
CARÁTULA DE PROYECTO

Convocatoria
Tipo Proyectos de Investigación Científica y Tecnológica (2015 )

Categoría Temas Abiertos

Tipo de Proyecto Equipo de Reciente Formación

Datos generales del proyecto
Áreas Temáticas Principal : iencias Médicas I: Inmunologia. Enfermedades Infecciosas, Oncología y Hematología

Secundarias : Ciencias Biológicas de Células y Moléculas

Prioridad Regional No Aplica

Duración 3 años

Ubicación Argentina, Ciudad de Buenos Aires

Investigador
Responsable

ESPAÑOL, ALEJANDRO JAVIER

Fecha de alta 07-07-2015

Responsable del Proyecto
Nombre y Apellido Firma

ESPAÑOL, ALEJANDRO JAVIER

Presupuesto
Rubro Subsidio ($) Contraparte

($)
Total ($)

Insumos 150000,00 0,00 150000,00

Gastos de servicios técnicos especializados 22000,00 0,00 22000,00

Equipamiento 83000,00 0,00 83000,00

Viajes y viáticos 39000,00 0,00 39000,00

Personal (Salarios) 0,00 3720000,00 3720000,00

Publicaciones de resultado del proyecto 6000,00 0,00 6000,00

Total 300000,00 3720000,00 4020000,00

Conformación de Grupo Responsable

Conformación de Grupo Colaborador
ANDREA SILVANA RANDI Investigador

MARÍA ELENA SALES Investigador

Francisco Sanchez Personal Técnico

Ada María Tata Investigador extranjero en el exterior

Agustina Reina Salem Becario

Instituciones del Proyecto
Institucion Beneficiaria Razón Social Telefono Email

Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y
Técnicas

11-4953-7230 directorio@conicet.gov.ar

Representante Legal Representate Legal Cargo
SALVAREZZA, Roberto Carlos Presidente

Dependencia Razón Social Telefono Email
CENTRO DE ESTUDIOS FARMACOLOGICOS
Y BOTANICOS

54-11- 4508-3680 cefybo@fmed.uba.ar

Unidad Ejecutora Razón Social Telefono Email
CENTRO DE ESTUDIOS FARMACOLOGICOS
Y BOTANICOS

4508-3680 cefybo@fmed.uba.ar

Proyectos de Investigación Científica y Tecnológica (2015)
Temas Abiertos - Equipo de Reciente Formación

PICT-2015-2396

Células madre de tumor en cáncer de mama: modulación de la sensibilidad a quimioterápicos por el
sistema colinérgico no neuronal

PROYECTO ENVIADO
Impreso por: Alejandro Javier Español Fecha/Hora: 13-07-2015 23:43:33 Página 1 de 7



Empresa Adoptante Razón Social Telefono Email

Proyectos de Investigación Científica y Tecnológica (2015)
Temas Abiertos - Equipo de Reciente Formación

PICT-2015-2396

Células madre de tumor en cáncer de mama: modulación de la sensibilidad a quimioterápicos por el
sistema colinérgico no neuronal

PROYECTO ENVIADO
Impreso por: Alejandro Javier Español Fecha/Hora: 13-07-2015 23:43:33 Página 2 de 7



CARÁTULA DE ORGANIZACIONES

Convocatoria
Tipo Proyectos de Investigación Científica y Tecnológica (2015 )

Categoría Temas Abiertos

Tipo de Proyecto Equipo de Reciente Formación

Datos generales del proyecto
Áreas Temáticas Principal : iencias Médicas I: Inmunologia. Enfermedades Infecciosas, Oncología y Hematología

Secundarias : Ciencias Biológicas de Células y Moléculas

Prioridad Regional No Aplica

Duración 3 años

Ubicación Argentina, Ciudad de Buenos Aires

Investigador
Responsable

ESPAÑOL, ALEJANDRO JAVIER

Fecha de alta 07-07-2015

Institucion Beneficiaria
Razón Social Telefono Email
Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y
Técnicas

11-4953-7230 directorio@conicet.gov.ar

Representate Legal Cargo Firma
SALVAREZZA, Roberto Carlos Presidente

Proyectos de Investigación Científica y Tecnológica (2015)
Temas Abiertos - Equipo de Reciente Formación

PICT-2015-2396

Células madre de tumor en cáncer de mama: modulación de la sensibilidad a quimioterápicos por el
sistema colinérgico no neuronal

PROYECTO ENVIADO
Impreso por: Alejandro Javier Español Fecha/Hora: 13-07-2015 23:43:33 Página 3 de 7



.

