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Resumen Las Rho GTPasas son una familia de proteinas clave en la transmision de sefales provenientes
del exterior celular hacia efectores intracelulares tanto citoplasmaticos como nucleares. En los ul-
timos afo ha habido un desarrollo vertiginoso de multiples herramientas genéticas y farmacolégicas, lo que ha
permitido establecer de manera mucho mas precisa las funciones especificas de estas proteinas. El objetivo de
la presente revisidon es hacer foco en las multiples funciones celulares reguladas por las Rho GTPasas, descri-
biendo en detalle el mecanismo molecular involucrado. Se discute ademas la participaciéon de estas proteinas
en diversas enfermedades humanas haciendo énfasis en su vinculacion con el cancer. Por ultimo, se hace una
actualizacion detallada sobre las estrategias terapéuticas en experimentacion que tienen a las Rho GTPasas
como blancos moleculares.
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Abstract Rho GTPases as therapeutic targets in cancer and other human diseases. Rho GTPases are
a key protein family controlling the transduction of external signals to cytoplasmatic and nuclear
effectors. In the last few years, the development of genetic and pharmacological tools has allowed a more pre-
cise definition of the specific roles of Rho GTPases. The aim of this review is to describe the cellular functions
regulated by these proteins with focus on the molecular mechanism involved. We also address the role of Rho

GTPases in the development of different human diseases such as cancer. Finally, we describe different experi-
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mental therapeutic strategies with Rho GTPases as molecular targets.
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Los mecanismos de sefializacion celular son de-
terminantes fundamentales en la coordinacion y las
funciones de los distintos tipos celulares. Las células
reciben informacion del ambiente, ya sea mediante inte-
racciones célula-célula y célula-matriz u otros estimulos
del microambiente tisular, como citoquinas y factores de
crecimiento. Diferentes vias de sefalizacion median res-
puestas celulares, incluyendo cambios en la conformacioén
de proteinas, la actividad enzimatica y la regulacion de la
expresion génica, resultando en cambios morfoldgicos,
migracion celular, proliferacion, diferenciacion o muerte.

Las vias de sefalizacidon no se encuentran aisladas,
sino que estan interconectadas y forman redes comple-
jas con multiples elementos que se interconectan entre
si. En los procesos fisioldgicos cada uno de los elemen-
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tos esta finamente regulado espacial y temporalmente,
mientras que la desregulacion de vias de sefalizacion
lleva al desarrollo de numerosas enfermedades’. En
las ultimas décadas se han descripto vias y elementos
involucrados en la sefalizacion celular, entre los cuales
se encuentran las proteinas Rho GTPasas. Las proteinas
Rho forman una de las subfamilias de la superfamilia
Ras de GTPasas. Los méas de cincuenta miembros de
dicha superfamilia se agrupan en funcién de la homo-
logia de su composicion aminoacidica en las siguientes
subfamilias: Ras, Rho, Rab, Arf y Ran que se detallan
en la Tabla 12. Estas proteinas tienen pesos moleculares
semejantes (20-25 kDa) y se denominan genéricamente
“GTPasas pequenas” (small GTPases, o también small
GTP-binding proteins), diferenciandose asi del resto de
las proteinas con actividad GTPasa como las proteinas
G heterotriméricas.

La subfamilia Rho en mamiferos esta formada por
varios miembros: RhoA, B, C, Dy E; Rac 1,2y 3; Cdc42,
TC10y otras. Estas proteinas son estructuralmente muy
parecidas (40 a 95% de identidad en su composicion
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TABLA 1.— Clasificacién de los miembros de la
Superfamila Ras

Subfamilia Funciones Miembros
Principales representativos
Ras Control de la expresién génica, Ras, Rap, R-Ras, Ral,
proliferacion celular, diferenciacion, Rheb (36 miembros)
supervivencia
Rho Reorganizacion del citoesqueleto, Rac, Rho, Cdc42
progresion del ciclo celular, (20 miembros)
expresion génica
Rab Tréfico vesicular, vias endociticas Rab1, Rab5
y secretorias (61 miembros)
Ran Transporte nucleoplasmatico de Ran
ARN vy proteinas
Arf Regulacion de trafico vesicular Arf1, Arfé

(35 miembros)
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Fig. 1.— Modelo de regulacion de Rho GTPasas. Las proteinas actian como transductores de sefiales al ser activados por
GEFs, que responden a una gran variedad de estimulos extracelulares a través de la activacion de diferentes receptores
de membrana. La conformacion activa de Rho es capaz de unirse a diversos efectores celulares, regulando asi variadas

funciones celulares.

aminoacidica), ademas de tener un tamafo muy similar
(190-195 aminoécidos)?.

