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RESUMEN 

El cáncer de mama es un grave problema de salud pública y el cáncer más común en 

mujeres en el mundo, particularmente el cáncer de mama triple negativo es altamente 

agresivo, ya que este tipo de tumores muestran una alta actividad invasiva y actualmente 

carece de terapia dirigida. Por tanto, la identificación de moléculas de señalización que 

funcionan como dianas terapéuticas para este subtipo de cáncer de mama es de gran 

importancia. Las cinasas activadas por p21 (PAKs) fueron las primeras cinasas activadas 

por GTPasas en ser identificadas. Estas proteínas desempeñan papeles muy importantes en 

distintos procesos celulares, incluyendo el mantenimiento de la morfología celular, 

sobrevivencia, trascripción génica, progresión del ciclo celular, apoptosis, motilidad y 

señalización hormonal, entre otros. Es por esto que la desregulación de esta enzima se ha 

relacionado con diversas enfermedades, incluyendo el cáncer. Recientemente, ensayos de 

fosfoproteómica han mostrado que varias moléculas de señalización implicadas en el inicio 

y/o progresión del cáncer se encuentran hipofosforiladas en células de cáncer de mama 

deficientes de PAK1, incluyendo algunos sustratos bien caracterizados de PAK1 y también 

algunas otras proteínas que podrían ser reguladas directa o indirectamente por PAK1. Una 

de estas moléculas es la proteína tirosina cinasa de tipo no receptora c-ABL, que 

potencialmente podría ser un nuevo sustrato de PAK1. En los últimos años se ha 

encontrado que c-ABL se encuentra sobreexpresada y constitutivamente activa en algunos 

tumores sólidos incluido el cáncer de mama triple negativo donde regula principalmente la 

remodelación del citoesqueleto de actina, importante para la migración e invasión celular. 

Sin embargo, el mecanismo molecular de la activación de c-ABL en estos tipos de cáncer 

no es completamente entendido. Es por ello que el objetivo de este estudio fue evaluar el 

papel que juega la interacción de estas proteínas en cáncer de mama triple negativo y 

determinar los procesos importantes durante la carcinogénesis y progresión tumoral en los 

cuales se encuentran involucradas, así como evaluar el efecto de la inhibición combinada de 

ambas proteínas empleando un modelo in vitro de cáncer de mama triple negativo. Se 

identificó que ambas proteínas interactúan directamente en un contexto celular y que la 

inhibición combinada de ambas proteínas reduce la 
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supervivencia, induce apoptosis y reduce la migración e invasión celular. Dado que PAK1 y 

c-ABL tienen una estrecha interacción en el cáncer de mama triple negativo y que la 

inhibición combinada de ambos reduce características celulares implicadas en la iniciación y 

progresión tumoral, se requiere un estudio detallado de los mecanismos a través de los cuales 

se produce este efecto, ya que esto permitirá evaluar su papel como posibles dianas 

terapéuticas. 

 
Palabras clave: cáncer de mama, PAK1, c-ABL, procesos celulares, blanco terapéutico. 



 
   3 

 

ABSTRACT 

Breast cancer is a serious public health problem and the most common cancer in women in 

the world, particularly triple negative breast cancer is highly aggressive, since this type of tumor 

shows a high invasive activity and currently lacks of targeted therapy. Therefore, the identification 

of signaling molecules that function as therapeutic targets for this subtype of breast cancer is of 

great importance. P21-activated kinases (PAKs) were the first GTPase-activated kinases identified. 

These proteins play very important roles in different cellular processes, including the maintenance 

of cell morphology, survival, gene transcription, cell cycle progression, apoptosis, motility and 

hormonal signaling, among others. This is why dysregulation of this enzyme has been linked to 

various diseases, including cancer. Recently, phosphoproteomics assays have shown that several 

signaling molecules involved in cancer initiation and / or progression are hypophosphorylated in 

PAK1-deficient breast cancer cells, including some well-characterized substrates of PAK1 and also 

some other proteins that could be regulated directly or indirectly by PAK1. One of these molecules 

is the non-receptor protein tyrosine kinase c-ABL, which could potentially be a new substrate for 

PAK1. In recent years, it has been found that c- ABL is overexpressed and constitutively active in 

some solid tumors, including triple negative breast cancer, where it mainly regulates the remodeling 

of the actin cytoskeleton, important for cell migration and invasion. However, the molecular 

mechanism involved in the activation of c-ABL in these types of cancer is not fully understood. 

That is why the objective of this study was to evaluate the role of the interaction of these proteins in 

triple negative breast cancer and to determine the important processes during carcinogenesis and 

tumor progression in which they are involved, as well as to evaluate the effect of the combined 

inhibition of both proteins using an in vitro model of triple negative breast cancer. It was identified 

that both proteins interact directly in a cellular context and that the combined inhibition of both 

proteins reduced survival, induced apoptosis and reduced cell migration and invasion. Since PAK1 

and c-ABL have an interaction  in triple negative breast cancer and that the combined inhibition of 

both reduce cellular characteristics involved in tumor initiation and progression, a detailed study of 

the mechanisms through which this effect will occur is necesary, since this will allow to evaluate 

their role as possible therapeutic targets. 

 
Keywords: Breast cancer, PAK1, c-ABL, cellular processes, therapeutic target. 



 
4 

 

1. INTRODUCCION 

1.1 CÁNCER 

 

El cáncer es un conjunto de enfermedades en las que ocurren cambios dinámicos 

en el genoma [1], y es el resultado de diversas causas ambientales que contribuyen a 

la adquisición de mutaciones que conducen a la activación de oncogenes y a la 

inactivación de supresores tumorales, es un proceso de crecimiento y diseminación 

incontrolados de células que puede aparecer prácticamente en cualquier parte del 

cuerpo [2], lo cual da como resultado la formación de tumores malignos [3]. 

Recientemente se ha sugerido que la mayoría de los tumores humanos comparten 

un pequeño número de rasgos moleculares, bioquímicos y celulares denominados 

capacidades adquiridas (Fig.1), los cuales conducen a la transformación progresiva 

de células normales en derivados altamente malignos, estas características en 

conjunto nos proporcionan un marco para la comprensión de la compleja biología del 

cáncer [4]. 

 

 

 
Figura 1. Capacidades adquiridas en el cáncer. Se observan las características adquiridas propuestas 

inicialmente y la actualización de las mismas las cuales están involucradas en el proceso de transformación 

celular, cada una con un mecanismo que conduce a la formación del fenotipo maligno. Modificado de 

Hanahan & Weinberg, 2011. 
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1.2 EPIDEMIOLOGÍA DEL CÁNCER 

 
 

Se estima que más de 600,000 estadounidenses morirán de cáncer en 2017, lo que 

equivale a 1,650 muertes por día. Los tipos de cáncer con mayor tasa de mortalidad 

son pulmón y bronquios, colon y recto y próstata en hombres, y pulmón y bronquios, 

mama y colon y recto en mujeres (Fig. 2). Estos cuatro cánceres representan 

aproximadamente el 50% de todas las muertes por cáncer [5]. 

 

 
Figura 2. Epidemiología del cáncer en los Estados Unidos, 2017. (Tomado de, Siegel, 2017). 

 

El cáncer de mama es la segunda causa de muerte por neoplasias en el sexo 

femenino, de acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS) se calcula que a 

nivel mundial una mujer muere cada 13 minutos debido a este padecimiento [6,7], es 

el tipo de cáncer más común entre las mujeres en el mundo, que representa 

alrededor del 16% de todos los diagnósticos de cáncer en la población femenina [8]. 

En México, el cáncer de mama es la primera causa de muerte entre las mujeres 

de 30 a 45 años y afecta a mujeres de todos los niveles socioeconómicos, [9]. 

Durante 2008, la tasa de mortalidad por cáncer de mama fue de 4,5 por 100.000 

mujeres de 25 a 44 años [10], seguida de los cánceres de cuello uterino (3,8) y de 

estómago (2,4) [11]. 
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1.3 CÁNCER DE MAMA 

 
Clínicamente el cáncer se puede clasificar tomando en cuenta: el tamaño del 

tumor, la infiltración a nodos linfáticos y la presencia de metástasis; cada uno de estos 

puntos permite proyectar el comportamiento clínico de las neoplasias malignas y de 

esta manera establecer terapias apropiadas [12]; sin embargo, el cáncer de mama es 

una enfermedad heterogénea tanto a nivel morfológico como molecular, por lo cual 

esta clasificación no es completamente útil. Por ello se han establecido nuevas 

clasificaciones, basadas en el análisis del perfil molecular de los canceres de mama 

[13]. 

En 2000, Perou y sus colegas publicaron el primer artículo que clasifica el cáncer 

de mama en subtipos intrínsecos según los perfiles de expresión génica y fue el 

primero en proporcionar una clasificación molecular para el cáncer de mama [13]. 

Utilizando microarreglos aplicados a 38 casos de cáncer de mama el grupo 

determinó una lista de genes intrínsecos [14]. Los resultados de estos análisis 

permitieron agrupar cuatro subtipos moleculares: luminal, ErbB2 / HER2+ y triple 

negativo. Posteriormente, los autores ampliaron el estudio utilizando una cohorte 

mayor, mostrando que el subtipo luminal podría dividirse en 2 grupos (luminal A y 

B), que tenían diferentes pronósticos clínicos. Esta clasificación fue validada 

posteriormente por grupos independientes, estableciendo que este análisis permitió 

agrupar los tumores según sus características biológicas independientemente de sus 

variables clínicas o de pronostico [13, 15]. 

1.4 SUBTIPOS INTRÍNSECOS DE CÁNCER DE MAMA 
 

1.4.1 LUMINAL A 

 
Es el subtipo más común de cáncer de mama, que representa aproximadamente 

el 50% de todos los casos, se caracteriza por la expresión de genes activados por 

el receptor de estrógenos (ER), que normalmente se expresa en el epitelio de la 

glándula mamaria, y una reducción de la expresión de genes asociados con la 

proliferación celular [13]. A nivel inmunohistoquimico este subtipo presenta la 

expresión de ER, el receptor a progesterona (PR), Bcl-2 y citoqueratinas (CK) 8 y 
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18, y por la falta de expresión del receptor 2 al factor de crecimiento epidérmico 

(ErbB2 / HER2) y Ki67. Los pacientes con este subtipo de tumores suelen 

presentar un buen pronóstico y una tasa y tiempo de reincidencia 

significativamente menor en comparación con otros subtipos de 28% y 2.2 años 

respectivamente [16]. Los tratamientos dirigidos hacia este subtipo se basan 

principalmente en la terapia hormonal [16], este subtipo tumoral es susceptible 

al tratamiento con reguladores selectivos del receptor a estrógenos, como el 

tamoxifeno, inhibidores de la aromatasa y reguladores selectivos de ER como 

fulvestrant [17]. 

1.4.2 LUMINAL B 

 
Este subtipo comprende alrededor del 20% de los tumores de mama y tiene 

un fenotipo más agresivo que el luminal A, pues presentan mayores niveles 

de expresión de genes relacionados a la proliferación celular y un peor 

pronóstico [18]. La supervivencia desde el momento de una recaída es de 1,6 

años en comparación con los 2,2 de la luminal A [19]. La principal diferencia 

biológica entre estos dos subtipos, es que los tumores luminal B muestran una 

mayor expresión de genes relacionados con la proliferación como Ki67 y 

ciclina B1, además de expresar a menudo el receptor 2 a factor de 

crecimiento epidérmico (ErbB2 / HER2) [15]. Este tipo de tumores tienen 

peor pronóstico pues son insensibles a las terapias hormonales como el 

tamoxifeno y los inhibidores de aromatasa, a diferencia de los luminales A, 

sin embargo, responden a la quimioterapia neoadyuvante [20]. 

1.4.3 ERBB2/HER2 POSITIVO 

 
Representa del 15 al 20% de los tumores de mama, estos tumores son muy 

agresivos y se caracterizan por una alta expresión del gen HER2. Este gen está 

ubicado en el cromosoma 17q19, es un protooncogén que codifica una 

glicoproteína con actividad de tirosina cinasa que pertenecen a la familia del 

factor de crecimiento epidermal y es muy importante para el crecimiento y la 

división celular [21], de igual forma se presenta la sobreexpresión de otros 

genes asociados con ErbB2/HER2 y la co-amplificación de al menos 14 
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genes ubicados en el amplicón ErbB2/HER2 [22]. Morfológicamente este 

subtipo es altamente proliferativo y más del 40% de estos tumores presenta 

mutación en p53, además de la sobreexpresión de ErbB2/HER2 se 

caracteriza por la pérdida de expresión del receptor a estrógenos (ER) y a 

progesterona (PR) [23.24]. 

Clínicamente este subtipo tiene mal pronóstico. Sin embargo, en los 

últimos diez años el tratamiento con terapias dirigidas anti-ErbB2 / HER2 

como es el caso del anticuerpo monoclonal humanizado Trastuzumab ha 

mejorado significativamente la supervivencia no solo de los pacientes con 

metástasis sino también en las primeras etapas [25.26]. 

