporación de timidina tritiada. Panel derechoμ Se evaluó la eficiencia de transfección con pre-miR-16 

mediante RT-qPCR. (b) Las células resistentes al trastuzumab se transfectaron durante 4κ h con pre-miR-16 o pre-miR-

Control. Panel superiorμ Se evaluó la proliferación como en (a). Panel inferiorμ Eficiencia de transfección con el pre-miR-
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16. (c) Las células se trataron como en (b), y la proliferación se estudió mediante un ensayo de recuento celular en 

cámara de Neubauer. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibición, estableciendo el valor de las células no 

transfectadas en 100%. Los resultados en (a-c) se presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos 

independientes. 

En sintonía con los resultados obtenidos en modelos de CM, la transfección de las líneas 

NCI-Nκ7 y SNU-I con pre-miR-16 también resultó en menores niveles de proliferación, en 

comparación con células transfectadas con pre-miR-Control (Figura 36), extendiendo nuestras 

observaciones en CM al CG ErbB-2 positivo. 

 

Figura 36. El miR-16 inhibe la proliferación de líneas celulares de CG ErbB-2 positivo. Las células sensibles o 

resistentes al trastuzumab se transfectaron durante 4κ h con pre-miR-16 o pre-miR-Control. Panel superiorμ Se evaluó la 

proliferación mediante la incorporación de timidina tritiada. Panel inferiorμ Se evaluó la eficiencia de transfección con pre-

miR-16 mediante RT-qPCR. Los resultados se presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos independientes. 

Por otra parte, la inhibición funcional de miR-16, mediante la transfección con un inhibidor 

específico (anti-miR-16), logró atenuar los efectos antiproliferativos del trastuzumab en las líneas 
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BT-474 y SKBR-3, revelando la participación directa del miR-16 en los efectos antiproliferativos del 

trastuzumab (Figura 37). 

 

Figura 37. El miR-16 media los efectos del trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo. Las células sensibles al 

trastuzumab se transfectaron durante 4κ h con un inhibidor dirigido al miR-16 o control, y se trataron luego con 

trastuzumab durante otras 4κ h. La proliferación celular se estimó mediante la incorporación de timidina tritiada. Los 

resultados se presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos independientes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

 En vista de los efectos inhibitorios del miR-16 sobre la proliferación in vitro de células 

resistentes a terapias anti-ErbB-2, condujimos un ensayo preclínico para evaluar la eficacia del 

miR-16 como un supresor tumoral in vivo y su potencial terapéutico. Establecimos con este fin 

xenotransplantes de tumores de la línea JIMT-1 en ratones inmunocomprometidos y, una vez que 

los tumores alcanzaron un volumen promedio de 100 mm3, los mismos fueron tratados con 

trastuzumab, recibieron inyecciones intratumorales de pre-miR-16, o una combinación de ambos 

tratamientos. Con el objeto de definir el protocolo de administración del pre-miR, verificamos 

previamente que los niveles de miR-16 luego de una única inyección intratumoral de pre-miR-16 

resultaban aumentados por un período de al menos 72 h post-administración (Figura 3κ). Por lo 

tanto, los ratones fueron tratados con pre-miR-16 tres veces a la semana. 
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Figura 38. Eficiencia del método de administración de pre-miR utilizado en modelos preclínicos. Ratones 

inmunocomprometidos se inyectaron por vía subcutánea con células JIMT-1 (3 x 106/ratón). Una vez que los tumores 

alcanzaron un volumen medio de 100 mm3, los animales (n=3 por grupo) recibieron una única inyección intratumoral de 

pre-miR-16 o pre-miR-Control, como se detalla en la sección Materiales y Métodos. Los animales se sacrificaron 72 h más 

tarde, y los niveles de miR-16 en los tumores se determinaron mediante RT-qPCR. Los resultados son representativos de 

tres ensayos con resultados similares. 

Como se describió previamente (Cordo Russo et al., 2015), no se observaron diferencias en el 

volumen tumoral promedio ni en las velocidades de crecimiento entre los tumores JIMT-1 tratados con 

trastuzumab y aquellos tratados con IgG (Figuras 3λa y 3λb). En cambio, el volumen y velocidad de 

crecimiento de los tumores inyectados con pre-miR-16 fueron significativamente menores que aquellos 

tratados con pre-miR-Control y trastuzumab o IgG (Figuras 3λa y 3λb). La administración combinada 

de trastuzumab y pre-miR-16 no mostró un efecto terapéutico mayor que la administración de pre-miR-

16 como agente único (Figuras 3λa y 3λb). Al finalizar el ensayo, los niveles de miR-16 en los tumores 

de aquellos animales inyectados con pre-miR-16 resultaron significativamente mayores, evidenciando 

la eficacia de nuestra estrategia de administración (Figura 3λc). Estos resultados demuestran que el 

miR-16 inhibe el crecimiento tumoral del CM resistente al trastuzumab y lapatinib. Nuestros hallazgos 

resaltan al miR-16 como un agente terapéutico novedoso en el CM y CG ErbB-2 positivo resistente a 

terapias anti-ErbB-2. 
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Figura 39. El miR-16 inhibe el crecimiento de carcinomas mamarios resistentes al trastuzumab. (a) Ratones 

inmunocomprometidos fueron inyectados por vía subcutánea con células JIMT-1 (3 x 106/ratón). Una vez que se 

establecieron los tumores, los animales recibieron inyecciones intratumorales de pre-miR-16 o pre-miR-Control, tres 

veces por semana, e inyecciones intraperitoneales de trastuzumab o IgG (5 mg/kg), dos veces por semana. Panel 

izquierdoμ Cada punto representa el volumen tumoral medio ± SEM (n=6 por grupo). Panel central y derechoμ Las 

imágenes muestran animales y tumores representativos de cada grupo al momento del sacrificio (día 2λ). (b) Los 

volúmenes tumorales finales, tasas de crecimiento y porcentajes de inhibición se calcularon como se indica en la sección 

Materiales y Métodos. (c) Al momento del sacrificio se determinaron mediante RT-qPCR los niveles de miR-16 en los 

tumores del experimento presentado en (a). Los resultados mostrados en (a-c) son representativos de tres ensayos con 

resultados similares. 

C-Myc media los efectos del trastuzumab sobre la expresión de miR-16 

 Se ha reportado previamente que el FT oncogénico c-Myc reprime la expresión de miR-16 

(Chang et al., 200κ). Nuestros propios hallazgos revelaron que los progestágenos inducen el 

crecimiento del CM a través de una reducción en los niveles de miR-16, mediada por c-Myc (Rivas 

et al., 2012). Por tanto, decidimos explorar si c-Myc también estaba involucrado en el aumento de 
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miR-16 inducido por trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo. Por una parte, el silenciamiento de c-

Myc resultó en un aumento en los niveles de miR-16 e inhibió la proliferación de células sensibles y 

resistentes al trastuzumab (Figura 40a). Por otra parte, el tratamiento con trastuzumab inhibió la 

expresión de c-Myc en células BT-474 (Figura 40b). La reconstitución de su expresión en células 

BT-474 tratadas con trastuzumab, empleando un plásmido que expresa una variante 

constitutivamente activa de c-Myc (Kapeli and Hurlin, 2011), bloqueó el aumento de miR-16 

inducido por trastuzumab (Figura 40b). Estos hallazgos resaltan la función de c-Myc como un 

mediador de la inducción de miR-16 por trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo. 
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Figura 40. C-Myc media la inducción de miR-16 por trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo. (a) Las células se 

transfectaron en forma transiente durante 4κ h con un siARN dirigido a c-Myc o control. Panel superiorμ Los niveles de 

miR-16 se determinaron mediante RT-qPCR. Panel centralμ La proliferación celular se evaluó mediante la incorporación 

de timidina tritiada. Panel inferiorμ El WB muestra la eficiencia del silenciamiento de c-Myc. (b) La expresión de c-Myc se 

reconstituyó mediante la transfección con el plásmido pBABE-Myc-S62D en células sensibles tratadas con trastuzumab. 

Panel izquierdoμ El WB muestra la eficiencia de la reconstitución de c-Myc. Panel derechoμ Los niveles de miR-16 se 

determinaron mediante RT-qPCR. Las imágenes son representativas de tres experimentos con resultados similares. Los 

resultados en (a y b) se presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos independientes. **p<0,01; ***p<0,001. 

