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Resumen 

El cáncer de páncreas es una de las enfermedades más letales, tiene una tasa de supervivencia a 5 

años de solamente 3-15% y ocupa el octavo lugar con respecto a mortalidad por cáncer en México. 

El tratamiento de esta neoplasia consiste primordialmente en la utilización de fármacos citotóxicos 

entre los que gemcitabina ofrece una supervivencia media de 5.65 meses y FOLFIRINOX de 11.1 

meses. Actualmente se investiga a la terapia molecular dirigida, aprovechando las bases 

moleculares de la enfermedad, como alternativa al uso de los agentes de quimioterapia. Las vías de 

señalización Raf/MEK/ERK y PI3K/Akt son de especial interés en este ámbito dada su estrecha 

relación con la oncoproteína KRas, así como con el desarrollo y progresión de este cáncer.  

En este trabajo estudiamos el proteoma asociado a la distinta respuesta a la inhibición de MEK y/o 

PI3K en un panel de células de cáncer pancreático. Comprobamos mediante Western blot que los 

fármacos AZD6244 y GDC-0941 son capaces de inhibir dichas vías de señalización en las células y 

averiguamos cuáles podrían ser las claves moleculares de la resistencia natural a esta inhibición de 

la señal oncogénica. Para ello, llevamos a cabo un análisis proteómico basado en espectrometría de 

masas de alta resolución con adquisición independiente de datos. Las proteínas extraídas de las 

células fueron sometidas a digestión proteolítica y los péptidos fueron fraccionados empleando 

cromatografía de fase reversa a pH básico y cromatografía de intercambio iónico, para simplificar el 

proteoma e identificar proteínas menos abundantes. Se cuantificaron relativamente 4 438 proteínas 

y se encontraron 91 proteínas diferencialmente expresadas entre las células sensibles y resistentes. 

Se realizó una búsqueda exhaustiva en literatura científica para describir las probables funciones 

biológicas y mecanismos relacionados con la expresión de diversas proteínas, particularmente de 

aquellas previamente vinculadas con el cáncer de páncreas. Encontramos que el proteoma de las 

células resistentes posee distintas funciones que de forma general favorecen la proliferación celular 

y el mantenimiento de la señal oncogénica. Entre las proteínas que proponemos como posibles 

blancos terapéuticos se encuentran Bax por su relación con la apoptosis, FADS2 como un mediador 

de la plasticidad de la membrana celular, nestina y PAK4 por su asociación con la resistencia a 

fármacos. 

  



 

2  

1. Introducción  

1.1. Cáncer de páncreas 

El adenocarcinoma ductal de páncreas (ADP) representa el tumor maligno más frecuente de este 

órgano, seguido por tumores endocrinos [1]. Los pacientes con esta enfermedad presentan una tasa 

de supervivencia a 5 años muy baja, entre 3-15 % [2]. El desarrollo de ADP inicia con lesiones 

localizadas en los ductos pancreáticos denominadas neoplasias intraepiteliales pancreáticas, que 

transforman el tejido epitelial normal a invasivo mediante la evolución de dichas lesiones [3]. Este 

cáncer afecta principalmente a personas mayores de 50 años y existen factores de riesgo como 

pancreatitis crónica y hereditaria, tabaquismo y diabetes [1, 4]. Además, existen algunos desordenes 

hereditarios que también representan factores de riesgo, como el síndrome Peutz–Jeghers. [5] 

El cáncer de páncreas es el doceavo cáncer más frecuente en el mundo ya que hubo 495 773 nuevos 

casos estimados en el año 2020 según el reporte más reciente de GLOBOCAN. En México se 

estimaron 4 985 nuevos casos en ese mismo año, ubicando a este cáncer como el treceavo más 

frecuente. Además, se encuentra en el séptimo lugar a nivel global con respecto al número estimado 

de muertes por cáncer y en México ocupa el octavo lugar debido a 4 720 muertes estimadas en 

2020. La prevalencia a cinco años en México es de 4 014 casos [7]. Actualmente el único tratamiento 

efectivo para este cáncer es la resección quirúrgica; sin embargo, la mayoría de casos son 

diagnosticados en etapas avanzadas y solo el 20% de todos los casos son elegibles para cirugía, y de 

este grupo el 80% tiene reincidencia [5]. En el caso de los pacientes que no son elegibles para la 

resección se utiliza tratamiento de quimioterapia, siendo el fármaco más utilizado la gemcitabina, 

un análogo de ácidos nucleicos. Este ofrece una supervivencia media de 5.65 meses y se puede 

utilizar en conjunto con otros fármacos como erlotinib o capecitabina, que han demostrado 

aumentar la supervivencia a 6.24 meses y 7.1 meses, respectivamente. Recientemente se ha 

propuesto una mezcla de fármacos denominada FOLFIRINOX, que puede incrementar la 

supervivencia a 11.1 meses [8]. 

La baja supervivencia observada con los tratamientos actuales destaca la necesidad de buscar 

alternativas terapéuticas como la terapia molecular dirigida, que busca aprovechar el perfil 

genómico o proteómico específicos de cada cáncer para interferir con procesos como la 

proliferación celular, invasividad y quimiorresistencia [9]. Las vías de señalización PI3K/Akt 
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(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, 3-cinasa de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato/protein 

kinase B, cinasa B de proteínas) y de MAPK (mitogen-activated protein kinase, cinasa de proteínas 

activada por mitógenos) Raf/MEK/ERK (rapidly accelerated fibrosarcoma, fibrosarcoma acelerado 

rápidamente/mitogen-activated protein kinase kinase, cinasa de MAPK/extracelullar signal-

regulated kinase, cinasa regulada por señales extracelulares) se encuentran estrechamente 

relacionadas con el desarrollo del cáncer de páncreas [10, 11] y su modulación puede constituir un 

enfoque terapéutico alternativo (Figura 1). 

1.2. Mutación en la oncoproteína KRas   

Las mutaciones en la familia de proteínas RAS (rat sarcoma virus, virus de sarcoma de rata) 

representan la mayoría de las mutaciones en cáncer, con 27% de incidencia [12]. Existen tres 

isoformas, HRAS, NRAS y KRAS, siendo esta última la isoforma presente en la gran mayoría de los 

casos de cáncer pancreático (> 95 %) [13, 14]. La mutación de mayor frecuencia ocurre en el 

aminoácido glicina, posición 12 en la proteína, al ser sustituida por ácido aspártico o valina [6, 13]. 

Normalmente, cuando KRas recibe señales mitogénicas de receptores de tirosina-cinasa (RTKs, 

receptor tyrosine kinases) pasa a su forma activa unida a GTP (guanosine triphosphate, guanosín 

trifosfato), RAS-GTP, intercambiando el GDP (guanosine diphosphate, guanosín difosfato) por GTP 

mediante los factores de intercambio de nucleótidos de guanina, GEFs (guanine nucleotide 

exchange factors), que disminuyen la afinidad por GDP. Una vez en su estado activo, KRas interactúa 

con sus proteínas efectoras que regulan funciones mitogénicas y de supervivencia en la célula [15]. 

En principio, KRas pasa a su estado inactivo unido a GDP, RAS-GDP, por acción de las proteínas 

activadoras de GTPasas, GAPs (GTPase-activating proteins), que catalizan la hidrólisis de GTP. Sin 

embargo, la proteína KRas mutante permanece constitutivamente activa, unida a GTP, alterando 

entonces las vías de señalización celular (Figura 1) [12, 14].  
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1.3. Vía Raf/MEK/ERK 

Otra ruta importante estimulada por KRas es la de MAPK Raf/MEK/ERK. KRas recluta a las Raf 

cinasas, mismas que fosforilan y activan a las cinasas MEK y estas a su vez activan a las cinasas ERK. 

Estas últimas tienen funciones como proliferación, diferenciación y supervivencia celular [16]. ERK 

puede fosforilar a Bad, lo que conlleva al secuestro de este último por proteínas 14-3-3, la formación 

de los heterodímeros Bcl-XL—Bax y la inhibición de la activación de Bax por regulación alostérica a 

través de los complejos Bad—Bcl-XL, produciendo un efecto antiapoptótico [17, 18] . También se ha 

observado la fosforilación de proteínas antiapoptóticas como Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1, 

leucemia de célula mieloide 1) y proapoptóticas como Bim. Bim fosforilado se separa de Bcl-2, Bcl-

XL y Mcl-1, permitiéndoles unirse a Bax u otras proteínas activadoras como Bid para prevenir sus 

efectos apoptóticos. ERK también fosforila a la caspasa 9 e inhibe su actividad proapoptótica [19-

21].   

Figura 1. Vías de señalización asociadas a KRas (PI3K/Akt y Raf/MEK/ERK) y sus efectos 

celulares. 
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Otra función asociada a ERK es la inducción de las ciclinas D1 y D2 a través de factores de 

transcripción de la familia AP-1 como c-FOS, c-Jun y Atf-2. Otros factores de transcripción activados 

por ERK son de la familia ETS (E26 transformation-specific, específica de transformación E26) y el 

factor de transcripción c-Myc [14, 22]. 

Las vías Raf/MEK/ERK y PI3K/Akt presentan regulación cruzada a través de diversas proteínas [23]. 

Tienen un activador en común que es Ras y existe una regulación negativa de Raf por parte de Akt 

ya que este último puede fosforilar la región conservada CR2 del dominio regulador N-terminal de 

Raf e inhibir su actividad [11, 24]. Asimismo, se ha observado que ERK tiene la capacidad de fosforilar 

a TSC2 de manera similar a Akt [25]. Otro punto de intercomunicación entre estas vías son proteínas 

diana en común como Bad, procaspasa 9 y GSK3 (glycogen synthase kinase 3, cinasa de sintasa de 

glucógeno 3) [19]. También se ha observado que al inhibir MEK se puede inducir la activación de Akt 

a través de la proteína Gab1, y de manera similar si se inhibe Akt esta ya no puede inhibir la 

fosforilación de Raf [26].   

Al existir esta regulación entre las vías, la inhibición de una de ellas puede ser compensada mediante 

la activación de la otra, por lo que es importante tomar en cuenta a ambas rutas de señalización en 

el diseño de terapias moleculares dirigidas. 

1.4. Vía PI3K/Akt 

KRas puede activar la subunidad catalítica p110 de PI3K. Esta contiene dominios de unión a Ras, 

característicos de las proteínas efectoras de dicha proteína. Esta subunidad, en conjunto con la 

subunidad p85 que regula las funciones de p110, facilita la unión de PI3K con la membrana celular 

y cataliza la conversión de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) a fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 

(PIP3). Este proceso está regulado por la proteína supresora de tumores PTEN (phosphatase and 

tensin homolog, homólogo de fosfatasa y tensina) [27]. 

Akt se une a PIP3 en conjunto con PDK1 (3-Phosphoinositide-dependent protein kinase 1, cinasa 1 

de proteína dependiente de 3-fosfoinosítidos). Esta cinasa fosforila y activa a Akt en el sitio T308; 

además, el complejo mTORC2 (mechanistic target of rapamycin complex 2, complejo 2 del blanco 

mecánico de la rapamicina) fosforila a Akt en el sitio S473 y también induce su activación [14, 28]. 

Akt tiene actividad sobre diversas proteínas efectoras asociadas con la regulación del ciclo celular, 

apoptosis y crecimiento de la célula [28]. Regula el ciclo celular mediante la inactivación de los 
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inhibidores de CDK2 (cyclin-dependent kinase 2, cinasa 2 dependiente de ciclina) p21 y p27. p21 es 

fosforilada por Akt, lo que impide su unión a CDK2 y a PCNA (proliferating cell nuclear antigen, 

antígeno nuclear de células en proliferación), que incrementa la capacidad de las polimerasas en la 

replicación del ADN. p27 se acumula en el citoplasma al ser fosforilada y favorece la activación del 

complejo CDK2-Ciclina E, que promueve el avance del ciclo celular y la replicación de ADN. Akt 

también fosforila e inactiva a GSK3β (glycogen synthase kinase 3 beta, cinasa de sintasa de 

glucógeno 3β), un inhibidor de la ciclina D1 que participa en el progreso del ciclo celular. Los factores 

de transcripción FOXO (forkhead box O, caja de horquilla O) son otras proteínas diana de Akt y su 

inhibición incrementa la expresión de las ciclinas D1 y D2 [14]. 