1.4.4 TRIPLE NEGATIVO 

 
Este subtipo representa del 10% al 20% del total de los tumores de mama, 

este subtipo se nombró así debido a que presenta genes que se expresan 

exclusivamente en células mamarias normales, incluidas las citoqueratinas 

de alto peso molecular como CK5 y CK17, P-cadherina, caveolina 1 y 2 

[13]. Clínicamente estos subtipos de tumores presentan alta tasa mitótica, 

presencia de necrosis tumoral y un patrón de crecimiento agresivo con 

elevadas recaídas metastásicas, principalmente en pulmón, sistema nervioso 

central y ganglios linfáticos [28, 29]. Este subtipo se considera el más 

agresivo y de gran importancia clínica pues carece de la expresión de los tres 

receptores diana: ER, PR y ErbB2 / HER2 además de que aparece a muy 

temprana edad y tiene una alta tasa de recaídas en los primeros 3 años [30]. 

Por tanto, es fundamental identificar nuevas dianas terapéuticas y 

tratamientos personalizados. 
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1.5 TASA DE SOBREVIVENCIA DE CÁNCER DE MAMA TRIPLE 

NEGATIVO 

El cáncer de mama triple negativo se considera el subtipo de cáncer de mama        

más agresivo debido a su rápido crecimiento por lo que es muy probable que al 

momento de su detección se haya diseminado, de igual forma es muy probable que 

regrese después del tratamiento a diferencia de otros subtipos de cáncer de mama 

donde la reincidencia generalmente es menor [31]. El estadio del cáncer de mama y 

el grado del tumor influirán en su pronóstico, sin embargo, las tasas de sobrevivencia 

pueden proporcionar una idea del porcentaje de personas con el mismo tipo y estadío 

de cáncer que todavía están vivas en una cierta cantidad de tiempo (generalmente 5 

años) después de haber sido diagnosticadas. De acuerdo con el National Cancer 

Institute (NCI) la tasa de sobrevivencia relativa a 5 años para norteamericanas con 

cáncer de mama triple negativo, se encuentra agrupada en 3 etapas de cáncer: 

localizado, regional y  distante; en el localizado no hay signos de que el cáncer se 

haya diseminado fuera de la mama, en el regional se agrupan aquellos tumores que 

se  han diseminado fuera de la mama a estructuras o ganglios linfáticos cercanos y el 

distante corresponde a aquellos canceres que se hayan diseminado a partes distantes 

del cuerpo como pulmones, hígado o hueso [32]. Con base a esta agrupación se 

puede determinar de forma más certera la sobrevivencia de cada paciente, sin 

embargo, en general las tasas de sobrevivencia a cinco años tienden a ser más bajas 

para el cáncer de mama triple negativo que para otras formas de cáncer de mama, 

según la American Cancer Society (ACS) la tasa se sobrevivencia a cinco años de 

pacientes con este tipo de cáncer de mama es del 77% [33]. 
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1.6 TASA DE REINCIDENCIA DE CÁNCER DE MAMA TRIPLE 

NEGATIVO 

El cáncer de mama triple negativo además de presentar el peor pronóstico 

respecto a los otros subtipos, también presenta índices de reincidencia mayores. Un 

estudio reciente que evaluó el pronóstico en más de 1500 mujeres ilustró una mayor 

probabilidad de recurrencia a distancia (índice de riesgo [HR] = 2.6, p <0.0001) y 

muerte (HR = 3.2, p <0.0001) entre las mujeres con cáncer de mama triple negativo 

en comparación con la enfermedad no triple negativa, por otro lado, el patrón de 

recurrencia durante un período de seguimiento de 5 años fue sustancialmente 

diferente entre los grupos pues las mujeres con cáncer de mama triple negativo eran 

mucho más propensas a desarrollar una recurrencia durante los primeros 3 años 

después de la terapia con descensos rápidos posteriores [34]. 

Por otra parte, la metástasis a hueso es común entre los diagnosticados con 

enfermedad triple negativa frente a ER positiva [35]. En un estudio de 344 pacientes 

con tumores de mama con ganglios linfáticos negativos tratados únicamente con 

terapia local, se aplicó la lista de genes intrínsecos para clasificar los subtipos 

moleculares (es decir, luminal, triple negativo, ErBb2/HER2 positivo, etc.), de 

modo que los patrones de recaída específicos del sitio podrían ser determinados, se 

observó que la metástasis a hueso era más probable que ocurriera en los subtipos 

triple negativos, pero menos probable en los subtipos luminales. La metástasis 

pulmonar se observó con mayor frecuencia en el subtipo triple negativo y menos 

probable entre los subtipos luminales [36], lo que indica una mayor predisposición 

de reincidencia y metástasis entre los pacientes diagnosticados con cáncer de mama 

triple negativo. 
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1.7 TRATAMIENTOS CONTRA CÁNCER DE MAMA TRIPLE NEGATIVO 

 
En la actualidad, el subtipo de cáncer de mama triple negativo carece de terapia 

dirigida a diferencia de los otros subtipos moleculares, lo que intensifica la necesidad y 

el interés de promover nuevas estrategias terapéuticas más allá de la quimioterapia para 

este subconjunto de pacientes de alto riesgo. 

1.7.1 TRATAMIENTOS NEOADYUVANTES Y ADYUVANTES 

 
Hay varias características inherentes a los cánceres de tipo triple negativo que 

se ha demostrado consistentemente que están asociadas con la respuesta clínica y 

patológica a la quimioterapia neoadyuvante en general; concretamente la ausencia 

de expresión de ER y alta expresión de Ki-67 [37]. 

El cáncer de mama triple negativo es sensible a la quimioterapia 

(principalmente antraciclinas solas o en combinación con taxanos) y en el 

contexto neoadyuvante, los tumores triple negativos tienen una mayor tasa de 

respuesta, que, a su vez, se correlaciona con un mejor resultado [38], sin 

embargo en pacientes con este tipo de terapias el riesgo de recurrencia en los 

primeros tres años es mayor en comparación con pacientes con otro subtipo de 

cáncer de mama y el tiempo medio de supervivencia desde la recurrencia hasta 

la muerte es significativamente más corto [39]. Bajo esta premisa es importante 

señalar que el cáncer de mama triple negativo es quimio-sensible, pero por 

mecanismos aún desconocidos escapa al control del tratamiento convencional, la 

recaída es más agresiva y disminuye la tasa de sobrevivencia. 

Estudios preclínicos y clínicos indican que los tumores Breast cáncer 

(BRCA) negativos son deficientes en los mecanismos de reparación del daño al 

ADN por recombinación homóloga y por lo tanto son sensibles a los agentes 

alquilantes como las sales de platino (cisplatino y carboplatino) [40]. Las 

consecuencias de la mutación en Breast cáncer 1 (BRCA1) han llevado a varios 

estudios con neoadyuvantes que ilustran efectividad de los regímenes basados 

en platino en el tratamiento del cáncer de mama triple negativo [34]. 
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Por otro lado, la gran mayoría de los pacientes con tumores triple negativos se 

benefician de la quimioterapia adyuvante, generalmente al igual que en la terapia 

neoadyuvante los regímenes basados en antraciclinas y taxanos son 

considerados la estrategia óptima [41]. En este tipo de tratamientos la 

quimioterapia con dosis frecuente es de gran interés, pues se ha observado que 

la eficacia puede mejorar cuando se aumenta la intensidad del tratamiento dando 

al individuo medicamentos secuencialmente en dosis altas en lugar de dar dosis 

bajas al mismo tiempo, o acortando los intervalos entre ciclos [42]. 

1.7.2 NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS 

 
Actualmente los esfuerzos científicos destinados a estudiar la biología del 

cáncer de mama triple negativo han revelado estrategias específicas prometedoras 

que incluyen agentes dirigidos al receptor de factor de crecimiento epidérmico 

(EGFR), antiangiogénicos, inhibidores de la poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 

(PARP-1) y algunas moléculas de señalización claves en el inicio y la 

progresión tumoral. 

 
 

1.7.2.1 ANTAGONISTAS DE EGFR 
 

La expresión de EGFR se observa en aproximadamente el 45-70% de 

los tumores de mama triple negativos, por esta razón, la inhibición de este 

receptor se ha utilizado como enfoque terapéutico [43]. Cetuximab, un 

anticuerpo monoclonal quimérico contra EGFR, está siendo probado en el 

entorno de tumores de mama triple negativo metastásico, sin embargo, en 

estudios clínicos Cetuximab tiene una tasa de respuesta baja como agente 

único y solamente en combinación con cisplatino hubo un ligero aumento en 

la tasa de respuesta, por lo que actualmente se desea evaluar la eficacia de 

este anticuerpo en combinación con algún otro agente terapéutico [27]. 
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1.7.2.2 AGENTES ANTIANGIOGÉNICOS 

 
La angiogénesis es un mecanismo fundamental en el crecimiento tumoral, por 

lo que el desarrollo de fármacos dirigidos hacia los mecanismos celulares 

implicados en la neoangiogénesis es una de las prioridades de investigación 

actual.  Bevacizumab  es  un  anticuerpo  monoclonal  humanizado contra   

el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) [44]. Desde el 2008 la 

FDA aprobó el uso de bevacizumab en combinación con el agente 

quimioterapéutico paclitaxel ya que esta combinación aumenta la 

sobrevivencia libre de progresión, sin embargo, no en todos los casos esta 

terapia resulta totalmente eficiente por lo que la adición de bevacizumab u 

otros antiangiogénicos a la quimioterapia aún se está explorando [45]. 

1.7.2.3 INHIBIDORES DE PARP 

 
PARP1 es un sensor que señala la presencia de daño en el ADN y 

facilita la reparación del ADN mediante reparación por escisión de la base 

[46]. La inhibición de PARP1 durante la fase S del ciclo celular induce 

rupturas de una sola hebra del ADN lo cual conduce a la detención de la 

horquilla de replicación que a su vez da como resultado rupturas de la doble 

cadena de ADN, estas lesiones normalmente se repararían, pero en ausencia 

de PARP este mecanismo se ve afectado y los defectos pueden repararse 

mediante otros métodos muy propensos a errores como la unión de extremos 

no homólogos (NHEJ), o simplemente no repararse lo cual conduce a la 

detención del ciclo celular en el punto de control G2/M conduciendo a la 

apoptosis [47]. 

Los datos obtenidos de los estudios preclínicos y clínicos indican que los 

inhibidores de PARP tienen efectos antitumorales cuando uno de los 

mecanismos de desarrollo de tumores es una reparación defectuosa del 

ADN. Además, los inhibidores de PARP parecen mejorar la respuesta al 

tratamiento cuando se asocian con agentes quimioterapéuticos clásicos [48]. 
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1.8 BLANCOS TERAPÉUTICOS EMERGENTES PARA EL TRATAMIENTO 

 
Las señales proliferativas independientemente de su naturaleza activan 

receptores que desencadenan cascadas de señalización intracelular las cuales 

culminarán en la modificación de expresión génica [49]. Las proteínas cinasas 

son las principales reguladoras de diversas cascadas de señalización intracelular 

ya que al fosforilar a proteínas diana controlan su actividad, interacciones con 

otras moléculas, ubicación celular, resistencia a la degradación entre muchos 

otros procesos celulares; muchos componentes de estas vías proliferativas se 

encuentran sobreexpresados o mutados en células cancerosas por lo que son 

potenciales blancos de intervención terapéutica [49]. 

Las principales cascadas de señalización de proteínas cinasas en el desarrollo 

del fenotipo maligno son las vías de fosfoinositido 3-OH cinasa (PI3K) cuyos 

elementos río abajo incluyen Akt y la proteína diana de rapamicina en células de 

mamífero (mTOR), así como la vía clásica de las proteínas cinasa activadas por 

mitógenos o MAPK (vía de Ras/RAF/MEK/ERK), la activación de esta vía de 

señalización conduce a la estimulación posterior de una serie de factores incluido 

el factor de transcripción c-MYC [50], a su vez estas dos vías de señalización se 

entrecruzan en varios puntos regulando procesos celulares como proliferación, 

migración, progresión del ciclo celular y sobrevivencia. Es por ello que muchos 

componentes de estas vías de señalización están siendo actualmente evaluadas 

como posibles blancos terapéuticos en el tratamiento de cáncer de mama, las 

investigaciones actuales se centran principalmente en el subtipo triple negativo 

ya que no existe una terapia dirigida y eficiente contra este subtipo de cáncer. 

La señalización a través de estas dos vías puede verse influenciada por las 

cinasas activadas por p21 (PAK) del Grupo I, una familia de efectores de las 

GTPasas pequeñas de la familia de Rho: Rac1 y Cdc42. En los últimos años, estas 

cinasas han sido reconocidas como dianas plausibles para la terapia del cáncer 

debido a su papel como impulsoras de muchos de los procesos celulares 

importantes en el inicio y progresión del cáncer [51]. De especial importancia la 

proteína PAK1 contribuye en gran medida a la transformación del epitelio 
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mamario, por lo cual es muy importante conocer los mecanismos a través de los 

cuales contribuye a esta transformación y evaluar si PAK1 es relevante en los 

diversos procesos celulares que se alteran durante el inicio y la progresión del 

tumor (es decir, aumento de la migración y proliferación o inhibición de la 

apoptosis). 

1.9 FAMILIA DE PROTEÍNAS PAK 

Las cinasas PAK fueron las primeras en ser activadas por GTPasas pequeñas 

de la familia de Rho en ser identificadas [52]. Estas proteínas desempeñan 

funciones importantes en una gran cantidad de procesos celulares, como la 

supervivencia, transcripción de genes, progresión del ciclo celular, motilidad y 

apoptosis, entre otros; y son activadas por GTPasas pequeñas de la familia Rho 

como Rac y Cdc42 [53]. Es por ello que la actividad aberrante de estas cinasas 

está relacionada con diversas enfermedades entre ellas el cáncer [54]. La familia 

de proteínas cinasas PAK está constituida por seis miembros los cuales se 

encuentran clasificados en dos grupos dependiendo de la homología en su 

secuencia, y sus características bioquímicas y estructurales, el grupo I 

comprende a PAK1, PAK2 y PAK3, mientras que el grupo II comprende a PAK4, 

PAK5 y PAK6 (Fig. 3) [55,56]. 
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Figura 3. Miembros de la familia de proteínas PAK. PBD, dominio de unión a p-21; AID, 

dominio de autoinhibición. (Editado de Arias, 2008). 

