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IIl. ABREVIACIONES

Oncogeén aislado de tumores producidos por el virus de
leucemia murina de Abelson (“Abelson murine leukemia
virus”).

Oncogeén aislado de tumores producidos por el retrovirus
murino AKTS.

Adenosina-5’-trifosfato (“adenosine-5*-triphosphate”).
Calmodulina.

Proteina cinasa activada por calcio/calmodulina

Receptor del factor de crecimiento epidermal

Oncogeén de la familia erb de eritroblastosis de aves.
Oncogén de la familia erb de eritroblastosis de aves tipo 2.
Cinasas reguladas por sefales extracelulares (Extracellular
signal-regulated kinase).

Factor de intercambio de nucleétidos de guanina (“Guanine-
nucleotide exchange factor”).

Cinasa de la glucégeno-sintasa (“Glycogen-synthetase
kinase”).

Cinasa Janus (“just another kinase”, posteriormente
redenominada “Janus kinase”).

Arginina

Kilodaton

Proteina cinasa activada por mitégenos (“Mitogen-
activatedprotein kinase”).

Cinasa MAPK/ERK (“MAPK kinase/ERK kinase”).

Milimol

Nanogramo

Grados Celcius

Proteina cinasa activada por p21
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Receptores con actividad tirosina-cinasa

(“Receptor tyrosinekinases”).
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Transductor de sefiales y activadores de transcripcion (“signal
transducer and activator of transcription”).
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Factor del complejo ternario (“Ternary complex factor”).
Factor de crecimiento transformante 3

Tumor de cancer de mama triple negativo

Factor de necrosis tumoral a

Microgramo
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. ABSTRACT

p21-Activated kinase-1 (Pakl) is frequently amplified and/or overexpressed in
human breast cancer and is required for transformation of breast epithelial cells.
Here, we show that Pak1 interacts with and phosphorylates the Calcium/Calmodulin-
dependent Protein Kinase Il (CaMKII) in the residues T277 and T287, and that
pharmacological inhibition or depletion of Pakl leads to diminished activity of
CaMKIl. Combined inhibition of Pakl and CaMKII with small-molecule inhibitors was
synergistic and resulted in a dramatic reduction of proliferation, migration and
invasion. We found a strong correlation between Pakl and CaMKII expression in
human breast cancer samples, and mice bearing xenografts of triple negative breast
cancer cells showed tumor delay when treated with small-molecule inhibitors of Pak
or CaMKIIl. These data delineate a signaling pathway from Pakl to CaMKII that is
required for efficient proliferation, migration and invasion of mammary epithelial cells,

and suggest new therapeutic strategies in breast cancer.
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IV. RESUMEN

La cinasa activada por p21 (Pakl) se encuentra frecuentemente amplificada y/o
sobreexpresada en cancer de mama humano y es fundamental para la
transformacion de las células de la glandula mamaria. Aqui, mostramos que Pakl
interactua y fosforila la proteina cinasa Il dependiente de Calcio/Calmodulina
(CaMKIl) en los residuos T277 y T287, y que el silenciamiento o la inhibicién
farmacoldgica de Pakl conduce a una disminucion en la actividad de CaMKII. La
inhibicion combinada de Pakl y CaMKIl con inhibidores farmacolégicos fue
sinérgica y resulté en una reduccién dramatica de la proliferacion, migracion e
invasion. Encontramos una fuerte correlacion entre la expresion de Pakl y CaMKiI|
en muestras de cancer de mama humano ademas el modelo murino de xenoinjertos
de células de cancer de mama triple negativo mostré un retraso en el crecimiento
tumoral cuando se trataron con inhibidores farmacolégicos de Pak o CaMKII. Estos
datos delinean una via de sefalizacion de Pakl a CaMKII que se requiere para la
proliferacion, migracion e invasion eficiente en las células epiteliales mamarias, y

sugiere una nueva estrategia terapéutica en el cancer de mama.
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1. INTRODUCCION

1.1 CANCER
El cancer es un conjunto de enfermedades interrelacionadas caracterizadas por un
crecimiento celular autbnomo, el cual cuenta con la capacidad de diseminarse e

invadir el organismo llevandolo a la muerte.

1.2 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER

El cancer es el principal problema de salud publica en el mundo causando mas de
10 millones de muertes en el 2020!. Entre los principales 6rganos en donde se
origina el cancer, se encuentra la glandula mamaria, el pulmoén, el colon, el recto, la
préstata, la piel y el estbmago. De todos estos tipos de cancer, el cancer de mama
ocupo el primer lugar en el 2020 a nivel mundial, con 2,261,419 (11.7%) casos
nuevos sobre otros tumores como el cancer de pulmén (11.4%) y esto se observo
en ambos géneros y en todas las edades. Sin embargo, en mortalidad el cancer de

mama se ubico en el quinto lugar (6.9%) por debajo del cancer de pulmon (18%), el

Nimero de nuevos casos en 2020, ambos sexos, todas las edades

Nuamero de muertes en 2020, ambos sexos, todas las edades

Mama
261419 (11.7%)

Pulmén

1796 144 (18%)

Pulmén
2206771 (11.4%)

Otros cénceres

: 3557 464 (35.7%)
Otros canceres
8275 743 (42.9%) Colorectal Colorectal

1931590 (10%) 935173 (9.4%)

Préstata Préstata i Higado

1414 259 (7.3%) 375304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Estémago Pancreas Estomago
1089 103 (5.6%) 466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)

Eséfago Mama
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%) 544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Eséfago
604 100 (3.1%)

Cérvico uterino Higado

Total: 19 292 789 Casos Total: 9958 133 Muertes

Figura 1. Epidemiologia del cancer en el mundo. A) NUumero de nuevos casos en 2020,
ambos sexos, todas las edades, B) Numero de muertes en 2020, ambos sexos, todas
las edades. Modificado de Globocan 2020 2.
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colorectal (9,4%), el higado (8.3%) y estbmago 6.9%). Lo cual se debid en parte a
gue la autodetecciéon y a que el diagnéstico temprano del cancer de mama ha hecho
factible un tratamiento oportuno 2 (Figura 1).

Siguiendo la misma tendencia que a nivel mundial, en paises desarrollados como
Estado Unidos de América el cancer de mama ocupa el primer lugar en incidencia
y segundo lugar en mortalidad en mujeres mayores de 25 afos, con un porcentaje
del 30% de casos nuevos y 22% de muertes en el transcurso del 2020 3 (Figura 2).
De acuerdo con Globocan en el 2020, en México se presentaron 29,929 casos de
cancer de mama, representando el 28.2% de todos los tumores en mujeres
mexicanas teniendo una tasa de incidencia de 40.5 por cada 100,000 habitantes,
sin embargo, a diferencia de lo observado en el mundo, en México el cancer de
mama ocupa el primer lugar en mortalidad (8.8%) por arriba del cancer de prostata

(8.3%), higado (8.0%) y de pulmon (7.9%), siendo evidente que en México el

Mujer Nuevos casos %

Mama 281,550 30%
Pulmon 116,660 13%
Colorectal 69,980 8%
Utero 66,570 5%
Tiroides 35,130 4%
Melanoma 28,480 3%
Linfoma No-Hodgkin 27,830 3%

Figura 2. Epidemiologia del cancer en Estados Unidos. Principales siete tipos de

tumores de acuerdo con los nuevos casos estimados en poblacién femenina en Estados

Unidos de América, 2021. La clasificacion se basa en proyecciones modeladas y puede

diferir de los datos observados mas recientes. Modificado de Siegel 2021 3)

18



Ndmero de nuevos casos en 2020, ambos sexos, todas las edades

Mama
29929 (15.3%)

Préstata
26742 (13.7%)

Nimero de muertes en 2020, ambos sexos, todas las edades

Mama
29929 (28.2%)

Otros céinceres
44 980 (42.4%)

Cérvico uterino
Otros canceres Colorectal 9439 (8.9%)
103 261 (52.8%) 14901 (7.6%) Tiroides
Tiroides 9142 (8.6%)

11227 (5.7%)

Utero Colorectal
Cérvico uterino 5508 (5.2%) 6965 (6.6%)

9439 (4.8%)
Total: 105 963

Total: 195 499

Figura 3. Epidemiologia del cancer en México. A) NUumero de nuevos casos en 2020,
ambos sexos, todas las edades. B) Numero de muertes en el 2020, en ambos sexos, y

en todas las edades. Modificado de Globocan 2020 2.

diagnoéstico temprano y un tratamiento oportuno del cancer de mama sigue siendo

un reto médico-cientifico 2 (Figura 3).