Akt también regula la supervivencia celular mediante la inactivación factores proapotóticos como 

BAD (Bcl2-associated agonist of cell death-inductor de muerte asociado a Bcl-2), procaspasa-9 y 

FOXO1 [28]. Puede además inhibir a p53, una proteína reguladora del ciclo celular, mediante la 

activación de su inhibidor, MDM2 [28]. Akt fosforila a TSC2 (tuberous sclerosis complex 2, complejo 

2 de esclerosis tuberosa) una subunidad del complejo TSC1-TSC2, que activa a la proteína Rheb (RAS 

homologue enriched in brain, homólogo de Ras enriquecido en el cerebro), que a su vez funciona 

como activadora del complejo mTORC1 cuyos sustratos son S6K1 (S6 protein kinase 1, cinasa 1 de la 

proteína S6) y 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E (eIF4E)-binding protein 1, proteína de unión al 

factor de iniciación eucariótico 4E) [29]. 

4E-BP1 al ser fosforilado libera al factor de inicio de la traducción eIF4E, mismo que forma parte del 

complejo eIF4F, importante para el proceso de traducción de ARN mensajero y por tanto de la 

síntesis proteica [30, 31]. S6K1 fosforila principalmente a S6, pero también a otros blancos como 

eIF4B, eEF2K, SKAR y PDCD4, que participan en el crecimiento, supervivencia y estructuración 

celular, además de tener un papel importante en la síntesis de proteínas [32, 33]. Akt también se 

asocia al transportador de glucosa GLUT4 (Glucose transporter type 4, transportador de glucosa tipo 

4),  lo que incrementa la entrada de nutrientes del exterior y aumenta el metabolismo celular [28].   

1.5. Inhibición de las vías PI3K/Akt y Raf/MEK/ERK 

Existe evidencia experimental de que la regulación e interacción entre ambas vías tiene como 

consecuencia que su inhibición conjunta ofrece mejores resultados que los obtenidos por la 

inhibición de una sola de ellas [34-36]. Dos fármacos desarrollados para inhibir la señalización de 
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MEK y PI3K son AZD6244 y GDC-0941, respectivamente. GDC-0941 bloquea a la subunidad p110, 

previniendo su interacción con KRas, mientras que AZD6244 es un inhibidor ATP competitivo de 

MEK [35, 37]. En un estudio de fase I se observó que AZD6244 disminuyó la fosforilación de ERK en 

un 80% en biopsias de tumores [35]. 

Estudios en ratones modificados para expresar KRas mutante han demostrado un incremento en la 

supervivencia media utilizando un tratamiento combinado de gemcitabina e inhibidores de MEK 

(GDC-0973) y PI3K (GDC-0941). Adicionalmente, mediante imagenología no invasiva se observó que 

este tratamiento disminuyó el crecimiento tumoral temporalmente [10]. Estos resultados 

concuerdan con los de otros experimentos con modelos murinos utilizando los inhibidores AZD6244 

(MEK) y BKM120/GDC-0941 (PI3K), donde se encontró que su administración conjunta incrementó 

la supervivencia media a 131.5 días con respecto a 71 días del grupo control. En este estudio se 

observó una disminución transitoria del crecimiento tumoral mediante resonancia magnética [36]. 

Un trabajo reciente demostró que las células de cáncer de páncreas PANC-1 presentan resistencia 

natural al tratamiento conjunto con los inhibidores AZD6244 y GDC-0941 manteniendo una 

viabilidad cercana al 50% en comparación con la línea celular MIA PaCa-2, que presenta una 

disminución de viabilidad dependiente de la concentración. Mediante un análisis proteómico se 

identificó al complejo PP2A (protein phosphatase 2A, fosfatasa 2A de proteínas) y proteínas de la 

cadena de transporte de electrones como potenciales blancos alternativos para inhibir la viabilidad 

de las células PANC-1 [34]. Con base en los estudios mencionados, podemos decir que, aunque la 

inhibición conjunta de las vías PI3K/Akt y Raf/MEK/ERK representa una estrategia terapéutica 

atractiva, existen limitaciones relacionadas con la resistencia intrínseca o adquirida de las células 

cancerosas, por lo que es necesario buscar nuevas dianas terapéuticas.  

1.6. Proteómica 

1.6.1. Proteómica del cáncer 

Las proteínas son macromoléculas cuyas funciones en la célula incluyen transporte, 

almacenamiento, catálisis, recepción y transmisión de señales, algunas tienen un rol estructural y 

otras como los anticuerpos participan en la respuesta inmunitaria [38]. El proteoma es el conjunto 

total de proteínas presentes en una determinada célula o grupo de células en un momento dado, y 

su estudio nos puede ayudar a comprender mejor los procesos moleculares implicados en 
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enfermedades como el cáncer. El proteoma difiere entre tipos celulares, etapas de desarrollo, así 

como estímulos externos, por lo que estados biológicos distintos presentan proteomas diferentes 

[39]. El proteoma humano está comprendido por aproximadamente 20 000 proteínas no 

modificadas (canónicas), pero tomando en cuenta la existencia de eventos moleculares como el 

empalme alternativo, polimorfismos y modificaciones postraduccionales, el número total de 

proteínas crece exponencialmente [40]. 

El análisis proteómico basado en espectrometría de masas puede aportar información relevante 

para el estudio del cáncer. El conocimiento del proteoma permite, por ejemplo, caracterizar y 

clasificar los distintos tipos de cáncer con base en alteraciones moleculares,  descubrir nuevos 

biomarcadores para una mejor detección temprana y monitorear los actuales tratamientos e 

identificar proteínas implicadas en la resistencia a fármacos [41].  

La Sociedad Americana de Oncología Clínica (ASCO, American Society of Clinical Oncology) ha 

publicado recomendaciones de tratamientos para cada etapa en cáncer de páncreas, mismos que 

incluyen a gemcitabina y FOLFIRINOX. Sin embargo, como se mencionó en el punto 1.1, es necesario 

buscar alternativas terapéuticas que incrementen la supervivencia ya que, como se muestra en la 

Tabla 1, la gran mayoría de los resultados subrayan la ineficacia de los tratamientos combinados con 

gemcitabina, el agente de quimioterapia actual [42]. 

Tabla 1. Ensayos clínicos de terapias dirigidas en cáncer de páncreas. Tomado de [42]. 

Proteína diana Terapia 
No. de 

pacientes 

Supervivencia (meses) 
Terapia vs 

quimioterapia 

ErbB2 Trastuzumab 44 4.6 vs 5.4 
Gastrina Gastrazol + 5-FU 98 3.6 vs 4.2 
mTOR Gemcitabina + Everolimus 29 4.5 vs 6.5 
PI3K/PLK Gemcitabina + Rigosertib 106 6.1 vs 6.4 
Sonic Hedgehog Gemcitabina + Vismodegib 106 6.9 vs 6.1 
Notch3 Gemcitabina + IPI-929 122 No tolerada 
IGF1-R Gemcitabina + Ganitumab 800 7.0 vs 7.2 
MMP Gemcitabina + Matrimastat 239 5.4 vs 5.4 
JAK/STAT Ruxolitinib + Capecitabin 127 4.5 vs 4.2 
MEK1/ERK1/2 Selumetinib vs Capecitabina 38 5.3 vs 4.9 

 

La terapia molecular dirigida ofrece oportunidades de encontrar nuevas estrategias terapéuticas.  

Sin embargo, como se mencionó anteriormente, algunas células de cáncer de páncreas son 
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intrínsecamente resistentes a la inhibición de la señal oncogénica mediante la inhibición de MEK o 

PI3K. El análisis proteómico puede facilitar el descubrimiento de nuevas dianas o blancos 

terapéuticos [42].  Un ejemplo de ello es el trabajo de Aguilar-Valdés et al., que descubrieron 

proteínas asociadas a la resistencia natural a la inhibición conjunta de MEK y PI3K mediante la 

aplicación de espectrometría de masas con adquisición de datos en modo independiente de 

información y libre de marcación (label-free) [34]. En otro estudio se investigó el mecanismo de 

interacción de las células PANC-1 a un tratamiento combinado de birinapant y paclitaxel, empleando 

espectrometría de masas para conocer el proteoma asociado [43]. 

1.6.2 Cuantificación de proteína total 

La cuantificación de proteína total es necesaria para trabajar con una cantidad conocida y 

comparable de proteínas entre muestras de extractos celulares. Los métodos más comúnmente 

utilizados para esta determinación son colorimétricos, basados en la absorción de luz visible 

después de hacer reaccionar a las proteínas con diversos compuestos y comparar la absorbancia 

con la de un estándar de concentración conocida [44, 45]. El método de Bradford, por ejemplo, 

consiste en el uso del colorante azul brillante de Coomassie G-250, que se une en condiciones ácidas 

a residuos de arginina, histidina, fenilalanina, triptófano y tirosina; esta unión genera un cambio 

metacromático en su espectro visible de 465 a 595 nm al estabilizarse en su forma aniónica [46]. 

Este ensayo tiene limitaciones como el no poder unirse a proteínas con masa menor a 3000 Da y 

unirse primordialmente a arginina, con la posibilidad de errores en muestras con altos porcentajes 

de este aminoácido [45]. Otro método colorimétrico es el de Lowry, basado en la formación de 

complejos iónicos de cobre al reducirlo en medio básico seguido de la reducción del complejo Folin-

Ciocalteu (mezcla de fosfomolibdato y fosfotungsteno), que es entonces visible dentro del intervalo 

de 500-700 nm. Este método presenta interferencias en presencia de detergentes, carbohidratos, 

glicerol, tricina, EDTA, Tris, complejos de potasio y azufre , ácido úrico, magnesio y calcio [44]. El 

método del ácido bicinconínico (BCA, bicinchoninic acid) es similar al método de Lowry ya que 

también depende de la reducción de cobre, pero posee la ventaja de que el BCA es estable en medio 

alcalino, lo que permite realizar esta reacción en un único paso [47]; en este caso el BCA sustituye 

al complejo Folin-Ciocalteu [44]. El BCA en conjunto con el cobre forman complejos con cisteína, 

cistina, triptófano y tirosina que son visibles en la longitud de onda de 562nm [44, 45]. A pesar de 

seguir existiendo interferencias con sustancias como el EDTA y la composición de aminoácidos  de 
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las proteínas, es preferible el uso de esta técnica sobre la de Lowry ya que el número de sustancias 

que interfieren con la reacción es menor, tiene mayor sensibilidad, sus reactivos son menos tóxicos 

y presenta menor interferencia por parte de detergentes [45]. 

1.6.3. Espectrometría de masas 

Una de las herramientas más útiles para el estudio del proteoma es la espectrometría de masas. 

Esta es una técnica que mide la relación masa/carga (m/z) de los péptidos mediante su ionización y 

paso por un analizador de masas, generando espectros con información sobre la abundancia de 

cada ion así como valores m/z de iones fragmento, que después son analizados para la identificación 

de proteínas y su cuantificación [39]. 