Convocatoria
Tipo Proyectos de Investigación Científica y Tecnológica (2015 )

Categoría Temas Abiertos

Tipo de Proyecto Equipo de Reciente Formación

Datos generales del proyecto
Áreas Temáticas Principal : iencias Médicas I: Inmunologia. Enfermedades Infecciosas, Oncología y Hematología

Secundarias : Ciencias Biológicas de Células y Moléculas

Prioridad Regional No Aplica

Duración 3 años

Ubicación Argentina, Ciudad de Buenos Aires

Investigador
Responsable

ESPAÑOL, ALEJANDRO JAVIER

Fecha de alta 07-07-2015

Empresa Adoptante
Razón Social Telefono Email

Representate Legal Cargo Firma

Proyectos de Investigación Científica y Tecnológica (2015)
Temas Abiertos - Equipo de Reciente Formación

PICT-2015-2396

Células madre de tumor en cáncer de mama: modulación de la sensibilidad a quimioterápicos por el
sistema colinérgico no neuronal

PROYECTO ENVIADO
Impreso por: Alejandro Javier Español Fecha/Hora: 13-07-2015 23:43:33 Página 4 de 7



.

CARÁTULA DE GRUPO

Convocatoria
Tipo Proyectos de Investigación Científica y Tecnológica (2015 )

Categoría Temas Abiertos

Tipo de Proyecto Equipo de Reciente Formación

Datos generales del proyecto
Áreas Temáticas Principal : iencias Médicas I: Inmunologia. Enfermedades Infecciosas, Oncología y Hematología

Secundarias : Ciencias Biológicas de Células y Moléculas

Prioridad Regional No Aplica

Duración 3 años

Ubicación Argentina, Ciudad de Buenos Aires

Investigador
Responsable

ESPAÑOL, ALEJANDRO JAVIER

Fecha de alta 07-07-2015

Unidad Ejecutora
Razón Social Telefono Email
CENTRO DE ESTUDIOS FARMACOLOGICOS
Y BOTANICOS

4508-3680 cefybo@fmed.uba.ar

Investigador Responsable

Nombre Apellido Rol Firma

ALEJANDRO JAVIER ESPAÑOL Investigador Responsable

Conformación de Grupo Responsable

Conformación de Grupo Colaborador

ANDREA SILVANA RANDI Investigador

MARÍA ELENA SALES Investigador

Francisco Sanchez Personal Técnico

Ada María Tata Investigador extranjero en el
exterior

Agustina Reina Salem Becario

Becas
Tipo Descripcion
Tipo de la Beca

Proyectos de Investigación Científica y Tecnológica (2015)
Temas Abiertos - Equipo de Reciente Formación

PICT-2015-2396

Células madre de tumor en cáncer de mama: modulación de la sensibilidad a quimioterápicos por el
sistema colinérgico no neuronal

PROYECTO ENVIADO
Impreso por: Alejandro Javier Español Fecha/Hora: 13-07-2015 23:43:33 Página 5 de 7



Proyectos de Investigación Científica y Tecnológica (2015)
Temas Abiertos - Equipo de Reciente Formación

PICT-2015-2396

Células madre de tumor en cáncer de mama: modulación de la sensibilidad a quimioterápicos por el
sistema colinérgico no neuronal

PROYECTO ENVIADO
Impreso por: Alejandro Javier Español Fecha/Hora: 13-07-2015 23:43:33 Página 6 de 7



Proyectos de Investigación Científica y Tecnológica (2015)
Temas Abiertos - Equipo de Reciente Formación

PICT-2015-2396

Células madre de tumor en cáncer de mama: modulación de la sensibilidad a quimioterápicos por el
sistema colinérgico no neuronal

PROYECTO ENVIADO
Impreso por: Alejandro Javier Español Fecha/Hora: 13-07-2015 23:43:33 Página 7 de 7



 







 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



Universidad de Buenos Aires 

PROGRAMACIÓN CIENTÍFICA 2018 

 Información del desarrollo del proyecto para adjuntar al formulario para informe de 

avance y reformulación de proyectos Modalidad I  

Investigación Básica e Investigación Clínica 

 

• Código de Proyecto: 20020170100227BA 

• Director/a: María Elena Sales 

• Co-director/a:--- 

• Título: Nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de tumores mamarios 

HER2+ y triple negativo. Participación de receptores muscarínicos  

  

______________________________________________________________________ 

 

1. Desarrollo del proyecto: Detallar el grado de ejecución de los objetivos 

inicialmente planteados, modificaciones y/o ampliaciones u obstáculos encontrados 

para su realización (desarrolle en no más de 4 páginas) 