Una de las principales caracteristicas de las proteinas
Rho, como de todas las proteinas G, es que unen nucled-
tidos de guanina y ciclan entre un estado inactivo unidas
a GDP y un estado activo unidas a GTP (Fig. 1). Estas
proteinas al igual que Ras tienen actividad GTPasa en-
dogena, pudiendo hidrolizar el GTP a GDP en un proceso
dependiente de Mg?. Se asume que las proteinas de la
superfamilia Ras se activan para interaccionar con sus
efectores cuando se encuentran unidas a GTP, los cuales

a su vez interactuan con otras proteinas produciendo una
cascada de sefalizacion.

Las Rho GTPasas tienen dominios funcionales comu-
nes, similares a los de Ras. Estos dominios consisten en
cuatro regiones que participan en la union e hidrdlisis del
nucledtido de guanina (G1, G3, G4 y G5), una secuencia
terminal CXXX (donde C es cisteina y X cualquier otro
aminoé&cido) y una region G2 involucrada en la interaccion
con moléculas efectoras®.

El motivo CXXX localizado en el -COOH terminal actua
como sefal para tres modificaciones post-transducciona-
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les secuenciales: prenilacion, protedlisis y metilacion. Las
GTPasas sintetizadas de novo son citosdlicas y posterior-
mente se modifican por la adicién, al grupo sulfhidrilo de
la cisteina de un grupo isoprenilo farnesilo de 15 carbonos
o geranilgeranilo de 20 carbonos. La proteina prenilada
es entonces modificada por protedlisis de los tres ultimos
aminoacidos en el extremo carboxi-terminal y metilacion
del grupo carboxilo de la cisteina. Las modificaciones
post-transduccionales no afectan la actividad GTPasa
pero son esenciales para la funcién biolégica de estas
proteinas, ya que controlan su anclaje a la membrana
celular y por ende su localizacién dentro de la célula®.

La alternancia entre los estados inactivo-activo de
las proteinas Rho esta altamente regulada por proteinas
que regulan la actividad de GTPasa o el intercambio de
nucleodtidos. Existen tres clases de proteinas regulado-
ras: (a) los factores intercambiadores de guanina (GEF,
guanine exchange factors), que activan a las GTPasas
incrementando la tasa de liberacién del nucledtido unido y
por lo tanto facilitando el intercambio de GDP por GTP; (b)
las proteinas activadoras de la actividad GTPasa (GAP,
GTPase-activating protein) que estimulan la actividad de
GTPasa enddgena y asi facilitan la hidrélisis de GTP a
GDP; (c) los inhibidores de la disociacion de GDP (GDI,
GDP-dissociation inhibitors), que inhiben la disociacion
del GDP previniendo su reemplazo por GTPS 7.

Las Rho GTPasas regulan la morfologia celular y la
reorganizacion del citoesqueleto de actina. De tal forma,
Rho puede ser activado por ligandos extracelulares como
acido lisofosfatidico y regular la formacion de fibras de es-
trés. Rac es activado por distintos factores de crecimiento
como el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) o la
insulina, dando lugar a la formacién de lamelipodios y
ondulaciones de membrana conocidas como ruffles. En
cambio, la activacion de Cdc42 produce filopodios®''. Los
cambios morfoldgicos inducidos por las formas activadas
de esta familia de GTPasas comparten muchos aspectos:
incremento en la polimerizacion de actina, agrupamiento
de integrinas y ensamblaje de complejos de proteinas
citoesqueléticas (contactos focales). Los contactos foca-
les tienen una funcién importante en los mecanismos de
transduccion de sefiales. La adhesion celular mediada
por integrinas dispara la fosforilacion en tirosinas, el flujo
de iones y el metabolismo lipidico que finalmente, de
manera conjunta o individualmente, afectan la expresion
de genes, la progresion del ciclo celular y los procesos
de apoptosis® " 2,

Ademas de las acciones sobre el citoesqueleto, Rho,
Rac y Cdc42 regulan una gran variedad de funciones
celulares, mediando la regulacion transcripcional de
determinados genes. Rac, por ejemplo, estimula la cas-
cada de Jun quinasa (JNK) y transmite asi informacién al
nucleo para regular la expresion de un nimero importante
de genes'®,
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Si bien se han descripto diferentes procesos celulares
modulados por Rho GTPasas, es importante destacar que
los eventos celulares estan regulados por redes de sena-
lizacién intercomunicadas y no por una unica cascada de
sefializacion. Es asi como un mismo estimulo en diferen-
tes contextos puede provocar diferentes respuestas.