1.3 CANCER DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad compleja y heterogénea que comprende
una amplia variedad de entidades tumorales con diversos patrones histolégicos,
caracteristicas biologicas y distintos ambientes clinicos. Al igual que otros tumores
las imagenes histopatologicas son el “estandar de oro” comparados con otros
métodos de imagen (mastografia, resonancia magnética, tomografia computada)
utilizados para realizar el tamizaje y la pronta deteccion del tumor 4. Actualmente a
nivel histopatologico es posible clasificar el cancer de mama en 8 clases (Figura 4):
a) carcinoma ductal, b) carcinoma lobular, c) adenosis, d) fioroadenoma, e) tumores
filodes, f) adenoma tubular, g) carcinoma mucinoso y h) carcinoma papilar. Si bien
esta clasificacion ha sido utilizada por varias décadas, esta solo se basa en la morfo-
descripcion de las imagenes obtenidas por histologia y aunque el sistema de

clasificacion TNM (“Tumor, Node, Metastases”, cancer de mama ofrece
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herramientas para predecir la historia natural de la neoplasia, en el campo clinico
se ha demostrado que es pobremente predictor del desenlace del paciente. Esto
debido a que la alta heterogeneidad de esta entidad no puede ser explicada
Gnicamente por el tamafio del tumor, la infiltracién a ganglios linfaticos y la presencia
de metastasis, si no que existen firmas moleculares que hacen a este tumor muy

complejo las cuales tienen un significado de pronéstico comprobado °.

Coherencia de células Variabilidad de intercalases B) Carcinoma Lobulillar

A) Carcinoma ductal

C) Adenosis D) Fibroadenoma E) Tumor filode  F) Adenoma tubular G) Carcinoma mucinoso H) Carcinoma papilar

Figura 4. Multiclasificacion histolégica del cancer de mama. Ocho clases de imagenes
histopatologicas de cancer de mama de la base de datos BreaKHis. Modificado de
Shuo Li, 2017.4°

1.4 SUBTIPOS MOLECULARES DEL CANCER DE MAMA

Para analizar las firmas moleculares del cancer de mama y lograr estrategias
terapéuticas mas especificas y efectivas diversos grupos de investigacion llevaron
a cabo microarreglos de mRNA, para identificar si existian perfiles de expresion
diferenciales que permitieran subclasificar al cancer de mama en subtipos
moleculares. En el 2000, el grupo de Perou y colaboradores propusieron una nueva
clasificacion del cancer de mama basado en los perfiles de expresion génica
proveniente de 38 biopsias de cancer de mama ¢, este grupo de investigacion
describié una lista de genes intrinsecos que permitieron identificar 4 subtipos

moleculares: luminal, HER2+, “basal-like”, y normal. Esto abri6 el campo de
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investigacion en el area de cancer de mama, surgiendo posteriormente grandes

cohortes, reportando que el subtipo luminal se podia dividir en luminal A y luminal

B, los cuales tienen prondsticos clinicos diferentes. Aunque se han reportado una

gran variedad de subtipos moleculares actualmente se acepta la clasificacion

basada en cuatro subtipos principales cancer de mama: luminal A, luminal B, HER2+

y basal 7. Sin embargo, en la clinica estas técnicas moleculares no estan disponibles

y han sido reemplazadas por la evaluacion inmunohistoquimica de receptores

hormonales (estrogeno y progesterona), HER2+ y Ki67, y ha logrado resultados

equivalentes a los obtenidos por expresion génica obteniendo 4 subtipos

moleculares: luminal A, luminal B, HER2+ y triple negativo 8° (Figura 5).
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terminal.
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Extension mas allade dela  79%

membrana basal Usualmente su precursor
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situ

20%

No disrumpe la arquitectura
del ducto

Usualmente bilateral
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invasivo

10%
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situ.
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Subtipo
molecular

HER2+
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% de cancer de
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I
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médicos

'I

Trastuzumab

Figura 5. Patogénesis del cancer de mama e histologia vs subtipos moleculares.
Modificado de Harbeck, 2019 &.



1.4.1 LUMINAL A

El subtipo Luminal A es el mas comun y representa cerca del 40-50% de todos los
tumores malignos de cancer de mama, este subtipo se caracteriza por presentar
una sobreexpresion de los receptores a estrogeno (RE) y progesterona (RP), una
nula expresion del receptor HER2+ y Ki67 <14% o un bajo grado histolégico y en
comparacion a los otros subtipos una reduccion en la expresion de genes asociados
a la proliferacion celular. El subtipo luminal A, conserva algunas caracteristicas del
epitelio luminal mamario como la expresion de citoqueratinas luminales 8/18 aunado
a que menos del 20% presentan mutaciones en TP53, lo que conlleva a una baja
mortalidad y mejor prondéstico. La alta expresion de receptores hormonales lo hace
blanco de terapias endocrinas, como el tamoxifeno que compite con los estrogenos
por el sitio de union a ligando en el RE, teniendo respuesta favorable en la mayoria
de los pacientes, sin embargo, aunque la tasa de reincidencia es baja, existen
pacientes que llegan a reincidir, siendo esto un campo de estudio para el desarrollo
de nuevos farmacos dirigidos para estos pacientes %1 (Figura 5)

1.4.2 LUMINAL B

El subtipo luminal B representa cerca del 20% de todos los tumores malignos de
cancer mama, y al igual que el luminal A, conserva un fenotipo de epitelio mamario
con una expresion de receptores hormonales, pero con un aumento en la expresion
del receptor HER2+, un grado histolégico alto y una alta tasa de proliferacion celular
(Ki67 >14%). A nivel gendmico este subtipo presenta pérdida de copias de TP53,
PTEN, INPP4B, RB1, MAP3K1, MAP2K4 etc. Aunque fenotipicamente los subtipos
luminales son muy similares, a nivel clinico su comportamiento es heterogéneo, el
luminal B tiene un mal prondstico y una baja respuesta a tratamientos endocrinos,
sin embargo, su alta tasa de proliferacion lo hace, blanco de tratamientos
convencionales como quimioterapia y radioterapia. Sin embargo, estos tratamientos
son altamente agresivos para los tejidos no transformados, por lo que la busqueda
de nuevas drogas dirigidas contra este subtipo molecular es un campo nuevo de

investigacion 1212 (Figura 5)
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1.4.3 HER2+