 
El cáncer de mama es la segunda causa de muerte en mujeres que portan tumores y el número de casos se 
encuentra en crecimiento en los países no desarrollados y en vías de desarrollo. La sobreexpresión de HER2 
en tumores mamarios, como único marcador, tiene mal pronóstico ya que aquellos que son receptor de 
estrógenos (RE)+/receptor de progesterona (RP)+/HER2+ (receptor de tipo 2 mutado del EGFR) son 
considerados también luminales y se tratan con una terapia hormonal combinada con trastuzumab lo que 
redunda en resultados beneficiosos. Mientras que los pacientes con tumores RE-/RP-/HER2+ o RE-/RP-
/HER2- o triple negativos (TN) son los de peor pronóstico ya que en los primeros se adquiere resistencia al 
tratamiento con trastuzumab y en los segundos no hay un blanco definido y consensuado para el tratamiento. 
Demostramos que los receptores muscarínicos (RM) están presentes en diferentes tumores mamarios 
humanos y están ausentes en el tejido mamario normal, por lo que pueden ser considerados como un blanco 
terapéutico apropiado utilizando fármacos convencionales combinados con agonistas de estos receptores, 
ambos en bajas dosis. Teniendo en cuenta que detectamos la expresión de RM, en células tumorales 
derivadas de tumores HER2+ (SK-BR-3) y triple negativos (MDA-MB231) serán tratadas con 
arecaidina/carbacol combinados con paclitaxel (PX) con una administración de 1 a 3 ciclos. Las células 
HER2+ además serán tratadas con la combinación de arecaidina/carbacol con PX en ausencia o en presencia 
de trastuzumab en comparación con el tratamiento convencional (PX en altas dosis sin o con trastuzumab): 

 
Objetivos inicialmente planteados/Resultados obtenidos 
A) Evaluar el efecto del tratamiento en el crecimiento tumoral 
A1) Cuantificar el efecto citotóxico en cultivos bi y tridimensionales.  
A2) Analizar la incidencia de apoptosis/necrosis/autofagia en cada grupo experimental. 
 
Demostramos que las células tumorales SKBR-3 y MDA-MB231 expresan RM aunque con distinto patrón. Las 
primeras sólo muestran la presencia mayoritaria del RM4 (Fig.1) mientras que las segundas expresan todos 
los subtipos del receptor menos el 3 (Fig. 2). Además, tanto las células MDA-MB231 como las SK-BR-3 (Fig.1 
der.)  responden al paclitaxel de manera concentración y tiempo dependiente.  
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Figura 1: Expresión de receptores muscarínicos (M) en células HER2+ (izq.). Estas células fueron sensibles al paclitaxel 
y el efecto máximo alcanzado fue dosis y tiempo dependiente (der.).  
 

Para simular la terapia metronómica (dosis bajas de monodrogas o combinaciones, separadas por pequeños 
intervalos entre dosis) demostramos que la combinación de carbacol (10-12M) con PX (10-8M) reduce la 
viabilidad de las células MDA-MB231 y el efecto se incrementa en el segundo ciclo de administración. El 
efecto se previene en presencia del antagonista muscarínico atropina (AT). Vale la pena destacar que las 
células no tumorigénicas MCF-10A, que carecen de RM, no son sensibles al tratamiento lo que las protege 
del efecto citotoxico de la combinación. 
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Figura 2: Inmunomarcación de receptores muscarínicos (M) y efecto del tratamiento combinado sobre la viabilidad de 
células tumorales mamarias. Western blot para la detectar los subtipos de receptores (M1-M5) en células A) MDA-
MB231 (tumorales triple negativas) o B) MCF-10A (no tumorales) (panel superior). Los pesos moleculares se indican a la 
derecha. Se muestra un ensayo representativo de 3 semejantes. Las células se trataron con paclitaxel (PX) (10-8M) 
combinado con carbacol (Carb)(10-12M) agregados en 1 o 2 ciclos de tratamiento cada 48 h  y en ausencia o presencia 
de atropina AT (10-8M). Como control positivo se utilizó una concentración terapéutica de PX (Ther PX)(10-6M). Los 
valores son medias ± S.E.M. de tres experimentos realizados por duplicado. * P <0,05; *** P <0.001 vs. control (células 
sin tratamiento).  
 

Teniendo en cuenta que las células MDA-MB231 no forman estructuras 3D o esferoides de manera 
espontánea como demostramos en otras células tumorales mamarias, analizamos el crecimiento tumoral in 



vivo. Según se muestra en la figura 3, la combinación administrada i.p. a animales NUDE portadores de tumor 
es altamente efectiva para detener el crecimiento tumoral in vivo. 
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Figura 3: Crecimiento tumoral in vivo. Las células MDA-MB231 se inocularon s.c. en ratones hembras NUDE. Los 
portadores se trataron con paclitaxel(PX)+carbacol (Carb) en ausencia o en presencia de atropina (AT) administrados i.p. 
cada 48 h en 3 ciclos 7 días después de la inoculación de las células tumorales. Como control positivo se administró PX 
en dosis terapéuticas (Ther PX) siguiendo el mismo esquema. El volumen tumoral se calculó midiendo dos diámetros 
perpendiculares y se expresó en mm3. # P <0,05, ### P <0,001 vs. tumor sin tratamiento. * P <0,05 *** P <0,001 vs. 
vehículo (Veh). 
 

También observamos en ensayos preliminares de citometría de flujo, que el tratamiento de las células MDA-
MB231 con la combinación después de 3 ciclos produjo muerte celular debida a un 77,2±7,1 % de necrosis y 
un 22,8±4,2% de apoptosis, valores semejantes a los obtenidos por una concentración considerada como 
terapeútica de PX (10-6M) (81,2±6,1 y  18,8±2,2 % respectivamente) 
El objetivo A  se cumplió en un 70%.  