 
1.9.1 MECANISMO DE ACTIVACIÓN DE PAKS DEL GRUPO I 

 
Las proteínas PAK del grupo I poseen una región N-terminal que incluye 

un dominio de unión a GTPasa conservado (GBD), también denominado p-21 

Binding Domain (PBD) el cual se sobrelapa con un dominio de autoinhibición 

(AID) y un dominio de cinasa de residuos de Serina y Treonina en su extremo 

C-terminal, además en la región N-terminal posee dominios ricos en poli 

prolina (PXXP) que permite su interacción con otras moléculas de 

señalización [53,55]. Las proteínas PAK de este grupo se regulan a través de 

mecanismos de autoinhibición en trans, donde el dominio de unión a GTPasa 

(GBD o PDB) sobrelapa con un dominio de autoinhibición (AID), generando 

un homodímero inactivo, donde el AID de un monómero, se une al dominio 

cinasa de otro monómero, impidiendo que fosforile a sus sustratos [57]. La 

unión de las formas activas de Cdc42 o Rac al GBD o PDB, conduce a la 

disociación del AID, la reorganización del dímero, su posterior 

autofosforilación y la disociación de ambos monómeros (Fig. 4A) [57]. 
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Figura 4. Mecanismos de activación de las PAK del grupo I y las PAK del grupo II. Las PAKs 

del grupo I se regulan por un mecanismo de auto inhibición, en el cual el dominio de unión a 

GTPasa (GBD) se une al dominio de auto inhibición (AID) formando un homodímero inactivo. En 

el caso del grupo II el dominio de cinasa se encuentra constitutivamente fosforilado por lo cual su 

activación en este caso depende de cambios conformacionales. (Modificado de Radu et al., 2014). 

1.9.2 MECANISMO DE ACTIVACIÓN DE PAKS DEL GRUPO II 

A diferencia de las PAK del Grupo I, las PAK del Grupo II son cinasas 

monoméricas, que carecen de los motivos PXXP y hasta hace poco se pensaba 

que estas cinasas se encontraban constitutivamente activas ya que carecen de 

dominio AID, y que el dominio de GDB o PDB únicamente era importante 

para determinar su localización subcelular [52, 53, 55], sin embargo, informes 

recientes han demostrado que PAK4 posee un AID en el extremo N-terminal 

que inactiva su dominio catalítico en cis hasta que Cdc42 se une al dominio 

PDB y permite la activación [58]. Un modelo de activación alternativo 

propone que PAK4 se inhibe por la interacción de su dominio catalítico con 

una secuencia de pseudosustrato (PS) ubicada en el extremo N-terminal de 

PAK4. En este modelo, la unión de proteínas que contienen el dominio SH3 
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al PS desestabiliza dicha interacción y promueve la liberación del dominio 

catalítico que activa la cinasa. Se cree que PAK5 y PAK6 también siguen este 

modelo de activación (Fig.4B) [59]. 

 
1.10 PROTEÍNAS PAK EN CÁNCER 

 
Actualmente diversos estudios demuestran que la activación y función 

aberrante de las proteínas PAK en cáncer, lo cual se relaciona con una baja 

sobrevivencia de pacientes, pues estas proteínas participan en la regulación de 

vías de señalización de proliferación, procesos morfogénicos que controlan la 

polaridad celular y la organización del citoesqueleto de actina, entre muchos otros 

procesos importantes durante el inicio y la progresión de la transformación celular 

[55, 60]. 

En cáncer de mama la proteína PAK1 se encuentra sobreexpresada en 

aproximadamente el 30% de los casos debido a la amplificación de su locus 

genético ubicado en el cromosoma 11q13 y esta amplificación se asocia con un 

mal pronóstico [55]. Al igual que PAK1, PAK4 también presenta amplificación 

de su locus genético ubicado en el cromosoma 19q13 [61, 62], sin embargo, las 

proteínas PAK también pueden ser hiperactivas por otros mecanismos como 

mutaciones activadoras en sus genes o mutaciones en sus activadores rio arriba, 

tal es el caso de PAK5 y PAK6 [63]. 

PAK1 es importante para la regulación de vías de señalización involucradas 

en la carcinogénesis, tal es el caso de Ras/RAF/MEK/ERK, PI3K/Akt/mTOR y 

Wnt, que controlan la progresión del ciclo celular, la supervivencia, la 

diferenciación y la proliferación celular [64]. En el caso de MAPK, PAK1 

fosforila a c-RAF en la Ser388 y a MEK1 en la Ser298, desencadenando la 

activación de ERK, lo que promueve la expresión de ciclina D1 [65]. Por otro 

lado, PAK1 no solo funge como cinasa en la regulación de estas vías, sino que 

también puede funcionar como proteína de andamiaje pues la sobreexpresión de 

una forma 
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inactiva de PAK1 tiene la capacidad de activar a c-RAF demostrando que 

funciona como proteína de andamiaje que facilita la interacción de c-RAF con 

MEK, lo que indica que las funciones de andamio de la proteína contribuyen de 

igual medida aunque por otra vía a la transducción de señales proliferativas [65]. 

Lo anteriormente mencionado demuestra que PAK1 contribuye a la activación de 

la vía MAPK no solo de manera cinasa dependiente sino también cinasa 

independiente. De igual forma, PAK1 puede funcionar como proteína de 

andamiaje en la activación de la vía PI3K/Akt/mTOR permitiendo la formación 

del complejo PAK1/PKPK1 (proteína cinasa 1 dependiente de 3- 

fosfoinositido), lo cual promueve el reclutamiento de Akt a la membrana 

plasmática para su activación [66]. 

La proteína PAK1 ha surgido como punto clave en el desarrollo de cáncer de 

mama debido a que su amplificación en tumores mamarios se asocia con un mal 

pronóstico y resistencia a terapias como el tamoxifeno, además el silenciamiento 

de PAK1 da como resultado la restauración de la arquitectura acinar normal de 

la glándula mamaria, lo cual no ocurre con el silenciamiento de PAK2, por lo 

que se sugiere que la señalización de PAK1 pero no la de PAK2 juega un papel 

importante en la transformación celular., Sin embargo, la transformación 

mediada por PAK1 no es mediada por las vías de ERK y Akt como si sucede en 

otros tumores y probablemente estos procesos de transformación estan siendo 

regulados por otros efectores río abajo de PAK1 [67]. Estos hallazgos motivaron 

la realización de ensayos de fosfoproteómica que revelaron que varias moléculas 

de señalización implicadas en el inicio y/o progresión del cáncer se encuentran 

hipofosforiladas en células de cáncer de mama deficientes de PAK1, incluyendo 

algunos sustratos bien caracterizados de PAK1 y también algunas otras 

proteínas que podrían ser reguladas directa o indirectamente por PAK1 [67]. 

Una de estas moléculas es la proteína tirosina cinasa de tipo no receptora c-ABL 

que potencialmente podría ser un nuevo sustrato de PAK1 (Fig.5) [68,69]. 
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Figura 5. Microarreglos de fosfoanticuerpos que muestran cambios en la actividad de las 

proteínas en la vía de señalización ErbB2/HER2. Los recuadros rojos muestran las proteínas que 

perdieron fosforilación en ausencia de PAK1, en el grafico se nombran estas proteínas entre las cuales 

se encuentra c-ABL. (Editado de, Arias, 2010). 

 

 
 

1.11 PROTEÍNA C-ABL 

 
La proteína c-ABL es una tirosina cinasa de tipo no receptora que está 

localizada tanto en el núcleo como en el citoplasma de la célula y está implicada en 

la regulación de procesos celulares durante el desarrollo y la homeostasis normal 

como son el crecimiento celular, sobrevivencia y morfogénesis [70]. Puede ser 

activada por estímulos múltiples que conducen a la reorganización del citoesqueleto 

necesaria para la morfogénesis celular, motilidad, adhesión y polaridad; dependiendo 

del contexto celular estas proteínas regulan la sobrevivencia y proliferación celular 

[70], por ello sus funciones frecuentemente se ven alteradas en procesos de 

inflamación, cáncer y otras patologías [71]. 

 

 
Las proteínas c-ABL muestran una organización similar a la de los miembros 

de la familia Src que se caracteriza por una región reguladora y catalítica N- terminal 

única que incluyen dominios de homología a Src (denominados SH2 y SH3) y  un 
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c-ABL 

Cap 

dominio catalítico con actividad de tirosina cinasa o SH1 [68], en el extremo C- 

terminal se encuentra un dominio de unión a actina filamentosa (F) bien conservado 

y en seguida del dominio F posee un dominio de unión a actina globular (G) [72], 

además poseen motivos ricos en poli prolinas (PXXP) conservados que median su 

interacción con otras moléculas de señalización; de acuerdo a su localización nuclear 

y citoplasmática las proteínas c-ABL tienen tres motivos de señal de localización 

nuclear (NLS) y una señal de exportación nuclear (NES) en su extremo C-terminal 

(Fig.6) [73]. 

 

Figura 6. Representación esquemática de los dominios modulares de la proteína c-ABL. Los extremos 

N de c-ABL están compuestos por los dominios de homología 3 (SH3), SH2 y SH1 (tirosina cinasa). Los 

terminales carboxilo c-ABL contienen un dominio de unión a actina filamentosa (F), un dominio de unión 

a actina globular (G), tres motivos de señal de localización nuclear (NLS) y una señal de exportación nuclear 

(NES) en su terminal C, así como motivos PXXP para mediar en las interacciones proteína-proteína. 

(Editado de, Greuber, 2013). 

1.11.1 ACTIVACIÓN DE C-ABL 

 
Las actividades catalíticas de la proteína cinasa c-ABL está 

estrechamente regulada por interacciones intra e intermoleculares y algunas 

modificaciones postraduccionales [68]. Entre las interacciones 

intramoleculares necesarias para la autoinhibición son las que involucran a 

los dominios SH3 y SH2, la interacción entre el dominio SH3 y la secuencia 

rica en prolina presente en el dominio SH2 facilita la posterior interacción 

con el dominio SH1 formando una estructura de abrazadera SH3-SH2-SH1 

que mantiene el dominio cinasa en una conformación inactiva [74]. Por otro 

lado, las modificaciones postraduccionales que regulan la activación de c-

ABL incluyen fosforilaciones principalmente, un análisis fosfoproteómico 

identificó al menos 12 residuos de tirosina que pueden ser fosforilados por 

diferentes cinasas, todos estos ubicados en el extremo N-terminal [75]. Entre 
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   Estado inactivo    Estado activo 

los residuos de tirosina fosforilados en c-ABL se encuentran Y412 en el 

bucle de activación e Y245 en el enlazador de dominio de cinasa SH2. La 

fosforilación de estas tirosinas estabiliza la conformación activa de la cinasa 

c-ABL, y puede ocurrir por transfosforilación entre proteínas c-ABL o puede 

ser mediada por otras cinasas [76]. La estabilidad de las cinasas c-ABL puede 

modularse mediante fosforilación de tirosina. La fosforilación de c- ABL en 

Y245 e Y412 disminuye la estabilidad de la proteína mediante ubiquitinación 

y posterior degradación por el proteasoma [77]. 

 

 
Figura 7. Representación esquemática de c-ABL en su conformación activa e inactiva. Se 

muestran las interacciones intramoleculares y modificaciones postraduccionales que regulan la 

actividad de la cinasa c-ABL. (Editado de, Greuber,2013). 

 
1.12 C-ABL EN CÁNCER 

 
Estudios recientes han implicado a la proteína cinasa c-ABL en el desarrollo 

de cáncer en humanos y su actividad se ve frecuentemente afectada en leucemias, lo 

que conducen a la transformación celular y a la progresión del cáncer [78]. 

Las formas oncogénicas de c-ABL se han identificado en algunas formas de 

leucemia linfoblástica aguda de células T (T-ALL) y leucemia mieloide aguda 

(LMA), en este tipo de tumores la hiperactividad de c-ABL se da por fusiones con 

genes tales como BCR, NUP214, EML1, ETV6 [79]. En general, las distintas 

fusiones se unen al dominio N- terminal de c-ABL promoviendo las actividades de 

transformación mediante la disrupción inhibitoria de interacciones intramoleculares, 
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proporcionando secuencias que facilitan la oligomerización y potencian la activación 

y/o reclutando cinasas quiméricas a sitios subcelulares y complejos proteicos distintos 

[68]. 

La actividad de c-ABL es aberrante en tumores sólidos como el de mama. No 

obstante, en estos tumores dicha hiperactividad no está relacionada con la fusión de 

c-ABL a ningún otro gen [70], en este caso la activación de c-ABL se  ha  

relacionado   con   la   estimulación   de receptores con actividad de tirosina cinasa 

(RTK) [69]. 