Un ejemplo de intercomunicacion entre Rho GTPasas
y otras vias es la regulacion de la Rac-GAP B2-quimerina
mediante proteina-quinasa C (PKC). En este sentido, se
comunicd recientemente que en condiciones normales
la B2-quimerina permanece en un estado inactivo en el
citosol. Cuando el receptor de EGF es estimulado, se
genera diacilglicerol (DAG) mediante fosfolipasa C y ac-
tiva a PKCd, que a su vez fosforila a f2-quimerina en un
residuo de serina. Esta fosforilacion impide su traslocacion
a membrana y permanece inactiva en el citosol. Por otro
lado, cuando este GAP no esta fosforilado, es activado
de manera alostérica por DAG, ya que B2-quimerina
cuenta con un dominio C1 al igual que PKC, y fosfolipidos
acidicos en la membrana plasmatica donde es capaz de
inactivar a Rac'®.

Asimismo, existen evidencias de intercomunicacion
entre las diferentes Rho GTPasas, donde Rho y Rac se
regulan mutuamente modulando asi diferentes procesos
celulares' 9,

Principales efectores de Rho GTPasas

La gran variedad de funciones bioldgicas de los distintos
miembros de la familia de las Rho GTPasas esta dada por
la unién a distintos efectores celulares. Se conocen mas
de cincuenta efectores de Rho, Rac y Cdc42 que incluyen
serina-treonina quinasas, tirosina-quinasas, lipido-quina-
sas, lipasas, oxidasas y proteinas estructurales (scaffold
proteins)®, segun se presentan en la Tabla 2.

El grupo de proteinas efectoras mas conocidas es el
que esta involucrado en la reorganizacion del citoesquele-
to de actina. Se conocen al menos dos efectores de Rho,
la Rho quinasa (ROCK) y la formina mDia, los cuales se
requieren para el ensamblaje de fibras de estrés, la forma-
cién de adhesiones focalesy la unidn de actina a la mem-
brana. Por otra parte, proteinas efectoras de Cdc42 como
WASP y N-WASP (Wiskott-Aldrich sindrome proteins)
estan involucradas en la formacién de filopodios. A su
vez, estas proteinas se unen directamente a monémeros
de actina y activan al complejo Arp2/3, el cual actia como
un sitio de nucleacién para comenzar la polimerizacion?'.
Por su parte, Rac también es capaz de activar el complejo
Arp2/3 mediante la interaccion con WAVE (WASP-like
verprolin-homologous protein) provocando la formacion de
lamelipodios. Otro de los efectores importantes tanto de
Rac como de Cdc42 es la familia de PAK (p21-activated
kinase), capaces de activar a LIM quinasa y asi modular
la longitud de los microfilamentos.
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TABLA 2.— Principales efectores de Rho GTPasas y sus

funciones
Proteina Selectivo para Funciones
efectora la GTPasa
ROCK Rho Regulacion de miosina y
citoesqueleto de actina
mDia Rho Organizacioén de actina
WASP, N-WASP Cdc42 Organizacién de actina
WAVE Rac Organizacioén de actina
PAK Rac, Cdc42 Organizacién de actina,
via JNK®
IQGAP Rac, Cdc42 Organizacién de actina,
contactos célula-célula
P67-phox Rac Regulacion de NADPH
oxidasa, produccién de
especies reactivas de
oxigeno
Rhotekin Rho Proteina estructural
PI3K Rac, Cdc42 Niveles de PIP

aJNK: c-Jun N-terminal quinasa
b PIP,: Fosfatidil inositol 3-fosfato

De su rol preponderante en la regulacion del citoesque-
leto de actina, se desprende la contribucion de la familia
de las Rho GTPasas en la regulacion de la morfologia
celular, las interacciones célula-célula, polaridad celular
y migracion.

Otro de los procesos regulados por Rho GTPasas es
la organizacion intracelular de microtubulos jugando un rol
importante en la polaridad celular y en la distribucion de
organelas intracelulares y del huso mitético. En este caso,
proteinas como Op18/estatmina estan reguladas por el
efector PAK, mientras que el efector IQGAP tiene un rol
importante tanto en la organizacién del citoesqueleto de
microtibulos como de actina®.

Ademas de su efecto sobre el citoesqueleto, las Rho
GTPasas regulan diferentes vias de transduccion de se-
nales que llevan a cambios en la expresion génica. Las
proteinas Rho regulan a factores de transcripcién como
SRF (serum response factor) y NFkB y a diferentes vias
de sefnales como JNK (c-jun N-terminal kinase) y p38
MAP quinasa.