 
B) Estudiar el efecto del tratamiento en la población de CMT  
B1) Cuantificar el porcentaje de células CD44+/CD24-  
B2) Cuantificar el porcentaje de células que expresan el transportador de fármacos ABCG2 

 

1 ciclo 2 ciclos 3 ciclos

Control 90,2±5,7 90,3±3,2 91,1±3,4

Carb 91,1±4,9 91,2±6,5 96,7±5,2

PX 91,2±4,9 94,5±2,1 89,3±5,0

PX+Carb 90,3±4,8 94,3±4,3 67,8±3,9**
PX+Carb+AT 90,6±4,8 102,8±9,1 101,6±7,3

 
Tabla 1 Cuantificación de la población CD44+/CD24- consideradas células madre de tumor en células MDA-MB231. El 
porcentaje de células madre de tumor por citometría de flujo. Las células tumorales se trataron durante 1 a 3 ciclos cada 
48 h con paclitaxel (PX;10-8 M) y/o carbacol (Carb; 10-12 M) en ausencia o en presencia de atropina (AT; 10-8M). Se 
muestran promedios±E.S. ** P<0,01 vs. control.     
    

Previamente demostramos que las células MDA-MB231 tienen un porcentaje igual o superior al 90% 
de CMT. La combinación reduce significativamente este procentaje (Tabla 1). Teniendo en cuenta 
que las CMT expresan el transportador ABCG2 de drogas que expulsa los citotóxicos impidiendo su 
acción y generando resistencia, cuantificamos por Wb esta proteína así como la expresión del 
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que también se vincula con este 



comportamiento en el tratamiento quimioterápico. La expresión de ambas proteínas se reduce por el 
tratamiento de las células con PX+carbacol (Fig. 4)    
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Figura 4: Expresión del transportador de drogas ABCG2 y del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en 
células MDA-MB231. La expresión se analizó Western blot. Los pesos moleculares se indican a la derecha. El análisis 
densitométrico de las bandas se expresó como unidades de densidad óptica en relación con la expresión de GAPDH 
(DOr). Se muestra un experimento representativo de 3 semejantes. * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 frente a control 
(CT) (células sin tratamiento). 

  
El objetivo B  se cumplió en un 70%.  
 
C) Analizar la capacidad invasiva de las células tumorales 
C1) Cuantificar la capacidad de las células en cultivo bidimensional para migrar 
C2) Cuantificar la capacidad de las células en cultivo tridimensional de invadir una matriz de colágeno 

MDA-MB231

 
Figura 5. Ensayos de migración en herida con células MDA-MB231.  Después de realizar la herida, las células tumorales 
se trataron con paclitaxel (PX;10-8 M) combinado con carbacol (CARB; 8, 6x10-12 M) (izq.) o arecaidina propargil éster 
(APE; 1,1x10-5 M) en ausencia o en presencia de atropina (AT; 10-8 M) o metoctramina (MET;10-5 M). Los valores son 
promedios ± S.E.M. de 3 experimentos. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0.001 vs. control (células sin tratamiento).  
 

En la figura 5 se observa que tanto el tratamiento con la combinación de PX con carbacol como con APE es 
igualmente efectivo para prevenir la migración de las células tumorales en un ensayo en herida.  
El objetivo C se cumplió en un 50%.  

   
D) Investigar el efecto antiangiogénico  
D1) Cuantificar la producción del factor de crecimiento del endotelio vascular A (VEGF-A) 
D2) Analizar la capacidad tubulogénica de las células tumorales 
D3) Medir la respuesta neovascular in vivo en ratones NUDE. 



 

 
Fig. 6. Angiogénesis inducida por células MDA-MB231. La expresión del factor de crecimiento endotelial vascular A 
(VEGF-A) se estudió por Western blot. Las células se trataron con A) paclitaxel (PX) (10-8M) combinado con carbacol 
(Carb;8,6x10-12M) o B) con arecaidina propargil éster (APE;1,1x10-5M) en ausencia o presencia de atropina (AT;10-9M) o 
metoctramina (MET;10-5M) respectivamente. Los pesos moleculares se indican a la derecha. El análisis densitométrico 
de las bandas se expresó en unidades de densidad óptica (D.O.) en relación con la expresión de la proteína de la 
gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). C) Neovascularización in vivo inducida por células MDA-MB231 en la 
piel de ratones NUDE. Las células se inocularon s.c. y luego de 24 h. las drogas se administraron i.p. Los valores son 
promedios ± S.E.M. de 3 experimentos realizados. D) Fotografías representativas de la piel de ratones inoculados con 
células tumorales (Control) sin tratamiento o tratadas con PX + Carb o PX + APE. Aumento 6.4X. (#P <0.05 vs. piel 
control; *P <0.05 vs. tumor sin tratamiento). 
 

Como se muestra en la figura 6 el tratamiento con Px combinado con carbacol o con APE reduce la expresión 
del VEGF-A en las células tumorales y reduce la vascularización inducida por el tumor MDA-MB231 in vivo.  
El objetivo D se cumplió en un 50%.  
 