La inhibición de la proteína c-ABL con inhibidores competitivos de ATP 

clínicamente probados como Imatinib en distintos tipos de leucemia resulta benéfico 

para detener la progresión tumoral, e incluso se ha encontrado un éxito similar para 

el tratamiento de tumores sólidos como el de mama [68]. Además, el tratamiento de 

las células del cáncer de mama con Imatinib las sensibiliza a medicamentos como 5-

fluorouracilo, cisplatino y vinorelbina [80], sin embargo, se necesitan estudios más 

profundos para definir cómo la inhibición de c-ABL sensibiliza a estas células a la 

quimioterapia y si tal enfoque puede mejorar la eficacia de quimioterapia in vivo. 

En los últimos años varios grupos de investigación se han centrado en el 

estudio del cáncer de mama particularmente en la identificación de elementos de 

señalización que podrían servir como base de nuevas terapias, sin embargo, el 

cumplimiento de dicho objetivo aun es un poco lejano, por lo cual la identificación 

de moléculas que potencialmente podrían ser nuevos objetivos terapéuticos como es 

el caso de c-ABL puede resultar un gran avance en esta línea de investigación. 
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2. ANTECEDENTES 

 
Hallazgos recientes de nuestro grupo de investigación establecen claramente a PAK1 

como un objetivo clave para el cáncer de mama por las siguientes razones: PAK1 se 

encuentra amplificado y/o sobreexpresado con frecuencia en tumores mamarios y su 

presencia se asocia con resistencia a terapias como el tamoxifeno, esto último en tumores 

del subtipo luminal en donde fosforila directamente al receptor de estrógenos alfa (ERα) en la 

posición de Ser305, lo que lleva a su activación independiente de ligando. De igual manera 

el aumento de la expresión de PAK1 en células de cáncer de mama estimula la 

expresión de ciclina D1, un gen diana de estrógenos a través de esta fosforilación [81]. 

 
Por otro lado, la expresión transgénica de una mutante de PAK1 constitutivamente 

activa bajo un promotor específico de la glándula mamaria, induce la formación de tumores 

mamarios con niveles aumentados de actividad de MAPK y p38 [82]. 

En un modelo de cultivo 3D de células epiteliales mamarias que expresan 

transgenéticamente el receptor ErbB2/HER2, el silenciamiento de PAK1 regula 

negativamente la señalización de ERK y Akt, lo que da como resultado la restauración de la 

arquitectura acinar normal. Sin embargo, el silenciamiento del gen PAK2 el cual también se 

expresa en células epiteliales de la glándula mamaria no logró restaurar la morfología acinar 

normal, aunque también comprometió la activación de ERK y Akt. Estos resultados 

sugirieron que la señalización de PAK1, pero no de PAK2, juega un papel importante en la 

transformación impulsada por ErbB2/HER2, además, este fenómeno no implica las vías ERK 

y Akt [67]. 

Paralelamente se observó que PAK1 fosforila a β-catenina en los residuos de Ser663 

y Ser675, y que estos eventos de fosforilación estabilizan a β-catenina promoviendo su 

relocalización en el núcleo y la transcripción de genes de la vía de Wnt como c-Myc y Ciclina 

D1 [83]. Sorprendentemente, la eliminación de PAK2 no tiene ningún efecto sobre los niveles 

de expresión de β-catenina o su fosforilación en las células epiteliales de mama. Lo que 

sugiere que un eje ErbB2/HER2-PAK1-β-catenina es esencial para la transformación de las 

células epiteliales mamarias [67, 84]. 
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Posteriormente, a partir de estas observaciones se realizaron análisis de 

fosfoproteómica en donde Arias et al. demostraron que en las células de cáncer de mama 

deficientes en PAK1, una gran cantidad de proteínas perdieron su fosforilación, una deestas 

moléculas es la proteína cinasa c-ABL, lo que sugería que podría ser un nuevo sustrato de 

PAK1 [67]. 

En mi tesis de licenciatura logré determinar que las onco-proteínas c-ABL y PAK1 

se encuentran sobreexpresadas en células de cáncer de mama triple negativo y además se 

observó que c-ABL es fosforilada in vitro por PAK1 en al menos dos residuos de Serina en 

las posiciones 638 y 878. De igual forma se comprobó que ambas proteínas se asocian 

físicamente en células de cáncer de mama triple negativo. Bajo esta premisa es importante 

evaluar el efecto de la fosforilación de c-ABL mediado por PAK1 en procesos celulares 

implicados en la oncogénesis y progresión del cáncer de mama para considerar a estas 

moléculas potenciales blancos terapéuticos ya que su inhibición puede resultar benéfica 

para el tratamiento de distintos tipos de cáncer especialmente aquellos tumores en los que 

ambas proteínas se sobreexpresan como es el caso del tiple negativo. El estudio detallado 

de los mecanismos moleculares por los cuales PAK1 promueve la transformación celular, 

así como los efectos de su inhibición en modelos celulares, potencialmente podría ayudar a 

mejorar el diseño de terapias combinadas para el tratamiento del cáncer de mama de una 

manera más efectiva. 
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3. HIPOTESIS 

 
La proteína cinasa PAK1 es importante para el desarrollo de tumores de mama triple 

negativo, por lo que la inhibición combinada de esta enzima y su potencial sustrato c- 

ABL, resultaría más efectiva para detener la progresión tumoral que las terapias con un 

solo agente farmacológico. 

4. OBJETIVO GENERAL 

 
Determinar el efecto de la inhibición combinada de PAK1 y c-ABL en distintos 

procesos celulares implicados en la progresión de tumores de mama triple negativo. 

 

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar si PAK1 co-localiza con c-ABL en un contexto celular. 

2. Evaluar si existe una correlación en los niveles de expresión de PAK1 y c-ABL  

en biopsias de cáncer de mama humano. 

3. Evaluar el efecto de la inhibición combinada de PAK1 y c-ABL en la 

sobrevivencia, apoptosis, migración e invasión en células de cáncer de mama 

triple negativo. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 
5.1 CULTIVO CELULAR 

 
5.1.1 MDA-MB-231 

 
La línea celular de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-231 se cultivó en 

medio DMEM (BIOWEST). Este medio se complementó con suero fetal bovino al 

10% (GIBCO) y 100 U/mL de penicilina-estreptomicina BIOWEST). Los cultivos 

celulares se mantuvieron a 37°C en una incubadora humidificada en una atmósfera 

de CO2 al 5% / aire al 95%. 

5.1.2 CULTIVO PRIMARIO ECL-1 

 
La línea ECL-1 fue donada por el Dr. Alejandro Zentella Dehesa del Instituto 

Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán, estas células son un 

cultivo primario de células de cáncer de mama del subtipo triple negativo obtenidas 

de una paciente mexicana de 53 años de edad, las cuales se cultivaron en medio RPMI 

1640 (GIBCO) suplementado con suero fetal bovino al 10% (GIBCO) y 100 U/mL 

de penicilina-estreptomicina, BIOWEST). Los cultivos celulares se mantuvieron a 

37° C en una incubadora humidificada en una atmósfera de CO2 al 5% / aire al 

95%. 

 

5.1.3 MCF-10A 

 
 

La línea celular de epitelio mamario no trasformado MCF-10A se cultivó en 

medio DMEM/F12 (BIOWEST). Este medio se complementó con suero fetal bovino 

al 10% (GIBCO) y 100 U/mL de penicilina-estreptomicina BIOWEST). Los cultivos 

celulares se mantuvieron a 37°C en una incubadora humidificada en una atmósfera 

de CO2 al 5% / aire al 95%. 

 
5.2 CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

 
Las concentraciones de proteína total se midieron a partir de los lisados 

celulares obtenidos a partir de una confluencia del 80% mediante el método Lowry, 
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el que se basa en la reacción de Cu2+
 producido por la oxidación de enlaces 

peptídicos, utilizando el kit DC Protein Assay (BioRad) de acuerdo con las 

instrucciones del proveedor. Se construyó una curva estándar utilizando albúmina de 

suero bovino entre las concentraciones de 0 a 1 mg/ml. Se tomaron lecturas de 

absorbancia a 750 nm y todas las muestras se midieron por triplicado [85]. Se añadió 

amortiguador de Laemmli 6X (Tris-HCl 375 mM pH = 6,8, SDS al 9%, glicerol al 

50%, beta-mercaptoetanol al 9%, bromofenol al 0,03% azul) a los extractos 

proteicos a una concentración final de 1X y se almacenaron a -20°C hasta su uso. 

 

5.3 SDS-PAGE 

 
Para determinar la concentración de proteínas totales PAK1 y c-ABL en 

ambas líneas celulares, se separaron 30 μg de extractos proteicos en geles de SDS- 

poliacrilamida (30%). El gel de resolución se preparó con las siguientes 

concentraciones finales: acrilamida al 10%, bis-acrilamida al 1%, base Tris 375 mM 

pH = 8,8 y SDS al 0,1%. Para lograr la polimerización del gel se añadió persulfato de 

amonio al 0,05% y TEMED al 0,003%. En cuanto al gel concentrador, las 

concentraciones finales fueron: acrilamida 4%, bis-acrilamida 0,1%, tris base 125 

mM pH = 6,8 y SDS 0,1%, persulfato de amonio 0,05% y TEMED 0,005%. La 

electroforesis se inició utilizando un tampón de corrida (Tris base 25 mM, glicina 192 

mM, SDS al 0,1%) y la separación se realizó a un voltaje constante de 120 V [86]. 

Una vez que se completó la migración, se retiró el gel de la cámara de electroforesis 

y se realizó la transferencia a una membrana de PVDF. 

5.4 “WESTERN BLOT” 

 
Las proteínas separadas electroforéticamente en un gel SDS-PAGE se 

transfieron a una membrana de PVDF como describió Towbin [87]. Para realizar el 

blotting, se preparó un sanchwich de transferencia empleando el sistema Trans-Blot 

Turbo Transfer (BIO-RAD) siguiendo las instrucciones del proveedor [88], 

brevemente: en un casete se colocaron 6 papeles Whatman humedecidos previamente 

con amortiguador de trasferencia, luego la membrana de PVDF, seguido del gel y 

finalmente 6 papeles Whatman humedecidos con amortiguador de transferencia. Al 

montar este sándwich se tuvo cuidado de no dejar burbujas que pudieran interferir 
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con la transferencia de las proteínas a la membrana. La transferencia de proteínas se 

realizó desde el polo negativo (gel) al polo positivo (membrana de PVDF). El casete 

se cerró cuidadosamente y se colocó dentro del Trans-Blot. La transferencia se 

realizó siguiendo el protocolo establecido por el proveedor tomando en cuenta el 

peso de las proteínas a transferir. Una vez completada la transferencia y para 

verificar la presencia de las proteínas, la membrana se tiñó con una solución de rojo 

Ponceau al 0,5% en ácido acético al 2% durante 5 min a temperatura ambiente y se 

lavó c o n  agua destilada. Una vez que se corroboró la transferencia de las 

proteínas, las membranas se bloquearon con leche descremada en polvo al 5% en 

TBS-Tween 0,1% (base Tris 50 mM, pH = 7,5, NaCl 150 mM) durante 1 hora a 

temperatura ambiente y se incubaron con el anticuerpo primario. [anti- c-ABL 

1:1000 (Abcam), anti-PAK1 1: 1.000) (Cell Signaling Technologies)] en solución de 

bloqueo durante toda la noche a 4°C. Al día siguiente, la membrana se lavó 3 veces 

cada 15 min con TBS-Tween al 0,1%. Después del último lavado, la membrana se 

incubó con el anticuerpo secundario anti- ratón o anti-conejo (1: 10.000) conjugado 

con peroxidasa de rábano durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente, se 

realizaron 3 lavados más de 15 minutos con TBS-Tween al 0,1%. Las membranas se 

sumergieron en 1 ml de solución desustrato ECL Clarity Western (BIO-RAD). 

Después de este tiempo, las membranas se expusieron a una película de 

autorradiografía HyBlot ES® (Denville Scientific Inc.). 

5.5 CO-LOCALIZACIÓN DE PAK1 Y C-ABL 

 
Se empleó la línea celular de cáncer de mama MDA-MB-231 para determinar 

si existe co-localización entre las proteínas endógenas c-ABL y PAK1, una vez 

obtenida la confluencia adecuada (80%) las células fueron sembradas sobre 

cubreobjetos y después de 24 horas de crecimiento las células fueron fijadas durante 

30 min con paraformaldheido (PFA) al 4% en PBS, lavadas 3 veces con glicina 100 

mM en PBS y permeabilizadas durante 15 min con PBS-Triton X-100 al 0.5%, 

posteriormente las laminillas se bloquearon con BSA al 5% en PBS-Tritón X-100 al 

0.1%. Una vez bloqueadas, las laminillas se incubaron con anticuerpos primarios 

dirigidos contra las proteínas PAK1 (dilución 1:200) y c-ABL (dilución 1:200) 
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generados en conejo y ratón respectivamente durante toda la noche a 4ºC. 

Posteriormente, las laminillas fueron lavadas 3 veces con glicina 100 mM en PBS e 

incubadas con anticuerpos secundarios anti-conejo acoplado a Alexa Fluor 594 para 

detectar a PAK1 en rojo (dilución 1:200) y anti-ratón acoplado a Alexa Fluor 488 

para detectar a c-ABL en verde (dilución 1:200) durante 45 min en obscuridad. Los 

núcleos fueron teñidos con Hoechst (dilución 1:500) disuelto en solución de lavado 

durante 7 min, se realizaron 3 lavados y las laminillas se montaron con resina 

Vectashield. Finalmente, las muestras se observaron en un microscopio confocal 

TCS SPB (Leica) y la co- localización de ambas proteínas fue calculada empleando 

el software Image J. 