El subtipo HER2+ constituye del 10 al 15% de los tumores malignos de cancer de
mama. El diagndstico clinico de este subtipo es complicado, ya que en los
experimentos de identificacion por microarreglos de cDNA este subtipo no
solamente presenta una alta expresion de HER2+ y una nula expresion de los
receptores hormonales si no que presenta un fenotipo completamente diferente a
los luminales siendo su origen las células basales o mioepiteliales del conducto
terminal a diferencia de los luminales. El subtipo HER2+ presenta mutaciones en
TP53 (80%), son de grado alto y tienen pésimo prondstico, sin embargo cuando se
llevan a cabo tinciones por inmunohistoquimica o hibridacion in situ por
inmunofluoresencia y son positivos a HER2 comunmente se catalogan como
subtipo HER2+ cuando en realidad se pueden tratar de subtipos luminales con
expresion de HERZ2, lo que conduce a que no se otorgue un tratamiento efectivo.
Con base en la alta expresion de este receptor, se han desarrollado terapias
dirigidas, como el Trastuzumab el cual es un anticuerpo monoclonal dirigido hacia
la regidn extracelular del receptor HER2, desafortunadamente hasta un 30% de los
pacientes presenta resistencia a este grupo de farmacos, por lo cual nuevamente al
igual que otros subtipos moleculares es necesario la busqueda de nuevas
estrategias terapéuticas dirigidas contra este subtipo molecular 4> (Figura 5).

1.4.4 TRIPLE NEGATIVO

A nivel molecular este subtipo es catalogado como subtipo basal, ya que cuenta con
caracteristicas de las células epiteliales basales y mioepiteliales y corresponde al
15-20% de los tumores de cancer de mama. En los ensayos de microarreglos de
expresion se determind que el subtipo triple negativo, presenta una nula expresion
de los RE, RP y HERZ2, una gran expresion de citoqueratinas de alto peso molecular
(5,6,17), asi como P-caderina, Caveolina 1 y 2. Ademas de presentar mutaciones
en TP53, un grado histologico alto y sobreexpresion de genes asociados con la
proliferacion celular. Por inmunohistoquimica es posible identificar al subtipo basal
por una nula tincién a los RE, RP y HER2 por lo cual es comunmente nombrado

“triple negativo”, sin embargo, no todos los tumores triples negativo (cerca del 10%)
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son subtipo basal, por lo cual se utilizan también la tincion de citoqueratina 5/6 y
EGFR, aunque no es una practica comun en la clinica'. A diferencia del resto de
los subtipos moleculares este tiene pobre pronéstico debido a falta de opciones
terapéuticas y a la alta agresividad tumoral. Por no presentar expresion de
receptores hormonales ni de HER2, los pacientes no se benefician con los
tratamientos dirigidos, pero debido a su alta tasa de proliferacion inicialmente
muestra una alta sensibilidad a quimioterapia empero répidamente presentan
resistencia. En comparacion al resto de los subtipos moleculares, este subtipo es
muy atractivo en la rama de investigacion ya que no se cuenta con blancos
terapéuticos efectivos como opcién para las pacientes afectadas con este tipo de

tumores 1718,

1.5 VIAS DE SENALIZACION INVOLUCRADAS EN LAS BIOGENESIS DEL
CANCER DE MAMA

El cancer de mama es el resultado de una serie de mutaciones acumuladas en el
DNA, cambios epigenéticos y eventos de cromotripsis en células diferenciadas del
alveolo mamario, pero también en células troncales °. Estos fenémenos afectan y
activan una serie de vias de sefalizacion, las cuales son responsables de la
proliferacion, el metabolismo intermedio, la migracion, la invasion, la angiogénesis
y la inhibicién de la apoptosis entre otros 2°.

Dentro de las vias de sefializacion afectadas en el cancer de mama tenemos: la via
de sefalizacion activada por estrégenos, las vias activadas por la familia de receptor
a EGF, via de PI3K/AKT/mTOR, la via de las MAPK, la via RB-E2F y p53, las vias
angiogénicas, la via Src, la via de proteinas de choque térmico, las vias de
reparacion del DNA, la via JAK/STAT, y las vias inmunogénicas 21?2 (Figura 6).
Aunque todas estas vias de sefializacion participan en el proceso de oncogénesis,
la via activada por la familia del receptor a EGF ha tomado mucha relevancia debido
a que participa en la progresion de varios tumores como préstata y colon, ademas
de que mas del 25% de los tumores de cancer de mama presentan una
hiperactividad, mutaciones o amplificaciones del gen ERBB2 que codifica para el
receptor HER2 23,
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1.5.1 FAMILIA EGFR/ HER

La familia de receptores HER cuenta con 4 miembros: EGFR (HER1), HER2, HER3
y HER4 24, Estos receptores pertenecen a la subclase | de receptores con actividad
de tirosina cinasa intrinseco (RTKSs), habitualmente estos receptores forman
dimeros entre los diferentes miembros activando vias de sefializaciones
diferenciales, dentro de su estructura estos cuentan con una regién extracelular con
un dominio de union a ligando, un segmento transmembranal, un dominio con
actividad de tirosincinasa y una cola intracelular con diversos sitios de fosforilacion
que regulan la sefializacion rio abajo 2°. La regién extracelular cuenta con 4
dominios los cuales permiten la unién con diferentes ligandos, algunos son receptor

especifico como EGF, TGF-a, AR y epigen y otros tienen mas de un blanco de unién
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Figura 6. Vias de sefializacion involucradas en la carcinogénesis del cancer
de mama. Modificado de Cortesi, 2017 &.
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como las neuroregulinas, epiregulinas y betacelulina 2. Sin embargo en el caso de
la homodimerizacion de HER2 este ha sido catalogado como un receptor huérfano
ya que hasta la fecha no se ha reportado ningun ligando conocido, una caracteristica
relevante de este receptor es que su estado conformacional mimetiza una estructura
terciaria activada como el observado en otros miembros de la familia cuando se les
une su ligando, esta caracteristica permite que la dimerizacion HER2 por si sola sea
capaz de activar diversas vias de sefializacion celular 27?8, Una vez activados estos
receptores desencadenan diversas cascadas de sefalizacion, entre las mas
relevantes encontramos la via Ras/RAF/MEK, ERK mejor conocida como la via
clasica de las MAP cinasas y PI3K/Akt/mTOR, conocidas por afectar procesos
biologicos como la proliferacion, el metabolismo intermedio, la angiogénesis, la

sobreviviencia, la migracién y la invasion celular 2° 3 (Figura 7).

1.6 TRATAMIENTOS ACTUALES EN EL CANCER DE MAMA

El amplio conocimiento de las diversas vias de sefializacion involucradas en el inicio
y/o progresion del cancer de mama ha permitido el desarrollo de terapias dirigidas
capaces de identificar y atacar subtipos celulares especificos, minimizando el dafio
a células no transformadas como ocurre con la quimioterapia y la radioterapia 332,
En la mayoria de las clinicas y hospitales no se realiza de manera rutinaria la
determinacién de los subtipos moleculares por andlisis genéticos, sin embargo,
cada vez son mas los hospitales que utilizan la inmunohistoquimica para
caracterizar al cancer de mama y de esta forma dirigir los tratamientos. Debido a
gue cerca del 60-70% de los tumores expresan receptores hormonales (RP, RE o
ambos), la terapia endocrina es considerada como el estandar de oro y cuya
sensibilidad al tratamiento correlaciona con el grado de positividad al receptor 2. La
terapia endocrina tiene como objetivo bloquear, competir o antagonizar la via de
sefalizacion de estrogenos. Entre los farmacos utilizados se encuentra el
tamoxifeno, el fulvestrant y el toremifeno cuyo mecanismo de accion es la
competencia por el RE, estos farmacos son conocidos como moduladores
selectivos del RE (MSRE) ya que tiene un efecto inhibitorio selectivo sobre el tejido