Los resultados obtenidos están siendo considerados para su publicación en PLOS One (Español y col. 2020). El 
preprint del trabajo se encuentra en SIGEVA. 

2. Plan de Investigación período 2021:  

 

2.1 Resumen (Hasta 200 palabras) 

 

El cáncer de mama es una de las primeras causas de muerte en mujeres. Esta enfermedad es 
heterogénea y 2 de los subtipos de tumores mamarios descriptos, los HER2+ (expresan el oncogen 
Erb2neu) y los triple negativos (TN)(sin expresión de receptores hormonales), son los más agresivos 
y de peor pronóstico. Esto se debe a la falta de blancos específicos de tratamiento y/o a la aparición 
de resistencia a la quimioterapia, que permite la aparición de metástasis y/o recidivas de la 
enfermedad Hemos descripto la presencia de receptores muscarínicos (RM) en todos los tipos de 
tumores mamarios humanos (luminales, TN y HER2+) y su ausencia en el tejido mamario normal, lo 
que les confiere la calidad de blanco terapéutico Recientemente demostramos que, el tumor 
mamario humanos TN, MDA-MB231, responde a un tratamiento metronómico (bajas dosis con 
breves intervalos entre dosis) de una combinación de paclitaxel (PX) con un agonista muscarínico 



(Español y col., 2020). La combinación reduce la viabilidad y la migración celular in vitro y el 
crecimiento tumoral in vivo. En este proyecto nos proponemos ensayar el efecto de una combinación 
semejante de fármacos en tumores HER2+ analizando la viabilidad celular, la población de células 
madre de tumor, su capacidad invasiva y la respuesta angiogénica tumoral. 

 
2.2 Resumen en inglés (Para difundir por internet; hasta 200 palabras) 

 

 

Breast cancer is one of the leading causes of death in women. This disease is heterogeneous and 2 
of the mammary tumor subtypes described, HER2 + (express the Erb2neu oncogene) and triple 
negatives (TN) (without expression of hormonal receptors) are the most aggressive and have the 
worst prognosis. This is due to the lack of specific targets for treatment and/or the appearance of 
resistance to chemotherapy, which allows the incidence of metastases and/or relapses of the 
disease. We have described the presence of muscarinic receptors (MR) in all types of human 
mammary tumors (luminal, TN and HER2 +) and their absence in normal breast tissue, which gives 
them the quality of therapeutic targets. We recently demonstrated that the human TN breast tumor, 
MDA-MB231, responds to metronomic treatment (low doses with short intervals between doses) of a 
combination of paclitaxel (PX) with a muscarinic agonist (Español et al., 2020). The combination 
reduces in vitro cell migration and viability and in vivo tumor growth. In this project we aim to test the 
effect of a similar combination of drugs on HER2 + tumors by analyzing cell viability, the population of 
tumor stem cells, their invasive capacity and tumor angiogenic response. 

 

2.3 Objetivos e hipótesis de la investigación (Desarrolle en 3 carillas como máximo) 

 

Previamente demostramos que un esquema de tratamiento metronómico que incluye un taxano 
como el paclitaxel o una antraciclina como la doxorrubicina, dos de las dorgas mundialmente 
utilizadas como primera elección para el tratamiento del cáncer de mama,  en combinación con un 
agonista muscarínico (carbacol o arecaidina) ambos en bajas concentraciones/dosis es efectivo para 
reducir significativamente la viabilidad de células tumorales mamarias humanas provenientes de 
distintos tipos de tumores: Luminal A (MCF-7); triple negativo (MDA-MB231, MDA-MB468). Se 
observaron efectos significativos tanto en cultivos 2D como 3D (Salem y col., 2020; Español et al., 
2020). También demostramos una reducción en el porcentaje de células madre de tumor (CMT) 
(CD44+/CD24-) y en la expresión de la bomba extrusora de drogas ABCG2 (expresada 
mayoritariamente en CMT. Simultáneamente observamos una disminución en la expresión del EGFR 
que de manera conjunta con los dos parámetros anteriores regula la resistencia al tratamiento así 
como las recidivas. Por otra parte, observamos que la combinación administrada in vivo a ratones 
NUDE portadores de los tumores mencionados fue eficaz para reducir la angiogénesis y el 
crecimiento tumoral (Salem y col., 2020; Español et al., 2020). La eficacia y especificidad del 
tratamiento fue demostrada porque el mismo está enfocado en los RM que se expresan en alta 
concentración en las células tumorales mamarias humanas, mientras que están ausentes en células 
no tumorigénicas mamarias humanas, MCF-10A; esto sumado al uso de bajas dosis repetidas con 
cortos intervalos entre dosis, reduce los efectos adversos del tratamiento.  
Teniendo en cuenta que las células HER2+ expresan RM y responden al PX, nos proponemos 
analizar el efecto del tratamiento con PX o doxorrubicina combinados con un agonista muscarínico 
(carbacol) con una administración de 1 a 3 ciclos en los que las células HER2+ se cultivarán en 
ausencia o en presencia de trastuzumab. Como control positivo se comparará el efecto observado  



con el tratamiento convencional (PX o doxorrubicina en altas dosis en ausencia o en presencia de 
trastuzumab). 
 