 

5.6 NIVELES DE EXPRESIÓN DE PAK1 Y C-ABL EN TUMORES DE MAMA 

HUMANOS. 

 

Con el propósito de determinar los niveles de expresión de PAK1 y c-ABL en 

muestras de tumores de mama humanos, se obtuvieron 50 muestras derivadas de 

biopsias de pacientes del Instituto Nacional de Cancerología para efectuar un ensayo 

preliminar, empleando anticuerpos específicos para ambas proteínas, a la intensidad de 

la tinción se le asignaron valores de 0 a 3; siendo 0 negativo, 1 tinción moderada, 2 alta 

y 3 muy alta. La correlación entre los niveles de expresión de ambas proteínas se evaluó 

mediante un análisis de correlación de Spearman en el programa GraphPad Prism 8.0. 

 
 

5.7 ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR 

 
Para determinar la viabilidad celular en la inhibición farmacológica de PAK1 

y c-ABL en las células MDA-MB-231 y el cultivo primario de cáncer de mama 

triple negativo ECL-1 se generaron curvas de sobrevivencia, para lo cual se 

sembraron 5000 células en una placa de 96 pozos y después de 24 horas de 

incubación a 37°C se aplicaron las siguientes condiciones de tratamiento: 
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MDA-MB-231 

 
CONTROLES TRATAMIENTOS 

Medio sin células IMATINIB: 25 µM, 20 µM, 15 µM, 10 µM, 

5 µM, 0 µM 

Medio con células sin tratamientos FRAX 1036: 0 µM , 5 µM, 4 µM, 3 µM, 2 

µM, 1 µM 

 COMBO: 25 µM (IMA)+ 5 µM (FRAX) 

20 µM (IMA)+ 4 µM (FRAX) 

15 µM (IMA)+ 3 µM (FRAX) 

10 µM (IMA)+ 2 µM (FRAX) 

5 µM (IMA)+ 1 µM (FRAX) 

Tabla 1: Condiciones de controles y tratamientos empleadas para generar la curva de sobrevivencia 

de los inhibidores farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL (IMATINIB) en la línea celular 

MDA-MB-231. Todas las condiciones fueron realizadas por triplicado. 

 

 

ECL-1 

 
CONTROLES TRATAMIENTOS  

Medio sin células IMATINIB: 0.6 µM, 1.3 µM, 3.3 µM, 6.6 

µM, 10 µM, 13.3 µM 

 

 Medio con células sin tratamientos FRAX 1036: 0.5 µM, 1 µM, 2.5 µM, 5 µM, 

7.5 µM, 10 µM 

 COMBO: 0.6 µM (IMA)+ 0.5 µM (FRAX) 

1.3 µM (IMA)+ 1 µM (FRAX) 

3.3 µM (IMA)+ 2.5 µM (FRAX) 

6.6 µM (IMA)+ 5 µM (FRAX) 

10 µM (IMA)+ 7.5 µM (FRAX) 

13.3 µM (IMA)+ 10 µM (FRAX) 

Tabla 2: Condiciones de controles y tratamientos empleadas para generar la curva de sobrevivencia de 

los inhibidores farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL (IMATINIB) en el cultivo primario 

ECL-1. Todas las condiciones fueron realizadas por triplicado. 
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Las células fueron monitoreadas mediante microscopía cada 24 horas y a las 

48 horas se realizó el ensayo colorimétrico de MTT (marca), los resultados 

obtenidos se analizaron empleado el software informático GraphPad prism 8.0. para 

el cálculo de la IC50 para cada uno de los inhibidores, ya sea de manera individual o 

combinada y para la generación de la curva de sobrevivencia. De igual manera se 

calculó la sinergia entre los inhibidores de acuerdo al método de Chou-Talalay [89] 

con ayuda del programa computacional CalcuSyn (Biosoft, UK). 

5.8 ENSAYO DE APOPTOSIS 

 

Para determinar el efecto de la inhibición combinada de PAK1 y c-ABL en la 

apoptosis celular, se realizó un ensayo empleando el kit comercial Caspase-Glo® 

3/7 (MARCA), siguiendo las instrucciones del proveedor [90] empleando las células 

MDA-MB-231 y ECL-1. Brevemente, se sembraron 5000 células por condición en 

una placa de 96 pozos y después de 24 horas de incubación a 37°C se aplicaron las 

condiciones de tratamiento empleadas previamente en el ensayo de viabilidad 

celular para amos tipos de células, después de 16 horas se añadieron 100 μl de 

reactivo Caspase-Glo® 3/7 a cada pozo, debido a la sensibilidad del ensayo se tuvo 

cuidado con no tocar la muestra para evitar contaminación cruzada, posteriormente 

se mezcló suavemente con un agitador de placas a 500 rpm durante 30 segundos, se 

incubo a temperatura ambiente durante 3 horas. Finalmente se midió la 

luminiscencia de cada pozo mediante el luminómetro de microplacas Tecan®, los 

resultados obtenidos se analizaron empleado el software informático GraphPad 

prism 8.0. 

5.9 ENSAYO DE MIGRACIÓN EN TRANSWELL 

 
Una vez determinadas las IC50, se analizó el efecto de la inhibición individual 

o combinada de PAK1 y c-ABL en la migración celular mediante la técnica de 

migración en Transwell empleando las células MDA-MB-231 y ECL-1; se utilizaron 

placas Transwell® Permeable Supports Corning; en el insertó se colocaron 100,000 

células en medio sin suero con los inhibidores de PAK1 (FRAX 1036) y de c-ABL 
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(IMATINIB) bajo las condiciones observadas en la Tabla 3 y 4, en este caso se 

empleó la IC25 para evitar la muerte de las células y observar únicamente el efecto 

en la migración; en el pozo inferior se colocó medio con suero como quimioatrayente 

y se incubo a 37°C durante 24 horas. 

MDA-MB-231 

 
CONTROLES TRATAMIENTOS 

Medio con células y vehículo 

(DMSO) 

IMATINIB: 12.5 µM (IC25) 

Medio con células sin tratamiento FRAX 1036: 2.5 µM (IC25) 

 COMBO: 12.5 µM (IMA)+ 2.5µM (FRAX) 

Tabla 3. Condiciones de controles y tratamientos para el ensayo de migración en Transwell empleando 

los inhibidores farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL (IMATINIB) en la línea celular 

MDA-MB-231. Todas las condiciones fueron realizadas por triplicado. 

ECL-1 

 
CONTROLES TRATAMIENTOS 

Medio con células y vehículo 

(DMSO) 

IMATINIB: 5.1 µM (IC25) 

Medio con células sin tratamiento FRAX 1036: 3.75 µM (IC25) 

 COMBO: 5.1 µM (IMA)+ 3.75µM (FRAX) 

Tabla 4. Condiciones de controles y tratamientos para el ensayo de migración en Transwell empleando 

los inhibidores farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL (IMATINIB) en el cultivo primario 

ECL-1. Todas las condiciones fueron realizadas por triplicado. 

Después de 24 horas de incubación, las células se fijaron con metanol al 70% 

durante 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se hizo la tinción con 

cristal violeta al 0.2% en etanol al 20% y se dejó teñir por 15 minutos a temperatura 

ambiente. Después de la tinción se lavaron los insertos en agua repetidamente para 

eliminar el exceso de tinte y finalmente se realizó el conteo celular por microscopía 

óptica tomando 3 campos aleatoriamente por cada condición, de igual forma se realizó 
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el análisis mediante espectrofotometría para corroborar la reproducibilidad de los 

resultados. Todos los datos fueron analizados en el software GraphPad Prism 8.0. 

5.10 ENSAYO DE CIERRE DE HERIDA 

 
Para el ensayo de cierre de herida, se sembraron células MDA-MB-231 y 

ECL-1 en placas de cultivo de 6 pozos. Cuando la confluencia celular alcanzó 

aproximadamente el 90%, se crearon heridas en las células confluentes utilizando una 

punta de pipeta de 200 µl. A continuación, las células se enjuagaron con medio para 

eliminar las células flotantes y los residuos. Se adicionó medio que contenía los 

mismos tratamientos empleando de igual manera la IC25 (vehículo, FRAX1036, 

IMATINIB) individualmente y en combinación, las placas de cultivo se incubaron a 

37°C. Se monitoreo el cierre de la herida mediante microscopía en diferentes puntos 

de tiempo (0 horas, 24 horas) y se tomaron fotografías representativas de cada 

condición. La capacidad de migración de las células se evaluó midiendo el ancho de 

las heridas. Las distancias de migración de las células se midieron por la diferencia 

del ancho de las heridas a las 0 y 24 h. Los datos se analizaron con el software ImageJ 

y GraphPad Prism 8.0. El experimento se realizó por triplicado. 

5.11 ENSAYO DE MIGRACIÓN ALEATORIA 

 
Para el ensayo de migración aleatoria, se sembraron 50.000 células MDA- 

MB-231 y ECL-1 en placas de cultivo de 6 pozos y se incubaron durante 24 horas a 

37ºC. Transcurridas 24 horas las células se incubaron en ausencia (control, vehículo) 

y presencia de los inhibidores PAK1 y c-ABL (FRAX1036, IMATINIB) 

individualmente y en combinación empleando la IC25 y se incubaron durante 16 

horas en la cámara de calentamiento del microscopio Axiovert 200M (ZEISS) a 

37°C previamente encendida (2 horas antes) y el módulo de CO2 se ajustó al 5%. Se 

encendió la iluminación por microscopía de contraste de interferencia diferencial, se 

ajustó el objetivo a 20X y se eligieron tres campos en los que había al menos 30 

células. Los time-lapse se obtuvieron tomando imágenes cada 5 minutos durante 16 

h. Los time- lapse se crearon empleando el software ZEN y los datos obtenidos se 

analizaron con el software ImageJ, GraphPad Prism 8.0 y Chemiotaxis and migration 

tool. 
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5.12 ENSAYO DE INVASIÓN 

De igual forma se analizó el efecto de la inhibición individual o combinada de 

PAK1 y c-ABL en la capacidad de invasión de las células MDA-MB- 231, empleando 

el kit comercial QCMTM Gelatin Invadipodia Assay (TRITC) y siguiendo la 

metodología sugerida por el proveedor. Brevemente, se colocaron cubreobjetos 

redondos de 12 mm en placas de 24 pozos y se les agregaron 250 µL de poli-L-lisina 

1X, se incubó a temperatura ambiente durante 20 minutos y después se removió la 

solución enjuagando 3 veces con PBS estéril usando 500 µL por pozo, posteriormente 

se agregaron 250 µL de solución de glutaraldehído 1X por pozo y se incubó a 

temperatura ambiente por 15 minutos, se removió la solución y se enjuago 3 veces con 

PBS estéril usando 500 µL por pozo, se preparó una mezcla 1:5 de gelatina con 

fluoresceína 1X y gelatina sin fluoresceína 1X, diluida con PBS estéril, se adicionaron 

200 µL de la mezcla a cada pozo y se incubó a temperatura ambiente durante 10 

minutos en obscuridad, una vez transcurrido el tiempo se removió la mezcla de 

gelatina y nuevamente se lavó 3 veces con PBS estéril usando 500 µL por pozo. Para la 

siembra de las células se utilizó una confluencia de 80% y se sembraron 50,000 células 

en un volumen de 500 µL por pozo y se dejaron asentars por 24 horas a 37°C con 5% 

de CO2. Después de 24 horas se aplicaron los tratamientos con los inhibidores 

farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL (IMATINIB), bajo las condiciones 

observadas en la Tabla 5, en este caso se empleó la IC25 para evitar la muerte de las 

células y observar únicamente el efecto en la invasión. 

CONTROLES TRATAMIENTOS 

Medio con células y vehículo (DMSO) IMATINIB: 12.5 µM (IC25) 

Medio con células sin tratamiento FRAX 1036: 2.5 µM (IC25) 

 COMBO: 12.5 µM (IMA)+ 2.5µM (FRAX) 

Tabla 5. Condiciones de controles y tratamientos para el ensayo de invasión empleando los inhibidores 

farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL (IMATINIB). Todas las condiciones fueron realizadas 

por triplicado. 

 

Después de 24 horas de incubación a 37°C con cada uno de los tratamientos se 

hizo la inmunofluorescencia con Faloidina-Oregon green (dilución 1:500) para observar 
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el citoesqueleto y con Hoechst (dilución 1:500) para observar el núcleo celular, se 

montaron con resina Vectashield, se sellaron con esmalte y se dejaron secar durante 30 

minutos. Finalmente, las muestras se observaron en un microscopio confocal y los 

resultados fueron analizados utilizando el software bioinformático LAS X ®,  y Fiji de 

ImageJ. 

 

5.13 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 
Los datos representan la media (± DE) obtenida de al menos tres experimentos 

independientes. Los valores estadísticos se calcularon mediante pruebas paramétricas de 

análisis de varianza (ANOVA) y pruebas no paramétricas de Kruskal Wallis, tomando 

valores de P de 0,05 de significancia. Además, se realizaron los análisis de correlación 

de Pearson y de superposición de Manders para evaluar la correlación y las 

distribuciones entre la fluorescencia de PAK1 y c-ABL en los ensayos de co- 

localización, empleando el software estadístico R. 