Decidimos estudiar entonces los mecanismos de regulación de c-Myc por trastuzumab. La 

activación de las cascadas de señalización de MAPK y PI3K/AKT, río abajo del ErbB-2, median sus 

efectos proliferativos en el CM (Arteaga and Engelman, 2014). Asimismo, se ha reportado que 

ambas vías de señalización controlan los niveles de expresión y la actividad transcripcional de c-

Myc (Sears et al., 2000). En este sentido, se ha reportado que el tratamiento con 4D5 (versión 

parental murina del trastuzumab) o con un anticuerpo simple cadena dirigido al ErbB-2, bloquea 

dichas cascadas de señalización y reduce la expresión de c-Myc en células de CM sensibles a sus 

efectos antiproliferativos (Neve et al., 2000; Motoyama et al., 2002). En sintonía con la inhibición de 

las vías de MAPK y PI3K/AKT inducida por el trastuzumab, hallamos que el mismo redujo 

significativamente los niveles de c-Myc, in vitro e in vivo, en modelos de CM sensibles al 

trastuzumab (Figura 41a). Resultados similares se obtuvieron frente al silenciamiento del ErbB-2 en 

la línea BT-474 (Figura 41b). Por el contrario, encontramos que la incapacidad del trastuzumab 

para inhibir las cascadas de señalización río abajo del ErbB-2 en células de CM con resistencia 

intrínseca o adquirida, se asocia a la inhabilidad del trastuzumab para modular la expresión de c-

Myc (Figura 41c). Nuestros hallazgos en líneas de CG sensibles o resistentes al trastuzumab 

fueron concordantes con los obtenidos en células de CM (Figura 41d). 
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Figura 41. El trastuzumab inhibe en células sensibles la expresión de c-Myc y la activación de las vías de 

PI3K/AKT y MAPK. (a) Los niveles de expresión de c-Myc y la activación de las vías de señalización río abajo del ErbB-2 

se estudiaron mediante WB en extractos proteicos totales de líneas sensibles de CM tratadas con trastuzumab, o en 

extractos tumorales del experimento en la Figura 31. En aquellos ensayos donde se estudió la fosforilación de proteínas, 
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las membranas se reincubaron con anticuerpos contra las formas totales correspondientes. (b) Las células sensibles se 

transfectaron durante 4κ h con un siARN dirigido al ErbB-2 o control, y los extractos proteicos se analizaron mediante WB 

como en (a). (c) El análisis mediante WB de extractos proteicos de líneas resistentes de CM tratadas con trastuzumab se 

realizó como en (a). (d) Líneas celulares de CG se trataron con trastuzumab por los tiempos indicados, y el análisis de los 

extractos proteicos mediante WB se realizó como en (a). Las imágenes en (a-d) son representativas de tres experimentos 

con resultados similares. 

Con el objeto de estudiar con mayor profundidad el rol desempeñado por las vías de MAPK 

y PI3K/AKT sobre los niveles de expresión de c-Myc y miR-16, realizamos ensayos con inhibidores 

farmacológicos específicos. La inhibición de PI3K con LY2λ4002, o de la vía de MAPK con el 

inhibidor de MEK1/2 U0126, resultó en una reducción en los niveles de c-Myc (Figura 42a), un 

aumento en la expresión de miR-16 y una menor proliferación celular en la línea BT-474 (Figura 

42b). Estos inhibidores farmacológicos también indujeron una reducción en los niveles de c-Myc 

(Figura 42a), un aumento de miR-16 y una proliferación celular atenuada en líneas con resistencia 

intrínseca o adquirida al trastuzumab (Figura 42b). Nuestros hallazgos revelan que la incapacidad 

del trastuzumab para inducir la expresión de miR-16 en líneas de CM resistentes yace en su 

inhabilidad para bloquear las vías de MAPK y PI3K/AKT y, en consecuencia, la expresión de c-Myc. 
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Figura 42. El bloqueo de las de las vías de PI3K/AKT y MAPK induce la expresión de miR-16. Las células se 

trataron con los inhibidores farmacológicos indicados o con lapatinib durante 24 h. (a) Los niveles de expresión de c-Myc 

y la activación de las vías de señalización río abajo del ErbB-2 se estudiaron mediante WB. Las imágenes son 

representativas de tres experimentos con resultados similares. (b) Panel superiorμ Los niveles de miR-16 se determinaron 

mediante RT-qPCR. Panel inferiorμ Los niveles de proliferación se estimaron mediante la incorporación de timidina 

tritiada. Los resultados se presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos independientes. **p<0,01; 

***p<0,001. 

El lapatinib inhibe la auto-fosforilación del ErbB-2 y bloquea así la activación de las vías de 

MAPK y PI3K/AKT, lo cual subyace sus efectos antiproliferativos en el CM (Patel et al., 2014). Aquí, 
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encontramos que el lapatinib, además de inhibir las vías mencionadas, redujo la expresión de c-

Myc e incrementó los niveles de miR-16 en células sensibles (Figuras 42a, 42b, 43a y 43b). 

 

Figura 43. El lapatinib induce la expresión de miR-16 en células de CM sensibles al lapatinib. Las células se 

trataron con lapatinib durante 24 h. (a) Panel izquierdoμ Los niveles de miR-16 se determinaron mediante RT-qPCR. 

Panel derechoμ Los niveles de proliferación se estimaron mediante la incorporación de timidina tritiada. (b) Los niveles de 

expresión de c-Myc y la activación de las vías de señalización río abajo del ErbB-2, se estudiaron mediante WB. Las 

imágenes en (b) son representativas de tres experimentos con resultados similares. Los resultados en (a) se presentan 

como el promedio ± SEM de tres experimentos independientes. 

Por su parte, la inhibición funcional de miR-16 en la línea BT-474 atenuó los efectos 

antiproliferativos del lapatinib, demostrando que miR-16 también media los efectos inhibitorios del 

crecimiento de este agente (Figura 44). 
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Figura 44. El miR-16 media los efectos del lapatinib en el CM ErbB-2 positivo. Las células sensibles al lapatinib se 

transfectaron durante 4κ h con un inhibidor dirigido al miR-16 o control, y se trataron luego con lapatinib durante 24 h. La 

proliferación celular se evaluó mediante la incorporación de timidina tritiada. Los resultados se presentan como el 

promedio ± SEM de tres experimentos independientes. *p<0,05; ***p<0,001. 

La proliferación de la línea celular BT-474 HR se vio inhibida por el lapatinib, como se 

describió previamente para otra variante resistente al trastuzumab de la línea BT-474 (O'Brien et 

al., 2010), mientras que además logró la inhibición de las vías de MAPK y PI3K/AKT, redujo los 

niveles de c-Myc y aumentó la expresión de miR-16 (Figura 42). Por el contrario, y en sintonía con 

su incapacidad para bloquear cascadas de señalización río abajo del ErbB-2, el lapatinib no logró 

regular los niveles de c-Myc ni de miR-16 en dos modelos con resistencia intrínseca al lapatinib, 

(Figuras 45a, 45b y 45c). La línea JIMT-1 es resistente al lapatinib cuando se lo utiliza a 

concentraciones de hasta 1µM, pero dosis mayores son capaces de bloquear su proliferación 

(Figura 42 y Koninki et al., 2010). Aquí, demostramos que los efectos inhibitorios del lapatinib a 

5µM en células JIMT-1 se asocian al bloqueo efectivo de las vías de MAPK y PI3K/AKT, a la 

inhibición de c-Myc y a un aumento en los niveles de miR-16 (Figura 42). Nuestros hallazgos 

revelan que el trastuzumab y el lapatinib, dos terapias anti-ErbB-2 disímiles, comparten un 

mecanismo inhibitorio del crecimiento en el CM ErbB-2 positivo, donde el bloqueo de MAPK y 

PI3K/AKT resulta en la inhibición de c-Myc, y en el consecuente aumento de la expresión de miR-

16. 
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Figura 45. El lapatinib no induce la expresión de miR-16 en células de CM resistentes al lapatinib. Las células se 

trataron con lapatinib durante 24 h. (a) Los niveles de miR-16 se determinaron mediante RT-qPCR. (b) Los niveles de 

proliferación se estudiaron mediante la incorporación de timidina tritiada. (c) Los niveles de expresión de c-Myc y la 

activación de las vías de señalización río abajo del ErbB-2 se analizaron mediante WB. Los resultados en (a y b) se 

presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos independientes. Las imágenes en (c) son representativas de 

tres experimentos con resultados similares. 

El trastuzumab remodela la estructura local de la cromatina en el promotor de DLEU2 

C-Myc reprime la expresión de miR-16 a través de su unión a un sitio E-Box en el promotor 

proximal de DLEU2, y del consecuente reclutamiento a este sitio de maquinaria responsable de la 

remodelación de la cromatina (Zhang et al., 2012b). Con el objeto de explorar los efectos del 

trastuzumab sobre el promotor de DLEU2, realizamos ensayos de ChIP utilizando cebadores que 

flanquean el sitio E-Box localizado 510pb río arriba del exón 1A de DLEU2. El tratamiento con 

trastuzumab inhibió la unión de c-Myc al promotor de DLEU2 en células sensibles (Figura 46a). 

Más aún, el análisis de la arquitectura local de la cromatina frente al tratamiento con trastuzumab 

reveló una reducción en los niveles de histona H3 trimetilada en la lisina λ (H3Kλme3) (Figura 46a), 

un rasgo distintivo de represión transcripcional (Rivas et al., 2012). En simultáneo, el trastuzumab 

incrementó los niveles de H4Ac (Figura 46a), una marca de activación del promotor de DLEU2, de 
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acuerdo a lo reportado por nuestro grupo y otros (Rivas et al., 2012; Zhang et al., 2012b). En 

cambio, el trastuzumab fue incapaz de desplazar a c-Myc del promotor de DLEU2 en células 

resistentes al trastuzumab, así como tampoco produjo cambios significativos en los niveles de 

H3Kλme3 o H4Ac en este sitio (Figura 46b). 

 

Figura 46. El trastuzumab regula marcas epigenéticas y el reclutamiento de c-Myc en el promotor de DLEU2. (a y 

b) Las células se trataron con trastuzumab por los tiempos indicados. El reclutamiento de c-Myc y los niveles de 

H3Kλme3 y H4Ac se evaluaron mediante ChIP en el promotor proximal del DLEU2. El ADN inmunoprecipitado se 
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amplificó utilizando cebadores (flechas rojas) que flanquean el sitio E-Box (cuña verde), indicado en el diagrama superior. 