Objetivos Generales y Específicos 
 

A) Analizar el efecto del tratamiento en cultivos in vitro 
A1) Cuantificar la viabilidad de las células tumorales en cultivo 2D 
A2) Cuantificar el crecimiento de esferoides en 3D 
A3) Determinar el porcentaje de células CD44+/CD24- 
 

B) Estudiar el efecto del tratamiento en la invasión tumoral 
B1) Cuantificar la capacidad de las células en cultivo bidimensional para migrar 
B2) Cuantificar la capacidad de las células en cultivo tridimensional de invadir una matriz de 
colágeno 
 

C) Detectar el efecto de la combinación en la respuesta angiogénica tumoral 
C1) Cuantificar la capacidad tubulogénica de las células tumorales 
C2) Evaluar la longitud de los túbulos de células endoteliales HUVEC-1. 
 

Metodología y diseño experimental 
 
Modelo: nuestro modelo estaba originalmente constituido por las células SK-BR-3 (ATCC HTB-30) 
(RE-/RP-/HER2+) en las que previamente estudiamos la expresión muscarínica. Debido a 
numerosas dificultades que presenta esta línea celular para su cultivo tanto en nuestro laboratorio 
como en otros que trabajan en oncología, utilizaremos como alternativas y de ser necesario la línea 
AU565 (ATCC CRL-2351) obtenida de la misma paciente de la que se obtuvo la línea SKBR-3, que 
sobreexpresa HER2. En colaboración con el Dr. Gabriel Fiszman del Área Investigación del IOAHR 
analizaremos el efecto del tratamiento en la línea BT474 (HER2+ y resistente al trastuzumab) 
(ATCC-CRL3247).  
Tratamiento: Luego de realizar curvas concentración respuesta de todas las drogas a emplear (PX, 
doxorrubicina y carbacol), se seleccionarán las concentraciones umbrales o subumbrales y las 
concentraciones efectivas 50 (CE50) y se combinarán para evidenciar el sinergismo entre ambas 
según el siguiente esquema: 
 
Tabla 1 

Fármaco Paclitaxel 
SubU/Up    CE50p 

Doxorrubicina 
SubU/Ud   CE50d 

Carbacol     SubU/Uc SubU/Uc+ 
SubU/Up  

SubU/Uc+ 
CE50p 

SubU/Uc+ 
SubU/Ud  

SubU/Uc+ CE50d 

CE50c CE50c+SubU/Up CE50c+CE50p CE50c+SubU/Ud CE50c+CE50d 

Atropina  - - - - 

¤  + + + + 

 
Se administrarán 3 ciclos de tratamiento de 48 h separados por intervalos de 24 h. Las 
combinaciones eficaces se ensayarán también en presencia de atropina o en presencia de 
trastuzumab y los fármacos de esas combinaciones se ensayarán por separado.  
Métodos:  



-La viabilidad celular se ensayará por el método colorimétrico de MTT ampliamente utilizado. El 
efecto de las combinaciones eficaces se corroborará por la tinción con azul tripan o cristal violeta.  
-El crecimiento 3D se ensayará por una modificación del método de la gota pendiente desarrollada 
en nuestro laboratorio (Dmytrenko y col., 2017).  
De ser necesario se utilizará el método de formación de esferoides en matrigel. Se cubren con 50 ul 
de matrigel placas de 96 pozos y se dejará polimerizar a 37°C durante 10 a 15 min. Se siembran 
alrededor 10-50 103 cel/50 ul de matrigel cuidando de no generar burbujas. Se colocará nuevamente 
a  37 ° C durante 15 a 30 min para permitir que el matrigel se polimerice y se completará el volumen 
hasta 200 ul con medio de cultivo. Se mantendrá a 37°C durante 10 días para que se formen 
esferoides El medio se cambiará cada  2 a 3 días.  
-El análisis de la población CD44+CD24- se realizará por citometría de flujo con anticuerpos 
específicos (Salem  y col., 2020). 
-La migración de las células tumorales se analizará por medio del ensayo de herida in vitro 
(Pellegrina y col., 2013) 
-El ensayo de migración en colágeno permite analizar la migración de células en 3D. Brevemente 
Ensayo de invasión en colágeno: 
Para el ensayo de invasión se extraerá el colágeno de los tendones de la cola de ratas Wistar en 
condiciones asépticas, después de realizar la eutanasia en cámara de CO2. Para esto, se colocarán 
los tendones en alcohol etílico 96% y se dejarán a -20°C durante 2 h. Luego se recuperarán los 
tendones y se colocarán en 200 ml de solución de ácido acético al 0,1% en H2O estéril con agitación 
a 4°C durante 6 días. El sobrenadante viscoso se extraerá con pipeta previamente enfriada a -20°C. 
Se ajustará la concentración final de proteínas del extracto a 0,4 mg/ml y se conservará a 4°C.  En el 
momento del ensayo se agregará al extracto de colágeno igual volumen de medio DMEM 2X 
previamente enfriado, se neutralizará el pH manteniéndolo en hielo para evitar la gelificación. Se 
agregarán 50 l de esta solución a cada pozo de una placa de 96 pozos y se dejará gelificar. Sobre 
esta matriz se sembrarán los esferoides a razón de 1 por pozo y se cubrirán con otros 50 μl de 
colágeno y se dejará gelificar. Luego se agregarán 100 μl de medio DMEM con 5% de SFB.  
Después de 60 h se tomarán registros fotográficos en un microscopio invertido y para cada esferoide 
se medirán los “rayos”, formados por las células migrando desde el centro del esferoide con el 
programa Image-Pro Plus.  Esta técnica fue puesta a punto en el nuestro laboratorio previamente 
para evaluar la capacidad invasiva de tumores de glándulas salivales creciendo en 3D (Dmytenko, 
2016). 
-Por medio del ensayo de tubulogénesis en matrigel se puede cuantificar la malignidad de células 
tumorales que pueden formar per se canalículos semejantes a túbulos, por donde difunden los 
nutrientes en el tumor; esta capacidad es mayor cuanto más agresivo e invasivo es el tumor. De 
manera análoga las células endoteliales forman túbulos que miden la capacidad angiogénica de 
estas in vitro. (Salem y col., 2020). 
 