6. RESULTADOS 

 
6.1 PAK1 Y C-ABL CO-LOCALIZAN EN CÉLULAS DE CÁNCER DE 

MAMA TRIPLE NEGATIVO 

Con el fin de determinar si PAK1 y c-ABL co-localizan en un contexto celular 

se empleó la línea celular MDA-MB-231 en la cual existe una sobreexpresión de 

ambas proteínas. En la Figura 8. se presenta una inmunofluoresencia representativa 

en donde se observa que existe co-localizacion entre PAK1 y c-ABL, en rojo se 

observa PAK1, en verde a c-ABL y el MERGE representa la superposición de 

ambas proteínas en este caso se pueden apreciar algunos puntos amarillos que 

pueden indicar co-localzación, sin embargo, para verificar estos resultados se realizó 

una estimación cuantitativa de co-localización de ambas proteínas empleando el 

software informático ImageJ, en este análisis se observó que la distribución de 

PAK1 se superpuso estrechamente con la de c-ABL indicado por los coeficientes de 

superposición de Manders (M1 y M2) que resultaron de 0.940 y 0.945 

respectivamente, por otro lado las distribuciones de fluorescencia rojo (PAK1) y 

verde (c-ABL) revelaron una correlación positiva entre ambas señales indicado por 
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el coeficiente de correlación de Pearson con un valor de 0.81. Estos resultados en 

conjunto indican que PAK1 y c-ABL están co-localizando en un contexto celular y 

sugiere estrechamente que ambas proteínas podrían estar interactuando en este 

contexto. 

A 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 
(M) 

(M) 

(P) 

 

 

 

 
Figura 8. Co-localización de PAK1 y c-ABL en un contexto celular. Se realizaron ensayos 

de inmunofluorescencia en las células MDA-MB-231 empleando anticuerpos primarios anti 

PAK1 (conejo) y anti c-ABL (ratón) y anticuerpos secundarios anti conejo conjugado con 

Alexa fluor 594 para detectar a PAK1 en rojo y anti ratón conjugado a Alexa fluor 488 para 

detectar a c-ABL en verde. Los núcleos fueron teñidos con Hoechst. En la figura se observa a 

PAK1 en rojo, a c-ABL en verde y la superposición de ambas señales (MERGE y MERGE 

3D) (A) en donde se pueden apreciar puntos amarillos que sugieren co-localización. De 

igual forma se observan los valores del coeficiente de correlación de Pearson que indica una 

correlación positiva en ambas señales de fluorescencia. (P≤1) y el índice de superposición 

de Manders con valores de 0,940 y 0,945 que indica un alto grado de superposición de 

ambas proteínas. (M≤1) (B). Imágenes procesadas con el software LAS X ®, ImageJ Fiji. 

Aumento 63X. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes. 
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6.2 ANÁLISIS DE LA CORRELACIÓN ENTRE LOS NIVELES DE EXPRESIÓN 

DE PAK1 Y C-ABL EN TUMORES DE MAMA HUMANOS 

 

Para poder determinar si existe una correlación entre los niveles de expresión de 

PAK1 y c-ABL en 50 muestras de tumores de mama de pacientes del Instituto 

Nacional de Cancerología. En la Figura 9. se observan imágenes representativas de 

secciones seriales de un tumor con tinción negativa para ambas proteínas, y de un 

tumor positivo para PAK1 y c-ABL (A). De igual forma se presenta una gráfica de 

barras y bigotes, en la que se observa que los pacientes que presentan niveles de 

expresión altos y muy altos de PAK1 también presentan niveles de expresión 

similares de c-ABL (B), lo que demuestra que hay una correlación estadísticamente 

significativa en sus niveles de expresión en muestras clínicas de cáncer de mama 

humano. 

 

 

 

Figura 9. Niveles de expresión de PAK1 y c-ABL en muestras de tumores de mama 

humanos. Se realizó un análisis por inmunohistoquimica de la expresión de PAK1 y c-ABL en 

50 muestras de tumores de mama humanos. A la   intensidad de la tinción se le asignó un valor 

de 0 a 3; siendo 0 negativo, 1 tinción moderada, 2 alta y 3 muy alta, el análisis de imagen se 

efectúo mediante microscopía óptica y el índice de correlación de Spearman se efectúo con 

ayuda del software GraphPad Prism 8.0. Las imágenes muestran ejemplos representativos de 

secciones seriales de un tumor con tinción negativa para ambas proteínas, y de un tumor 

positivo para PAK1 y c-ABL (A). Se presenta una gráfica de barras y bigotes en la cual se 
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observan niveles de expresión similares de ambas proteínas en muestras de pacientes (B). 

 

6.3  LA INHIBICIÓN COMBINADA DE PAK1 Y C-ABL DISMINUYE LA 

SOBREVIVENCIA DE CÉLULAS DE CÁNCER DE MAMA TRIPLE 

NEGATIVO. 

 

Para poder determinar el efecto de la inhibición individual y combinada de 

PAK1 y c-ABL en la sobrevivencia celular, se generaron curvas de sobrevivencia y 

se calculó la IC50 para cada uno de los inhibidores, de manera individual o 

combinada. 

En la Figura 10 se presenta la curva de sobrevivencia en presencia de los 

inhibidores de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL (IMATINIB) de manera individual y 

combinada a diferentes concentraciones y los valores de IC50 para cada uno de ellos. 

Se observa que en las células MDA-MB-231 al emplear los inhibidores de manera 

individual hay una reducción en la sobrevivencia dependiente de la dosis. Cuando se 

emplea la combinación de ambos inhibidores se observa una disminución en la 

sobrevivencia mayor que la observada con los fármacos por separado, sin embargo, no 

se observa un efecto sinérgico, pues en esta condición se esperaría que la disminución 

de la sobrevivencia estuviera potencializado bajo los estándares de Chou Talalay, en 

la curva se observa únicamente la sumatoria del efecto de ambos fármacos por 

separado (Figura 10A). Para poder corroborar estos datos se realizó un análisis de 

sinergismo empleando el método de Chou Talalay con ayuda del software informático 

CalcuSyn (Biosoft UK) y el análisis arrojo que tal y como se observó en las gráficas de 

sobrevivencia existe un efecto aditivo en casi todas las concentraciones, sin embargo, 

en las concentraciones más altas de ambos inhibidores (IC50) se observó un efecto 

ligeramente sinérgico (Figura 11A). 
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Por otro lado, en el cultivo primario de células ECL-1 al emplear los 

inhibidores de manera individual se reduce la sobrevivencia de manera importante 

en comparación con los controles donde no se aplicó ninguna concentración de 

fármaco; mientras que con la combinación de ambos inhibidores hubo una 

disminución en la sobrevivencia mayor que al emplear los fármacos por separado y 

en este caso hubo mayor diferencia que en la línea celular MDA-MB-231 existe un 

efecto sinérgico aparente bajo los estándares de Chou Talalay  (Figura 10B). El 

análisis de sinergismo acorde al método de Chou Talalay indicó que tal y como se 

observó en las gráficas de sobrevivencia existe un efecto sinérgico en casi todas las 

concentraciones, únicamente en dos concentraciones (0.6 uM, 1.3 uM) el efecto fue 

 ligeramente aditivo (Figura 11C). De igual forma la combinación de los 

fármacos favorece la reducción de dosis para cada uno de ellos lo que conduce a una 

toxicidad reducida mientras se mantiene la eficacia deseada tanto en las células 

MDA-MB-231 como en las ECL-1 (Figura 11B, D). 

En el caso de las células MCF-10A de epitelio mamario no transformado, se 

observa que como era esperado no hay un efecto significativo de cada fármaco por 

separado,  ni en la aplicación de los fármacos en conjunto, pues no hay una 

reducción en la sobrevivencia importante en comparación con las células MDA-MB-

231 y el cultivo primario ECL-1 donde ambas proteínas se sobreexpresan, además de 

que no es posible calcular la IC50 con las concentraciones empleadas, 

probablemente para lograr la reducción de la sobrevivencia en un 50% se requieren 

dosis más elevadas (Figura 10C). Los resultados del análisis estadístico 

comprobaron que existen diferencias estadísticamente significativas en la 

sobrevivencia celular considerando el tipo de fármacos empleados y las 

concentraciones usadas para cada uno, así como en la interacción entre estos dos 

factores, reflejado en valores de P menores a 0.05, esto permite corroborar las 

diferencias observadas en la gráfica de sobrevivencia. 
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Figura 10. Análisis de sobrevivencia de células de cáncer de mama triple negativo en la 

inhibición combinada de PAK1 y c-ABL. Se realizó la curva de sobrevivencia en presencia 

de los inhibidores de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL (IMATINIB) de manera individual y 

combinada en las células MDA-MB-231 (A), ECL-1 (B) y MCF10A (C) en las tablas se 

presentan los valores de IC50. Se presenta la media y la DE de 3 experimentos * P ≤ 0.05 en 

relación al respectivo control sin inhibidor. 
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Figura 11. Análisis de sinergia de FRAX-1036 e IMATINIB. Se hizo el análisis de 

sinergismo siguiendo el método de Chou Talalay empleando el software informático 

CalcuSyn (Biosoft UK). En la figura se presentan los isobologramas resultantes del análisis 

de la sinergia entre los fármacos, así como los gráficos de reducción de dosis tanto células 

MDA-MB-231 (A, B) como en ECL-1 (C, D), en los isobologramas (A, C) cada punto 

representa la combinación de cada uno de los tratamientos, en el caso de las células MDA-

MB-231 (A) se observa que la mayoría de los puntos se encuentra en un valor de CI=1 lo 

cual indica un efecto aditivo. En el caso del cultivo primario ECL-1 (C) se observa que la 

mayoría de los puntos presentan valores de CI <1, lo cual indica un efecto sinérgico. El 

segundo gráfico (B, D) muestra en índice de reducción de dosis (DRI) para cada uno de los 

fármacos, cada punto representa una dosis de fármaco, tanto en células MDA-MB-231 (B) 

como en ECL-1 (D) se observa que todos los puntos para ambos fármacos presentaron una 

reducción de dosis favorable con valores de DR1>1. 
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6.4 LA INHIBICIÓN COMBINADA DE PAK1 Y C-ABL INDUCE APOPTOSIS 

EN CÉLULAS DE CÁNCER DE MAMA TRIPLE NEGATIVO. 

Para poder determinar el efecto de la inhibición individual y combinada de 

PAK1 y c-ABL en la apoptosis celular, se realizó un ensayo de apoptosis empleado 

el kit comercial Caspase-Glo® 3/. En la Figura 12 se muestran las gráficas de 

apoptosis empleando los inhibidores de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL (IMATINIB) 

de manera individual y combinada tanto en la línea celular MDA-MB-231 como en 

el cultivo primario ECL-1. Se observa que en la línea celular MDA-MB-231 al 

emplear los inhibidores de manera individual hay un aumento en la apoptosis 

reflejado en los valores de RLU los cuales son proporcionales a el porcentaje de 

apoptosis presente; en comparación con los controles donde no se aplicó ninguna 

concentración de fármaco; cuando se emplea la combinación de los inhibidores se 

observa un aumento en la apoptosis mayor que la observada con los fármacos por 

separado (A). Por otro lado en las células ECL-1 se presenta el mismo efecto 

observado en la línea celular MDA-MB- 231, sin embargo se observa un efecto 

mayor en todas las condiciones reflejados en la escala de valores de RLU mayores 

comparado con la escala de RLU de la línea celular MDA-MB-231 (B). 
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Figura 12. Apoptosis de células de cáncer de mama MDA-MB-231 y ECL-1 en la 

inhibición combinada de PAK1 y c-ABL. Se realizó un ensayo de apoptosis en las células 

MDA-MB-231 y ECL-1 con los inhibidores farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y c-

ABL (IMATINIB), empleando la IC25 de cada fármaco. En la figura se observa la gráfica de 

apoptosis utilizando las cinco condiciones experimentales: CONTROL (barra blanca), VEHÍCULO 

(barragris) FRAX 1036 (barra roja), IMATINIB (barra azul), COMBO (barra morada) en  células 

MDA-MB-231 (A) y ECL-1 (B). La medición de luminiscencia se realizó mediante el 

luminometro de microplacas Tecan®, Los valores de Unidades de Luz Relativa (URL) son 

proporcionales al porcentaje de apoptosis. Los datos fueron analizados con el software 

informatico GraphPad Prism 8.0 
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6.5 LA INHIBICIÓN COMBINADA DE PAK1 Y C-ABL DISMINUYE LA 

MIGRACIÓN DE CÉLULAS DE CÁNCER DE MAMA TRIPLE NEGATIVO. 