Por otra parte, las Rho GTPasas son capaces de
influenciar diferentes actividades enzimaticas. Uno de
los primeros blancos de Rac identificados fue p67phox,
un componente estructural del complejo NADPH oxidasa
que se encuentra en células fagociticas. A partir de estos
datos, se comunicéd que Rac promueve la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) en varios tipos
celulares diferentes, actividad posiblemente mediada por
la familia de oxidasas Nox?'.
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Las Rho GTPasas controlan multiples aspectos de la
progresion de la fase G1y de la fase M en el ciclo celular,
ya que controlan vias mitogénicas como ERK, activan
proteinas, como Par6, claves en la division celular y
modulan la expresion de moléculas reguladoras del ciclo
celular como ciclina D1.

Papel en enfermedades humanas

Como hemos expuesto, las Rho GTPasas tienen un rol
central en la regulacion de diversos procesos celulares,
por lo que su alteracion o desbalance puede ser la causa
molecular de diversas enfermedades del ser humano.
Debido a que las Rho GTPasas median un gran nimero
de eventos celulares, como reorganizacion del citoesque-
leto, ciclo celular, trafico vesicular, migracion o apoptosis,
las aberraciones en las vias de sefalizacion asociadas
a estas proteinas, cumplen un rol esencial en un grupo
heterogéneo de enfermedades que incluyen a cancer,
desordenes neurodegenerativos, enfermedades autoin-
munes y enfermedades inflamatorias crénicas.

Cancer

Se conocen varias mutaciones causantes de afecciones
tanto en proteinas reguladoras (GAPs, GEFs, GDIs) como
proteinas efectoras de Rho GTPasas?. Sin embargo, sélo
se cuenta con un ejemplo de mutacién en Rho GTPasas
en humanos y corresponde a RhoH encontrado en linfo-
mas no-Hodgkin y mieloma multiple?.

Tradicionalmente, se ha asociado la sobreactivacion
de vias de sefalizacion de Rho GTPasas con la transfor-
macion maligna. Las primeras evidencias provienen de
ensayos en los que Rac1 constitutivamente activo, y en
menor medida RhoA, inducen transformacion maligna en
fibroblastos y tumorigenicidad en ratones atimicos, siendo
ademas requeridos para la trasformacion mediada por
Ras?+25, Actualmente se conocen muchos tipos de cancer
enlos cuales las vias de sefializacion de Rho GTPasas se
encuentran alteradas. Entre ellos se encuentran céncer
de pancreas, cancer de mama, melanoma, carcinomas
colorrectales, leucemias, osteosarcomas, carcinomas
hepatocelulares, neuroblastomas, carcinomas de pulmén
(tanto de células pequefas como de células no-peque-
fias), cancer gastrico y glioblastomas?.

Las Rho GTPasas estan implicadas en diferentes pro-
cesos asociados al cancer, como la proliferacion celular,
migracion, invasion y metastasis debido a que estas pro-
teinas son mediadores comunes en multiples vias onco-
génicas. En particular, se establecié que estas proteinas
regulan la transicion de fase G1 a fase S del ciclo celular
de células tumorales, modulando los niveles de expresion
de ciclina D1y de los inhibidores de quinasas dependien-
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tes de ciclinas (CDKs)?. Por otro lado, las proteinas Rho
influyen en la supervivencia celular, ya que Rac, Rho y
Cdc42 regulan positivamente la transcripcién mediada por
NF«kB2, evitando que las células transformadas entren
en apoptosis. Sin embargo, se ha podido demostrar que
podrian estar mediando sefales anti o pro-apoptoéticas
en funcion del contexto celular y tisular?®-22,

Con respecto a la motilidad celular, las proteinas Rho
cumplen un rol crucial en la adquisicion de propiedades
migratorias e invasivas de las células tumorales, ya que
estan implicadas en la remodelacion del citoesqueleto de
actina, en la adhesion intercelular mediada por cadherinas
y en la remodelacion de la matriz extracelular®. Particu-
larmente, se publicé que Rac1 es una proteina clave en
el proceso invasivo de tumores como el meduloblastoma
pediatrico®. En modelos de glioblastoma multiforme Rac1,
Rac3 y ciertos GEFs median la capacidad migratoria e
invasiva de dichos tumores®5%’.