Los valores arbitrarios obtenidos por RT-qPCR se normalizaron al input, estableciendo el valor para la IgG, utilizada como 

control, en 1. Los resultados se presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos independientes. **p<0,01; 

***p<0,001. 

La actividad transcripcional de c-Myc depende en gran medida de su fosforilación en el 

residuo serina 62 (S62), la cual es mediada por la vía de MAPK (Sears et al., 2000; Yeh et al., 

2004). Aquí, encontramos que el bloqueo rápido de la vía de MAPK por parte del trastuzumab 

inhibió significativamente la fosforilación de c-Myc en S62 en células BT-474 (Figura 47). El 

trastuzumab no tuvo efecto sobre la fosforilación de c-Myc en la línea JIMT-1, en sintonía con su 

incapacidad para suprimir la activación de la vía de MAPK en éstas células (Figura 47). Estos 

resultados proveen una explicación mecanística a los efectos del trastuzumab sobre el 

reclutamiento de c-Myc al promotor de DLEU2 en células sensibles y resistentes. 

 

Figura 47. El trastuzumab inhibe la activación de c-Myc en células sensibles de CM. Las células sensibles y 

resistentes se trataron con trastuzumab durante los tiempos indicados. Se evaluaron mediante WB los niveles de 

fosforilación de c-Myc en S62, y la activación de la vía de MAPK. Las imágenes son representativas de tres experimentos 

con resultados similares. 

Con el objetivo de seguir caracterizando los efectos del trastuzumab sobre la estructura 

local de la cromatina en el promotor proximal de DLEU2, evaluamos el grado de accesibilidad de la 

cromatina a través de un ensayo de sensibilidad al tratamiento con DNAsa I. Encontramos de esta 
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manera que el tratamiento con trastuzumab en células BT-474 aumenta la sensibilidad a la 

actividad DNAsa en el sitio E-Box, lo cual es consistente con un entorno más accesible en la 

cromatina (Figura 4κ). El trastuzumab no tuvo efecto, en cambio, sobre la sensibilidad a la actividad 

DNAsa en dicho sitio en células resistentes (Figura 4κ).  

Nuestros resultados indican que el trastuzumab regula la expresión de miR-16 a nivel 

transcripcional mediante la expulsión de c-Myc del promotor de DLEU2 y la inducción de un 

aumento en la accesibilidad de la cromatina. 

 

Figura 48. El trastuzumab controla la accesibilidad local de la cromatina en el promotor del DLEU2. Las células 

sensibles y resistentes se trataron con trastuzumab como se indica, y se realizó un ensayo de sensibilidad a la actividad 

de la DNAsa I en la región promotora proximal del DLEU2. El ADN resultante se amplificó utilizando los mismos 

cebadores que en la Figura 46. Los resultados se presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos 

independientes. 
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miR-16 en el CM ErbB-2 positivo 

Con el objetivo de identificar genes blanco del miR-16 responsables de sus efectos 
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supresor tumoral (Rivas et al., 2012). El tumor C4HD expresa RE y RP, altos niveles de ErbB-2 y 

ErbB-3, bajos niveles de ErbB-4, y carece de EGFR (Labriola et al., 2003; Balana et al., 1λλλ).  

Transfectamos entonces cultivos primarios de células C4HD con pre-miR-16 o pre-miR-

Control y estudiamos su perfil global de expresión génica mediante microarrays. La expresión 

forzada de miR-16 resultó en 444 y λλλ genes cuya expresión se redujo o aumentó, 

respectivamente, en forma significativa y marcada (p valor ajustado menor a 0,01; veces de cambio 

absoluto mayor a 1,λ) (Figuras 4λa y 4λb). El perfil de expresión génica obtenido se combinó con 

algoritmos de predicción de genes blanco para el miR-16 murino (mmu-miR-16). Con este fin 

recuperamos mediante el motor de búsqueda miRecords (Xiao et al., 200λ; 

httpμ//c1.accurascience.com/miRecords/) una lista de 4κ6 blancos putativos del mmu-miR-16, 

predichos en forma simultánea por al menos 4 algoritmos distintos. De esta lista, κ genes 

candidatos estaban incluidos dentro del conjunto de 444 genes inhibidos por la sobreexpresión de 

miR-16 (Tabla 3). A través de búsquedas bibliográficas y en la base de datos DAVID (por sus siglas 

en inglés, Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (Huang et al., 200λa), 

encontramos evidencias sobre la participación de 4 de estos genes en el desarrollo o progreso de 

neoplasiasμ receptor de hormona de crecimiento (GHR; por sus siglas en inglés, growth hormone 

receptor), homeocaja 2 tipo caudal (CDX2; por sus siglas en inglés, caudal type homeobox 2), 

CCNJ y FUBP1. GHR y CDX2 fueron identificados previamente como blancos de miR-16 (Tagawa 

et al., 2012; Elzein and Goodyer, 2014), y su rol en CM ha sido estudiado (Stajduhar et al., 2014; 

Bhat-Nakshatri et al., 2013). Los dos genes restantes, CCNJ y FUBP1, no habían sido descritos 

previamente como blancos de miR-16, y su rol en el CM prácticamente no había sido explorado 

(Jang et al., 200λ; Feliciano et al., 2013). Al validar los resultados obtenidos en los microarrays 

mediante RT-qPCR, la expresión de los ARNm de CCNJ y FUBP1 probó ser inhibida 

significativamente por la expresión forzada de miR-16 (Figura 50). Por tanto, decidimos focalizarnos 

en el estudio de CCNJ y FUBP1 como blancos novedosos de miR-16 en el CM ErbB-2 positivo. 
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Figura 49. Efecto de la sobreexpresión de miR-16 sobre el perfil de expresión génica de tumores de CM ErbB-2 

positivo. Los cultivos primarios de tumores C4HD se transfectaron con pre-miR-16 o pre-miR-Control (n=3 por condición) 

durante 4κ h. (a) Los niveles resultantes de miR-16 se evaluaron mediante RT-qPCR. (b) Se realizaron estudios de 

expresión génica a nivel global utilizando microarrays y las muestras en (a), como se detalla en la sección Materiales y 

Métodos. El mapa de calor muestra el perfil de expresión para los 400 genes cuya expresión resultó más 

significativamente aumentada o reducida en los estudios de microarray. Las variables se estandarizaron para lograr una 

media de 0 y un desvío estándar de 1 (z-score), previo a evaluar el agrupamiento jerárquico de las muestras.  

Tabla 3. Genes blanco putativos de miR-16 cuya expresión se redujo en los estudios de microarrays. 

Símbolo Nombre del gen ENTREZID p valor p valor 
ajustado 

Veces de 
cambio 

Btbd3 BTB (POZ) domain containing 3 22κ662 1,23E-05 2,10E-04 -2,5κ 
Ccnj Caudal type homeo box  240665 2,66E-03 λ,01E-03 -1,λλ 
Cdx2 Cyclin J 125λ1 7,λκE-05 7,53E-04 -2,62 
Fubp1 Far Upstream Element (FUSE) binding protein 1 51κκ6 1,14E-03 4,76E-03 -1,λκ 

Ghr Growth Hormone Receptor 14600 2,74E-03 λ,21E-03 -2,24 
Tuft1 Tuftelin 1 22156 κ,5λE-06 1,64E-04 -2,04 
Ttc14 Tetratricopeptide repeat domain 14  67120 2,25E-06 6,04E-05 -1,λ7 
Ubfd1 Ubiquitin family domain containing 1 2κ01κ 2,43E-06 6,45E-05 -2,35 

Lista de genes resultante de la intersección entre el conjunto de genes blanco putativos de mmu-miR-16, predichos por al 

menos cuatro algoritmos distintos, y el conjunto de genes cuyo nivel de expresión resultó significativamente menor en el 

grupo transfectado con pre-miR-16 en los estudios de microarrays (p ajustado <0,01 y veces de cambio <-1,λ). 

 

Figura 50. Validación de los resultados del microarray para CCNJ y FUBP1. Cultivos primarios de tumores C4HD se 

transfectaron durante 4κ h con pre-miR-16 o pre-miR-Control, y los niveles de expresión de los genes de interés se 

evaluaron mediante RT-qPCR. Las veces de inducción en los niveles de ARNm se calcularon normalizando los valores 

absolutos del ARNm de CCNJ o FUBP1 a los de GAPDH, empleado como control interno, estableciendo en 1 el valor 

0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

1,25

1,50

pre-miR-Control (30nM)
pre-miR-16 (30nM)

+
- +

-
0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

1,25

1,50

+
- +

-

C4HD

C
C

N
J/

G
A

P
D

H
(V

ec
es

 d
e 

in
du

cc
ió

n)

p<0,001 p<0,01

FU
B

P
1/

G
A

P
D

H



127 
 

para las células transfectadas con pre-miR-Control. Los resultados se presentan como el promedio ± SEM de tres 

experimentos independientes. 

Dado que nuestros estudios de expresión génica se llevaron a cabo empleando un modelo 

murino, en primer lugar verificamos la complementariedad de secuencias entre el miR-16 humano 

(hsa-miR-16) y los ARNm de CCNJ y FUBP1 de humano. En este sentido, encontramos un grado 

elevado de complementariedad entre la secuencia semillas del hsa-miR-16 y un sitio localizado en 

la región 3’UTR de cada ARNm (posiciones 1κ34-1κ40 del 3’UTR de CCNJ y 707-713 del 3’UTR de 

FUBP1) (Figura 51).  