6.5.1 Ensayo de migración en Transwell 

 

En la Figura 13 se presentan imágenes representativas de los resultados de 

los conteos celulares después de la aplicación de los tratamientos para cada una de las 

condiciones en la línea celular MDA-MB-231 (A), así como los gráficos 

correspondientes a los análisis cuantitativos de dichos conteos; se observa que en 

presencia de los inhibidores de manera individual hay una reducción en el número de 

células que lograron migrar hasta la membrana inferior del transwell en comparación 

con los controles en donde se observa un mayor número de células en la parte inferior 

de la membrana del transwell; en presencia de ambos inhibidores se observó un menor 

número de células que lograron migrar en comparación con los controles y con los 

inhibidores por separado (B). De igual forma se presentan los datos obtenidos 

mediante el análisis con espectrofotometría en donde se observa que al igual que en 

los resultados obtenidos mediante conteo celular la migración de las células se 

reduce significativamente en presencia de los inhibidores por separado, y que ambos 

inhibidores en conjunto tienen un efecto mayor en la migración (C). 
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Por otro lado, en la Figura 14 se presentan imágenes representativas de los 

resultados de los conteos celulares después de la aplicación de los tratamientos para 

cada una de las condiciones en el cultivo primario ECL-1 (A), así como los gráficos 

correspondientes a los análisis cuantitativos de dichos conteos; se observa que al igual 

que en las células MDA-MB-231 en presencia de los inhibidores de manera individual 

hay una reducción en el número de células que lograron migrar hasta la membrana 

inferior del transwell en comparación con los controles en donde se observa un mayor 

número de células en la parte inferior de la membrana del transwell; en presencia de 

ambos inhibidores se observó un menor número de células que lograron migrar en 

comparación con los controles y con los inhibidores por separado (B). De igual forma 

se presentan los datos obtenidos mediante el análisis con espectrofotometría en donde 

se observa que al igual que en los resultados obtenidos mediante conteo celular la 

migración de las células reduce significativamente en presencia de los inhibidores por 

separado, y en presencia de ambos inhibidores en conjunto tiene un efecto mayor en 

la migración (C), en conjunto estos resultados demuestran que la inhibición 

combinada de PAK1 y c-ABL tienen un efecto significativo en la reducción de 

migración de células de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-231 y en el cultivo 

primario triple negativo ECL-1. 
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Figura 13. Migración de células de cáncer de mama MDA-MB-231 en la inhibición 

combinada de PAK1 y c-ABL. Se realizó un ensayo de migración con la técnica de transwell 

en las células MDA-MB-231 con los inhibidores farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y 

c-ABL (IMATINIB), empleando la IC25 de ambos fármacos. En la figura se presentan 

imágenes representativas de los conteos celulares por microscopia óptica con cada una de 

las condiciones (A), así como los gráficos de análisis cuantitativos de los conteos celulares 

y espectrofotometría (B, C). Todos los datos fueron analizados empleando el software Fiji 

de ImageJ y el software bioinformatico GraphPad Prism 8.0. Aumento de microscopia 

óptica 60X. 

A B 
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Figura 14. Migración de células de cáncer de mama ECL-1 en la inhibición combinada 

de PAK1 y c-ABL. Se realizó un ensayo de migración con la técnica de transwell con las 

células ECL-1 y los inhibidores farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL 

(IMATINIB), empleando la IC25 para las concentraciones de ambos fármacos. En la figura 

se observan imágenes representativas de los conteos celulares por microscopia óptica con 

cada una de las condiciones (A), así como los gráficos de análisis cuantitativos de los 

conteos celulares y espectrofotometría (B, C). Todos los datos fueron analizados empleando 

el software Fiji de ImageJ y el software bioinformatico GraphPad Prism 8.0. Aumento de 

microscopia óptica 60X. 

 

Los resultados del análisis estadístico comprobaron que existen diferencias 

estadísticamente significativas entre las condiciones de tratamientos empleadas en la 

migración celular, reflejado en valores de P menores a 0.05, especialmente en las 

condiciones de control y en la combinación de fármacos. 

A B 
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6.5.2 Ensayo de cierre de herida 

 

De manera paralela con el objetivo de complementar nuestros hallazgos de 

migración, también se realizó un ensayo de cierre de herida empleando los inhibidores 

farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL (IMATINIB). Los resultados 

mostraron que FRAX 1036 e IMATINIB ralentizaron el curso del cierre del espacio 

de la herida cuando se administraron por separado, mientras que la combinación de 

los dos ralentizó aún más la progresión en la línea celular MDA-MB-231 (Figura 

15), de igual forma en el caso del cultivo primario ECL-1 se observó el mismo efecto 

tanto en la administración de los fármacos por separado como en la combinación 

(Figura 16). 

 

Los resultados del análisis estadístico comprobaron que existen diferencias 

estadísticamente significativas entre las condiciones de tratamientos empleadas en la 

migración celular, reflejado en valores de P menores a 0.05, especialmente en las 

condiciones de control y en la combinación de fármacos. 
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Figura 15. Análisis de cierre de herida de células de cáncer de mama MDA-MB-231 en 

la inhibición combinada de PAK1 y c-ABL. Se realizó un ensayo de cierre de herida en 

células MDA-MB-231 con los inhibidores farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL 

(IMATINIB), empleando la IC25 de ambos fármacos. En la figura se presentan imágenes 

representativas del área de la herida a la 0 y 24 hrs después de la aplicación de los 

tratamientos (A), así como los gráficos de análisis cuantitativos del área de la herida para 

cada una de las condiciones (B). Todos los datos fueron analizados empleando el software 

Fiji de ImageJ y el software bioinformatico GraphPad Prism 8.0. Aumento de microscopia 

óptica 60X. 

B 
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Figura 16. Análisis de cierre de herida de células de cáncer de mama ECL-1 en la 

inhibición combinada de PAK1 y c-ABL. Se realizó un ensayo de cierre de herida en 

células ECL-1 con los inhibidores farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL 

(IMATINIB), empleando la IC25 de ambos fármacos. En la figura se presentan imágenes 

representativas del área de la herida a la 0 y 24 hrs después de la aplicación de los 

tratamientos (A), así como los gráficos de análisis cuantitativos del área de la herida para 

cada una de las condiciones (B). Todos los datos fueron analizados empleando el software 

Fiji de ImageJ y el software bioinformatico GraphPad Prism 8.0. Aumento de microscopia 

óptica 60X. 
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6.5.3 Ensayo de migración aleatoria 

 

Por lo anteriormente observado se realizó un ensayo de migración celular de 

imágenes directas en tiempo real empleando la línea celular MDA-MB-231 y el 

cultivo primario ECL-1 empleando los inhibidores farmacológicos de PAK1 (FRAX 

1036) y c-ABL(IMATINIB) de manera individual y combinada, se incubaron 

durante 16 horas en la cámara de calentamiento del microscopio Axiovert 200M 

(ZEISS) a 37 ° C y se tomaron fotografías cada 5 minutos para la construcción del 

time-lapse. Los resultados obtenidos demostraron una reducción significativa de la 

velocidad y la distancia acumulada en la terapia de combinación en comparación con 

la monoterapia y el control, en las células de cultivo primario ECL-1 (Figura 17).
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Figura 17. Análisis de migración aleatoria de células de cáncer de mama ECL-1 en la 

inhibición combinada de PAK1 y c-ABL. Se realizó un ensayo de migración aleatoria en 

células ECL-1 con los inhibidores farmacológicos de PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL 

(IMATINIB), empleando la IC25 de ambos fármacos. En la figura se presentan los 

diagramas de trayectoria construidos mediante la selección de 30 células por condición, la 

trayectoria se construyó a partir de la adquisición de imágenes cada 5 minutos durante 16 

horas en tiempo real las cuales fueron procesadas por el software Fiji de ImageJ y el software 

Chemiotaxis and migration tool (A), de igual forma se presentan los gráficos resultantes de 

las media para velocidad y distancia acumulada para cada una de las condiciones  

empleando el software bioinformatico GraphPad Prism 8.0 (B). 
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6.6 LA INHIBICIÓN COMBINADA DE PAK1 Y C-ABL REDUCE LA INVASIÓN 

EN CÉLULAS DE CÁNCER DE MAMA TRIPLE NEGATIVAS 

Con el fin de determinar el efecto de la inhibición combinada de PAK1 y c-ABL 

en el proceso de invasión de células de cáncer de mama MDA-MB-231 se realizó un 

ensayo de invasión en gelatina fluorescente QCMTM Gelatin Invadipodia Assay 

(TRITC). 

En la Figura 18 se muestran imágenes representativas de la formación de 

invadopodios después de 24 horas de la aplicación de los tratamientos obtenidas 

mediante microscopía confocal (A), así como los gráficos correspondientes a los análisis 

cuantitativos de la formación de invadopodios para cada condición (B), se observa que 

en presencia de los inhibidores de manera individual existe una reducción en la 

formación de invadopodios en comparación con el control donde hay un mayor 

número de invadopodios formados, por otro lado, en presencia de ambos inhibidores 

en conjunto existe un efecto mayor en la reducción de formación de invaopodios en 

comparación con el control y los inhibidores por separado; este mismo efecto se 

obtuvo en los análisis cuantitativos en los cuales se tomaron 10 células por condición 

para la cuantificación de invadopodios empleando el software Image J, Fiji. Estos 

datos en conjunto indican que la inhibición combinada de PAK1 y c-ABL tienen un 

efecto en la reducción de invasión de células de cáncer de mama MDA-MB-231. 
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Figura 18. La inhibición combinada de PAK1 y c-ABL disminuye la invasión de células de 

cáncer de mama. Se realizó un ensayo de invasión siguiendo el protocolo QCMTM Gelatin 

Invadipodia Assay (TRITC) en células MDA-MB-231 con los inhibidores farmacológicos de 

PAK1 (FRAX 1036) y c-ABL (IMATINIB), empleando la IC25 de ambos fármacos. En la 

figura se presentan imágenes representativas de la formación de invadopodios (flecha roja) 

obtenidas por microscopia confocal, en cada imagen se observa un campo de varias células 

seleccionadas (izquierda) y el zoom de una sola célula de este campo (derecha) (A), así como 

los gráficos de análisis cuantitativos de los invadopodios (B). Todos los datos fueron analizados 

empleando el software bioinformático GraphPad Prism 8.0. Aumento de microscopia confocal 

60X. 
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7. DISCUSIÓN 

El cáncer de mama es un grave problema de salud pública y en México ocupa 

el primer lugar en incidencia y mortalidad por neoplasias malignas en mujeres mayores 

de 25 años [9]. Particularmente, el subtipo de cáncer de mama triple negativo 

representa del 10 al 20% del total de los tumores de mama y se considera uno de los 

más agresivos al carecer de la expresión de los tres receptores diana: ER, PR y ErbB2 

/ HER2 y aparecer a muy temprana edad [30]. En la actualidad no hay terapias 

dirigidas hacia este subtipo a diferencia de los otros, por lo que es necesario 

profundizar en las actividades y mecanismos involucrados en el inicio y la progresión 

de este subtipo de cáncer para dilucidar las vías de señalización implicadas en la 

tumorigénesis. 

Es bien sabido que las proteínas cinasas son reguladoras clave de distintos 

procesos involucrados en el inicio y la progresión tumoral al fosforilar proteínas que 

participan en vías proliferativas, de migración, progresión del ciclo celular, apoptosis, 

transcripción génica entre muchas otras; diversos componentes de estas vías de 

señalización se encuentran sobreexpresados o mutados en células cancerosas por lo 

que son potenciales blancos de intervención terapéutica [67]. Las principales vías de 

señalización reguladas por proteínas cinasas en el desarrollo del fenotipo maligno son 

Ras / RAF / MEK / ERK y PI3K / Akt/ mTOR las que afectan tanto al crecimiento 

como a la migración de las células tumorales [67]. Estudios recientes han 

documentado que la señalización a través de todas estas vías puede verse influenciada 

por las proteínas cinasas activadas por p21 (PAK) del grupo I, una familia de efectores 

de las GTPasas Rho como Rac y Cdc42 [67]. 

Particularmente, en cáncer de mama la amplificación del gen de PAK1 resulta 

de gran relevancia pues esta se asocia con resistencia a terapias como el tamoxifeno y 

menor sobrevivencia [54]. Estudios recientes empleando ensayos de fosfoproteómica 

en células deficientes de PAK1 demostraron que algunas moléculas de señalización 

implicadas en el inicio y progresión tumoral se encuentran hipofosforiladas, 

incluyendo sustratos conocidos para PAK1 y otros que podrían serlo como es el caso 

de las proteína cinasa c-ABL. A esta cinasa recientemente se le ha asociado con la 

progresión del cáncer de mama, debido a que participa en la regulación de la activación 
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de estructuras de membrana ricas en actina denominadas invadopodios, que promueven la 

degradación de la matriz extracelular relacionada con invasión celular, una característica 

importante de las células altamente agresivas como las células triple negativas [67, 90, 91]. 

En un estudio previo se determinó que las onco-proteínas PAK1 y c-ABL se 

encuentran sobreexpresadas y se asocian físicamente en células de cáncer de mama 

triple negativo, además se demostró por primera vez que PAK1 fosforila a c-ABL en 

los residuos de Serina 638 y 878 in vitro. Este fenómeno podría estar involucrado en 

el mecanismo de activación de c-ABL pues el residuo de Serina 638 se encuentra 

dentro del bucle de activación de la proteína [77], ésto podría resultar en la 

activación directa o el mantenimiento de la conformación activa de la proteína 

promoviendo así la activación de procesos celulares subsecuentes regulados por c-

ABL como son la reorganización del citoesqueleto, motilidad celular, sobrevivencia 

y proliferación [70]. Por otro lado, la fosforilación en estos sitios también puede alterar 

la ubicación subcelular de la proteína [16], inhibiendo la localización nuclear (donde 

participa en la reparación del daño del ADN) y aumentando su ubicación en el 

citoplasma donde ejerce su función tumorigénica [91]. 

Bajo esta premisa, en el presente estudio se evaluó más a fondo el efecto de la 

fosforilación de c-ABL mediado por PAK1 en los procesos celulares implicados en la 

oncogénesis y progresión del cáncer de mama triple negativo donde ambas proteínas 

se sobreexpresan y asocian físicamente. Aquí se demostró como primer punto que 

PAK1 y c-ABL co-localizan en células de cáncer de mama triple negativo, lo cual 

resulta de gran importancia pues además de asociarse físicamente in vitro, los análisis 

de co-localización indican que ambas proteínas se encuentran conjuntamente y que 

podrían estar interactuando o formando parte del mismo complejo proteico, la 

localización de ambas proteínas en esta línea celular (MDA-MB-231) es consistente 

con los hallazgos de diversos estudios que prueban la localización ubicua de c-ABL y 

PAK1 ubicuamente en la célula y de manera importante en la periferia celular en el 

caso de c-ABL, donde se produce la polimerización activa de actina promoviendo la 

reorganización del citosqueleto y la motilidad celular [93, 94]. 
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En vista de que PAK1 fosforila y se asocia con c-ABL, sugiere el valor 

potencial de inhibir la actividad de ambas cinasas en tumores que sobreexpresan 

PAK1 y/o c-ABL como es el caso de los tumores triple negativos. 