En cuanto al estado de las proteinas reguladoras de
las GTPasas afectadas, uno de los ejemplos mas estu-
diados en cancer es el Rac-GEF Tiam1 (T-cell lymphoma
invasion and metastasis 1). Si bien las GTPasas no son
consideradas oncogenes, Tiam1 si lo es, ya que esta im-
plicado en la transformacion oncogénica de fibroblastos®
39_El gen tiam1 fue identificado a partir de un ensayo de
mutagénesis insercional en un modelo de linfoma de cé-
lulas T, donde se realiz6é una seleccion in vitro de clones
altamente invasivos. Asi se establecio que Tiam1 aumenta
la capacidad invasiva y el potencial metastatico de célu-
las tumorales®. Adicionalmente, los niveles de Tiam1 se
encuentran elevados y pueden ser correlacionados con
el prondstico de carcinomas prostaticos humanos y de
carcinomas nasofaringeos y con el grado de progresion
de tumores mamarios® 4% 41,

Por su parte, los niveles de expresion de f2-quimerina,
un GAP especifico de Rac, se encuentran significativa-
mente disminuidos tanto en lineas tumorales mamarias
humanas como en tumores mamarios con respecto a
tejidos normales*. La sobreexpresion de B2-quimerina
en un modelo de carcinoma mamario murino provoca
la reduccion de la tasa de crecimiento tumoral asi como
también disminuye la capacidad invasiva y el nimero de
metastasis pulmonares*.

Entre los muchos efectores diferentes de Rho GTPa-
sas, cuatro de ellos estan directamente vinculados con la
transformacion maligna mediada por las proteinas Rho. En
primer lugar, se puede citar a la familia de las proteinas
WASP, las cuales son efectores de Rac y de Cdc42 y estan
vinculadas con la reorganizacion del citoesqueleto de acti-
na. Esto impacta sobre la regulacién de la migracion celular,
de la formacion de filopodios, ondulaciones de membrana
y podosomas. Otro de los efectores descriptos es IQGAP,
el cual interactua con Rac1y Cdc42 y esta implicado en la
formacion de ondulaciones de membranay en las uniones
célula-célula mediadas por E-cadherina* 22,
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El rol de las proteina-quinasas Pak en céncer esta
ampliamente descripto. Estas quinasas presentan mas
de 40 posibles sustratos diferentes y median procesos
biolégicos como proliferacién celular, supervivencia
celular, motilidad celular, angiogénesis, crecimiento inde-
pendiente de sustrato, entre otras*®. Se ha descripto que
mediante Rac activo, Pak es capaz de activar a PKCy,
evento indispensable para la interaccion con la proteina
fascina mediando la migracion celular en un modelo de
carcinoma de colon humano“.

Por ultimo, se ha descripto a las proteinas de la fami-
lia de protein-quinasas ROCK, efectores directos de las
proteina RhoA, las cuales median efectos sobre el citoes-
queleto como formacion de fibras de estrés y ensamblaje
de adhesiones focales* 22,

Desdrdenes neurodegenerativos

Debido a que las Rho GTPasas estan implicadas en dis-
tintos fendmenos neuronales, la desregulacion de estas
vias de sefalizacién esta asociada a multiples desérdenes
neurodegenerativos. En particular, las Rho GTPasas es-
tan involucradas en la migracion y polarizacion neuronal,
en la guia axonal y la formacién de dendritas y también
en la organizacion sinaptica y en la plasticidad.

El ensamblaje de redes neuronales funcionales en el
desarrollo animal se basa en la polarizacién de neuronas.
Diversas sefales extra e intracelulares convergen en la
regulacion del citoesqueleto, siendo las Rho GTPasas uno
de los reguladores intracelulares mas importantes*’. En
un trabajo muy reciente, se propone a Rac1y Rac3 como
proteinas claves en el desarrollo del sistema nervioso,
donde juegan roles complementarios en estadios tardios
del desarrollo neuronal y cerebral*.

Se conoce desde hace décadas que el retraso mental
est4 asociado con anomalias en las dendritas y las espi-
nas dendriticas. Sin embargo, en los ultimos afios se lo-
graron describir algunos mecanismos celulares causantes
del retraso mental, la cual es una discapacidad caracteri-
zada por una deficiencia global en habilidades cognitivas.
Se clonaron siete genes causantes del retraso mental no
especifico ligado al cromosoma X, un grupo heterogéneo
de desdrdenes asociados al cromosoma X. Se sabe que
tres de estos genes estan asociados directamente a la
via de las Rho GTPasas: un Rho-GAP (oligofrenina1), un
efector de Racy Cdc42 (Pak3) y un GEF de Racy Cdc42
(aPix). Diferentes grupos reportaron que mutaciones en
estos genes estan presentes en el retraso mental no-
sindromico asociado al cromosoma X*.