Los métodos de análisis proteómico basado en espectrometría de masas pueden funcionar de dos 

maneras: de forma dependiente de datos (IDA, information dependent acquisition) o independiente 

de datos (SWATH, Sequential Window Acquisition of all Theoretical fragment ion spectra, 

adquisición de ventanas secuenciales de todos los espectros teóricos de iones fragmento). En la 

adquisición de tipo IDA, se lee la relación m/z de los iones precursores (espectro MS) y a partir de 

estos se seleccionan los más abundantes para su fragmentación; los espectros de masas MS/MS 

generados muestran la intensidad y valor m/z de cada ion fragmento. En este tipo de adquisición, 

los espectros MS/MS se utilizan para llevar a cabo la asignación de identidad de los iones 

precursores, es decir, de los péptidos y por tanto de las proteínas [41, 48].  

En la adquisición de tipo SWATH los iones precursores son leídos en ventanas de m/z variable, lo 

que teóricamente asegura la inclusión de todos los iones en un intervalo m/z determinado. 

Posteriormente, estos iones son fragmentados y se registran las áreas de pico cromatográficas de 

los iones fragmento. Sin embargo, para poder conocer la identidad de los picos es necesario recurrir 

a una biblioteca espectral preparada mediante adquisición de tipo IDA. Es decir, se correlacionan 

los valores m/z de los iones fragmento con los que aparecen en tal biblioteca, además de tomar en 

cuenta los tiempos de retención (tr). La coincidencia entre los valores m/z y tr de la biblioteca y los 

experimentales obtenidos mediante SWATH resulta en la identificación de los péptidos, mientras 

que las áreas de los picos cromatográficos se utilizan para el análisis cuantitativo relativo de las 

proteínas [41, 48] (ver Figura 2). 
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1.6.4. Western blot 

El Western blot es una técnica semi-cuantitativa que permite detectar proteínas y modificaciones 

post-traduccionales por inmunoafinidad [49] . El procedimiento inicia con la extracción de proteínas 

de una muestra biológica, que debe llevarse a cabo con cuidado para conservar la integridad de las 

mismas y evitar la introducción de interferencias [50, 51]. En el siguiente paso se realiza la 

separación por electroforesis, generalmente empleando geles de poliacrilamida y un buffer de carga 

Figura 2. Metodología SWATH 

a) Mediante la ionización de las muestras utilizando adquisición tipo IDA se seleccionan los iones 

más abundantes y se generan espectros MS/MS a partir de iones precursores individuales 

b) El método SWATH utiliza ventanas m/z para generar un espectro MS/MS compuesto, que en 

conjunto con una biblioteca espectral y las áreas de pico cromatográficas sirven para 

identificación y cuantificación relativa de proteínas 
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con dodecilsulfato de sodio; aquí es importante conocer la cantidad de proteína que se va a separar 

por cuantificación previa de proteína total [50]. Una vez que las proteínas has sido separadas en el 

gel por su tamaño es necesario transferirlas a un soporte fijo, que puede ser una membrana de 

nitrocelulosa o de polifluoruro de vinilideno; cada tipo de material requiere de un tratamiento 

particular y permite transferir cierta cantidad de proteína [52]. La transferencia ocurre por 

aplicación de un campo eléctrico y se puede realizar de dos formas: húmeda, donde un casete con 

dos soportes, dos piezas de papel filtro, la membrana y el gel, es sumergido totalmente en buffer 

de transferencia; la otra opción es simplemente empapar el papel filtro, membrana y gel con el 

buffer, lo que se denomina transferencia semi-seca. El método, buffer, composición del gel, voltaje 

utilizado y tiempo de transferencia varían según las necesidades por el tipo y diferentes tamaños de 

las proteínas [52]. El siguiente paso es el bloqueo de la membrana, comúnmente con albúmina 

sérica bovina o leche descremada, para prevenir la unión de los anticuerpos primarios de forma 

inespecífica a la membrana [51]. Tras el bloqueo la membrana se incuba con anticuerpos contra las 

proteínas de interés (anticuerpos “primarios”) y aquellos que se han unido a tales proteínas son 

detectados empleando un segundo anticuerpo (anticuerpo secundario) que se une al anticuerpo 

primario y está conjugado con una enzima capaz de generar una señal de quimioluminiscencia por 

reacción con un sustrato como luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona) y un agente 

oxidante; la enzima de mayor uso es la peroxidasa de rábano (ver Figura 3) [53, 54].  

 

 

 

 

Figura 3. Un anticuerpo primario se une a la proteína de interés en la membrana. Después, un 

anticuerpo secundario que lleva la enzima peroxidasa de rábano se une al anticuerpo primario 

y por reacción con luminol y peróxido de hidrógeno se producen fotones que son finalmente 

detectados 
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Otra forma de detección es mediante fluorescencia, utilizando anticuerpos secundarios conjugados 

con compuestos fluoróforos, que pasan a un estado electrónico excitado por absorción de luz y 

emiten fotones en cierta longitud de onda al regresar al estado basal; dentro de los fluoróforos más 

comunes se encuentran el isotiocianato de fluoresceína y derivados de rodamina [55]. La detección 

por fluorescencia permite ensayos multiplexados y posee un intervalo dinámico amplio. La relativa 

facilidad y robustez del Western blot han favorecido su amplia aplicación y lo han convertido en una 

herramienta importante para el análisis de proteínas [50]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 4. Metodología de Western Blot 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo general  

Conocer las diferencias en el proteoma de un panel de células de cáncer de páncreas sensibles y 

resistentes a la inhibición de la señal oncogénica 

2.2. Objetivos específicos 

1. Investigar la composición de los proteomas de células de cáncer de páncreas naturalmente 

sensibles (MIA PaCa-2, Panc 05.04 y AsPC-1) y resistentes (PANC-1 y Su 86.86) a la inhibición de MEK 

y/o PI3K mediante espectrometría de masas de alta resolución 

2. Verificar la inhibición de la señalización de las cinasas MEK y/o PI3K por los inhibidores AZD6244 

y GDC-0941 

3. Analizar las diferencias de expresión de proteínas entre las células sensibles y resistentes a la 

inhibición de MEK y/o PI3K con base en los resultados obtenidos en el objetivo 1 

4. Plantear los posibles mecanismos moleculares y proteínas diana asociados a la resistencia natural 

a la inhibición de la señal oncogénica en células de cáncer de páncreas   
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3. Justificación 

El cáncer de páncreas es actualmente el séptimo tipo de cáncer con mayor mortalidad en el mundo 

y posee una tasa de supervivencia a 5 años muy baja. Su principal alteración molecular oncogénica 

consiste en mutaciones activadoras en la proteína KRas, que se encuentra estrechamente 

relacionada con las vías de señalización Raf/MEK/ERK y PI3K/Akt, promotoras de la proliferación y 

supervivencia celular y por consecuencia del crecimiento y desarrollo de esta neoplasia. 

La inhibición de dichas vías de señalización representa una alternativa para el tratamiento de esta 

enfermedad. Ciertamente, el tratamiento con fármacos inhibidores de las cinasas MEK (AZD6244) y 

PI3K (GDC-0941) ha demostrado un efecto antiproliferativo en modelos murinos y algunas líneas 

celulares de cáncer de páncreas. Sin embargo, existen células naturalmente resistentes a esta 

terapia dirigida. El estudio del proteoma de un panel de células de cáncer pancreático permitirá 

aportar información sobre los mecanismos generales involucrados en la resistencia e identificar 

nuevas posibles proteínas diana para mejorar el tratamiento de este cáncer. 
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4. Metodología 

4.1. Líneas celulares 

Se analizaron las líneas celulares MIA PaCa-2, AsPC-1, Panc 05.04, Su 86.86 y PANC-1, previamente 

cultivadas y recolectadas. Se sabe que las células MIA PaCa-2, Panc 05.04 y AsPC-1 son sensibles a 

la inhibición de MEK y las células PANC-1 y Su 86.86 son resistentes a dicho tratamiento. Las células 

PANC-1 son además resistentes a la inhibición de PI3K [34, 56, 57].  

4.2. Lisis celular   

Las células fueron resuspendidas en buffer de desoxicolato de sodio al 1% y bicarbonato de 

trietilamonio 100 mM, con ayuda de calentamiento durante 5 min a 95°C y agitación con vórtex 

cada 2.5 min. Posteriormente se añadieron aproximadamente 0.5 μl de benzonasa 10 kU y se 

mantuvieron con este tratamiento durante una hora o hasta eliminar la viscosidad. El lisado celular 

se centrifugó a 15 000 rpm durante 10 min y se recuperó el sobrenadante (ver Figura 5). 

4.3. Cuantificación de proteína total 

El contenido de proteína total se determinó mediante el método del ácido bicinconínico utilizando 

el kit comercial Pierce BCA Protein assay kit de ThermoFisher. Para ello se preparó una curva de 

calibración utilizando albúmina sérica bovina (BSA) en concentraciones de 0.125 mg/mL a 2 mg/mL. 

Los estándares de albúmina y las muestras de los extractos de proteínas se diluyeron y colocaron 

en una microplaca de 96 pozos y se adicionaron 200 μl de una disolución de reactivo A (bicarbonato 

y carbonato de sodio, ácido bicinconínico, tartrato de sodio en hidróxido de sodio 0.1M) y reactivo 

B (sulfato de cobre 4% p/v) en proporción 50:1 de A:B. Las diluciones de los estándares y de las 

muestras se colocaron por triplicado en la microplaca y se incubaron a 37°C durante 30 minutos. 

Transcurrido este tiempo, se midió la absorbancia de cada pozo a una longitud de onda de 562 nm. 

Se prepararon alícuotas de las muestras y se guardaron a -80°C hasta su uso. 

4.4. Reducción, alquilación y digestión proteolítica 

Los extractos de proteína se trataron con ditiotreitol (DTT) 10 mM por 30 minutos a 60°C, 

posteriormente se añadió iodoacetamida (IAA) 25 mM para incubar por 30 minutos en oscuridad. 

Una vez transcurrido el tiempo se empleó nuevamente DTT 10 mM durante 20 minutos a 
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temperatura ambiente y finalmente se añadió tripsina grado secuenciación en proporción 1:50 

g/g y la digestión se realizó durante la noche (aproximadamente 16 h) a 37°C (ver Figura 5). 

4.5. Purificación de péptidos 

La muestra se acidificó con ácido fórmico (AF) 1% v/v, se centrifugó a 15 000 rpm durante 30 minutos 

y se recuperó el sobrenadante. Este se diluyó con una disolución de 2% acetonitrilo (ACN)/1% AF 

v/v. Para la purificación de los péptidos se preparó una microcolumna con microdiscos Empore 3M 

C18, acondicionada con las siguientes disoluciones en el orden indicado: 70 μl metanol, 70 μl 80% 

ACN/1% AF v/v, 70 μl 2% ACN/1% AF v/v. La muestra se cargó en la microcolumna y se hizo pasar 

de nueva cuenta la disolución 2% ACN/1% AF antes de eluir los péptidos con 70 μl de una disolución 

65% ACN/1% AF v/v en un microtubo. Las muestras se secaron con vacío en una centrifuga SpeedVac 

y se almacenaron -80°C hasta su uso. 

4.6. Fraccionamiento por intercambio aniónico 

Se combinaron alícuotas de las distintas líneas celulares para obtener una muestra representativa 

general. Los péptidos de esta muestra fueron purificados y secados. Se preparó una microcolumna 

con 15 microdiscos Empore 3M de intercambio aniónico, que fue acondicionada con 100 μl de 

metanol, 100 μl NaOH 1M y 100 μl de buffer pH 11. La muestra fue resuspendida en buffer universal 

Britton & Robinson a pH 11, se cargó en la microcolumna y se recolectaron seis fracciones 

correspondientes a la elución con buffer de pH 11, 8, 6, 5, 4 y 3, respectivamente. Cada fracción fue 

purificada en microcolumna con discos C18, secada en vacío y guardada a -80 °C hasta su análisis.  