 

Figura 51. Complementariedad de secuencias entre miR-16 y los ARNm de CCNJ y FUBP1. Alineamiento de 

secuencias entre el hsa-miR-16 y la forma wild type (WT) o mutada (MUT) de la región 3’UTR de la CCNJ y FUBP1 

humanas. La secuencia semilla del hsa-miR-16 se esquematiza en color rojo. 

Por su parte, la expresión forzada de miR-16 redujo los niveles de los ARNm de CCNJ y 

FUBP1 en líneas celulares humanas de CM y CG (Figura 52a) y los niveles de proteína, in vitro e in 

vivo, en modelos de CM (Figura 52b). De manera similar, el bloqueo de la función de miR-16 

aumentó los niveles de expresión de las proteínas CCNJ y FUBP1 en células de CM, tanto 

sensibles como resistentes al trastuzumab (Figura 52c). 
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Figura 52. El miR-16 controla los niveles de CCNJ y FUBP1 en el CM y CG ErbB-2 positivo. (a) Los niveles de 

ARNm de CCNJ y FUBP1 se evaluaron mediante RT-qPCR en células de CM y CG transfectadas con pre-miRs, o en 

extractos tumorales del experimento descripto en la Figura 3λ. Los resultados se presentan como el promedio ± SEM de 

tres experimentos independientes (b) Los niveles de expresión de las proteínas CCNJ y FUBP1 se estudiaron mediante 

WB en extractos de células de CM transfectadas con pre-miRs, o en lisados tumorales del experimento descrito en la 

Figura 3λ. (c) Las células de CM se transfectaron con inhibidores específicos del miR-16 o control, y los niveles de 
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expresión de CCNJ y FUBP1 se evaluaron mediante WB. Las imágenes en (b y c) son representativas de tres 

experimentos con resultados similares. 

  Con el objetivo de discernir si CCNJ y FUBP1 constituyen blancos directos del miR-16, 

realizamos ensayos utilizando plásmidos que portan la secuencia wild type del 3’UTR de CCNJ 

(luc-3’CCNJ-WT) o de FUBP1 (luc-3’FUBP1-WT) clonados río abajo de un gen reportero con 

actividad luciferasa. La transfección de células JIMT-1 con pre-miR-16 redujo en forma exitosa la 

actividad luciferasa de ambos constructos, al comparar con células transfectadas con pre-miR-

Control (Figura 53a). No obstante, frente a la mutación dirigida de la región putativa de unión a 

miR-16 en los vectores (Figura 51), miR-16 perdió su capacidad de inhibir la actividad luciferasa 

(Figura 53a). Más aún, el bloqueo de miR-16 en células BT-474 transfectadas con luc-3’CCNJ-WT 

o luc-3’FUBP1-WT, resultó en un aumento de la actividad luciferasa, en comparación con células 

transfectadas con anti-miR-Control (Figura 53b). Nuestros hallazgos identifican a CCNJ y FUBP1 

como blancos novedosos directos de miR-16 en el CM ErbB-2 positivo. 
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Figura 53. CCNJ y FUBP1 constituyen blancos directos de miR-16 en el CM ErbB-2 positivo. (a) Las células se 

cotransfectaron con los plásmidos indicados y con pre-miR-16 o pre-miR-Control. La actividad luciferasa de Renilla se 

midió como se describe en la sección Materiales y Métodos. La actividad luciferasa de luciérnaga se empleó para la 

normalización. Los resultados se expresan relativizados al valor para las células transfectadas con pre-miR-Control, el 

cual se estableció en 1. (b) Las células se cotransfectaron con los plásmidos indicados y con inhibidores dirigidos al miR-

16 o control. La actividad luciferasa se evaluó como en (a). Los resultados en (a y b) se presentan como el promedio ± 

SEM de tres experimentos independientes. 

 A continuación, exploramos si el aumento en los niveles de miR-16 inducido por 

trastuzumab alteraba la expresión de CCNJ y FUBP1. El trastuzumab redujo los niveles expresión 

de ARNm y proteína de CCNJ y FUBP1, tanto in vivo como in vitro, en modelos sensibles de CM 

(Figuras 54a y 54b), pero fue incapaz de alterar la expresión de estos genes en células con 

resistencia intrínseca o adquirida al anticuerpo (Figuras 54c y 54d). Resultados similares se 

obtuvieron en células de CG ErbB-2 positivo (Figura 54e). Así también, el tratamiento con lapatinib 

redujo la expresión de CCNJ y FUBP1, a nivel de ARNm y proteína, sólo en células sensibles a los 

efectos antiproliferativos de esta droga (Figuras 55a y 55b). 
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Figura 54. El trastuzumab reduce los niveles de CCNJ y FUBP1 en el CM y CG sensible al trastuzumab. (a y b) 

Panel izquierdoμ Los niveles de expresión de las proteínas CCNJ y FUBP1 se evaluaron mediante WB en extractos de 

células sensibles de CM tratadas con trastuzumab, o en extractos tumorales del experimento descrito en la Figura 31. 

Panel derechoμ Los niveles de ARNm de CCNJ y FUBP1 se determinaron mediante RT-qPCR. (c y d) Panel izquierdoμ 

Los niveles de expresión de las proteínas CCNJ y FUBP1 se evaluaron mediante WB en extractos de células resistentes 

de CM tratadas con trastuzumab, o en extractos tumorales del experimento descrito en la Figura 32c. Panel derechoμ Los 

niveles de ARNm de CCNJ y FUBP1 se determinaron mediante RT-qPCR. (e) Las células sensibles o resistentes de CG 

se trataron con trastuzumab como se indica, y los niveles de expresión de CCNJ y FUBP1 se estudiaron por WB. Las 

imágenes en (a-e) son representativas de tres experimentos con resultados similares. Los resultados en (a), (c) y (e) se 

presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos independientes. **p<0,01; ***p<0,001. 
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Figura 55. El lapatinib reduce los niveles de CCNJ y FUBP1 en modelos de CM sensibles al lapatinib. (a) Panel 

izquierdoμ Los niveles de expresión de las proteínas CCNJ y FUBP1 se evaluaron mediante WB en extractos de células 
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sensibles tratadas con lapatinib. Panel derechoμ Los niveles de ARNm de CCNJ y FUBP1 se determinaron mediante RT-

qPCR. (b) Panel izquierdoμ Los niveles de expresión de las proteínas CCNJ y FUBP1 se evaluaron mediante WB en 

extractos de células resistentes tratadas con lapatinib. Panel derechoμ Los niveles de ARNm de CCNJ y FUBP1 se 

determinaron mediante RT-qPCR. Las imágenes en (a y b) son representativas de tres experimentos con resultados 

similares. Los resultados en (a y b) se presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos independientes. 

Para evaluar si la inhibición observada de CCNJ y FUBP1 por trastuzumab y lapatinib era 

mediada por miR-16, se realizaron ensayos adicionales de gen reportero con actividad luciferasa. 

En células BT-474 transfectadas con los plásmidos luc-3’CCNJ-WT o luc-3’FUBP1-WT, tanto el 

trastuzumab como el lapatinib inhibieron la actividad luciferasa, en comparación con células no 

tratadas (Figura 56). No obstante, estos efectos se perdieron completamente cuando los sitios de 

unión a miR-16 se mutaron en los constructos (Figuras 51 y 56), demostrando que el trastuzumab y 

el lapatinib inhiben a CCNJ y FUBP1 a través del aumento en los niveles de miR-16. 
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Figura 56. El miR-16 media los efectos del trastuzumab y el lapatinib sobre la expresión de CCNJ y FUBP1. Panel 

superiorμ Las células sensibles al trastuzumab se transfectaron con los plásmidos indicados durante 4κ h y luego de 

trataron con trastuzumab por 24 h. Panel inferiorμ Las células sensibles al lapatinib se transfectaron con los plásmidos 

indicados durante 4κ h y luego de trataron con lapatinib por 24 h. La actividad luciferasa se midió y analizó como en la 

Figura 53. Los resultados se presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos independientes. 

CCNJ y FUBP1 son requeridas para el crecimiento del CM ErbB-2 positivo 

 A continuación, exploramos los roles biológicos de la CCNJ y FUBP1 en el CM ErbB-2 

positivo. La CCNJ fue implicada previamente en la transición G2/M en células MCF-7 (Feliciano et 

al., 2013), mientras que la inhibición de FUBP1 ha sido vinculada al arresto de la proliferación 

celular en distintos tipos de cáncer (revisado en Zhang and Chen, 2013). Aquí, encontramos que la 

inhibición de CCNJ o FUBP1 mediante siARNs redujo los niveles de proliferación de células de CM 

sensibles y resistentes a terapias dirigidas contra el ErbB-2 (Figura 57). Estos resultados apoyan el 

rol de CCNJ y FUBP1 como mediadores de los efectos antiproliferativos de miR-16 en el CM ErbB-

2 positivo. 
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Figura 57. CCNJ y FUBP1 son necesarias para el crecimiento del CM ErbB-2 positivo. Las células se transfectaron 

durante 4κ h con siARNs dirigidos a CCNJ, a FUBP1 o control. Panel superiorμ La proliferación celular se estudió a través 

de la incorporación de timidina tritiada. Panel inferiorμ El WB muestra la eficiencia del silenciamiento de CCNJ y FUBP1. 