mamario, pero actlla como estrégeno sobre otros érganos como hueso o Utero 34,
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Por otra parte, pensando en los mecanismos de taquifilaxia y escape de
competencia, se han desarrollado farmacos que bloquean la biosintesis de
estrogeno, durante este proceso los androégenos son aromatizados para ser
modificados a los diferentes estrogenos, la enzima encargada de catalizar esta
reaccion es la aromatasa, bajo este principio se desarrollo el anastrozol un inhibidor

no competitivo reversible potente de la aromatasa *°. Finalmente, se han desarrollo
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Figura 7. Vias de sefalizacién clasicas activadas por RTKs. Modificado de
Yixiao Feng, 2018 .
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farmacos dirigidos hacia el centro de regulacion hormonal (Hipotalamo-Hipofisis-
Ovario) inhibiendo el efecto pulsétil de la GnRH hipotalamica, y de esta forman se
anula la produccion de estrégenos. Estos farmacos son agonistas de la hormona
liberadora de la hormona luteinizante (también llamados analogos de LHRH o
agonistas de GnRH) como el Goserelin y la Triptorelina 3. Para los tumores del
subtipo HER2 al presentar una sobreexpresion de este receptor, se han
desarrollado anticuerpos monoclonales que bloquean la actividad de este receptor,
el primer farmaco que se desarrollo fue el Trastuzumab el cual se une al dominio IV
de la region extracelular del receptor, provocando los siguientes efectos: Inhibicién
de la via de sefializacion PI3K/AKT, atenuacion de la sefializacion por este receptor,
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos e inhibicion de la angiogénesis
tumoral. Otro anticuerpo monoclonal dirigido contra HER2 con mejores resultados
clinicos es el Pertuzumab, el cual esta dirigido contra el dominio Il de la region
extracelular del receptor, impidiendo no solo la homodimerizacién si no también la
heterodimerizacion con otros miembros de la familia HER 373, Para el caso del
subtipo triple negativo actualmente no se cuenta con un tratamiento dirigido de uso
cotidiano en la clinica, sin embargo, ya se han propuesto diversos farmacos que
podrian ser utiles como el Sunitinib (inhibidor de RTKSs), inhibidores de PARP,
inhibidores de EGFR, Bevacizumab (Anticuerpo monoclonal dirigido contra VEGF)
y tratamientos clasicos como las antraciclinas, los taxanos y agentes de platino

(carboplatino, cisplatino) 3%4° (Figura 8).
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Figura 8. Tratamientos dirigidos para los diferentes subtipos moleculares del cancer de mama.
Modificado de Harbeck, 2019 “°.

1.6.1. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS TRATAMIENTOS DE CANCER
DE MAMA

Aungue se han desarrollado multiples estrategias terapéuticas contra el cancer de
mama, la resistencia a farmacos es un proceso comun a pesar de las diversas

modalidades de tratamientos aplicados. Aun cuando pareciera que los mecanismos
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de resistencia son particulares para cada subtipo molecular, se ha observado que
no es asi, ya que un tumor puede desarrollar resistencia de novo a multiples
tratamientos, como los inhibidores de RTKSs, la resistencia a la terapia endocrina, a

la quimioterapia y a los anticuerpos monoclonales.

La terapia endocrina es efectiva para la mayoria de los subtipos luminales pero
cerca del 20-30% de los casos generan resistencia, entre los mecanismos de
resistencia reportados, se encuentran las mutaciones puntuales de novo del gen
ESR1 que codifica para el RE, por ejemplo D538G o Y537S/C/N que disminuyen la
afinidad del tamoxifeno al RE ademas estas mutaciones incrementan la proliferacion
y progresién tumoral en ausencia de ligando 44243, Otro mecanismo desarrollado
por las células tumorales es la modificacion del proceso enzimatico de oxidacion por
citocromos citoplasmicos los cuales disminuyen la concentracion de la forma activa
del tamoxifeno (4-OH Tamoxifeno), lo cual impide su asociacion con el receptor de
estrogenos (Figura 9) 444, En el caso de los subtipos luminal B y HER2+ donde el
uso de anticuerpos monoclonales induce una respuesta inmune y posterior
apoptosis, cerca del 70% de los pacientes presenta resistencia a este tipo de
tratamientos, al menos dos mecanismos se presentan en la mayoria de estos
pacientes: 1) el corte enzimatico y 2) el enmascaramiento del epitopo “6. En el corte
enzimatico las proteasas matriptasa, hepsina y prostasina cortan el dominio
extracelular del receptor HER2, impidiendo que el anticuerpo monoclonal inhiba la
funcion transductora. En el enmascaramiento de epitopo se han descrito dos
proteinas (MUC4 y CD44/hialuronato) que se unen a la region de reconocimiento
del Trastuzumab, impidiendo el blogueo de la sefializacién de este receptor #’.
Finalmente, para el caso de los taxanos, antraciclinas y otros agentes
quimioterapéuticos el principal mecanismo de resistencia es la sobreexpresion de
las bombas ABC, que aumentan el flujo de salida de estas drogas #. Finalmente se

han reportado multiples mecanismos compensatorios del bloqueo de vias de
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sefalizacion clasicas, como la hiperactividad de la via Ras/Raf/MEK/ERK vy la via

PI3K/AKT/mTOR, reguladas positivamente por la familia de las cinasas Pak 4°.

1.7 FAMILIA DE CINASAS PAK

Las proteinas de cinasas activadas por p21 (Pak) son una familia de 6 cinasas que

fosforilan serinas y treoninas, descritas en 1994 como homologas de las cinasas de
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Figura 9. Mecanismos de resistencia a los tratamientos en cancer de mama. Modificado de Wang,
2016 4.

la familia Ste20p en Saccharomyces cerevisiae 0. Estas cinasas participan en
diversos procesos celulares como uniones célula-célula, adhesiones focales, ciclo
celular, regulacién del citoesqueleto, morfologia celular, regulacién de la
transcripcion génica, motilidad, invasion, angiogénesis, reparacion del DNA,
sensibilidad hormonal, y regulacién de la dindmica de las fibras de actina y
microtUbulos 15253 | | os seis miembros de la familia Pak se dividen en dos grupos

de acuerdo con su estructura quimica y a la similitud en sus secuencias: el grupo |
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cuenta con Pakl, Pak2 y Pak3 y el grupo Il consta de Pak4, Pak5 y Pak6 (Figura
10) %4,

1.7.1 ESTRUCTURA Y MECANISMO DE ACTIVACION DE LA FAMILIA PAK

Las Paks del grupo | cuentan con un dominio SH3 en su extremo NH-terminal, al
que se une la proteina Nck que le permite regular su actividad de proteina de
andamiaje lo que le facilita su dinamica molecular compartimentos celulares,
posteriormente cuentan con un dominio de interaccion con Cdc42/Racl (CRIB), el
cual sobrelapa con un dominio de autoinhibicién (AID) que permite su regulacion,
estas se activan mediante la unién de las formas activas (unidas a GTP) de
GTPasas de la familia Rho (Cdc42 y Racl), ademas cuenta con dominios ricos en
prolina que le permiten la interaccion con diversos complejos proteicos, un sitio de
union a BPIX (Pak interacting Exchange factor) que permite que BPIX se una a las
Paks y posteriormente active a Racl o Cdc42 a traves de su actividad GEF, lo que

promueve una via de transduccion eficiente. También, recientemente se ha descrito