4.7. Fraccionamiento en fase reversa a pH básico 

Se utilizó el kit comercial Pierce high pH reversed-phase peptide fractionation kit de ThermoFisher, 

siguiendo las especificaciones del fabricante. La microcolumna fue lavada dos veces con 300 μl de 

ACN y dos veces con ácido trifluoroacético (TFA) 0.1% v/v. Se cargó una segunda muestra 

representativa como la del punto 4.5, resuspendida en 300 μl de TFA 0.1% v/v, se realizó un lavado 

con 300 μl de agua y se procedió al fraccionamiento por adición de 300 μl de cada una de las 

disoluciones indicadas en la Tabla 2. Las fracciones fueron secadas y guardadas a -80 °C hasta su 

análisis. 
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Tabla 2. Composición del eluyente para cada fracción empleando microcolumna de fase reversa 

N° fracción ACN/μl Trietilamina/μl 

1 50 950 
2 75 925 
3 100 900 
4 125 875 
5 150 850 
6 175 825 
7 200 800 
8 500 500 

 

4.8. Cromatografía de líquidos-Espectrometría de masas 

Las muestras se resuspendieron en disolución 2% ACN/0.1% TFA v/v y se inyectaron en un 

cromatógrafo de líquidos Eksigent nanoLC 425 utilizando un sistema de gradiente binario 

compuesto por disolvente A (0.1% AF/2% ACN/97.9% agua) y B (99.9% ACN/0.1% AF). Los péptidos 

fueron primero cargados en una precolumna ChromXP C18CL 300 μm id x 10 mm x 5 μm con 

velocidad de flujo de 10 μl/min durante 3 min utilizando disolvente A, y después se separaron con 

una columna ChromXP C18 0.3 mm id x 150 mm x 3 μm con velocidad de flujo de 5 μl/min, siguiendo 

el gradiente mostrado en la Tabla 3: 

Tabla 3. Gradiente cromatográfico para la separación de péptidos  

Tiempo (min) % A % B 

0 97 3 
68 75 25 
73 65 35 
75 20 80 

 

El cromatógrafo de líquidos estaba acoplado a un espectrómetro de masas de alta resolución AB 

Sciex TipleTOF 5600+, con fuente de ionización por electrospray.  

Las fracciones obtenidas según lo mencionado en los puntos 4.5 y 4.6 se analizaron por 

espectrometría de masas para identificar las proteínas y construir una biblioteca espectral (ver 

punto 1.6.3). En este caso la adquisición de datos se realizó mediante análisis de tipo IDA (Figura 2-

a), con los siguientes parámetros:  
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Ion precursor (TOF MS): Intervalo de m/z: 350-1250, tiempo de acumulación: 250 ms 

Fragmentación (product ion): Intervalo de m/z: 100-1500 m/z, tiempo de acumulación: 50 ms 

Modo: Alta sensibilidad 

Adquisición de iones: intervalo de m/z: 350-1250, carga: 2+a 5+, cps mínimo: 150, tolerancia: 100 

ppm, numero de iones por ciclo:30, tiempo de exclusión: 15s, energía de colisión dependiente de 

m/z: activado 

Tres réplicas biológicas de las muestras preparadas siguiendo los puntos 4.3 y 4.4 se analizaron por 

espectrometría de masas empleando adquisición de tipo SWATH (Figura 2-b y Figura 5), con el 

propósito de contar con datos cuantitativos. El sistema cromatográfico fue el mismo que en el caso 

de adquisición IDA, y los datos se obtuvieron en 100 ventanas de m/z variable con un intervalo de 

100-1500 m/z para MS/MS. 

4.9. Identificación y cuantificación relativa de proteínas 

Los resultados obtenidos mediante adquisición IDA fueron procesados con el software ProteinPilot 

5.0.1 para construir la biblioteca espectral. La identificación de proteínas se realizó con ayuda de la 

base de datos UniProtKB/Swiss-Prot correspondiente al proteoma de Homo sapiens, considerando 

péptidos modificados por carbamidometilación de cisteína y restringiendo los resultados a aquellas 

proteínas con nivel de confianza mayor a 95% (unused score mayor a 1.3). Por otra parte, los datos 

provenientes de la adquisición en modo SWATH (Figura 5) fueron procesados con el software 

SWATH acquisition microapp en PeakView 2.1. La asignación de identidad de los picos se llevó a 

cabo con un nivel de confianza mínimo de 99%, proporción de falsos positivos <1% y los siguientes 

parámetros de procesamiento: 

Tolerancia: 75 ppm      

Ventana de tiempo de retención: 10 min 

Exclusión de péptidos modificados excepto carbamidometilación  

Exclusión de péptidos compartidos 
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Figura 5. Metodología experimental para el análisis proteómico por espectrometría de masas 

a) Procesamiento de la muestra para la obtención de péptidos purificados 

b) Preparación de la biblioteca espectral mediante adquisición en modo IDA, identificación y 

cuantificación de péptidos mediante análisis SWATH 
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Las áreas de pico correspondientes a los péptidos fueron consolidadas para la lista total de proteínas 

cuantificadas e importadas al software Perseus 1.6.1.3. Los valores de área fueron transformados 

con el logaritmo base 2 y normalizados por substracción de la mediana. La identificación de las 

proteínas diferencialmente expresadas se realizó mediante una prueba t de Student de dos lados 

complementada con prueba de permutaciones guiada por tasa de falsos positivos máxima de 5% (q 

< 0.05). Se consideraron solo proteínas con dos o más péptidos cuantificados y un cambio de 

abundancia relativa -1 ≥ log2(diferencia de abundancia) ≥1. 

4.10. Western blot 

Para evaluar la inhibición de la señalización de MEK/PI3K por los inhibidores AZD6244 y GDC-0941, 

las células sensibles AsPC-1 y resistentes PANC-1 fueron sometidas a tratamiento con 

concentraciones correspondientes a la concentración inhibitoria media (CI50) de cada fármaco de 

forma individual y en combinación [34] antes de proceder a la lisis celular y cuantificación de 

proteína total (ver puntos 4.1 y 4.2). A una alícuota de 20 μg de proteína se le adicionó DTT 50 mM 

y se calentó a 70°C por 10 min. Después se mezcló con buffer de carga (dodecilsulfato de litio, 

NuPAGE LDS) y agua para tener un volumen total de 15 μl. Las muestras se cargaron en un gel de 

poliacrilamida Bolt Bis-Tris 4-12% dispuesto en una cámara de electroforesis con buffer NuPAGE 

MOPS. La separación se llevó a cabo a 200 V durante 30 minutos hasta que el frente de corrida 

alcanzó la parte final del gel. Entonces las proteínas se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa Bio-Rad de 0.45 m de tamaño de poro utilizando buffer de transferencia (Tris 20 mM, 

glicina 192 mM, metanol 20% v/v, pH 8.3), durante 1 h a 10 V.  

La membrana se tiñó con rojo de Ponceau durante 5 minutos en agitación para verificar la correcta 

transferencia e igualdad de carga de proteínas por carril. El rojo de Ponceau se eliminó lavando la 

membrana tres veces con buffer Tris salino (TBS, Tris-buffered saline) durante 5 minutos en 

agitación y se prosiguió al bloqueo con BSA al 4% p/v a temperatura ambiente durante 1 h. 

Transcurrido ese tiempo se realizaron tres lavados con TBS conteniendo 0.1% de Tween 20 (TBST) 

durante 5 min en agitación. La membrana se incubó durante la noche a 4° C con anticuerpos 

primarios de conejo del fabricante Cell Signaling Technonolgy, diluidos en TBST de acuerdo con la 

Tabla 4. 
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Tabla 4. Anticuerpos usados en Western blot. 

Fosfoproteínas indicadas con el prefijo “p” y proteína total 

con “t”. 

No. de catalogo Antígeno reconocido Dilución 

4060 p-Akt (Ser473) 1:1400 
4691 t-Akt 1:1400 
9101 p-ERK 1/2 (Thr202/Tyr204) 1:1400 
4695 t-ERK 1:2800 
9451 p-4E-BP1 (Ser65) 1:1400 
9644 t-4E-BP1 1:2000 
4856 P-S6 (Ser235/Ser236) 1:2000 
2217 t-S6 1:2000 

7074 Anticuerpo conjugado con HRP, 
anti-IgG de conejo 

1:20000 

 

Después de la incubación con el anticuerpo primario se realizaron tres lavados con TBST durante 5 

min en agitación para mantener la membrana con el anticuerpo secundario en TBST durante 1h a 

temperatura ambiente. A continuación, se realizaron tres lavados con TBST durante 5 min en 

agitación y un último lavado con TBS por 5 min. Para la detección de las proteínas se añadió una 

disolución 1:1 de luminol y peróxido del kit Clarity Western ECL Substrate de Bio-Rad. La lectura de 

quimioluminiscencia se realizó con el equipo ChemiDoc de Bio-Rad. 
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5. Resultados 

5.1. Comparación de los proteomas celulares mediante espectrometría de masas de alta 

resolución 

El procesamiento de las cinco líneas celulares y sus fracciones mediante el método SWATH permitió 

la creación de una biblioteca espectral compuesta por 5 466 proteínas. Utilizando esta biblioteca se 

cuantificaron relativamente 4 438 proteínas, considerando una razón de cambio mayor o igual a 

dos, q < 0.05 y proteínas con al menos dos péptidos cuantificados.  

Se encontraron 91 proteínas diferencialmente expresadas, de las cuales 37 estuvieron 

subexpresadas y 54 sobreexpresadas en las células naturalmente resistentes a la inhibición de MEK 

y/o PI3K, con respecto a las células sensibles. En la Tabla 5 se listan las proteínas ordenadas de 

acuerdo con la diferencia en abundancia relativa, iniciando con las proteínas con mayor expresión. 

 

Tabla 5. Lista de proteínas diferencialmente expresadas 

No. 
Acceso 
Uniprot 

Nombre de proteína Gen  q (-log10) 
Diferencia 
(Resistentes 
– Sensibles) 