Las imágenes son representativas de tres experimentos con resultados similares. Los resultados se presentan como el 

promedio ± SEM de tres experimentos independientes. **p<0,01; ***p<0,001. 

FUBP1 fue descrito originalmente como un FT que promovía la expresión de c-Myc a través 

de su unión a un elemento lejano río arriba (FUSE; por sus siglas en inglés, Far Upstream Element) 

en el promotor de MYC (Avigan et al., 1λλ0). Nuestros ensayos de ChIP revelaron que, en 

condiciones de crecimiento, FUBP1 está reclutado en este sitio en células BT-474 (Figura 5κa). 

Más aún, el análisis de la estructura local de la cromatina reveló niveles elevados de H4Ac, una 

marca de transcripción activa (Figura 5κa). En sintonía con estudios previos utilizando variantes 

dominantes negativas de FUBP1 (He et al., 2000), el silenciamiento de FUBP1 resultó en niveles 

reducidos de c-Myc (Figura 5κb). Consistente con el rol de c-Myc como represor de miR-16, la 

reducción de los niveles de c-Myc estuvo acompañada de un incremento en los niveles de miR-16 

(Figura 5κc), y de la consecuente inhibición de CCNJ (Figura 5κb). Nuestros hallazgos revelan, 

entonces, la existencia de un mecanismos regulatorio de retroalimentación positiva que impulsa la 

proliferación del CM ErbB-2 positivoμ la inhibición de miR-16 por c-Myc permite el aumento de 

FUBP1, el cual a través de su unión al sitio FUSE en el promotor de MYC aumenta la expresión de 

este último, reduciendo aún más los niveles de expresión de miR-16 (Figura 5κd). 
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Figura 58. FUBP1, c-Myc y miR-16 participan de un circuito regulatorio de retroalimentación positiva en el CM 

ErbB-2 positivo. (a) El reclutamiento de FUBP1 y los niveles de H4Ac en el promotor de MYC se evaluaron mediante 

ensayos de ChIP. El ADN inmunoprecipitado se amplificó utilizando cebadores que flanquean el sitio FUSE en el 

promotor de MYC (Avigan et al., 1λλ0). (b y c) Las células se transfectaron durante 4κ h con un siARN dirigido a FUBP1 

o control. (b) Los niveles de expresión de c-Myc y CCNJ se evaluaron mediante WB. (c) Los niveles de miR-16 se 

evaluaron mediante RT-qPCR. Las imágenes en (b) son representativas de tres experimentos con resultados similares. 

Los resultados en (a) y (c) se presentan como el promedio ± SEM de tres experimentos independientes. ***p<0,001. (d) 

El esquema representa el circuito de retroalimentación positiva que involucra a FUBP1, c-Myc y miR-16, el cual promueve 

el crecimiento del CM ErbB-2 positivo.  

MiR-16 y FUBP1 actúan como predictores de la respuesta al trastuzumab 

Un número importante de microARNs se expresan en forma aberrante e influencian el 

comportamiento y la progresión tumoral en el CM (revisado en Mulrane et al., 2013). Considerando 

además su gran estabilidad y fácil detección, los microARNs han sido propuestos como 

biomarcadores en la clínica (revisado Andorfer et al., 2011). Aquí, encontramos que los niveles de 

miR-16 son mayores en células sensibles al trastuzumab (BT-474 y SKBR-3), que en un panel de 

células con resistencia intrínseca o adquirida (Figura 5λa). Decidimos explorar, entonces, la 

relevancia clínica de los niveles de miR-16 en la respuesta al tratamiento con trastuzumab en 

adyuvancia, en una cohorte de 1λ carcinomas mamarios primarios ErbB-2 positivos (Anexo III). 

Con este fin, se extrajo ARN total a partir de muestras de tumores FFPE obtenidas al momento de 
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la cirugía, y se evaluaron los niveles de miR-16 mediante RT-qPCR. Los niveles de miR-16 

resultaron significativamente mayores en pacientes sensibles al tratamiento con trastuzumab, que 

en aquellos que recayeron luego del tratamiento (Figura 5λb). Al comparar los niveles de miR-16 

en distintas secciones de un mismo tumor encontramos concordancia en los valores obtenidos 

(datos no presentados), lo cual sugiere que la heterogeneidad tumoral no influenció 

substancialmente nuestras observaciones. 

 

Figura 59. Los niveles de expresión de miR-16 predicen la respuesta al trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo. (a) 

Las células indicadas se sembraron en sus medios completos correspondientes. Luego de 24 h, los niveles de expresión 

de miR-16 se evaluaron mediante RT-qPCR. Las veces de inducción de miR-16 se obtuvieron relativizando al valor 

obtenido para las células SKBR-3, el cual se estableció en 1. Los resultados se presentan como el promedio ± SEM de 

tres experimentos independientes. *p<0,05; ***p<0,001. Verde oscuro = células sensibles al trastuzumab; verde claro = 

células resistentes al trastuzumab. (b) Se extrajo ARN total a partir de muestras de tumores FFPE provenientes de una 

cohorte de pacientes con CM primario invasivo ErbB-2 positivo, que recibieron trastuzumab en adyuvancia. Los niveles 

de miR-16 se determinaron mediante RT-qPCR. Las características detalladas de la cohorte estudiada se pueden 

encontrar en la sección Materiales y Métodos, y en el Anexo III. 

La integridad del ARN obtenido a partir de muestras de tejidos FFPE puede verse afectada 

significativamente por variables como el tiempo y las condiciones de almacenamiento, el tiempo de 

fijación, y el tamaño del espécimen (revisado en von Ahlfen et al., 2007). A pesar de que los ARN 
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largos, tales como los ARNm, resultan particularmente sensibles a estos fenómenos, fuimos 

capaces de medir los niveles de CCNJ y FUBP1 en la mitad de las muestras de tumores de nuestra 

cohorte, y hallamos una correlación inversa entre los niveles de expresión de miR-16 y aquellos de 

sus genes blanco (Figura 60a). Validamos luego nuestros hallazgos en dos cohortes 

independientes de pacientes con CM ErbB-2 positivo (Figura 60a). 
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Figura 60. Correlación entre los niveles de miR-16 y los ARNm de CCNJ y FUBP1 en carcinomas mamarios ErbB-

2 positivos. (a) Los niveles de expresión de miR-16 y de los ARNm de CCNJ o FUBP1 se evaluaron mediante RT-qPCR 

en muestras de tumores FFPE provenientes de la misma cohorte que en la Figura 5λ. (b) Correlación inversa entre los 

niveles de expresión de miR-16 y de sus genes blanco en dos cohortes independientes de tumores primarios de CM 

ErbB-2 positivo (Números de acceso GEOμ GSE756κ5 y GSE1λ7κ3). R= Coeficiente de regresión. 

La incorporación de predictores basados en microARNs puede no ser adecuada aún para la 

práctica clínica diaria. Por tanto, estudiamos mediante IHQ la expresión nuclear de FUBP1, como 

marcador subrogante de los niveles de miR-16, en una cohorte independiente de 42 carcinomas 

mamarios ErbB-2 positivos, tratados con trastuzumab en adyuvancia (Anexo IV). La puntuación de 

la IHQ de FUBP1 se realizó a través de un índice de marcación (Figura 61a y Zhang et al., 2013), 

donde un índice mayor o igual a 4 se consideró positivo (Figura 61b). Interesantemente, el análisis 

de Kaplan-Meier reveló que aquellos pacientes FUBP1-positivos tratados con trastuzumab exhibían 

una sobrevida libre de enfermedad significativamente menor (prueba de rango logarítmico, 

p=0,012) que aquellos con tumores FUBP1-negativos (Figura 61c). Por el contrario, la expresión 

nuclear de FUBP1 no mostró correlación con otros parámetros clínicos estándar, como el grado 

tumoral o la expresión de receptores hormonales (Anexo V).  

Considerados en conjunto, nuestros hallazgos muestran que los niveles de expresión de 

miR-16 y de su blanco directo, FUBP1, previos al tratamiento, son predictivos de la eficacia del 

trastuzumab en adyuvancia en el CM ErbB-2 positivo. 
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Figura 61. Los niveles de expresión de FUBP1 predicen la respuesta al trastuzumab en el CM ErbB-2 positivo. (a) 

La expresión nuclear de FUBP1 se evaluó mediante IHQ en muestras de carcinomas mamarios ErbB-2 positivos, y se 

cuantificó teniendo en cuenta la intensidad de marca y el porcentaje de células positivas, como se detalla en la sección 

Materiales y Métodos. Las imágenes muestran secciones representativas de tumores con distinta intensidad de marca 

nuclear de FUBP1, y la puntuación correspondiente asignada. (b) Los niveles de expresión nuclear de FUBP1 se 

estudiaron mediante IHQ en una cohorte de 42 pacientes con CM primario invasivo ErbB-2 positivo, que recibieron 

trastuzumab en adyuvancia. Las características detalladas de la cohorte estudiada se pueden encontrar en la sección 

Materiales y Métodos, y en el Anexo IV. Las imágenes son representativas de tumores en la cohorte con marcación 

negativa (izquierda) o positiva (derecha) para FUBP1. (c) Se empleó el estimador de Kaplan-Meier y la prueba de rango 

logarítmico para correlacionar la expresión nuclear de FUBP1 y la sobrevida libre de enfermedad, en la misma cohorte 

que en (b). 
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DISCUSIÓN: SEGUNDA PARTE 