Existen evidencias que indican que el mecanismo de
endocitosis, la macropinocitosis, y el posterior trafico vesi-
cular serian indispensables para la integridad de neuronas
motoras. En este sentido, un GEF (Als) y las GTPasas
Rab5 y Rac1 estén implicadas en estos eventos celulares,
viéndose afectadas en enfermedades neurodegenerativas
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como la esclerosis lateral amiotrdéfica, la cual consiste en
la disminucion gradual y muerte de neuronas motoras
provocando paralisis muscular progresiva?*5°. También se
han asociado diferentes proteinas implicadas en las vias
de Rho GTPasas, como Cdc42 y WASP, en la enfermedad
de Huntington, la cual es un desorden neurodegenerativo
progresivo que afecta la coordinacion muscular y algunas
funciones cognitivas®'.

Por otro lado, se comunicé que Pak, efector de las
GTPasas Rac y Cdc42, presenta niveles de activacion
disminuidos y una traslocacién aberrante del citosol a la
membrana en el cerebro de pacientes con Alzheimery en
ratones transgénicos con enfermedad de Alzheimers2.

Otras enfermedades

Se ha especulado sobre el rol de Rho GTPasas en otras
enfermedades, incluyendo autoinmunidad y desérdenes
inflamatorios. La activacién de Rho GTPasas es un evento
clave en la coordinacion de las respuestas inmunes, en
particular en la activacion de linfocitos T. Defectos en la
regulacion de la activacion de células T, su expansiény la
supervivencia son la base para la patogénesis de varias
enfermedades autoinmunes, como el lupus eritematoso
sistémico y la esclerosis multiple, donde se sugieren
a las Rho GTPasas como componentes claves de la
patofisiologia’® 5.

En el sindrome de Wiskott-Aldrich, que presenta una
desregulacion inmunolégica y microtrombocitopenia, se
describié un mecanismo bioldgico responsable, caracte-
rizado por la desregulacion del citoesqueleto de actina en
células hematopoyéticas, evento regulado principalmente
por proteinas como WASP, Cdc42 y el complejo Arp2/3.
Las aberraciones en estas vias de senalizacion se tradu-
cen en defectos en la polarizacién celular y motilidad®.

Adicionalmente, se ha descripto que vias de sefaliza-
cién aberrantes asociadas a la GTPasa Rac1 son claves
en afecciones inflamatorias crénicas como la enfermedad
de Crohn y de Bowel, causando una resistencia aumen-
tada a la apoptosis de linfocitos T CD4+5%6 57,

Por otro lado, se cuenta con evidencias en modelos
animales que sugieren que la via mediada por RhoA/
ROCK es importante en la patogénesis de la hiperten-
sion pulmonar arterial, enfermedad caracterizada por un
aumento progresivo de la presion arterial pulmonar y de
la resistencia vascular debido a la vasoconstriccion pul-
monary remodelado de la vasculatura, asi como también
a la inflamacion®.

Rho GTPasas como blancos terapéuticos
La acumulacién de evidencias que relacionan a las Rho

GTPasas con diferentes enfermedades humanas, las ha
convertido en blancos de diferentes estrategias terapéuti-
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cas a nivel molecular, tal como se observa en la Fig. 2. En
este sentido, es en cancer donde més se han estudiado
estas estrategias, aunque también existen reportes en
trastornos inmunoldgicos y neurodegenerativos.

Uno de los caminos méas prometedores de busqueda
de nuevas terapias para inhibir desarrollo tumoral y metas-
tasis es utilizar como blancos moleculares proteinas clave
en vias de senalizacion oncogénicas. Méas aun, el disefio
racional de drogas es considerado como la estrategia que
revolucionara la clinica en el futuro®.

En el caso del cancer, un blanco molecular ideal seria
aquel que resulte esencial para el crecimiento y supervi-
vencia de las células tumorales, pero del cual las células
normales pudieran prescindir. Sin embargo, existen pocas
proteinas blanco que cumplen con esta premisa. Otro
tipo de blanco ideal seria aquel que no esta presente
en el tejido normal o aquellas proteinas sefalizadoras
implicadas en el proceso de angiogénesis.

En la practica, la gran mayoria de los blancos mole-
culares que permitieron el desarrollo exitoso de nuevas
drogas caen en un pequeio numero de categorias. Hasta
el momento, anticuerpos monoclonales, pequenas molé-
culas inhibidoras y la combinacion de ambos fueron las
estrategias mas exitosas en los ensayos clinicos®.

Uno de los ejemplos mas importantes es el imatinib
(Gleevec®), cuyo blanco es la proteina ABL (Abelson
laeukemia viral oncogen), una tirosina-quinasa cons-
titutivamente activa que promueve la proliferacion de
células mieloides inmaduras. Este compuesto inhibe la
fosforilacion de proteinas “rio abajo” de ABL, inhibiendo
a células BCR-ABL positivast' ©2.