Pak1 | DOMINIO DE CINASA I Nck
Pak2 DOMINIO DE CINASA I Region rica en prolinas
Pak3 [ DOMINIO DE CINASA I Dominio de unién a p21 (CRig)
Pak4 I DOMINIO DE CINASA . Dominio autoinhibitorio (AID)
‘ Sitio de unién a PIX

Pak5 DOMINIO DE CINASA I Hio de union &

I Dominio de pseudosubstrato
Pak6 DOMINIO DE CINASA

D Dominio de interaccion

con GEF

Figura 10. Representacion esquematica de los miembros de la familia de cinasas Pak. Modificado de Zhang
2020 °°.

una secuencia de localizacion nuclear que les permite translocarse al ntcleo donde

fosforilan algunas proteinas nucleares y forman parte de complejos
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transcripcionales y finalmente un dominio de cinasa de serina treonina en el extremo
carboxilo-terminal (Figura 10) 55:56:57.58,59,

Las PAK del grupo Il son muy similares a las del grupo | pero no cuentan con
dominios de autoinhibicion y no son activados por GTPasas de la familia Rho, sin
embargo, tienen una secuencia de pseudosustrato similar a un dominio de
autoinhibicién que inactiva el dominio de cinasa al unirse al dominio CRIB unido a
Cdc42, a su vez este dominio de pseudosubstrato se une a motivos SH3 que le
permite la liberacion del dominio catalitico, estimulando la actividad de cinasa
(Figura 10) 69,

Todas las cinasas de la familia Pak cuentan con un dominio catalitico altamente
conservado en el extremo carboxilo-terminal, en el caso de las Paks del grupo | se
encuentran en una conformacion inactiva como homodimeros antiparalelos, su
actividad es regulada mediante un mecanismo de autoinhibicién en trans, donde el
dominio CRIB que se superpone con el dominio AID se une al dominio catalitico de
su monoémero adyacente. La union de las GTPasas Racl o Cdc42 al dominio CRIB
o0 la union de fosfatidilinositol liberan el dominio AID del dominio de cinasa,
reorganizando la estructura y una primera autofosforilacion en la S144, después en
la S199/204 y finalmente una autofosforilacion en trans en la T423 6%,
Posteriormente cuando el dominio de cinasa esta autofosforilado y se une a su
primer substrato, adopta una conformacién monomérica y las autofosforilaciones
posteriores estabilizan el estado activo (Figura 11a).

En lo que respecta a las cinasas del grupo Il, cada vez se conoce mas sobre los
diversos mecanismos de activacion de estas cinasas (Figura 11b-c), ya que se
pensaba que estas se encontraban constitutivamente activas. Las Paks del grupo Il
se encuentran en forma mondmerica y su activacion depende de cambios
conformacionales, la unién de Cdc42 al dominio CRIB libera el dominio catalitico del
dominio AID permitiendo su activacion (Figura 11b). Un segundo modelo propone

que Pak4 es inhibido por la union del dominio de cinasa con un motivo de
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pseudosubstrato, la unién de proteinas con dominios SH3 al pseudosubstrato

separan esta union permitiendo la actividad de cinasa (Figura 11c) 2.
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Figura 11. Mecanismo de activacion de las cinasas Pak. Modificado de Kumar, 2016.

1.7.2 BIOLOGIA DE LAS CINASAS PAK

Desde su descubrimiento, el estudio de las cinasas Pak sobre la biologia celular ha
sido fascinante, se ha reportado su participacion en diversas funciones biolégicas a
través de la fosforilacion directa o indirecta de diversos sustratos que participan en
la remodelacion del citoesqueleto, en regular la transcripcién, en la progresién del
ciclo celular, en la reparacion del dafio al DNA, en los procesos neuroldgicos y

cardiacos y finalmente su papel en el desarrollo de cancer (Figura 12) 54,
1.7.2.1 PAKS Y REMODELACION DEL CITOESQUELETO

La remodelacion del citoesqueleto por las cinasas Pak se debe a su papel en la
regulacion de la nucleacion y polimerizacién de los filamentos de actina, contraccién
del complejo actina/miosina, la formacién de lamelipodios y filopodios, la polaridad
celular, la citocinesis etc 3. Las Paks realizan todas estas funciones a través de su
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Figura 12. Sustratos de las cinasas Pak validados y su papel en los procesos bioldgicos del
cancer. Modificado de Radu, 2013 .

actividad de cinasa y/o por funcionar como una proteina de andamiaje 4. Por
ejemplo, Pak1 fosforila a Arpclb en la T21 estabilizando la actividad de nucleacion
del complejo Arp2/3, y en el caso de la regulacion de la polimerizacién de la actina
lo hace a través de la fosforilacion de LIMK la cual fosforila a la Cofilina en la serina
3 inhibiendo su actividad ®°. En la formacién de lamelipodios y filopodios Pak1 dirige
el complejo WAVEZ2-kinesina hacia los extremos de los microtubulos mediante la
fosforilacion y reclutamiento del complejo estatmina/oncoproteinal8 a la tubulina
naciente®. Para el proceso de la citocinesis Pak1 regula la localizacion de Midl y
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Cdc15 hacia el anillo de citocinesis, ademas fosforila a la proteina de union a RNA

Sts5 previniendo la formacién de granulos 8.
1.7.2.2 PAKS Y FUNCIONES NUCLEARES

Pakl cuenta con 3 secuencias de localizacion nuclear funcionales en su extremo
amino-terminal, lo que le permite su translocacion al nucleo celular jugando un papel
importante en la regulacién de la transcripcion y eventos mitéticos 8 . Una vez en
ndcleo Pakl esta involucrado en la regulacion de la transcripcion a través de su
interaccion indirecta con promotores y/o reguladores de la transcripcion, ya que se
han identificado varios factores de transcripcion y correguladores transcripcionales
como sustratos que interactian con Pakl, incluido el factor de transcripcion
forkhead (FKHR), REaq, y snail. Pak 1 también modula la expresiéon de genes por
unirse a los “enhancers” o represores y promotores de los genes PFK-M y NFAT1
estimulando la expresion de PFK-M pero reprimiendo la expresion de NFAT 68, Sin
embargo, el papel biolégico de este proceso no es claro. Actualmente se han

reportado una gran cantidad de sustratos nucleares de las cinasas Pak que

RTKs

P —

)~
e ecments

independiente a
anclaje

Supervivencia

Figura 13. Procesos celulares afectados por Paka.
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participan en la biogénesis de RNA no codificantes, replicacion del DNA, modulacién

de la transcripcion, dindmica de exporte e importe de proteinas nucleares etc. 8970
1.7.2.3 PAKS Y PROGRESION DEL CICLO CELULAR