Aquí, por primera vez, se evaluó el efecto de combinar el inhibidor de c-ABL 

IMATINIB y el inhibidor de PAK1 FRAX 1036 novedosos en el tratamiento del cáncer 

de mama triple negativo; estos inhibidores resultan de gran interés pues en el caso de 

FRAX 1036 existen un par de estudios en modelos preclínicos de cáncer de mama que 

demuestran su efectividad en la reducción de sobrevivencia y proliferación de células 

de cáncer [95] y en el caso de IMATINIB es reciente su uso en tumores sólidos como 

el de mama pues se considera una terapia estándar en el tratamiento de Leucemia 

Mieloide crónica [96]. Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran 

que la inhibición combinada de PAK1 y c-ABL disminuye la sobrevivencia, 

migración y aumenta la apoptosis de células de cáncer de mama triple negativo, tanto 

en la línea celular triple negativa MDA-MB-231 como en el cultivo primario triple 

negativo ECL-1. En ambos casos se observa una reducción en la sobrevivencia 

importante en la aplicación de los fármacos por separado, con un mayor efecto 

observado en la aplicación de FRAX 1036 versus IMATINIB y una reducción aún 

mayor en la combinación de los fármacos, esto concuerda con varios estudios que 

demuestran que FRAX 1036 tiene un efecto citotóxico, es decir, induce apoptosis 

celular dentro de las primeras 24 horas [95, 97] lo cual se ve reflejado en una 

reducción de la sobrevivencia importante en el tiempo de los tratamientos aplicados, 

sin embargo en el caso de IMATINIB se ha observado que no hay un efecto 

citotóxico, pues no induce apoptosis en un periodo de 24 horas [98], lo cual sugiere 

que se trata de un efecto citostático que induce arresto del ciclo celular y posterior 

apoptosis [99], probablemente en periodos más prolongados de tiempo se podría 

observar un efecto citotóxico al igual que FRAX 1036, para comprobar esto sería 

necesario realizar ensayos de ciclo celular que comprueben el arresto del ciclo celular 

después del tratamiento con IMATINIB. 

Por otro lado, los ensayos de apoptosis demostraron un aumento importante en 

la aplicación de los fármacos por separado, con un mayor efecto en la aplicación de 

FRAX 1036 respecto a IMATINIB lo cual refuerza aún más el hecho de que FRAX 
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1036 produce un efecto citotóxico e IMATINIB probablemente un efecto citostático; 

de igual forma se ha observado que PAK1 inhibe la apoptosis en parte a través de la 

fosforilación del promotor de muerte asociado a Bcl-2 (BAD) en la Ser112 y Ser136 

lo que da como resultado una interacción marcadamente reducida entre BAD y Bcl-2 

o Bcl-Xl. En consecuencia, se inhiben los efectos proapoptóticos de BAD por 

fosforilación directa de PAK1 [100], esto podría explicar porque al inhibir a PAK1 

hay un aumento importante en la apoptosis celular, pues en ausencia de PAK1 se 

restaura la interacción de BAD y Bcl2 o Bcl-Xl promoviendo los efectos 

proapoptóticos de BAD. Por otro lado, en el caso de IMATINIB se ha observado que 

en células de cáncer de mama triple negativo no induce apoptosis, pues hay una 

acumulación de células en la fase G2 / M, y una reducción significativa del número de 

células en la fase S, lo cual podría indicar un arresto en esa fase del ciclo celular [101, 

102]. En otro estudio se observó que IMATINIB induce apoptosis después de las 96 

h de tratamiento lo cual puede atribuirse al mecanismo de acción de IMATINIB como 

inhibidor de RTK, no como agente quimioterapéutico tóxico [102]. Por otra parte, se ha 

observado que, aunque IMATINIB no induce apoptosis directamente si sensibiliza a 

las células ante otros agentes lo cual podría explicar la mayor eficiencia observada en 

la combinación de FRAX 1036 e IMATINIB en comparación con la aplicación de 

los fármacos por separado. Esto demuestra que la inhibición combinada de PAK1 y 

c-ABL reduce significativamente la sobrevivencia de células de cáncer de mama 

triple negativo, induciendo apoptosis celular. 

Por otro lado, se observa un mayor efecto en el cultivo primario respecto a la 

línea celular, esto podría deberse a que la mayoría de las líneas celulares han estado en 

cultivo durante décadas y están bien adaptadas al entorno de cultivo bidimensional y, 

como resultado, a menudo difieren genética y fenotípicamente de su origen tisular y 

muestran una morfología alterada [103, 101]. A diferencia de las líneas celulares, las 

células de cultivo primario que se aíslan directamente de los tejidos tienen una vida 

útil finita y una capacidad de expansión limitada. 

Las células de cultivo primario tienen una morfología celular normal y 

mantienen muchos de los marcadores y funciones importantes vistos in vivo, aunque 

puede resultar más difícil trabajar con ellas, los datos obtenidos mediante el uso de 
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células de cultivo primario son más relevantes y reflejan el entorno in vivo [104] lo 

que podría explicar el hecho de que exista un efecto mayor en la reducción de la 

sobrevivencia en las células de cultivo primario ECL-1 respecto a la línea celular 

MDA-MB-231. No se observó efecto en la sobrevivencia en la línea celular de 

epitelio mamario no transformado MCF-10A demostrando que las células de cáncer 

de mama son más sensibles a la inhibición farmacológica de PAK1 y c-ABL que una 

línea celular no cancerosa. 

Se esperaba un efecto sinérgico en la combinación de los fármacos, sin 

embargo, en la línea celular MDA-MB-231 se observó un efecto aditivo y en el cultivo 

primario ECL-1 si se observó un efecto sinérgico. El efecto observado en la línea 

celular MDA-MB-231 podría deberse a que como se mencionó anteriormente: a) 

FRAX1036 tiene un efecto citotóxico en las células de cáncer de mama [96], observado en los 

ensayos de apoptosis celular b) que el efecto de IMATINIB, aunque ha sido ampliamente 

estudiado en leucemias, aún es desconocido para este tipo de células [105]. Sin embargo, se 

podría tratar de un efecto citostatico debido a la reducción en la sobrevivencia pero baja 

apoptosis celular acorde a los ensayos de apoptosis. Por lo anteriormente mencionado, podría 

ser que el efecto de ambos inhibidores juntos no sea sinérgico, ya que están actuando por 

diferentes mecanismos y probablemente tengan diferente afinidad por su diana hablando de 

un sinergismo de facilitación en donde IMATINIB no es tan potente como FRAX 1036, pero 

es capaz de aumentar la respuesta farmacológica de FRAX 1036 [106]. Sin embargo, a pesar 

de que no existe un efecto sinérgico los inhibidores están teniendo una buena respuesta en 

combinación pues se observa una reducción en la sobrevivencia de más del 50%. En el caso 

de las células de cultivo primario ECL-1 si se observó un efecto sinérgico, probablemente 

porque reflejan el entorno in vivo. 

Finalmente, para observar el efecto que tiene la inhibición combinada de PAK1 

y c-ABL en la migración celular, proceso en el que ambas proteínas están involucradas 

se realizaron ensayos de migración en transwel, ensayos de cierre de herida y 

migración aleatoria los cuales demostraron que la inhibición combinada de PAK1 y c- 

ABL a) tiene un efecto significativo en la reducción de migración celular, b) ralentiza el curso 

del cierre del espacio de la herida en células de cáncer de mama triple negativo, c) 

reduce significativamente la velocidad y la distancia acumulada en células de cáncer 

de mama triple negativo en comparación con la monoterapia y el control y al igual que 
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en los ensayos anteriores hay un mayor efecto en las células de cultivo primario que 

en la línea celular. Esto puede explicarse porque tanto PAK1 como c-ABL participan 

en programas de señalización encargados de regular la migración celular y al estar 

inhibidas estos procesos se ven afectados de manera importante [107]. 

Nuestros resultados en conjunto proporcionan evidencia de que la inhibición 

combinada de PAK1 y c-ABL podría ser fundamental para el tratamiento de cáncer 

de mama triple negativo. La actividad antitumoral mejorada de esta combinación se 

basa en múltiples mecanismos, incluida la inhibición de la fosforilación de PAK1 en 

c-ABL, que conlleva a la supervivencia y migración disminuida, asi como un 

aumento en la apoptosis, procesos regulados río abajo de c-ABL. Una limitación de 

nuestro estudio es que examinamos los efectos de dicha combinación en un modelo 

in vitro; estudios en un modelo in vivo, PDX y modelos tridimensionales de cáncer 

de mama serían útiles para confirmar y ampliar nuestros hallazgos. En nuestro 

estudio, utilizamos un inhibidor de PAK1/2/3, FRAX 1036. Los inhibidores de 

PAK1 más nuevos, potentes y selectivos que se encuentran actualmente en desarrollo 

[108, 109, 110] deben evaluarse en combinación con inhibidores de c-ABL en 

estudios posteriores. Dados los hallazgos de nuestro estudio, sería de interés la 

evaluación de la combinación de inhibidores de PAK1 y c-ABL junto con otros 

agentes dirigidos o quimioterapéuticos. 
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8. CONCLUSIONES 

PAK1 y c-ABL co-localizan en células de cáncer de mama triple negativo. 

Existe correlación entre los niveles de expresión de PAK1 y c-ABL en muestras de tumores 

de mama humanos. 

La inhibición combinada de PAK1 y c-ABL reduce significativamente la sobrevivencia, 

migración, invasión e induce apoptosis en células de cáncer de mama triple negativo tanto en 

líneas celulares como en células derivadas de cultivo primario. 

 

9. PERSPECTIVAS 
 

Estudiar el efecto de la inhibición farmacológica y con siRNAs de PAK1 en ¿ la activación de 

los sustratos de c-ABL? en células de cáncer de mama triple negativo. 

Estudiar el efecto de la fosforilación de c-ABL mediado por PAK1. 

Evaluar los niveles de expresión de PAK1 y c-ABL en biopsias de cáncer de mama triple 

negativo mediante microarreglo de tejidos. 

Evaluar el efecto de la inhibición combinada de c-ABL y PAK1 en la migración celular 

mediante ensayo de migración aleatoria en la línea celular MDA-MB-231. 

Evaluar el efecto de la inhibición combinada de c-ABL y PAK1 en la invasión celular en las 

células del cultivo primario ECL-1. 
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11. APÉNDICE 
 

Soluciones 

Amortiguador de transferencia 1X 

 
Reactivo Volumen (1000 ml) 

Tris 5.8 gr 

Glicina 29 gr 

SDS 1.0 gr 

Metanol 200 ml 

H2O destilada 764.2 ml 

 

Amortiguador de corrida Laemmli 10X 

 

Reactivo Volumen (1000 ml) 

Tris 30.3 gr 

Glicina 144.2 gr 

SDS 10 gr 

Disolver en 800ml de agua destilada y aforar a 1 lt, posteriormente ajustar 

pH 8.3 y almacenar a temperatura ambiente. 

 

Rojo de Ponceau 

Reactivo Volumen (100 ml) 

Ponceau 0.5 gr 

Ácido acético 1 ml 

Aforar con 100 ml de agua destilada.  

 

Azul de Coomassie 

Reactivo Volumen (1000 ml) 

Etanol 96° 450 ml 

Ácido acético glacial 50 ml 

Azul de coomassie 2.5 gr 

H2O destilada 500 ml 

Mezclar agua y etanol, posteriormente ácido acético finalmente añadir azul de 

coomassie, dejar en agitación toda la noche y almacenar en frasco ámbar. 
 

PBS 10X 

Reactivo Volumen (1000 ml) 

NaCl 80 gr 

KCl 2.0 gr 

Na2HPO4 anhidro 11.5 gr 

KH2PO4 2.0 gr 

Aforar a 1 lt con agua destilada y esterilizar en autoclave.  

 



 
76 

 

 

TBS 10X 

 

Reactivo Volumen (1000 ml) 

NaCl 88 gr 

Tris 24gr 

H2O destilada 990 ml 

Ajustar pH a 7.6 

TBS-0.1% TWEEN 

Reactivo Volumen (1000 ml) 

TBS 10X 100 ml 

H2O destilada 900 ml 

Tween 20 1 ml 

 

Acrilamida 30%/Bis acrilamida 0.8% 

 

Reactivo Volumen (100 ml) 

Acrilamida 30 gr 

Bis acrilamida 0.8 gr 

H2O destilada 69.2 ml 

 

Amortiguador RIPA 

 

Reactivo Concentración 

Tris HCl, pH 8.0 50 mM 

NaCl 150 mM 

NP-40 1% 

Deoxicolato de sodio 0.5% 

SDS 0.1% 
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Anticuerpos 
 

Anticuerpo Dilución de 

anticuerpo 

primario 

Dilución de anticuerpo 

secundario 

Anti-Pak1 (Cellsignal) #2602 1:1000 Anti-rabbit 1:10000 

Anti-c-ABL (Abcam) 1:1000 Anti-rabbit 1:10000 
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