Justificación del presupuesto solicitado 
 
Gastos de Capital 
Equipamiento: ---- 
Licencias:----- 
Bibliografía:------ 
 
Gastos Corrientes 
Bienes de consumo: 



Línea celular    AU565 (ATCC CRL-2351)    $ 30000 
Anticuerpos contra receptores muscarínicos: $ 25000 
Material descartable para cultivo: $ 5000 
Suero fetal bovino y Medio de cultivo $ 20000  
 
Viajes y Viáticos: $5000 
 
Difusión y/o protección de resultados: $5000 
 
Servicios de terceros:------- 
Trabajo de campo: -------- 
 

 
2.4 Antecedentes en la temática (Desarrolle en 2 carilla como máximo) 

Actualmente, el cáncer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. En particular, 
el cáncer de mama es uno de los de mayor incidencia, alta tasa de mortalidad, y altos costos 
económicos y sociales (Zainal y col., 2013). Es el tipo de tumor más frecuente entre las mujeres en 
todo el mundo, tanto en países desarrollados como en vías de desarrollo (Cetin y col., 2014). Se 
identificaron varios factores de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad, que incluyen edad, 
menarquia, estado menopáusico, edad al primer nacimiento vivo, antecedentes familiares, lactancia 
materna y mutaciones genéticas (Gürdal y col., 2013). Los tumores mamarios se clasifican 
molecularmente en 5 grupos que incluyen: luminal A (ER+ y / o RP+), luminal B (RE+ y / o RP+, 
HER2+), HER2 (RE-/RP-/HER2+), basal o triple negativo  (RE-/RP-/HER2-) con expresión de 
CK5/6 e EGFR, ( Boyle, 2012). Los dos últimos grupos son los más agresivos y con mayor tasa de 
mortalidad, debido a la aparición de metástasis y/o recidivas en general relacionadas con la 
resistencia al tratamiento.  
 
HER2 es el receptor del EGF humano de tipo 2; es un protooncogen ubicado en el cromosoma 17. 
Se trata de un receptor tirosina-quinasa, también conocido como CD340. Esta proteína es 
considerada como un biomarcador y blanco terapéutico en aproximadamente un 30% de las 
pacientes con cáncer de mama. La familia de EGFR humano también incluyen a: HER1, HER3 
(ErbB3) y HER4 (ErbB4) (Bailey y col., 2011). La proteína HER2 tiene puede dimerizarse con HER1, 
HER3 o HER4. Por lo tanto, cuando el gen HER2 se sobreexpresa, permite el crecimiento 
celular y la supervivencia celular por activación de la vía de PI3K / Akt y las vías Ras / Raf / 
MEK / MAPK (Arteaga y col., 2012). Los tumores HER2+ constituyen una entidad agresiva de la 
enfermedad y aproximadamente 1/5 de las mujeres con cáncer de mama son diagnosticadas con 
este tipo de tumor a nivel mundial (Waks y Winer, 2019). 
 