P80723 Brain acid soluble protein 1  BASP1  2.06E-03 4.49 
P07195 L-lactate dehydrogenase B chain  LDHB 9.41E-04 3.71 
Q3ZCQ8 Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIMM50 TIMM50  0.00E+00 2.95 
Q9C002 Normal mucosa of esophagus-specific gene 1 protein  NMES1  1.54E-02 2.83 
O95864 Acyl-CoA 6-desaturase  FADS2 0.00E+00 2.78 
P48681 Nestin NES  0.00E+00 2.72 
P46821 Microtubule-associated protein 1B  MAP1B 0.00E+00 2.56 
Q5PRF9 Protein Smaug homolog 2  SAMD4B  1.52E-03 2.5 
Q9NP81 Serine--tRNA ligase, mitochondrial  SARS2  1.39E-03 2.48 
P11413 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase G6PD 1.98E-02 2.31 
Q14527 Helicase-like transcription factor HLTF 9.23E-04 2.16 
Q01650 Large neutral amino acids transporter small subunit 1  SLC7A5  4.51E-02 2.1 
Q53EP0 Fibronectin type III domain-containing protein 3B  FNDC3B  2.00E-02 2.01 
P35241 Radixin RDX 1.98E-02 1.93 
P35080 Profilin-2  PFN2 4.16E-02 1.93 
Q13011 Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial  ECH1 8.89E-04 1.91 
P17812 CTP synthase 1  CTPS1  2.74E-02 1.89 
Q03518 Antigen peptide transporter 1   TAP1  8.00E-03 1.82 
O96013 Serine/threonine-protein kinase PAK 4  PAK4  1.00E-03 1.82 
O15230 Laminin subunit alpha-5 LAMA5  8.13E-03 1.76 
Q16625 Occludin OCLN 2.00E-02 1.74 
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O00267 Transcription elongation factor SPT5  SUPT5H  1.09E-03 1.71 
Q12913 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta   PTPRJ  2.58E-02 1.71 
P31751 RAC-beta serine/threonine-protein kinase  AKT2 3.61E-02 1.67 
Q9Y6M1 Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2  IGF2BP2  6.49E-03 1.61 
Q13636 Ras-related protein Rab-31  RAB31  4.26E-02 1.59 
Q99426 Tubulin-folding cofactor B  TBCB 3.93E-02 1.58 
P02649 Apolipoprotein E  APOE 2.99E-02 1.56 
Q92734 Protein TFG TFG 2.63E-03 1.46 
Q7Z4H8 Protein O-glucosyltransferase 3  POGLUT3 9.02E-03 1.44 
Q9UBM7 7-dehydrocholesterol reductase  DHCR7  1.66E-03 1.4 
Q8TCT9 Minor histocompatibility antigen H13  HM13  5.83E-03 1.37 
Q9UHD1 Cysteine and histidine-rich domain-containing protein 1 CHORDC1  1.90E-02 1.34 
P11047 Laminin subunit gamma-1   LAMC1  6.72E-03 1.33 
Q969S9 Ribosome-releasing factor 2, mitochondrial GFM2 0.00E+00 1.33 
Q9Y4L1 Hypoxia up-regulated protein 1  HYOU1  0.00E+00 1.32 
Q9UBX3 Mitochondrial dicarboxylate carrier  SLC25A10  9.25E-03 1.3 
P48163 NADP-dependent malic enzyme  ME1 1.35E-02 1.29 
P46939 Utrophin  UTRN  1.43E-02 1.27 
P78344 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2  EIF4G2  8.57E-04 1.25 
O95373 Importin-7  IPO7  3.04E-02 1.25 
Q9UGP8 Translocation protein SEC63 homolog SEC63  1.20E-03 1.24 
Q9NPL8 Complex I assembly factor TIMMDC1, mitochondrial  TIMMDC1  4.32E-02 1.15 
O43491 Band 4.1-like protein 2  EPB41L2 3.54E-03 1.13 
P11717 Cation-independent mannose-6-phosphate receptor   IGF2R  3.80E-03 1.12 
P22087 rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin  FBL  1.73E-03 1.12 
Q9Y320 Thioredoxin-related transmembrane protein 2 TMX2  3.47E-02 1.11 
P29144 Tripeptidyl-peptidase 2  TPP2 4.98E-02 1.09 
Q6UB35 Monofunctional C1-tetrahydrofolate synthase, mitochondrial  MTHFD1L  4.03E-02 1.09 
Q10471 Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 2 GALNT2 2.71E-02 1.09 
P33897 ATP-binding cassette sub-family D member 1 ABCD1 1.98E-02 1.08 
Q9H0U4 Ras-related protein Rab-1B RAB1B 4.31E-02 1.05 
O43663 Protein regulator of cytokinesis 1 PRC1 3.53E-03 1.01 
Q15437 Protein transport protein Sec23B SEC23B 6.46E-03 1.01 
Q8IZ83 Aldehyde dehydrogenase family 16 member A1 ALDH16A1 3.42E-02 -1.06 
O43504 Ragulator complex protein LAMTOR5  LAMTOR5  3.59E-03 -1.08 
P25325 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase  MPST  8.89E-04 -1.1 
P18615 Negative elongation factor E  NELFE  3.15E-02 -1.16 
Q7Z434 Mitochondrial antiviral-signaling protein  MAVS  1.38E-02 -1.17 
P56134 ATP synthase subunit f, mitochondrial ATP5MF  3.62E-02 -1.17 
Q14011 Cold-inducible RNA-binding protein  CIRBP  2.95E-02 -1.19 
P05067 Amyloid-beta precursor protein   APP  1.37E-02 -1.2 
Q9BRK5 45 kDa calcium-binding protein  SDF4  2.32E-02 -1.24 
Q16836 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial HADH  0.00E+00 -1.24 
O43681 ATPase GET3   GET3  1.99E-02 -1.24 
P31949 Protein S100-A11  S100A11  1.80E-02 -1.24 
Q9Y277 Voltage-dependent anion-selective channel protein 3  VDAC3 8.20E-03 -1.28 
P30626 Sorcin  SRI 4.26E-02 -1.3 
Q8NFV4 Protein ABHD11  ABHD11  4.27E-02 -1.32 
P38117 Electron transfer flavoprotein subunit beta  ETFB  1.26E-03 -1.34 
O43688 Phospholipid phosphatase 2  PLPP2  3.87E-02 -1.37 
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P42765 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial  ACAA2 1.54E-03 -1.38 
Q6IAN0 Dehydrogenase/reductase SDR family member 7B  DHRS7B  1.21E-02 -1.4 
P21953 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta, mitochondrial  BCKDHB 1.97E-02 -1.4 
P12694 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha, mitochondrial  BCKDHA 2.02E-02 -1.43 
Q07812 Apoptosis regulator BAX BAX  1.28E-03 -1.44 
O95336 6-phosphogluconolactonase  PGLS 2.17E-02 -1.46 
Q9HD20 Endoplasmic reticulum transmembrane helix translocase  ATP13A1  2.26E-02 -1.56 
Q92876 Kallikrein-6  KLK6  4.77E-02 -1.65 
Q7Z4W1 L-xylulose reductase   DCXR  1.38E-02 -1.66 
P32119 Peroxiredoxin-2  PRDX2  2.53E-02 -1.68 
O94903 Pyridoxal phosphate homeostasis protein  PLPBP 2.50E-02 -1.73 
Q53EL6 Programmed cell death protein 4  PDCD4 4.37E-03 -1.78 
Q6WKZ4 Rab11 family-interacting protein 1  RAB11FIP1  1.01E-02 -1.86 
Q92614 Unconventional myosin-XVIIIa  MYO18A  5.04E-03 -1.9 
Q16774 Guanylate kinase  GUK1  2.74E-02 -1.93 
P51648 Aldehyde dehydrogenase family 3 member A2  ALDH3A2  1.76E-02 -2.06 
Q9BXS4 Transmembrane protein 59  TMEM59  7.64E-03 -2.28 
P50453 Serpin B9 SERPINB9  8.34E-03 -2.34 
Q08174 Protocadherin-1  PCDH1 1.45E-03 -2.39 
O95571 Persulfide dioxygenase ETHE1, mitochondrial ETHE1  3.49E-02 -2.74 

 

De manera complementaria, se analizaron las redes de interacción existentes entre las proteínas 

diferencialmente expresadas mediante la aplicación STRING del programa Cytoscape 3.8.2 (ver 

Figura 6), indicando con gradiente de intensidad de color anaranjado a las proteínas 

sobreexpresadas y con color azul a las proteínas de menor expresión en las células resistentes. 
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Figura 6. Red de interacciones de las proteínas diferencialmente expresadas entre las 

células de cáncer pancreático naturalmente resistentes y sensibles a la inhibición de la 

señal oncogénica 

 

Proteínas subexpresadas 

Proteínas sobreexpresadas 
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La Figura 7 muestra los cromatogramas de iones extraídos de péptidos pertenecientes a proteínas 

representativas de la Tabla 5, comparando los resultados entre las células sensibles y resistentes. 

 

 

Nestina    

 TLENQSHETLER  

  
IGF2BP2    
 LAEEIPLK  

  

LDHB    
 SLADELALVDVLEDK  

  

Sensibles Resistentes 

Figura 7. Señal cromatográfica de péptidos correspondientes a algunas proteínas 

representativas diferencialmente expresadas 
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Sensibles Resistentes 
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Figura 7 (continuación) 
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Importina 7    
 ENIVEAIIHSPELIR  
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FADS2    
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c 

Sensibles 

Sensibles Resistentes 

Figura 7 (continuación) 
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PDCD4    
 APQLVGQFIAR  

  
Bax    
 MIAAVDTDSPR  

  

 

5.2. Inhibición de la señalización de MEK y PI3K por los inhibidores AZD6244 y GDC-0941 

Las Figuras 8 y 9 muestran los resultados de la detección por Western blot de algunas fosfoproteínas 

y proteínas totales de las vías de MEK y PI3K en las líneas celulares AsPC-1 y PANC-1 tratadas con 

los inhibidores AZD6244 y GDC-0941. Las células AsPC-1 son naturalmente sensibles y las células 

PANC-1 resistentes a los fármacos. Se observa una clara disminución en la fosforilación de ERK al 

utilizar el inhibidor de MEK AZD6244 y es visible también una reducción en la fosforilación de Akt 

por tratamiento con GDC-0941, inhibidor de PI3K. Asimismo, se encontró decremento en la 

activación de las proteínas 4E-BP1 y S6 de la vía PI3K/Akt. Por otro lado, el tratamiento combinado 

con AZD6244 y GDC-0941 resultó en una reducción en la fosforilación de ERK, Akt, 4E-BP1 y S6 en 

ambos tipos de células. Los niveles de expresión de las proteínas totales permanecen estables, lo 

que apoya el efecto mencionado de los fármacos sobre la fosforilación. 

 

 

Sensibles Resistentes 

Figura 7 (continuación) 
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Figura 8. a) Western blot de proteínas asociadas a las vías de señalización PI3K/Akt y 

Raf/MEK/ERK de las células AsPC-1 tratadas con los inhibidores AZD6244 y GDC-0941 por 1h, 

individualmente y en combinación. Se utilizaron las concentraciones correspondientes a CI50. 

b) Verificación de la igualdad en la carga por carril utilizando tinción con rojo de Ponceau 

a) b) 
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Figura 9. a) Western blot de proteínas asociadas a las vías de señalización PI3K/Akt y 

Raf/MEK/ERK de las células PANC-1 tratadas con los inhibidores AZD6244 y GDC-0941 por 1h, 

individualmente y en combinación. Se utilizaron las concentraciones correspondientes a CI50. 

b) Verificación de la igualdad en la carga por carril utilizando tinción con rojo de Ponceau 

a) b) 
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6. Análisis de resultados  

6.1. Inhibición de las vías de señalización Raf/MEK/ERK y PI3K/Akt 

La inhibición de la fosforilación de ERK por el fármaco AZD6244 es congruente con su acción 

inhibitoria sobre la actividad de MEK, cinasa de ERK. AZD6244 es un inhibidor no competitivo que 

se une a MEK y lo mantiene en una conformación tal que no es posible que interactúe con ERK, 

evitando su fosforilación [58]. Asimismo, la reducción en la fosforilación de Akt por GDC-0941 

demuestra que este fármaco inhibe la señalización de la cinasa PI3K y, de acuerdo con los reportes 

previos, esto sucede por inhibición de la subunidad catalítica p110 de manera competitiva con ATP 

[59]. Puesto que las proteínas S6 y 4E-BP1 se encuentran río abajo en la cascada de señalización de 

PI3K/Akt, reguladas específicamente por el complejo mTORC1 (Figura 1), su activación también se 

ve disminuida por la inhibición de PI3K. La combinación de los dos fármacos consigue la inhibición 

general de la fosforilación de las cuatro proteínas mencionadas y por tanto de las dos vías de 

señalización respectivas tanto en las células AsPC-1 como en PANC-1 (ver Figura 10). De acuerdo 

con estos resultados, la resistencia natural no está relacionada con una posible persistencia de la 

fosforilación de ERK o Akt, por lo que los datos de comparación proteómica por espectrometría de 

masas son importantes para entender el fenotipo celular resistente. 
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6.2. El proteoma asociado a la resistencia natural 

Con los resultados mostrados en la Tabla 5 del análisis proteómico comparativo del panel de células 

de cáncer pancreático se llevó a cabo una búsqueda en la literatura científica para conocer cuáles 

proteínas pueden tener una función relevante en la resistencia natural a la inhibición de la señal 

oncogénica y podrían además representar proteínas diana alternativas o complementarias a los 

Figura 10. a) Mecanismo de inhibición de AZD6244. b) Mecanismo de inhibición de GDC-

0941. 
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fármacos AZD6244 y GDC-0941 en el tratamiento del cáncer de páncreas. Estos hallazgos se discuten 

a continuación. 