El ciclo celular es regulado por las cinasas dependientes de ciclinas, cinasas Aurora
y las cinasas Polo like. Todas ellas reguladas directa o indirectamente por Pak1.
Iniciando con Aurora A, esta es fosforilada en la T288 y la S342 promoviendo la
maduracion del centrosoma, la organizacién y la formacion del polo y del huso
mitético estimulando de esta forma la mitosis. Debido a esto la inhibicion
farmacolégica combinada en cancer de mama inhibié el crecimiento y la
sefalizacion conducida por RE en un modelo de xenoinjerto. Ademas, Pak1 fosforila
al cofactor de tubulina B (TCoB) en la S65 y S128, permitiendo la interaccién con la
tubulina nuclear lo que promuéve la polimerizacién de los microtdbulos durante la
mitosis, en contraparte Pakl también fosforila a la cinesina mitética asociada al
centromero (MCAK) en la S111 y S192 regulando la despolimerizacién de los
microtUbulos, por lo que este efecto dual refleja la dindmica mitotica de Pakl.
Durante la condensacion de los cromosomas Pak1 fosforila al dimero de histonas
H3.3A/H3 en la S10 promoviendo la division celular, a su vez Pak2 participa en la
replicacion del DNA al fosforilar a la histona H4 en la S47. Por ultimo, Pakl regula
indirectamente a MYC que a su vez puede controlar varias cinasas dependientes
de ciclinas (CDK4/6, ciclina D, CDK2 vy ciclina E) para promover la progresion del

ciclo celular 71.72.73.74,75

1.7.2.4 PAKS Y REPARACION DEL DANO AL DNA

Recientemente se ha demostrado la participacion de las cinasas Paks en la
reparacion del dafio al DNA, sin embargo, el mecanismo molecular de cémo estas
cinasas participan en este proceso no es claro, algunos estudios han observado que
la sobreexpresion de Pakl se correlaciona con un aumento en la expresiéon de los
genes implicados en la reparacion del DNA y en la estabilidad genomica. Esto se
debe a que Pakl fosforila a NF-kB, lo que permite la translocacion nuclear de la

subunidad p65 en donde actia como factor de transcripcion que se une a los
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promotores de los genes de Fanconi los cuales son esenciales para los procesos
de reparacion del dafio al DNA por recombinacién homadloga. En presencia de dafio
al DNA Pakl fosforila a MORC2 en la S739 facilitando la remodelacion de la
cromatina y su posterior reparacion. La fosforilacion de Raf en S338 por PAK1 activa
a la cinasa de punto de control del ciclo celular 2 (CHK2) para regular la respuesta
al dafio del ADN, lo que contribuye a la sobrevivencia de las células tumorales.
Ademas, Pakl puede afectar el ciclo celular al regular los cambios dinamicos de los

cromosomas 76:77.78.79,
1.7.3 PAK Y CANCER

Tomando en cuenta todos los procesos biolégicos en los que participan las cinasas
Paks, es comprensible entender porque estan involucradas en la biologia del
cancer. Las cinasas Paks se encuentran sobreexpresadas y/o hiperactivas en
diversos tumores humanos como cancer de ovario, de pulmon, vejiga, cerebro,
cancer colorectal y mama 8. En este Ultimo la cinasa Pakl se encuentra
sobreexpresada y/o hiperactiva en mas del 50% de los tumores
independientemente del subtipo molecular al que pertenezca. Hasta la fecha, son
diversos los mecanismos propuestos que explican esta
sobreexpresion/hiperactividad entre las que se encuentran la presencia del
amplicon 11g13-14 donde se encuentra el gen PAK1, mutaciones activadoras de
efectores rios arriba como Racl, o recientemente se ha identificado que la
sobreexpresion de Pakl se debe a una disminuida expresion del microRNA miR-7

que tiene como blanco al MRNA de Pak1 81,8283,

Los niveles de expresion de Pakl se correlacionan positivamente con un mal
prondéstico en cancer de mama, presencia de metastasis y con resistencia a terapia
endocrina. Los cultivos tridimensionales de células epiteliales mamarias que
expresan ectopicamente al receptor HER2 (MCF10A.ERBB2) con activacion
inducible forman acinos multilobulares semejantes a los observados en carcinoma
ductales mientras que, en el mismo modelo, pero en ausencia de Pakl resulta en
una arquitectura acinar normal 8. También se encontré que en un modelo murino

la expresidn ectépica de una forma constitutivamente activa de Pakl que se
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encuentra bajo el control del promotor de B-lactoglobulina (promotor especifico del
epitelio mamario) induce la formacién de tumores debido a la hiperactividad de
diversas vias de sefializaciobn activadas por RTKs confirmando que Pakl es
sumamente importante en la activacion completa de la via Ras/RAF/MEK/ERK, la
via PISK/AKT/mTOR, via de estrogenos, Bcl2/BAD, RhoA/ROCK las cuales
controlan procesos celulares como progresion del ciclo celular, sobrevivencia,
proliferacion, metabolismo, migracion e invasion explicando parcialmente el proceso
de transformacion celular (Figura 13) 88687 Sin embargo, no se conocen todos los
sustratos que pueden ser fosforilados directa o indirectamente por Pakl y que
expliquen la activacion de todas estas vias oncogénicas. Bajo este criterio el grupo
de Chernoff y colaboradores en el 2013 realizaron un microarreglo de
fosfoanticuerpos utilizando lisados proteicos de células MCF10A.ERBB2 en
ausencia y en presencia de Pakl (Figura 14) con el objetivo de encontrar posibles

nuevos sustratos de Pakl. Este experimento permitio identificar sustratos directos
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Figura 14. Microarreglo de fosfoanticuerpos que muestra proteinas
hipofosforiladas en ausencia de Pakl. Tomado de Chernoff, 2013 88,
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e indirectos conocidos para Pakl como ERK, RAF, BAD y Akt, los cuales
presentaron bajos niveles de fosforilacion en ausencia de Pakl. Interesantemente,
en este mismo trabajo se encontrd que la cinasa dependiente de calcio calmodulina
(CaMKIl), mostro una gran pérdida de fosforilacion, sugiriendo que podria ser un

nuevo blanco de fosforilacion por Pak1 &,
1.8 CINASA DEPENDIENTE DE CALCIO/CALMODULINA

La familia de cinasas dependientes de calcio/calmodulina (CaMKIl) son enzimas
con la capacidad de fosforilar residuos de serinas y treoninas, estd se dividen en
dos clases de acuerdo con la especificad de su substrato 8. Las CaMK de tipo 1
son monosubstrato e incluye a CaMKIll y las de tipo 2 son multifuncionales e
incluyen a CaMKI, CaMKIl y CaMKIV. Esta familia de cinasas participa en la
progresion del ciclo celular, el reordenamiento del citoesqueleto, mecanismos
neurolégicos como aprendizaje y memoria, motilidad celular, y contraccion muscular
entre otros. De entre todos los miembros de la familia CaMK, CaMKIl ha sido de
gran interés en el campo de las neurociencias al participar en plasticidad neuronal,
liberaciébn de neurotransmisores, memoria a largo plazo y recientemente se ha

asociado al desarrollo de cancer 9091,
1.8.1 ESTRUCTURA Y MECANISMO DE ACTIVACION DE LAS CAMKII

Las cinasas CaMKII cuentan con un dominio catalitico en el extremo amino-terminal
seguido de un dominio de regulacion que se subdivide en un subdominio de
autoinhibicién y un subdominio de unién de calcio/calmodulina. Mientras que en el
extremo carboxilo-terminal presenta un dominio de asociacion que le permite la
multimerizacion entre 12 y 14 subunidades con estructura de rueda. Las cinasas
CaMKIl, se encuentran en una forma inactiva, ya que el subdominio de
autoinhibicién funciona como un pseudosubstrato el cual se enlaza al dominio de
cinasa, bloqueando su capacidad de fosforilar. Cuando los niveles de calcio
intracelular aumentan estos se unen a la calmodulina, el complejo calcio
calmodulina se une al subdominio de union a calmodulina, liberando y activando el
dominio de cinasa, el cual lleva acabo una autofosforilacién en trans del monémero

adyacente en la T287 que se encuentra en el dominio de regulacion, esta
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Figura 15. Estructura y mecanismo de activacion de CaMKIIl. Modificado de Anderson
2011 %,

fosforilacidon tiene tres efectos: 1) incrementa mas de mil veces la afinidad del
complejo calcio/calmodulina al dominio de regulacion, 2) bloquea la reasociacion
del dominio catalitico al subdominio de autoinhibicién y 3) genera un efecto dominé
al desecandenar una autoactivacion de la holoenzima adn en ausencia de calcio a
lo que se conoce como memoria molecular. Posteriormente la T287 es

desfosforilada por la fosfatasa PP1, causando la inactivacion de CaMKII (Figura 15)
9293