Otros ejemplos de drogas desarrolladas bajo el con-
cepto de blanco molecular en cancer son el monoclonal
trastuzumab (Herceptin®) cuyo blanco es el receptor
HER2 vy el gefitinib (Iressa®) una pequefia molécula in-
hibidora del receptor de EGF, entre otros®2. También se
han desarrollado estrategias para el disefio de agentes
terapéuticos cuyo blanco molecular es PKC, para la cual
se han descripto varios puntos de interaccion con las vias
de Rho GTPasas. Algunos inhibidores de su actividad
catalitica, asi como también activadores selectivos de
diferentes isoenzimas, estan siendo estudiados en fase
clinica I, Il y 111838,

Las proteinas Rho participan de manera activa en
multiples procesos celulares, los cuales pueden estar
relacionados en particular con la invasion y metastasis
tumoral. Existen varios pasos en las vias de sefalizacion
de Rho GTPasas que pueden ser blanco de agentes
terapéuticos. Las proteinas Rho requieren de la adi-
cion post-traduccional de restos lipidicos en su regién
carboxiterminal, en este sentido se han desarrollado un
gran numero de compuestos encaminados a prevenir
esta modificacion. Dentro de estos compuestos estan los
inhibidores de la farnesil-transferasa y los inhibidores de
la gerenilgeranilo-transferasa, ambas enzimas son las
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(NSC23766, EHT-1864,
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- Migracion celular
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Inhibidores de HMG-CoA
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Fig. 2.— Diferentes estrategias utilizadas para interferir en procesos regulados por proteinas Rho. (a) depletar el pool de
precursores isoprenoides mediante estatinas. (b) inhibiciéon del agregado de motivos isoprenoides a proteinas Rho inhi-
biendo farnesiltrasnferasas y geranilgeranilo-transferasas. (c) inhibicion del ciclo de activaciéon de Rho GTPasas, ya sea
inhibiendo interaccion Rho-GEF (NSC23766), Rho-Efector (EHT-1864) o acumulando una conformacion inactiva de Rho
en el citosol (azatioprina). (d) Inhibiendo a efectores de Rho GTPasas.

principales encargadas de la adicién de restos lipidicos
a las pequenas GTPasas en general. Estos compuestos
demostraron tener un alto efecto antitumoral encontran-
dose varios en fases clinicas de experimentacion** 7.

También se cuenta con inhibidores de la HMG-CoA
reductasa, llamados estatinas, que bloquean la sintesis
de precursores isoprenoides, disminuyendo asi los niveles
de colesterol y de Rho GTPasas con las modificaciones
lipidicas requeridas. Una de las posibles desventajas de
la inhibicidn de la isoprenilacion es la poca selectividad
encontrada para las diferentes GTPasas. Sin embargo,
estudios clinicos indican que afectan a la progresion
tumoral® . Adicionalmente, hay estudios clinicos en
fase | en curso para determinar el efecto de simvastatina
sobre la inflamacion de las vias aéreas de pacientes con
fibrosis quistica™.

Otra de las estrategias utilizadas ha sido inhibir las
proteinas efectoras, modulando asi de una forma mas
especifica la via. El compuesto Y-27632 es un inhibidor
especifico de la proteina ROCK, una quinasa activada
por RhoA. Este compuesto demostrd un fuerte efecto
anti-metastasico en varios modelos tumorales in vivo.
Por otro lado, se informé que la utilizacion de este inhibi-
dor puede disminuir la neurotoxicidad provocada por la
exposicion a drogas anticancerigenas como cisplatino y
metotrexato’".

Otro inhibidor competitivo de ROCK, el compuesto
Wi-536, demostro ser un inhibidor de la angiogénesis, del
crecimiento tumoral y de metastasis in vivo™.

Una tercera estrategia que ha sido explorada es la
de inhibir el ciclo de activacion de las proteinas Rho.
Mutantes de Rho que secuestran los Rho-GEF en com-
plejos no funcionales inaccesibles para las proteinas
Rho enddgenas son capaces de bloquear la funcién de
estas proteinas. Se ha demostrado que la toxina fungica
brefeldina A interfiere con la GTPasa ARF1, uniéndose
al complejo ARF1-GEF y convirtiendo a este en un com-
plejo no funcional™. Al respecto, se han identificado y
caracterizado varios compuestos capaces de inhibir esta
interaccion™ 75, El primer compuesto que se caracterizoé
es el NSC23766 que inhibe la activacion de Rac mediante
Tiam1 y Trio, uniéndose a la superficie de Rac impidiendo
la interaccion con dichos GEFs™.