Los microARNs poseen una relevancia cada vez más reconocida en el desarrollo, progresión y 

respuesta a terapias en cáncer (revisado en Berindan-Neagoe et al., 2014). Aquí, revelamos un 

nuevo mecanismo responsable del crecimiento del CM ErbB-2 positivo, donde la estimulación de 

las cascadas de MAPK y PI3K/AKT, río abajo del ErbB-2, induce la expresión y activación 

transcripcional de c-Myc. Tras su fosforilación rápida en S62, c-Myc es reclutado a un sitio E-Box 

en el promotor de DLEU2, gen hospedador del miR-16, y reprime la expresión de este último. Lo 

anterior resulta en niveles elevados de dos blancos novedosos del miR-16, FUBP1 y CCNJ, los 

cuales promueven la proliferación. Notablemente, FUBP1, a su vez, se une a un sitio FUSE en el 

promotor de MYC y estimula la expresión de c-Myc, lo cual reprime aún más a miR-16, resultando 

en un circuito regulatorio de retroalimentación positiva, que estimula el crecimiento del CM ErbB-2 

positivo. Encontramos que a pesar de la distinta naturaleza y mecanismos de acción del 

trastuzumab y el lapatinib, la capacidad de los mismos de inhibir el crecimiento del CM ErbB-2 

positivo yace en su habilidad común para bloquear las vías de MAPK y PI3K/AKT. El bloqueo de 

estas vías inhibe la activación y expresión de c-Myc, lo que lleva a la inducción de la expresión de 

miR-16 y a un descenso en los niveles de FUBP1 y CCNJ. En este sentido, encontramos que la 

incapacidad del trastuzumab y/o del lapatinib para inducir la expresión de miR-16 está asociada a 

fenómenos de resistencia a los efectos antiproliferativos de estos agentes. Resultados similares 

fueron obtenidos en modelos de CG ErbB-2 positivo, resaltando la relevancia y generalidad de 

nuestros hallazgos. La Figura 62 ilustra el modelo propuesto. 

Nuestros estudios identificaron al miR-16 como un microARN cuya expresión es regulada 

por trastuzumab en el CM y CG ErbB-2 positivo, y por lapatinib en el CM. Reportes previos 

demostraron que estas terapias son capaces de alterar la expresión de otros microARNs en CM, 

tales como el miR-26a, miR-30b, miR-1λ4 y el miR-1470 (Nie et al., 2015; Ichikawa et al., 2012; 

Le et al., 2012). Asimismo, se ha propuesto que ciertos miARNs, como el miR-21, son capaces de 

mediar los efectos terapéuticos o la resistencia a terapias anti-ErbB-2 (Gong et al., 2011; Le et al., 

2012; Zhang et al., 2015a). No obstante, ninguno de los estudios anteriores exploró los 
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mecanismos moleculares que subyacen la regulación de la expresión de los microARNs en 

cuestión. Por tanto, el presente trabajo es el primero en explorar el vínculo entre los mecanismos 

de acción de las terapias anti-ErbB-2 y el control de la expresión de los miARNs, así como es el 

primero en evaluar los efectos de dos terapias anti-ErbB-2 clínicamente relevantes sobre la 

expresión de un mismo microARN. Más aún, dado que la capacidad del trastuzumab de modular 

la expresión de microARNs en el CG ErbB-2 positivo no había sido explorada hasta el momento, 

el presente constituye el primer reporte al respecto. 

 

Figura 62. Modelo del papel que desempeñan miR-16 y sus genes blanco en los mecanismos de acción y 

fenómenos de resistencia a terapias anti-ErbB-2 en el CM y CG ErbB-2 positivo. 

En este trabajo demostramos que las vías de señalización de MAPK y PI3K/AKT, actuando 

río abajo del ErbB-2, reducen los niveles de expresión del miR-16 en células de CM, y que esto 

puede ser revertido por terapias dirigidas al ErbB-2 sólo en células sensibles a estos agentes. 
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Nuestros hallazgos concuerdan con estudios previos en células no cancerosas en los que se 

probó que la vía de MAPK media la inhibición de miR-16 inducida por citoquinas inflamatorias en 

células del músculo liso de las vías respiratorias, y que la vía de PI3K/AKT es requerida por la 

hormona estimulante de la tiroides para inducir una reducción en los niveles de miR-16 en células 

normales de dicha glándula (Akama et al., 2012; Comer et al., 2010). 

Diversos mecanismos han sido propuestos como los causantes de la resistencia al 

trastuzumab en líneas celulares y modelos preclínicos de CM, incluyendo la expresión de formas 

truncadas y constitutivamente activas del ErbB-2, la presencia de dímeros ErbB-2/ErbB-3 

inducidos por ligando, la dimerización ErbB-2/IGF1-R y la función alterada de mediadores del ciclo 

celular y de la apoptosis (revisado en Esteva et al., 2010). Por su parte, la hiperactivación de la 

vía PI3K/AKT es la alteración en cascadas de señalización más estudiada en relación a la 

resistencia al trastuzumab (Chandarlapaty et al., 2012). La activación aberrante de esta vía 

también juega un rol en la falta de respuesta al lapatinib, a través de un mecanismo que involucra 

la inducción FoxO3a-dependiente del ErbB-3, y la activación de este último por actividad residual 

del ErbB-2 (Garrett et al., 2011). Los modelos de CM empleados en este trabajo exhiben varias de 

las características asociadas a la resistencia al trastuzumab a las que se hizo mención, y muchos 

muestran además resistencia intrínseca al lapatinib. En particular, todos los modelos de 

resistencia utilizados presentan hiperactivación de la vía de PI3K/AKT. Aquí, revelamos que la 

imposibilidad del trastuzumab y el lapatinib para inducir la expresión de miR-16 en CM resistentes 

es una consecuencia previamente desconocida de la incapacidad de estos agentes para bloquear 

la activación de las vías de PI3K/AKT y MAPK. Así también, descubrimos un nuevo mecanismo 

que explica la capacidad de una concentración elevada de inhibidores tirosina-quinasa, la cual 

logra la inhibición casi total de la actividad ErbB-2/ErbB-3, de superar la resistencia al lapatinib en 

células de CM (Amin et al., 2010). En este sentido, encontramos que una dosis elevada de 

lapatinib, la cual bloquea efectivamente la activación de PI3K/AKT y MAPK, o inhibidores 

específicos de estas vías, resultan en la inhibición de c-Myc y en el consecuente aumento de miR-

16, el cual a su vez actúa como un supresor del crecimiento resistente al lapatinib. Por otra parte, 
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nuestros resultados en células resistentes al trastuzumab en las cuales el lapatinib logró inducir la 

expresión de miR-16 e inhibir la proliferación, proveen una interpretación mecanística del 

beneficio terapéutico asociado al lapatinib visto en un número de pacientes con enfermedad 

refractaria al trastuzumab (Blackwell et al., 2010). 

El oncogén c-Myc actúa como un efector río abajo de múltiples vías de señalización y 

regula la expresión de hasta el 15% de todos los genes humanos, incluyendo aquellos 

involucrados en el crecimiento, transformación, angiogénesis, control del ciclo celular y muerte 

programada (revisado en Chen and Olopade, 200κ). Desde hace ya tiempo se conoce que c-Myc 

actúa como un efector primario de los efectos oncogénicos del ErbB-2 (Neve et al., 2000). En el 

presente trabajo encontramos que c-Myc media la inhibición de la expresión de miR-16 en el CM 

ErbB-2 positivo, y que la incapacidad de las terapias anti-ErbB-2 para reducir la expresión y 

función de c-Myc se asocia a la eficacia terapéutica nula o reducida de estas drogas. 

Interesantemente, un análisis preliminar del ensayo clínico NSABP31 (quimioterapia sola vs. 

quimioterapia más trastuzumab, en adyuvancia) identificó la co-amplificación ERBB2/MYC como 

un marcador de respuesta positiva al tratamiento con trastuzumab (Esteva et al., 2010). A pesar 

de que estudios posteriores en la cohorte del ensayo Nλκ31 (quimioterapia sola vs. distintos 

regímenes de quimioterapia más trastuzumab, en adyuvancia) no pudieron confirmar éstas 

observaciones, sí se encontró una asociación entre la alteración del número de copias de 

“MYC/centrómero del cromosoma κ” y un provecho adicional del tratamiento con trastuzumab en 

adyuvancia (Perez et al., 2011). A nivel de proteína, en cambio, se encontró que los niveles de 

expresión de c-Myc no predecían un beneficio adicional de la terapia con trastuzumab en 

adyuvancia (Dueck et al., 2013), y que niveles elevados de c-Myc correlacionaban con una peor 

respuesta efectiva al trastuzumab en neoadyuvancia (Collins et al., 2015). A pesar de estas 

discrepancias, distintas evidencias, incluidas las aquí presentadas, demuestran que el bloqueo de 

c-Myc a través de siARNs o de inhibidores farmacológicos (Sahin et al., 200λ) reduce en forma 

efectiva la proliferación de células tumorales sensibles y resistentes al trastuzumab. Es de notar, 

sin embargo, que el bloqueo de c-Myc en un contexto in vivo podría ser complejo, debido a los 

múltiples roles que desempeña esta proteína en procesos celulares normales, y a que la misma 
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puede desencadenar procesos biológicos alternativos (e incluso opuestos) de acuerdo al contexto 

celular particular (Desbarats et al., 1λλ6). Por tanto, estrategias dirigidas a incrementar los niveles 

de miR-16 podrían resultar en enfoques terapéuticos más factibles, tal como se discute en el 

siguiente párrafo. 