1.8.2 CAMKII Y CANCER

CaMKIl ha tomado importancia por estar sobreexpresada en diversos tipos de
cancer como: pulmon, prostata, colén y mama. Estudios recientes asocian a CaMKI|
en la progresién tumoral ya que regula procesos celulares como la proliferaciéon y

ciclo celular, migracion e invasion, apoptosis, sobrevivencia y regulacion de la
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transcripcion (Figura 16) 9. Durante la proliferacién tumoral CaMKII activa la via de
las MAPK, la via de Stat3/Stat5, la via GSK3p/B-catenina, y la via de NF-kB a través
de la fosforilacion de diversos substratos como IKKB, Akt, ERK, Stat3 °. Ademas
de que, algunos estudios han reportado una disminucion del 80-70% en la tasa de
proliferacion en lineas celulares de osteosarcoma tratadas con KN93, el cual es un
inhibidor farmacolégico de CaMKIl %. Por otro lado, CaMKIl también participa
activamente en la progresion del ciclo celular, promoviendo la transicion de G1/S
por incrementar la expresion de la ciclina D1 a través de la via NF-kB, por regular la
transicion S-G2/M por activar a MEK, y posterior fosforilacion e inhibicion de p27XiPl
97, Ademas de que, cada vez un nimero mas evidencias experimentales sustentan
el papel clave que CaMKII tiene en la migracion e invasion, ya que el silenciamiento
de CaMKIl muestra una disminucion en la motilidad e invasion en lineas celulares

de osteosarcoma. % De igual forma la sobreexpresion de CaMKII en lineas celulares

Ca2t/Calmodulina

Regulacion de la
transcripcion

Proliferacion

Invasion

Figura 16. Vias de sefalizacion activadas por CaMKIl en cancer.
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de cancer de préstata aumentoé significativamente la tasa de motilidad celular °. En
procesos de migracion celular la actividad de CaMKIl promueve la polimerizacion
de actina y el crecimiento de neuritas de una manera dependiente de la GTPasa
RhoA 2219, Finalmente, CaMKII regula vias anti-apoptéticas a través de la inhibicion
de la expresion de las pro-caspasas 7 y 8 %1, En los Ultimos afios han aparecido
fuertes evidencias que asocian a CaMKIl en procesos celulares clave para la
tumorigénesis como: la regulacion de la proliferacion celular, el ciclo celular, la
migracion, la invasion y la metastasis, procesos que también son regulados por la
cinasa Pakl. Ademas, si tomamos en cuenta que el microarreglo de
fosfoanticuerpos en ausencia de Pakl mostré una hipofosforilacion de CaMKII,
proponemos la existencia de un posible eje de sefalizacién Pakl/CaMKIl en cancer
de mama que podria ser una nueva diana terapéutica cuya modulacion presenta

nuevas oportunidades para el tratamiento de este tipo de cancer.
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2. JUSTIFICACION

El cancer es el principal problema de salud publica en el mundo, siendo el cancer
de mama la causa numero uno de mortalidad por neoplasias solidas en mujeres
mayores de 25 afios. En México y Norteamérica el cancer de mama ocupa el primer
lugar en incidencia y mortalidad, su aparicion y progresion esta relacionado con
aspectos demograficos, sociales y del medio ambiente donde los estilos de vida
poco saludables toman mayor importancia sobre los aspectos genéticos. A
diferencia de otros tumores, este cancer tiene una alta capacidad de ser
diagnosticado en etapas tempranas a través de la autodeteccién o por estudios de
imagen relativamente simples, sin embargo, la falta de conocimiento, un nivel
socioecondémico bajo, la falta de infraestructura y las falsas creencias asociadas a
las pruebas diagndésticas generan que el diagnéstico se haga en etapas avanzadas

con mal prondstico para el paciente.

Una vez diagnosticado el tumor, es obligatorio llevar a cabo técnicas de
inmunohistoquimica para conocer el fenétipo celular, esto debido a que desde el
2000 Perou y colaboradores 192 demostraron que el cancer de mama al igual que
otros tumores presentan diversos subtipos moleculares que aportan informacién

pronostica y asistencial en la seleccién de estrategias terapéuticas.

Cerca del 55% de los tumores de céancer de mama presentan una
sobreexpresién/hiperactividad de la cinasa activada por p21 1 (Pakl) la cual tiene
funciones regulatorias sobre procesos de proliferaciébn, migracion, invasion,
resistencia a drogas etc. Esto a través de la fosforilacion directa o indirecta de
sustratos asociados a procesos oncogénicos, una de las proteinas que participa
junto con Pakl en la tumorigenesis del epitelio mamario es CaMKII cuyos procesos
celulares como migracién, proliferacion y apoptosis son compartidos con Pak1, esto
abre la posibilidad de la existencia de un nuevo eje de sefalizacion Pakl/CaMKII
que podria ser fundamental para el crecimiento y diseminacion tumoral. Por lo cual
es necesario un estudio mas detallado de los mecanismos moleculares a través de
los cuales Pakl y CaMKII contribuyen en la biologia del cancer de mama. El estudio

de una nueva via de sefializacién (Pakl/ CaMKIl) nos permitira saber si esta via es
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relevante en el control de los procesos celulares que se ven afectados durante la
progresion del tumor como la proliferacion, la migracion y la invasion tumoral. Asi
como la identificacion de esta via como un nuevo blanco terapéutico en el cancer

de mama humano.
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3. HIPOTESIS

Existe una via de sefializacién Pak1/CaMKII que esta implicada en la biologia del
cancer de mama y su inhibicion farmacolégica combinada es efectiva en el

tratamiento del cancer de mama humano.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la importancia de la via de sefializacion Pak1/CaMKIll en la biologia del
cancer de mama, asi como evaluar su potencial inhibicion farmacoldgica

combinada en el cancer de mama humano.
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4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar si CaMKII es un sustrato de Pak1l in silico y en un contexto celular

Establecer a nivel de proteina la expresion de Pakl y CaMKIl en lineas celulares

de cancer de mamay en un cultivo primario derivado de una paciente mexicana.

Establecer si existe una asociacion fisica entre Pakl y CaMKIl en un contexto

celular.

Establecer si existe una correlacién entre la expresion de Pakl y CaMKIIl en

biopsias de tejido de cancer de mama humano.

Determinar el efecto de la inhibicion farmacoldgica de Pak1l/CaMKIl en lineas

celulares de cancer de mamay en un cultivo primario de una paciente mexicana.

Evaluar el efecto de la inhibicién de Pakl y CaMKII sobre los procesos biolégicos
del cancer de mama como apoptosis, migracion e invasion en lineas celulares

de cancer de mamay en un cultivo primario de una paciente mexicana.