Una de las drogas inmunosupresoras ampliamente
utilizada en enfermedades inflamatorias crénicas —como
la enfermedad de Bowel- es la azatioprina y su metabo-
lito 6-mercaptopurina. Si bien son drogas ampliamente
utilizadas, su mecanismo de accién fue recientemente
dilucidado y se propuso a Rac1 como blanco especifico en
linfocitos T%. Posteriormente, nuestro grupo informd que
la azatioprina y su metabolito son capaces de disminuir
los niveles de Rac1 activo en un modelo de carcinoma
mamario murino in vitro’®.

La redundancia entre diferentes vias y la plasticidad
de las mismas permite a las células tumorales adaptarse
y superar multiples condiciones estresantes tanto micro-
ambientales como terapéuticas. Esto implica que terapias
con un unico blanco altamente especifico no siempre
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alcancen los niveles de eficacia esperados. Por ello, se
requieren diferentes estrategias terapéuticas’.

Una opcion es combinar drogas moduladoras de multi-
ples vias de sefializaciéon. Las combinaciones con mejores
perspectivas podrian ser las que incluyan a agentes que
actuan inhibiendo sefiales de supervivencia en multiples
vias de transduccion.

Dokmanovic y col. demostraron que Rac1 se encuentra
sobreactivada en células SKBR3 de cancer de mama,
positivas para ErbB2, que habian adquirido resistencia
al trastuzumab (anticuerpo monoclonal que inhibe el
receptor ErbB2) a diferencia de la variable parental
sensible a este tratamiento’®. Ademas, demostraron
que la inhibicién especifica de Rac1 con NSC23766 era
capaz de restaurar la sensibilidad al trastuzumab de las
células SKBR3 resistentes. En la misma linea, Halatsch
y col. demostraron que la sobreexpresion de Rac1 esta
relacionada con la adquisicion de resistencia a erlotinib
(anticuerpo monoclonal que inhibe el receptor de EGF) en
9 lineas celulares de glioblastoma multiforme humano™.
Estos resultados sugieren la potencial accidon cooperativa
entre compuestos que actuan sobre distintos blancos
moleculares vinculados en vias de sefalizacion utiliza-
das por las células tumorales para mantener el fenotipo
transformado.

En el mismo sentido se pueden citar varios casos que
han sido publicados o evaluados, entre los cuales se
encuentran la combinacion de inhibidores del receptor de
EGF con inhibidores de la serin-treonina proteina kinasa
mTOR, inhibidores de la farnesilacidon-geranilacion de
proteinas de la familia Ras en combinacion con inhibidores
de la kinasa regulatoria Chk1, inhibidores de las protei-
nas de la familia Bcl-2 combinadas con inhibidores de la
actividad degradativa del proteosoma, etc.”.

Por otro lado, uno de los indicios de progresiéon tumoral
en cancer mamario y de prostata es el paso de su con-
dicién hormono-dependiente a hormono-independiente.
Los tumores hormono-dependientes requieren de hor-
monas especificas para su crecimiento, lo cual los hace
sensibles a terapias anti-hormonales, mientras que los
tumores hormono-independientes no requieren de tales
hormonas especificas para su crecimiento, por lo cual se
hacen resistentes a los tratamientos anti-hormonales. En
los ultimos afos se ha reportado que la via de sefalizaciéon
de Rac1 estd implicada en la hormono-independencia de
tumores prostaticos in vitro e in vivo® ®'. Por su parte, el
efector Pak y el GEF AND-34 podrian estar asociados a la
hormono-independencia en tumores mamarios® %, Estos
datos sustentarian el uso de terapias antihormonales com-
binadas con inhibidores de la via de sefalizacion de Rac
en el tratamiento de tumores hormono-independientes
de mama y proéstata.

Las Rho GTPasas también fueron vinculadas con el
aumento del potencial invasivo de glioblastomas poste-
rior a la exposicion a radioterapia, una de las estrategias
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terapéuticas actuales para el tratamiento de este tipo de
tumor altamente refractario. Se propone asi la posibilidad
de inhibir farmacolégicamente la via de sefalizacién de
Rac con el objetivo de aumentar la eficacia terapéutica
de la radioterapia®+26.

Esté claro que la funcion de las proteinas Rho con-
tribuye a la pérdida del control del crecimiento celular,
al fenotipo invasivo en varios tipos tumorales e incluso
a la resistencia al tratamiento. Adicionalmente, se ha
establecido el rol preponderante de las Rho GTPasas
en enfermedades neurodegenerativas e inmunoldgicas.
Si bien aun quedan muchas preguntas por responder en
cuanto a los mecanismos celulares y moleculares media-
dos por esta familia de proteinas, los estudios existentes
muestran el gran potencial terapéutico asociado al disefio
racional de drogas cuyos blancos moleculares sean las
Rho GTPasas.
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