La resistencia a las terapias antineoplásicas es un fenómeno complejo y multifactorial, que 

requiere de la participación e interacción de múltiples agentes mediadores y efectores. La 

habilidad de los microARNs para alterar la expresión de múltiples genes blanco en forma 

simultánea sugiere que los mismos son candidatos ideales para la regulación de procesos 

celulares que requieren la interconexión de distintas vías. En este sentido, una serie de estudios 

ha encontrado perfiles diferenciales de expresión de microARNs en células sensibles al 

trastuzumab, en comparación con variantes resistentes a este anticuerpo (Gong et al., 2011; Bai 

et al., 2014; Ye et al., 2014b; Ye et al., 2014a). Aquí, encontramos que los niveles basales de 

miR-16 resultan mayores en modelos de líneas sensibles al trastuzumab, que en un panel de 

líneas celulares con resistencia intrínseca o adquirida. Como se señaló previamente, los 

mecanismos de resistencia al trastuzumab y al lapatinib pueden implicar la activación de las 

cascadas de señalización río abajo del ErbB-2 por mecanismos alternativos, o la activación 

constitutiva de las mismas por mutaciones (revisado en Rexer and Arteaga, 2012). En este 

contexto, distintos estudios han buscado identificar aquellos microARNs cuyo bloqueo o expresión 

forzada pueda re-sensibilizar células de CM y CG a las terapias anti-ErbB-2. Dichos trabajos se 

han focalizado en microARNs que tienen como blanco un receptor tirosina-quinasa (EGFR, ErbB-

2, ErbB-3 o IGF1-R) o un modulador relevante de vías de señalización, tal como PTEN (Ye et al., 

2014b; Nishida et al., 2011; Fang et al., 2013; Eto et al., 2014). Asimismo, el uso de fármacos 

diseñados para inhibir la vía de PI3K/AKT/mTOR está siendo evaluado activamente en ensayos 

clínicos, como estrategia para superar mecanismos de resistencia a terapias anti-ErbB-2 

(revisado en Rodon et al., 2013). Aquí demostramos, utilizando modelos in vitro e in vivo, que el 

miR-16 es un potente supresor tumoral en el CM y CG ErbB-2 positivo, y que podría servir como 

una alternativa terapéutica novedosa en la clínica. La ventaja del miR-16 respecto a otros 
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microARNs yace en su capacidad para inhibir simultáneamente múltiples mediadores y efectores 

río abajo del ErbB-2, muchos de los cuales han sido implicados en la resistencia al trastuzumab, 

tales como la CCNE y los aquí descritos por primera vez. Esto hace que el desarrollo de 

fenómenos de resistencia sea mucho menos probable que con fármacos o microARNs con un 

único blanco (receptor de membrana o intermediario de señalización) relevante. La transición de 

los microARNs a la práctica clínica aún enfrenta desafíos técnicos, y depende del desarrollo de 

metodologías que logren una distribución eficiente y controlada de los mismos hacia las células 

del órgano enfermo. No obstante, ya se encuentra en curso, con resultados preliminares 

promisorios, un ensayo clínico que evalúa el potencial terapéutico del miR-16 en mesoteliomas 

pleurales malignos y en el cáncer de pulmón de células no pequeñas, utilizando nanocélulas 

dirigidas al EGFR como estrategia para su distribución direccionada (Kao et al., 2015). 

Nuestros estudios de los perfiles de expresión génica en células de CM ErbB-2 positivo que 

sobreexpresan miR-16 nos permitieron identificar a CCNJ y FUBP1 como dos blancos novedosos 

del miR-16, cuya inhibición explica al menos parte de los efectos del miR-16 como supresor 

tumoral. Reportes previos han demostrado que la familia del miR-16 induce un arresto en el ciclo 

celular mediante la regulación de múltiples genes clave en este proceso, tales como la CCND1, 

CCND3, CCNE1 y CDK6 (Rivas et al., 2012; Liu et al., 200κ). Aquí, identificamos que la CCNJ es 

un blanco relevante de miR-16, inhibido por el tratamiento con TZ y lapatinib sólo en células 

sensibles a estos agentes. Las funciones fisiológicas de la CCNJ en mamíferos no han sido 

estudiadas al momento. No obstante, se ha sugerido recientemente que la misma podría jugar un 

rol en los cánceres de mama, próstata y vejiga (Ting et al., 2013; Sun et al., 2015; Feliciano et al., 

2013). Por otra parte, demostramos que FUBP1 constituye un blanco directo del miR-16 en 

células de CM ErbB-2 positivo. Además de su reconocido rol como FT, trabajos más recientes 

sugieren que FUBP1 también actúa como una proteína de unión al ARN, que regula la estabilidad 

y traducción de distintos ARNm (revisado en Zhang and Chen, 2013). Nuestros resultados indican 

que FUBP1, c-Myc y miR-16 están involucrados en un circuito retroalimentado positivamente. 

Este tipo de arquitectura regulatoria ha sido reportada para otros microARNs, sugiriendo que la 
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misma puede constituir un rasgo común que potencia (o atenúa) la expresión y función de los 

miARNs en distintos tipos de cáncer (Chen et al., 2015; Liu et al., 2014; Okada et al., 2014). En 

concordancia con nuestros resultados sobre los mecanismos que regulan la expresión de CCNJ y 

FUBP1, hallazgos clínicos en nuestra cohorte de paciente con CM ErbB-2 positivo, y en otras de 

acceso público, identificaron una correlación inversa entre los niveles de miR-16 y de los ARNm 

de CCNJ o FUBP1 en muestras de tumores. 

Estudios recientes indican que los niveles de expresión de ErbB-2 persisten como el único 

criterio efectivo para la administración de agentes terapéuticos dirigidos al ErbB-2 (Schneeweiss 

et al., 2014). La identificación de marcadores moleculares que puedan predecir cuáles pacientes 

se beneficiarán en efecto de esta clase de terapias representa una meta y un desafío para la 

investigación básica y la clínica. En este sentido, nuestro análisis de carcinomas mamarios ErbB-

2 positivos provenientes de paciente tratados con trastuzumab en adyuvancia, reveló que la 

expresión elevada de miR-16, previo al tratamiento, es predictiva de la eficacia terapéutica del 

trastuzumab. En sintonía con este hallazgo, la expresión elevada de FUBP1 a nivel de proteína se 

asoció con una menor sobrevida libre de enfermedad, en una segunda cohorte independiente de 

pacientes con CM ErbB-2 positivo tratado con trastuzumab en adyuvancia. 

Nuestros descubrimientos indican que miR-16 media los efectos terapéuticos del 

trastuzumab y el lapatinib, y resaltan al miR-16 como un agente terapéutico alternativo novedoso 

para el CM y CG ErbB-2 positivos, sensibles o resistentes a las terapias disponibles actualmente. 
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CONCLUSIONES 

Cumplimiento de objetivos 

El presente trabajo permitió cumplir con los objetivos propuestos para el mismoμ 

En primer lugar, se comprobó la relevancia del miR-21 en la diseminación metastásica del 

CM ErbB-2 positivo. En particular, se demostró que el miR-21 actúa como un efector de las 

metástasis inducidas por Stat3 y ErbB-2 en CM. Por otra parte, se identificó al miR-16 como un 

agente mediador de los efectos terapéuticos y de los mecanismos de resistencia a terapias 

dirigidas al ErbB-2. En este sentido, se demostró que el trastuzumab y el lapatinib son capaces de 

inducir la expresión del miR-16 sólo en células sensibles a estos agentes, y se probó que el 

bloqueo de la función del miR-16 es capaz de atenuar los efectos antiproliferativos de estas 

terapias. 

En segundo lugar, se elucidaron los mecanismos moleculares que subyacen la expresión 

anormal de estos microARNs en el CM ErbB-2 positivo. Por un lado, se describió un nuevo sentido 

de la interacción entre Stat3 y el ErbB-2, y se exploró cómo estos dos agentes inducen la expresión 

del miR-21 a través de su reclutamiento conjunto al promotor de éste microARN. Por otra parte, se 

identificó a las vías de señalización de MAPK y PI3K/AKT, y al oncogén c-Myc, como mediadores 

de la inhibición del miR-16, río abajo del ErbB-2. 

En tercer lugar, el presente trabajo caracterizó a PDCD4 como un blanco relevante del miR-

21 en la diseminación metastásica del CM, y exploró la validez en la clínica de los mecanismos 

moleculares propuestos para su regulación. Por otra parte, a través de estudios de expresión 

génica a nivel global, se identificaron dos nuevos genes blanco para el miR-16, y se estudiaron sus 

funciones en la proliferación del CM ErbB-2 positivo. 