Un aspecto fundamental en el manejo de las pacientes con tumores HER2+ es la elección del 
tratamiento más efectivo. Generalmente estos tumores se asocian con resistencia a la terapia 
hormonal y es dudosa su respuesta a antraciclinas y taxanos dependiendo de la edad de las 
pacientes (Wolff y col., 2007). Si bien, el valor pronóstico y predictivo de HER2 se encuentra en 
contínua evolución, con seguridad el aumento de la expresión de HER2 se asocia con peores 
resultados en pacientes tratados con doxorrubicina en terapia adyuvante. (Tubbs y col., 2009). En 
los últimos años la inmunoterapia de estos tumores ha mejorado, en parte, la respuesta al 
tratamiento, administrando agentes dirigidos específicamente contra HER2 como coadyuvante de la 
quimioterapia convencional. El trastuzumab (herceptin®) es un anticuerpo monoclonal 



humanizado contra HER2 que fue aprobado para el tratamiento del cáncer de mama metastásico y 
para el tratamiento adyuvante en pacientes con  ganglios linfáticos positivos o negativos.  La 
incorporación de la terapia anti-HER2 en la práctica clínica asistencial, generó un avance en el 
tratamiento, incrementado la sobrevida libre de enfermedad a 5 años. Sin embargo, existe un 25% 
de las pacientes en estadios tempranos que no responden al tratamiento (Gagliato y col. 2016). 
Además, aproximadamente un 70% de los tumores metastásicos que inicialmente presentan una 
buena respuesta al tratamiento, progresan tras 6 u 8 meses de exposición continuada a la terapia 
anti-HER2, por  la generación de resistencia (Gonzalez-Alonso y col., 2018). 
 
Desde el punto de vista clínico la resistencia al tratamiento puede ser primaria o adquirida. En el 
modelo de resistencia primaria, el tumor está constituido por único tipo celular HER2+ (monoclonal u 
homogéneo) o por un subtipo celular HER2+ (heterogéneo) y muestra falta de respuesta o respuesta 
disminuida al trastuzumab desde la primera administración. El paciente mostrará progresión de la 
enfermedad en un plazo menor a 6 meses.  En la resistencia adquirida, las células muestran 
respuesta inicial al tratamiento, pero con la administración sucesiva va perdiendo la respuesta. Esto 
implicará recaída de la enfermedad y pérdida de la respuesta (Gonzalez-Alonso y col., 2018).   
Los mecanismos moleculares involucrados en la resistencia son: 1) aumento de los ligandos de 
la familia EGF (EGF, IGF, neurregulina, etc);  2) alteraciones en el receptor HER2 u otros miembros 
de la familia HER como la presencia de formas truncadas de HER2 (p95HER2), que carecen del 
dominio extracelular, por lo que el trastuzumab no puede reconocer ni unirse al receptor y bloquear 
su actividad de quinasa, o interacciones con otros receptores HER o IGF (dimerización); mutaciones 
en la región tirosina-quinasa de HER2 y 3) activación constitutiva de la vías de  señalización 
acopladas al HER2 (PI3K/AKT/m TOR, mutaciones en cualquiera de los componentes anteriores o 
pérdida de la expresión de la proteína supresora PTEN). Independientemente de todos los 
mecanismos de resistencia a trastuzumab descritos en el apartado anterior, continúa existiendo un 
número importante de pacientes que presentan resistencia primaria al tratamiento con trastuzumab o 
bien adquieren distintos mecanismos de resistencia durante este tratamiento. 
Además, es importante destacar que el trastuzumab no es el único agente anti-HER2 disponible y 
que todos ellos presentan efectos adversos severos. El principal efecto no deseado reportado es la 
cardiotoxicidad (Nemeth y col., 2017). Se documentó en un ensayo de fase 3 con trastuzumab que 
los pacientes desarrollaban disfunción cardíaca que se potenciaba cuando se administraban 
antraciclinas en forma conjunta (Rochette y col., 2015). 
A partir de una revisión posterior, la FDA concluyó que hay un aumento de 4 a 6 veces en la 
disfunción miocárdica sintomática en pacientes en tratados con trastuzumab (Nemeth y col., 2017). 
Debido a esto se recomendó incluir una evaluación previa del riesgo de disfunción cardíaca en la 
historia clínica de las pacientes seleccionadas para recibir trastuzumab. En esa evaluación debe 
incluirse un examen físico y un ecocardiograma que cuantifique la fracción de eyección ventricular 
izquierda. No se aconseja el uso del fármaco en pacientes con una disminución ≥16% de dicho 
parámetro.  
 

2.5 Cronograma de actividades   

        

Actividad Meses año 2021 

En células tumorales mamarias HER2+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Análisis de curvas concentración- respuesta 
de PX, doxorrubicina, carbachol. Ensayos 
con las combinaciones de fármacos 

X X X X         



mencionadas en la Tabla 1 en cultivos 2D. 
Análisis del porcentaje de células 
CD44/CD24- por citometría de flujo 

Ensayos con las combinaciones de 
fármacos mencionadas en la Tabla 1 en 
cultivos 3D 

  X X X        

Efecto del tratamiento con las 
combinaciones efectivas de las drogas en 
combinación en ensayos de herida in vitro 

    X X       

Efecto del tratamiento con las 
combinaciones efectivas de las drogas en 
combinación en ensayos de invasión en 
colágeno 

     X X X     

Efecto del tratamiento con las 
combinaciones efectivas de las drogas en la 
tubulogénesis en matrigel. 

        X X X X 

Presentación de trabajos en congresos           X X 
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