6.2.1. Nestina 

La nestina es un filamento intermedio del citoesqueleto celular, expresado principalmente en 

células progenitoras neuronales [60], pero también se ha encontrado expresada en células 

progenitoras de otros tejidos como muscular, dental y pancreático. Asimismo, se ha observado una 

regulación positiva en respuesta a daño en tejido, por lo que se le ha implicado en funciones de 

reparación [61]. Esta proteína se encuentra asociada a distintos tipos de cáncer como pancreático, 

gastrointestinal, prostático, mamario y tiroideo, promoviendo principalmente la migración e 

invasión celular. Nestina es fosforilada en la posición Thr316 por las cinasas cdc2 y la cdk5, lo que 

promueve la reorganización citoplasmática durante la mitosis [62, 63]. Su expresión se registra en 

el 30 % de los casos de cáncer pancreático  y también se ha localizado en células cancerosas 

adyacentes o invasivas de las fibras nerviosas [61]. Su et al. sobreexpresaron nestina en la línea 

celular MIA PaCa-2 e inhibieron su expresión en PANC-1, y determinaron que la transición entre el 

fenotipo epitelial a mesenquimal (TEM, transición epitelio-mesénquima) es mediada por esta 

proteína. Observaron que el bloqueo de nestina incrementa los niveles de marcadores epiteliales 

como E-cadherina y reduce los de mesenquimales como vimentina, SMA (smooth muscle actin, 

actina de musculo liso) y N-cadherina. También se demostró la interacción entre nestina y la vía de 

señalización TGF-β1/SMAD4, indispensable para la transición TEM durante la carcinogénesis. Este 

descubrimiento se realizó mediante inmunoblot de los niveles de expresión de nestina entre líneas 

celulares con y sin expresión de SMAD4, observándose un incremento en el primer caso. [64]. 

La nestina se ha propuesto como posible diana para inhibir la metástasis del cáncer de páncreas. 

Por ejemplo, mediante experimentos in vitro con las células PANC-1 y PK-45H transfectadas con ARN 

interferente (siRNA) para suprimir la expresión de esta proteína, se demostró que las células 

reducen su capacidad de migración, aunque no su viabilidad. También se observó que su inhibición 

incrementa la expresión de E-cadherina, promoviendo una mayor adhesión entre las células y la 

presencia de uniones más fuertes entre estas [61]. En un estudio adicional utilizando siRNA contra 

nestina se comprobó la disminución en la migración celular además de una relación entre su 

expresión y las llamadas células iniciadoras de cáncer [65], que poseen capacidad de renovarse a sí 
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mismas, diferenciarse en diversos linajes celulares y sobrevivir bajo condiciones adversas, por lo que 

están asociadas a la heterogeneidad tumoral, tumorigénesis y la respuesta variable a los 

tratamientos [62]. La supresión de nestina en las células iniciadoras de cáncer pancreático 

incrementó su susceptibilidad al fármaco gemcitabina, reduciendo la viabilidad de PANC-1 y PK-45H 

a 20% y 15%, respectivamente. Complementariamente se realizaron experimentos donde se 

encontró que la supresión de nestina disminuye la formación de esferoides [65]. Con base en esta 

información, se puede plantear que la sobreexpresión de nestina puede contribuir a la resistencia 

natural de las células PANC-1 y Su 86.86 al tratamiento con el inhibidor de MEK. Por otro lado, 

también sería interesante averiguar la participación de células iniciadoras de cáncer en dicha 

resistencia. 

6.2.2. IGF2BP2 

IGF2BP2 (insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2, proteína 2 de unión al mRNA del 

factor de crecimiento similar a la insulina 2) pertenece a una familia de proteínas que regula y 

estabiliza los transcritos del factor de crecimiento similar a la insulina IGF2. En el núcleo, IGF2BP2 

se une al mRNA a través de la región 5´, lo protege de la degradación y le permite salir al citoplasma. 

Esta proteína también tiene la capacidad de unirse a transcritos de otros genes, lo que le confiere 

una amplia gama de efectos reguladores incluyendo desarrollo embriológico, metabolismo de 

lípidos, resistencia a la insulina y oncogénesis. Su sobreexpresión se encuentra asociada a cáncer de 

mama, colon, recto, ovario, páncreas, esófago e hígado [66]. En cáncer de páncreas, un análisis 

Kaplan-Meier a partir del estudio de muestras de tejido tumoral ha vinculado la sobreexpresión de 

IGF2BP2 con menor supervivencia, disminuyendo de aproximadamente 50 a 15 meses. Además, se 

halló mediante inmunohistoquímica una asociación entre la expresión de esta proteína y menor 

supervivencia a un año. En otras investigaciones, se encontró mayor expresión de IGF2BP2 en 

células PANC-1 con TEM inducida, y también se observó que presenta mayor abundancia en células 

de cáncer circulantes en comparación con tejido tumoral de un mismo paciente [67, 68]. Se ha 

reportado que la expresión de IGF2BP2 acelera la proliferación in vitro de las células de cáncer de 

páncreas y se incrementan los niveles de Akt fosforilada [68]. Otro estudio encontró asociación 

entre IGF2BP2 con la estabilización del transportador membranal de glucosa GLUT1 (glucose 

transporter type 1, transportador de glucosa tipo 1) y se observó que una menor expresión de 

IGF2BP2 resulta en inhibición de GLUT1 y de la glucólisis, lo que interfiere con el crecimiento celular 
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[69]. Los datos sobre la fosforilación de Akt modulada por IGF2BP2 sugieren un papel de esta 

proteína en el mantenimiento de la señal oncogénica y la proliferación durante la inhibición de MEK, 

posiblemente debido a la interacción entre las vías PI3K/Akt y Raf/MEK/ERK. 

6.2.3. LDHB 

LDHB (lactate dehydrogenase B, lactato deshidrogenasa B) es una subunidad de lactato 

deshidrogenasa (LDH) que tiene como función la oxidación de piruvato a lactato para la producción 

de energía. LDHB es  importante en la cooperación entre células de cáncer oxidativas y glucolíticas 

para su supervivencia en condiciones de estrés, además de contribuir a la actividad lisosomal y 

autofagia [70]. Se ha encontrado expresada en cáncer de mama, tiroides y pulmón y se ha asociado 

con malignidad, un perfil más agresivo del cáncer y pronóstico pobre. Un análisis de muestras de 

106 pacientes de cáncer de páncreas encontró expresión en 53.8% de tejidos tumorales y nula 

expresión en tejido pancreático normal; además, se observó mayor abundancia en los casos de 

metástasis de nodos linfáticos u órganos adyacentes y a través de análisis Kaplan-Meier se demostró 

que aquellos pacientes con expresión de la proteína tenían menor supervivencia [71]. Un estudio 

en fibroblastos embrionarios de ratón estableció una relación entre el complejo mTORC1 y la 

expresión de LDHB. Se demostró, por ejemplo, que la inhibición de las subunidades del complejo 

TSC incrementa los niveles de LDHB; la sobreexpresión de Akt produjo también un incremento de 

LDHB y S6 (proteína efectora de mTORC1), y el bloqueo de raptor disminuyó la expresión de LDHB, 

en contraste con el bloqueo de rictor, que no tuvo efecto. En consecuencia, se propone que LDHB 

es regulada por Akt-mTOR [72]. Considerando esta relación entre la vía PI3K/Akt y la expresión de 

LDHB, se sugiere un mayor estudio sobre su posible contribución en la resistencia a la inhibición de 

la vía MAPK, complementaria. 

6.2.4. SLC7A5 (LAT-1) 

La proteína SLC7A5 (solute carrier family 7 member 5, miembro 5 de la familia 7 de transportadores 

de solutos), también conocida como transportador 1 de aminoácidos tipo L (LAT1, L-type amino acid 

transporter 1), se encarga del transporte de aminoácidos neutros, principalmente los de tipo 

esencial, y se encuentra en la membrana citoplasmática. Se ha observado expresada de manera 

significativa en tejido canceroso de pulmón, páncreas, hígado, mama, próstata, ovario, cerebro, 

esófago, cavidad oral, útero, piel y hueso. LAT1 es el principal responsable de transportar al 
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aminoácido leucina dentro de la célula, es importante para la activación del complejo mTORC1, el 

crecimiento celular y está asociada al desarrollo de fenotipos malignos [73]. Estudios con tejido 

tumoral de páncreas han mostrado que LAT1 se presenta en mayor abundancia en estos que en 

tejido sano y su expresión está vinculada con un pronóstico pobre y menor supervivencia [71, 74]. 

Una investigación realizada en células MIA PaCa-2 demostró que este transportador es 

indispensable para incorporar los aminoácidos neutros a la célula, descubriendo que la 

internalización de leucina es significativamente reducida al bloquear LAT1 y esto inhibe la 

proliferación celular [75]. Otro experimento utilizó células de cáncer de mama con sobreexpresión 

de LAT1 por medio de vectores lentivirales y exploró los niveles de Akt y mTOR fosforilados, hallando 

incremento en comparación con los controles [76]. Dada la importancia de este transportador en 

células de cáncer de páncreas y su interacción con mTORC1, se recomienda probar si su inhibición 

puede reducir la viabilidad de las células resistentes de nuestro estudio.  

6.2.5. TIMM50 

La subunidad mitocondrial TIMM50 (translocase of the inner mitochondrial membrane 50-

translocasa de la membrana interna mitocondrial 50) forma parte del complejo TIM23, que media 

el transporte de proteínas unidas a péptidos de tránsito del exterior de la membrana mitocondrial 

al interior, especialmente proteínas de la matriz y membrana interna mitocondrial [77]. La 

sobreexpresión de TIMM50 se ha observado mayoritariamente en cáncer de mama, pero no es 

exclusivo de este. Por ejemplo, en un estudio realizado con células de cáncer pulmonar A549, H1299 

y H460 se observó que la sobreexpresión de TIMM50 incrementa el crecimiento tumoral y la 

capacidad de formar colonias; asimismo, se evaluó su relación con la TEM analizando los niveles de 

snail (factor de transcripción asociado a TEM) y E-cadherina en células con mayor abundancia de 

TIMM50: en estas células se incrementó la expresión de snail y se redujo la expresión de E-

cadherina. Dentro de este mismo estudio se observó por medio de Western blot una correlación 

entre niveles altos de TIMM50 y la fosforilación de ERK; adicionalmente, al tratar las células que 

sobreexpresan TIMM50 con el inhibidor de ERK U0126 se contrarrestaron los efectos sobre las 

proteínas snail y E-cadherina [78]. Un estudio adicional demostró que la supresión de TIMM50 

disminuye el crecimiento de células de cáncer de pulmonar y mamario con mutaciones en p53 y 

resulta también en un incremento de la susceptibilidad al tratamiento con paclitaxel [79]. En un 

trabajo complementario, se encontró que la reducción de la expresión de TIMM50 disminuyó la 



 

39  

migración y crecimiento de las líneas celulares de cáncer de mama MDA-MB-231 y BT549 y se 

observó incremento de apoptosis [80]. La asociación entre ERK y TIMM50, así como su posible rol 

como promotor del crecimiento celular en cáncer podrían estar implicados en el mantenimiento de 

la viabilidad de las células de cáncer de páncreas tratadas con el inhibidor de MEK.  