En último lugar, se demostró que el bloqueo de Stat3 y/o del NErbB-2, como moduladores 

de la expresión del miR-21, limita significativamente el potencial metastásico de las células 

tumorales. Además, se demostró que la expresión forzada de miR-16 en modelos in vitro e in vivo 

resulta en una inhibición significativa de la proliferación y del crecimiento tumoral, destacando su rol 

como potencial agente terapéutico. 
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Aportes del trabajo 

Trabajos previos habían demostrado que el ErbB-2 era capaz de modular la expresión de un 

panel de microARNs en el CM. Sin embargo, los mecanismos subyacentes en estos casos fueron 

explorados en forma limitada o superficial. Asimismo, el rol del NErbB-2 como regulador de 

microARNs era desconocido al momento. De igual manera, se desconocían los mecanismos por 

los cuales las terapias anti-ErbB-2 eran capaces de modular la expresión de microARNs implicados 

en sus acciones terapéuticas y en fenómenos de resistencia. En el presente trabajo se exploró la 

regulación y función de dos microARNs, miR-21 y miR-16, con el fin de expandir el conocimiento 

respecto a los mecanismos patogénicos de los microARNs y del oncogén ErbB-2 en el CM, así 

como sobre las terapias dirigidas al ErbB-2. 

Desde el punto de vista de la ciencia básica, esta Tesis ilustra el rol central que tienen los 

microARNs en la biología tumoral en general, y en el CM ErbB-2 positivo en particular. El presente 

trabajo colabora además a la comprensión de los mecanismos asociados a la regulación aberrante 

de los microARNs en el CM. Además, provee interpretaciones mecanísticas acerca de la 

efectividad o resistencia a tratamientos anti-ErbB-2 disponibles actualmente. Más aún, nuestros 

estudios profundizan el conocimiento acerca de las funciones pro-tumorales y de la relevancia del 

NErbB-2 en el CM. 

Desde el punto de vista de la ciencia aplicada, esta Tesis identificó potenciales 

biomarcadores, como PDCD4, para el estudio de la diseminación metastásica en pacientes. Se 

proveyeron además nuevas evidencias sobre la relevancia clínica del NErbB-2 y de sus proteínas 

nucleares asociadas, como biomarcadores en el CM. Por otra parte, se mostró que los niveles de 

FUBP1 podrían servir como criterio de selección de aquellos pacientes que se beneficiarán 

efectivamente del tratamiento con trastuzumab en adyuvancia. Desde el punto de vista de las 

terapias, el trabajo identificó nuevos blancos terapéuticos (NErbB-2) y validó otros previamente 

conocidos (Stat3), para el bloqueo del desarrollo de metástasis en CM. Por último, se aportaron 

pruebas de principio respecto al uso de microARNs como biomarcadores y como herramientas 

terapéuticas en la clínica. 
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Perspectivas de trabajo 

 Del presente trabajo de Tesis se deprenden, además de los aportes enunciados en la 

sección anterior, áreas temáticas para su exploración en trabajos futuros. En primer lugar, 

resultaría interesante para el autor de este trabajo explorar si existen otros microARNs que sean 

modulados por el NErbB-2, y elucidar la participación de los mismos en el CM ErbB-2 positivo. En 

segundo lugar, en vistas de la relevancia conocida de miR-21, Stat3 y ErbB-2 en numerosos tipos 

de cáncer, sería interesante explorar si los mecanismos regulatorios descritos en este trabajo 

también controlan la diseminación metastásica en otras neoplasias. En tercer lugar, resultaría 

atractivo evaluar el rol de miR-16 en los mecanismos de acción y resistencia a aquellas terapias 

anti-ErbB-2 que no se incluyeron en este trabajo (pertuzumab y T-DM1). En cuarto lugar, el trabajo 

abre las puertas para la realización de una caracterización exhaustiva sobre la regulación y 

funciones de la CCNJ y FUBP1 en el CM, así como de otros blancos putativos de miR-16 

identificados en este trabajo. Respecto a los potenciales biomarcadores descritos en esta Tesis, la 

realización de estudios en cohortes de pacientes bien balanceadas y de gran tamaño, así como la 

realización de meta-análisis, servirá para comprobar la validez y verificar el alcance de los mismos 

en la clínica. En último lugar, los resultados aquí obtenidos podrían motivar el desarrollo de 

formulaciones para la entrega dirigida del mR-16, o de derivados del mismo, como agentes 

terapéuticos para el CM ErbB-2 positivo.  
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ANEXOS 

ANEXO I. Validación de la especificidad del anticuerpo anti-FUBP1 utilizado para IHQ. Panel 

superiorμ FUBP1 (verde) se localizó mediante IF y microscopía confocal en células SKBR-3 

transfectadas con un siARN dirigido a FUBP1, o control. Los núcleos se tiñeron con ioduro de 

propidio (rojo). Panel inferiorμ Análisis cuantitativo de la marcación de FUBP1. La intensidad de 

fluorescencia (intensidad integrada por unidad de área) total y nuclear se cuantificó en 100 células 

de cada tratamiento, y se presenta como media ± DE. 
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ANEXO II. Características clínico-patológicas de los pacientes con CM ErbB-2 positivo incluidos en 

el estudio de la expresión de NErbB-2, NStat3 y PDCD4. 

Característica N° pacientes % 

Número total de pacientes 4κ  

Edad (años)   
Media 53,7  
DE 11,4  

Menopausia   
Premenopáusica 16 33 
Postmenopáusica 32 67 

Tumor primario   
T1 λ 1λ 
T2 25 51 
T3 κ 17 
T4 6 13 

Ganglios linfáticos regionales   
N0 20 42 
N1 14 2λ 
N2 14 2λ 

Metástasis a distancia   
M0 4κ 100 
M1 0 0 

Estadio clínico   
I κ 17 
II 1κ 37 
III 22 46 

Grado tumoral   
1 0 0 
2 1κ 37 
3 24 50 
No documentado 6 13 

Receptores hormonales a   
RE+ RP+  22 45 
RE+ RP- 6 13 
RE- RP+ 1 2 
RE- RP- 1λ 40 

   

 a REμ receptor de estrógeno; RPμ receptor de progesterona 
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ANEXO III. Características clínico-patológicas de los pacientes con CM ErbB-2 positivo incluidos en 

el estudio de los niveles de expresión de miR-16. 

Característica N° pacientes % 
 
Número total de pacientes 

 
1λ 

 
 

Edad (años)   
Media 4λ,λ  
DE 11,κ 

  

Menopausia   
Premenopáusica 7 36,κ 
Postmenopáusica 12 

 
63,2 

 
Tumor primario   

T1 5 26,3 
T2 λ 47,4 
T3 3 15,κ 
T4 2 

 
10,5 

 
Ganglios linfáticos regionales   

N0 7 36,7 
N1 κ 42,2 
N2 4 

 
21,1 

 
Metástasis a distancia   

M0 1λ 100 
M1 0 

 
0 
 

Estadio clínico   
I 4 21,1 
II κ 42,2 
III 7 

 
36,7 

 
Grado tumoral   

1 0 0 
2 5 26,3 
3 14 

 
73,7 

 
Receptores hormonales a   

RE+ RP+  λ 47,4 
RE+ RP- 1 5,2 
RE- RP+ 0 0 
RE- RP- λ 47,4 

   

   a REμ receptor de estrógeno; RPμ receptor de progesterona 
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ANEXO IV. Características clínico-patológicas de los pacientes con CM ErbB-2 positivo incluidos 

en el estudio de los niveles de expresión nuclear de la proteína FUBP1. 

Característica N° pacientes % 

Número total de pacientes 42  

Edad (años)   
Media 4λ,7  
DE 11,5  

Menopausia   
Premenopáusica 22 52,4 
Postmenopáusica 20 47,6 

Tumor primario   
T1 14 33,3 
T2 20 47,6 
T3 6 14,3 
T4 2 4,κ 

Ganglios linfáticos regionales   
N0 20 47,6 
N1 20 47,6 
N2 2 4,κ 

Metástasis a distancia   
M0 42 100 
M1 0 0 

Estadio clínico   
I 12 2κ,6 
II 1λ 45,2 
III 11 26,2 

Grado tumoral   
1 7 16,7 
2 14 33,3 
3 21 50 

Receptores hormonales a   
RE+ RP+  27 64,3 
RE+ RP- 5 11,λ 
RE- RP+ 0 0 
RE- RP- 10 23,κ 
   

a REμ receptor de estrógeno; RPμ receptor de progesterona 
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ANEXO V. Correlación entre la expresión nuclear de FUBP1 y las características clínico-

patológicas de pacientes con CM ErbB-2 positivo de la cohorte en el Anexo IV. 

Características clínico-patológicas 
FUBP1 (n= 42) 

p valor 
Negativo (n, %) Positivo (n, %) 

Población total 
 

14 (33,3) 2κ (66,7) 
 

Menopausia Pre 7 (31,κ) 15 (6κ,2) 0,κ27a 
Post 7 (35) 13 (65) 

Tumor primario I, II 13 (3κ,2) 21 (61,κ) 0,233b 
III, IV 1 (12,5) 7 (κ7,5) 

Ganglios linfáticos 
regionales 

0 7 (35,0) 13 (65,0) 0,κ27a 
1 a 3 7 (31,κ) 15 (6κ,2) 

Estadio clínico I, II 12 (3κ,7) 1λ (61,3) 0,2κ3b 
III 2 (1κ,2) λ (κ1,κ) 

Grado histológico 1, 2 κ (40,0) 12 (60,0) 0,3κ2a 
3 6 (27,3) 16 (72,7) 

Receptor Estrógeno Negativo 4 (40,0) 6 (60,0) 0,707b 
Positivo 10 (31,2) 22 (6κ,κ) 

Receptor Progesterona Negativo 6 (40,0) λ (60,0) 0,4λ5a 
Positivo κ (2λ,6) 1λ (70,4) 

a Test Chi cuadrado. 
b Test Exacto de Fisher. 
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