6.2.6. Radixina 

 La radixina es una proteína de unión entre el citoesqueleto de actina y la membrana plasmática, 

implicada en funciones como motilidad, adhesión y proliferación [81]. Un estudio en células de 

cáncer gástrico SGC-7901 demostró que la inhibición de radixina disminuye la migración, adhesión 

y viabilidad celular y que esta respuesta está mediada por la expresión de E-cadherina [82]. Otra 

investigación in vitro enfocada en cáncer de colon halló resultados similares: se encontró que las 

células con menor abundancia de radixina presentan reducción en la capacidad de migración e 

invasión. Además, se observó mediante Western blot que una menor presencia de radixina estaba 

acompañada con disminución en la activación de ERK [83]. Shu-Dong et al. investigaron los efectos 

in vivo e in vitro de la inhibición de radixina en cáncer de páncreas. Al bloquear esta proteína en 

células PANC-1 se observó una disminución en la proliferación, adhesión e invasión, así como 

incremento en la apoptosis y también se detectó mayor expresión de E-cadherina. Otro efecto 

observado fue la disminución del tamaño de los tumores desarrollados al inocular ratones con 

células PANC-1 donde radixina había sido suprimida (696.25 ±82.32 mm3 en los controles vs 246.2 

±60.42 mm3 con células sin radixina) [84]. La reducción de migración y proliferación de células 

cancerosas al inhibir radixina y su sobreexpresión en las células resistentes de este trabajo sugiere 

una posible ruta de escape de la inhibición de MEK. 

6.2.7. PAK4 

PAK4 (p-21 activated kinase 4, cinasa 4 activada por p-21) es una proteína efectora de la familia de 

GTPasas Rho, involucradas en la morfología, adhesión, migración, proliferación y supervivencia 

celular. La sobreexpresión de PAK4 se ha hallado en varios tipos de cáncer como mamario, gástrico, 

prostático, pulmonar, urotelial, ovárico y pancreático, donde se ha descrito como promotora de la 

proliferación, supervivencia e invasión celular, así como del proceso de metástasis, la transición TEM 

y adquisición de resistencia farmacológica [85]. Se ha demostrado que al bloquear PAK4 en las 

células de cáncer de páncreas MIA PaCa-2 y T3M4 disminuye el crecimiento celular en 35.7%/31.4% 
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y la capacidad clonogénica 3.6/3.3 veces; esta disminución se debe al arresto del ciclo celular en la 

fase G1 por una menor abundancia de las ciclinas A1, D1 y E1. También se encontró que la supresión 

de esta proteína incrementa la apoptosis al disminuir los niveles de Bcl-2 e incrementar los de p21, 

p37 y Bax. Adicionalmente, se observó que PAK4 regula la actividad del factor nuclear NF-κB a través 

de las vías de Akt y ERK [86]. En otro estudio se aislaron células iniciadoras de cáncer a partir de las 

líneas MIA PaCa-2 y T3M4, y se encontró que la inhibición de PAK4 condujo a una disminución de 

CD24, CD44 y EpCAM, que son marcadores asociados a la capacidad de perpetuación y 

diferenciación de este tipo de células. También se halló disminución de la capacidad de formar 

esferoides y de la resistencia al tratamiento con gemcitabina. Complementariamente se demostró 

que la inhibición de PAK4 disminuye la actividad del factor de transcripción STAT3, mientras que la 

reactivación de STAT3 revierte el efecto de PAK4 sobre la formación de esferoides y la resistencia 

farmacológica [87]. El tratamiento con inhibidores alostéricos de PAK4 (e.g. KPT-7523, KPT-9274, 

KPT-7189 y KPT-9307) redujo la proliferación y migración celular, incrementó la apoptosis y 

disminuyó la presencia de marcadores de células iniciadoras de cáncer. Otro efecto observado fue 

el sinergismo con el tratamiento con gemcitabina y oxaliplatino. Cuando se evaluó el efecto in vivo 

de la inhibición de PAK4 en xenoinjertos en ratones se observó la eliminación del tumor a los cinco 

días del tratamiento o bien una reducción de tumores grandes después de tres dosis, sin efectos 

adversos. Estos resultados fueron replicados en xenoinjertos con células iniciadoras de cáncer 

resistentes a gemcitabina [88]. Un reciente enfoque sobre PAK4 como blanco de tratamiento en el 

cáncer de páncreas utilizó RNA interferente contra esta proteína, liberado en los tumores mediante 

exosomas; en dicho trabajo se comprobó que la reducción de la expresión de PAK4 mitiga la 

velocidad de crecimiento y malignidad tumoral, resultando en mayor supervivencia de los ratones 

tratados [89]. Sung-Ung et al. demostraron que la inhibición de PAK4 mediante siRNA en células de 

cáncer de páncreas resistentes a gemcitabina como Capan-2, PANC-1 y SNU-410 reduce 27% la 

viabilidad celular y 50% en combinación con dicho fármaco [90]. Las investigaciones mencionadas 

muestran una relación entre la sobreexpresión de PAK4 y la quimiorresistencia, además de 

presentar a esta proteína como un blanco terapéutico efectivo contra el cáncer de páncreas, por lo 

que es necesario investigar si las células naturalmente resistentes a la inhibición de MEK son 

susceptibles a un tratamiento dirigido a PAK4.  
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6.2.8. Importina 7 

La importina 7 es un transportador nuclear que permite la entrada de ERK fosforilado al núcleo [91]. 

Esta proteína se ha encontrado sobreexpresada en cáncer de páncreas, particularmente en 

pacientes en etapa IV, y su expresión se ha correlacionado con un pronóstico pobre. La 

sobreexpresión de importina 7 con un vector lentiviral en células PANC-1 produjo aumento de la 

proliferación, migración e invasión celular, aunado a disminución de apoptosis e incremento de los 

niveles de marcadores de transición TEM como N-cadherina, vimentina y snail. También se encontró 

una disminución en la abundancia de p53 y mayor expresión del factor de transcripción MALAT1 

(metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1, transcrito 1 asociado a la metástasis 

pulmonar 1), relacionado con la progresión del cáncer y la inhibición de MiR-129-5p, un microRNA 

que puede interferir con importina 7. Estas interacciones tienen como resultado un bucle de 

retroalimentación que promueve la progresión de la neoplasia. Por ejemplo, al inocular ratones con 

células de cáncer de páncreas HPAC con supresión de importina 7 se demostró una disminución del 

factor MALAT1 y N-cadherina, así como del crecimiento tumoral [92]. También se ha observado 

reducción de viabilidad y capacidad clonogénica de las células HeLa y C-4I al inhibir importina 7, y 

que esta inhibición, por siRNA o con el fármaco importazole, reduce los niveles de fosforilación de 

Akt y m-TOR [93]. Importina 7, como transportadora de ERK al núcleo, puede ser considerada una 

diana terapéutica. El péptido sintético myr-EPE, por ejemplo, interfiere con la unión entre importina 

7 y ERK, lo que disminuye la proliferación de células derivadas de diversos tipos de cáncer y reduce 

el tamaño de los tumores en xenoinjertos en ratones [94]. Otro acercamiento del uso de importina 

7 como diana de tratamiento fue realizado utilizando la proteína MTBP (Mdm2-binding protein, 

proteína de unión a Mdm2) en células de carcinoma hepatocelular PLC/PRF/5 y Huh7, ya que MTBP 

tiene la capacidad de unirse a la importina 7 e impedir su unión a ERK. Este tratamiento disminuyó 

la migración celular mediada por ERK [95]. La reducción de la activación de las proteínas m-TOR y 

Akt en presencia de menores niveles de Importina 7 sugiere un papel de esta proteína como parte 

de la comunicación entre las vías PI3K/Akt y Raf/MEK/ERK, lo que podría facilitar el mantenimiento 

de la señal oncogénica al inhibir MEK. 
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6.2.9. G6PD 

G6PD (glucose-6-phosphate dehydrogenase, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa) es una enzima de la 

vía de las pentosas fosfato, donde participa en la producción de ribosa para la síntesis de nucleótidos 

y en la regeneración de NADPH, que es un componente de las rutas biosintéticas de lípidos [96, 97]. 

G6PD tiene un papel importante en el metabolismo redox, ya que el NADPH generado es 

indispensable para la modulación del estrés oxidativo por la formación de especies reactivas de 

oxígeno (ROS, reactive oxygen species). También se ha visto que esta proteína participa en el 

crecimiento y supervivencia celular, por lo que es considerada una proteína oncogénica [97]. Se ha 

observado que al inhibir KRas disminuye la actividad de la vía de las pentosas, la cual está regulada 

por la expresión de G6PD [98]. Su desregulación se ha asociado a la resistencia a quimioterapia, por 

ejemplo, Kaoru et al. encontraron que esferoides de cultivos primarios de cáncer de ovario 

resistentes al tratamiento con oxaliplatino presentaban niveles altos de G6PD y actividad redox. La 

inhibición de G6PD con un vector lentiviral  provocó disminución del crecimiento celular [99]. Otro 

estudio demostró que al inhibir G6PD con RNA interferente en las líneas celulares de cáncer 

colorrectal DLD-1 y HCT116 se redujo la producción de NADPH, lo que incrementó el estrés oxidativo 

y mejoró la respuesta a oxaliplatino aumentando la apoptosis mediada por liberación de citocromo 

c, y este efecto fue replicado con xenoinjertos en ratón [100]. Otro grupo de estudio encontró 

resultados similares en células de cáncer de vejiga. Al silenciar G6PD en las líneas celulares 5637, 

T24, TCCSUP y 293T los niveles de ROS se elevaron y las células perdieron capacidad clonogénica y 

proliferativa. Otros efectos importantes fueron una mayor apoptosis y disminución de la 

fosforilación de Akt. Adicionalmente, el tratamiento combinado de las células con un inhibidor 

competitivo de G6PD y un activador de Akt resultó en rescate parcial de la actividad de G6PD [101]. 

En líneas celulares de cáncer de páncreas MIA PaCa-2 y AsPC-1 con resistencia adquirida a la 

inhibición de EGFR (epidermal growth factor receptor, receptor del factor de crecimiento epidermal) 

con erlotinib también se detectó incremento en la expresión de G6PD y otras proteínas de la vía de 

las pentosas fosfato, y la resistencia pudo ser atenuada por inhibición de G6PD [102].  

La asociación reportada de G6PD con los niveles de fosforilación de Akt así como su participación 

en la vía de pentosas fosfato sugiere que la expresión de esta proteína en las células resistentes a la 

inhibición de MEK podría estar relacionada con la respuesta observada a este tratamiento. 
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6.2.10. FADS2 

La enzima FADS2 (fatty acid desaturase 2, desaturasa de ácidos grasos 2) tiene un rol en del 

metabolismo de los lípidos a través de la introducción de enlaces dobles entre carbonos de ácidos 

grasos, que son a su vez importantes en la formación de las membranas celulares. Si bien la 

desaturasa SCD (stearoyl-CoA desaturase, desaturasa de estearil-CoA) es la principal enzima 

encargada de crear estos dobles enlaces, recientemente se ha observado que FADS2 proporciona a 

las células cancerosas una ruta alternativa para producir ácidos grasos instaurados, particularmente 

el ácido sapiénico, que se genera a partir del ácido palmítico [103]. Esta enzima contribuye entonces 

a la capacidad de adaptación metabólica de las células de cáncer y a su proliferación. Vriens et al. 

estudiaron líneas celulares de cáncer de hígado, pulmón, próstata y mama, y encontraron que 

aquellas que sobreviven a la inhibición de SCD poseen mayor expresión de FADS2 y producción de 

ácido sapiénico. También observaron que la sobreexpresión de FADS2 en las células dependientes 

de SCD reestablece la proliferación y que el silenciamiento del gen altera la composición de los 

fosfolípidos de la membrana, comprobando así la participación de FADS2 en la síntesis de esta 

última. Además, notaron mayor proporción de ácido sapiénico en tejido canceroso que en tejido 

normal de hígado y pulmón [104]. En un estudio subsecuente descubrieron que la sobreexpresión 

de la proteína SREBP (sterol regulatory element-binding protein 1, proteína 1 de unión al elemento 

regulador de esterol) y la activación de mTOR aumentan la expresión de FADS2 y la síntesis de ácido 

sapiénico [105]. Esta asociación entre el incremento del ácido mencionado en cáncer y la actividad 

de mTOR fue observada también en células de cáncer de mama cultivadas en medio suplementado 

con ácido sapiénico, observando elevación en la fosforilación de mTOR y Akt [106].  La relación entre 

el incremento de FADS2 y la activación de Akt y mTOR podría proveer un mecanismo de 

compensación a la inhibición de MEK en las células de cáncer de páncreas resistentes a este 

tratamiento. 

6.2.11. Akt2 

Akt2 es una de las tres isoformas de Akt y se ha encontrado relacionada con la regulación de la 

captación de glucosa y la respuesta a insulina [107]. En un estudio donde se evaluó la expresión de 

esta isoforma por inmunohistoquímica en muestras de 22 pacientes de cáncer de páncreas bajo 

tratamiento con gemcitabina y erlotinib, se observó que aquellos con menor supervivencia (224 
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días) tendían a presentar mayores niveles de Akt2 en comparación con pacientes cuyos niveles de 

esta proteína eran menores (295 días). Los autores encontraron que la inhibición de PI3K en las 

células de cáncer de páncreas PANC-1, que poseen nivel alto de expresión de Akt2 y son resistentes 

a erlotinib, reduce su crecimiento con respecto al tratamiento individual con este último. Por otro 

lado, la sobreexpresión de Akt2 en las células BxPC-3, sensibles al inhibidor de EGFR, conduce a la 

adquisición de resistencia [108]. En otro estudio se encontró que la sobreexpresión de Akt2 en líneas 

celulares de cáncer de mama y ovario incrementa la adhesión e invasión celular, mientras que al 

inhibir PI3K se reduce la capacidad invasiva. Al evaluar el efecto in vivo se observó que los tumores 

generados con células con mayor expresión de Akt2 tienen mayor capacidad metastásica [109]. En 

células de cáncer de páncreas se ha visto que la inhibición de Akt2 disminuye la invasividad y el 

crecimiento de tumores en ratones [110]. La inhibición de Akt2 mediante microRNA se ha vinculado 

con un aumento de apoptosis y reducción de proliferación, migración, crecimiento tumoral y 

metástasis de células de cáncer pancreático. [111, 112]. Adicionalmente, se ha observado que el 

silenciamiento de Akt2 inducido por siRNA disminuye la proliferación y capacidad clonogénica de 

las células PANC-1 en 51.4% y 75.4%, respectivamente, y tiene un efecto sinérgico con la inhibición 

simultánea de KRas [113].  La sobreexpresión de Akt2 en células naturalmente resistentes a la 

inhibición con AZD6244 sugiere una participación de esta proteína en dicha resistencia ya que su 

expresión promueve la supervivencia y crecimiento celular. 

6.2.12. PDCD4 

La proteína PDCD4 (programmed cell death protein 4, proteína de muerte celular programada 4) es 

considerada un supresor tumoral y se ha encontrado subexpresada en cánceres como el de pulmón, 

mama, colon y páncreas [114]. Su expresión inhibe la transformación neoplásica [115] y aumenta 

durante la apoptosis en gran número de células [116, 117]. Esta proteína se encuentra ubicada 

predominantemente en la membrana nuclear e inhibe al factor de iniciación eIF4A, un componente 

del complejo de iniciación de la traducción eIF4F, y por consiguiente reprime la síntesis de proteínas 

[118, 119].  

PDCD4 también es capaz de bloquear la fosforilación y por tanto actividad de c-Jun [120], que forma 

parte del factor de transcripción AP-1, involucrado en diversos procesos oncogénicos como 

proliferación, angiogénesis e invasión [121] . También se ha demostrado que Akt fosforila a PDCD4 
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en las posiciones Ser67 y Ser457 y que PDCD4 fosforilada reduce su interacción con c-Jun [120].  Un 

mecanismo de subexpresión de PDCD4 en cáncer es su ubicuitinación mediada por DTL (Denticleless 

E3 ubiquitin protein ligase homolog), que conduce a su degradación [122]. La relevancia de PDCD4 

en el tratamiento del cáncer de páncreas se ha demostrado en un estudio utilizando microRNA-429 

para incrementar la expresión de esta proteína en células SW1990 resistentes a gemcitabina, lo que 

recuperó la sensibilidad a este agente de quimioterapia. Adicionalmente, se comprobó que la 

restauración de la expresión de PDCD4 en xenoinjertos de ratones tratados con este fármaco 

disminuye el crecimiento tumoral [123]. Con la información recopilada es prudente sugerir 

investigar si el estado de activación de c-Jun está relacionado con la resistencia de las células y si 

una mayor expresión de PDCD4 puede mejorar la susceptibilidad de las células resistentes al 

fármaco AZD6244. 

 

6.2.13. Bax 

Bax forma parte de la familia de proteínas Bcl-2; esta familia está dividida en proteínas 

antiapoptóticas y proteínas proapoptóticas siendo Bax de estas últimas. La regulación de estas 

proteínas esta mediada por proteínas con dominio BH3. Al inicio de la apoptosis, una variedad de 

proteínas pueden activar a las proteínas con este dominio, inactivando a las proteínas 

antiapoptóticas, lo que facilita la dimerización de Bax en la membrana mitocondrial [124, 125]. Se 

ha observado subexpresión de Bax en cáncer, así como sobreexpresión de proteínas similares a Bcl-

2 y tal disminución de Bax está asociada a la resistencia a la apoptosis. Por este motivo, Bax se 

considera una posible diana para el tratamiento del cáncer. Una estrategia propuesta para este 

objetivo es la utilización de homólogos de las proteínas similares a BH3, que se podrían unir a la 

familia Bcl-2 para liberar a Bax. Alternativamente, estos homólogos tienen la capacidad de unirse 

directamente a Bax, lo que también promueve su dimerización en la membrana mitocondrial [126, 

127]. También se ha observado que Akt fosforila y bloquea la función de Bax al impedir su 

dimerización. Lo anterior fue demostrado mediante un experimento utilizando 

inmunofluorescencia, donde se observó que las células que sobreexpresan Akt presentan niveles 

reducidos de Bax dimerizado [128]. Adicionalmente, en un trabajo con las células de cáncer de 

páncreas AsPC-1 modificadas para sobreexpresar Bax se encontró incremento en la apoptosis 
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cuando fueron tratadas con gemcitabina y 5-FU; la sobreexpresión de Bax fue confirmada por 

Western blot y la apoptosis fue observada mediante tinción con DAPI, que está dirigida al ADN 

nuclear y permite observar su fragmentación durante el proceso [129]. En otro estudio se demostró 

que el uso de IL-29 promueve la expresión de Bax en células PAN-48, con un efecto antiproliferativo 

observado mediante el conteo de colonias, así como un efecto proapoptótico determinado 

mediante el monitoreo de la actividad de la caspasa 3 [130]. El papel fundamental de Bax para iniciar 

la muerte celular programada y su menor expresión en las células resistentes, así como el rol 

inhibitorio de Akt sobre esta proteína convergen en la posibilidad de que la subexpresión de Bax 

pueda estar involucrada en la capacidad de las células para sobrevivir a la inhibición de MEK. 

La Figura 11 ilustra de manera general nuestros hallazgos sobre las características del proteoma 

involucrado en la resistencia natural a la inhibición de la señal oncogénica en las células de cáncer 

de páncreas. 
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Figura 11. Proteínas diferencialmente expresadas y posiblemente asociadas a la resistencia 

natural a la inhibición de la señal oncogénica en las células de cáncer de páncreas 
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7. Conclusiones  

El estudio del proteoma en un panel de células de cáncer de páncreas naturalmente sensibles y 

resistentes a la inhibición de la señal oncogénica mediante fraccionamiento de péptidos por dos 

métodos complementarios (cromatografía de fase reversa a pH básico y cromatografía de 

intercambio iónico) y análisis por cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas de 

alta resolución permitió identificar 5 466 proteínas y cuantificar relativamente 4 438 proteínas.  Los 

resultados de expresión diferencial indicaron la asociación de 91 de tales proteínas con la resistencia 

natural.  

En este trabajo se demostró que los fármacos AZD6244 y GDC-0941 inhiben la activación de las 

cascadas de señalización Raf/MEK/ERK y PI3K/Akt al prevenir la fosforilación de ERK y Akt. También 

se encontró que la inhibición de PI3K reduce la fosforilación de proteínas río abajo de Akt como S6 

y 4EBP1, y que la inhibición conjunta de MEK y PI3K posee un efecto global sobre la fosforilación de 

las proteínas mencionadas. Esto tiene particular importancia ya que parte de las líneas celulares 

estudiadas son sensibles a la inhibición de PI3K. En concordancia con lo anterior, varias proteínas 

diferencialmente expresadas han sido previamente relacionadas con la vía PI3K/Akt, y también 

pueden constituir nuevos puntos de intervención molecular para superar la resistencia a AZD6244.  

El proteoma de las células resistentes tiene funciones asociadas al metabolismo de ácidos grasos y 

carbohidratos, apoptosis, transporte de proteínas y aminoácidos, movilidad celular, síntesis de 

proteínas e inducción de la proliferación celular en general. Algunas proteínas han sido 

anteriormente vinculadas con la resistencia a fármacos y con la actividad de factores de 

transcripción. Estas funciones podrían facilitar a las células resistentes la preservación de la señal 

oncogénica aún después del bloqueo de la actividad de las vías de MEK y PI3K.  La variedad de 

probables funciones biológicas sugiere una distribución concertada de la composición proteómica 

celular y un posible mecanismo per se para el mantenimiento del fenotipo celular resistente. 

Entre los potenciales blancos terapéuticos encontrados se encuentra la proteína Bax, que es 

responsable de iniciar la apoptosis, se encuentra con menor expresión en las células resistentes y 

es regulada negativamente por Akt, aunque deben estudiarse otros mecanismos por los que 

disminuye su expresión. La proteína nestina es conocida por promover la resistencia a tratamientos 

dirigidos contra el cáncer de páncreas, por lo que un tratamiento conjunto con AZD6244 y/o GDC-
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0941 y la inhibición de nestina podría resultar efectivo. PAK4 también es un blanco terapéutico 

atractivo pues se ha demostrado que contribuye a la supervivencia celular regulando el ciclo celular 

y suprimiendo la apoptosis mientras que su inhibición restaura la sensibilidad a tratamientos 

farmacológicos y reduce el crecimiento tumoral, lo que incita a seguir con las investigaciones en 

curso sobre su papel en la resistencia analizada en este trabajo. FADS2 es finalmente otra proteína 

importante ya que está relacionada con la síntesis de la membrana celular, indispensable para la 

proliferación, aunque aún se debe estudiar con mayor profundidad el efecto de la composición de 

la membrana sobre el mantenimiento y activación de señales, así como sobre la internalización de 

fármacos.  

En este trabajo se describen algunos de los mecanismos posiblemente implicados en el 

mantenimiento de la señal oncogénica; sin embargo, es necesario estudiar con mayor profundidad 

en futuras investigaciones la participación puntual de las proteínas señaladas en la resistencia 

natural y su interacción con las vías de señalización Raf/MEK/ERK y PI3K/Akt. 

8. Perspectivas 

Los resultados de este trabajo pueden servir como base para la investigación del rol particular de 

varias proteínas en la resistencia natural de las células de cáncer de páncreas a la terapia molecular 

dirigida con inhibidores de MEK y/o PI3K.  

Es recomendable incrementar el panel de células para llevar a cabo una comparación que permita 

obtener datos aún más generales sobre el proteoma resistente en el cáncer pancreático. 

La utilización de un método de análisis alternativo al utilizado en este trabajo para corroborar la 

expresión diferencial de proteínas específicas podría contribuir a la solidez de las futuras 

investigaciones sobre su relevancia en la respuesta a la inhibición de la señal oncogénica. 
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