Averiguar el efecto inhibitorio combinado de Pakl1 y CaMKIl en un modelo animal

de cancer de mama.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 LINEAS CELULARES
5.1.1 MCF-10A

La linea celular de epitelio mamario no transformado MCF-10A se cultivd en medio
DMEM-F12 (GIBCO). Este medio se complement6 con suero fetal bovino al 10%
(GIBCO), 2 mM de L-glutamina (GIBCO) y 1X de penicilina-estreptomicina 100X
(10,000U/mL, BIOWEST). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C en una

incubadora humidificada en una atmoésfera de 5% de CO2/95% de aire.
5.1.2 MCF-7

La linea celular de cancer de mama RE+, RP+ (Luminal) MCF-7 se cultivo en medio
DMEM-F12 (GIBCO). Este medio se complementd con suero fetal bovino al 10%
(GIBCO), 2 mM de L-glutamina (GIBCO) y 1X de penicilina-estreptomicina 100X
(10,000U/mL, BIOWEST). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C en una

incubadora humidificada en una atmoésfera de 5% de CO2/95% de aire.
5.1.3 SK-BR-3

La linea celular de cancer de mama HER2+ SK-BR-3 se cultivd en medio McCoys
5A (GIBCO). Este medio se complementd con suero fetal bovino al 10% (GIBCO),
2 mM de L-glutamina (GIBCO) y 1X de penicilina-estreptomicina 100X (10,000U/mL,
BIOWEST). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C en una incubadora

humidificada en una atmdésfera de 5% de C02/95% de aire.
5.1.4 MDA-MB-231

La linea celular de cancer de mama triple negativo RE-, RP-, HER2- MDA-MB-231
se cultivd en medio DMEM (GIBCO). Este medio se complement6 con suero fetal
bovino al 10% (GIBCO), 2 mM de L-glutamina (GIBCO) y 1X de penicilina-
estreptomicina 100X (10,000U/mL, BIOWEST). Los cultivos celulares se
mantuvieron a 37°C en una incubadora humidificada en una atmosfera de 5% de
C0O2/95% de aire.
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5.1.5 HEK-293T

La linea celular de rifibn embrionario humano HEK293T se cultivé en medio DMEM
(GIBCO). Este medio se complementé con suero fetal bovino al 10% (GIBCO), 2
mM de L-glutamina (GIBCO) y 1X de penicilina-estreptomicina 100X (10,000U/mL,
BIOWEST). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C en una incubadora

humidificada en una atmoésfera de 5% de C0O2/95% de aire.
5.1.6 MBCDF-B4

El cultivo primario de cancer de mama humano triple negativo RE-, RP-, HER2-
MBCDF-B4 se cultivé en medio RPMI-1640 (GIBCO). Este medio se complemento
con suero fetal bovino al 10% (GIBCO), 2 mM de L-glutamina (GIBCO) y 1X de
penicilina-estreptomicina 100X (10,000U/mL, BIOWEST). Los cultivos celulares se
mantuvieron a 37°C en una incubadora humidificada en una atmosfera de 5% de
CO02/95% de aire. Este cultivo primario de cancer de mama fue donado por la Dra

Maria de Jesus Ibarra-Sanchez 103,
5.2 PLASMIDOS

Los vectores de expresion pCMV6M-Pakl y uniRapR-Pakl se describieron
previamente 194195 E| ORF de CaMKIl se amplific6 mediante PCR utilizando el
vector pPDONR223-CAMK2G como molde (plasmido Addgene n°® 23409) y se cloné
en los sitios de restriccion Hindlll y EcoRI del vector pEGFP-C1 (Clonetech, #
Catalogo 6084-1).

5.3 TRANSFECCIONES

Las células se sembraron en placas de seis pozos y se transfectaron
transitoriamente con el vector de expresion uniRapR-Pakl usando Lipofectamine
3000 (Invitrogen #L.3000001) o siRNAs oligonucleotidos smartpool (10 nM) dirigidos
contra el mensajero de Pakl (Dharmacon UK #L-003521) usando RNAiMax

(Invitrogen, #13778100)) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 48 horas
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después de las transfecciones se obtuvieron lisados celulares y se almacenaron a -
20 °C.

5.4 MODELADO MOLECULAR

Se gener6 un modelo que pudiera mostrar la interaccion de CaMKIly y 2 péptidos
derivados. La secuencia del primer péptido (secuencia:
LKHPWVCQRSTVASMMHRQET donde el subrayado T11, correspondiente a la
T277, que fue identificado como un posible sitio de fosforilacion y el cual de indica
con la letra T en negritas) y el péptido Il (secuencia:
STVASMMHRQETVSLRKFNAR, donde la treonina 12 en negritas que corresponde
ala T287 de CaMKIly, que también se identificé como un posible residuo fosforilado.
Con este modelo de acoplamiento y con ambos péptidos que contienen sitios de
fosforilacion decidimos realizar experimentos de acoplamiento péptido-proteina y
proteina-proteina seguidos de simulaciones de dinamica molecular. Primero, se
utilizé la plataforma en linea PEPstrMOD 1%, para predecir la estructura de las
secuencias de ambos péptidos, mientras que la estructura de CaMKIly se obtuvo
del Protein Data Bank (PDB) %7 con el cédigo de acceso PDB ID: 2V70 198, El
dominio de cinasa Pakl activo en complejo con la estructura de ATP que también
se descargd del PDB con el cédigo de acceso PDB ID: 3Q53 1%, Para los
experimentos de acoplamiento, se utiliz6 el servidor en linea ClusPro *°. ClusPro
2.0 genera conformaciones basadas en diferente desolvatacion y potencial
electrostético; esas conformaciones se clasifican mediante agrupamiento. En otras
palabras, ClusPro agrupa las poses potenciales en grupos y luego ordena estos
grupos considerando el nimero de miembros (poses) en cada uno. Un mayor
namero de miembros en el grupo sugiere que el grupo tiene una mayor probabilidad
de formarse, incluso si no es el mas estable. Para la simulacion de acoplamiento
proteina-proteina, se selecciono la opcion de atraccion implementada en ClusPro
111 con los residuos T277 y T287 de CaMKIly y los residuos R299 y D389 dentro del
sitio de union de ATP de la cinasa Pakl, ya que la evidencia experimental indica
que Pakl fosforila esos residuos de treonina. Se generaron varios modelos con

distribucion de conglomerados similar. Seleccionamos aquellos en los que T277 de
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CaMKIlly estaba mas cerca de ATP y otro modelo en el que T287 era el residuo mas
cercano. Los modelos estructurales de los complejos se visualizaron utilizando
UCSF Chimera, con diferentes colores aplicados para etiquetar cada proteina para

facilitar la visualizacion y la interpretacion.

Las simulaciones de dinAmica molecular se llevaron a cabo por duplicado usando
Yasara Structure v. 18.4.24 12 ysando un campo de fuerza AMBER 14 de acuerdo
con el protocolo previamente reportado por Vivar-Sierra et al, 2021 113, Brevemente,
cada uno de los cuatro complejos se incrusté dentro de una caja de agua TIP3 con
10 A hasta el limite de la caja. Se consideraron condiciones de contorno periodicas.
La temperatura se fijo en 298 K, el pH en 7,4, con la adicion de iones de sodio y
cloro para neutralizar la carga. Se aplico un algoritmo de Particle Mesh Ewald (PME)
con un radio de corte de 8 A. Se realiz la minimizacion de la energia de descenso
mas pronunciada, y luego se llevo a cabo una simulacion de interaccion durante los
primeros 100 ns de asociacion con un intervalo de tiempo de 2,5 fs, registrando
instantaneas a intervalos de 500 ps. El anadlisis de las trayectorias resultantes se
realizd con un script incluido como parte del software Yasara e incluyo la desviacion
cuadratica media (RMSD) y la distancia del atomo de fosforo en el grupo y-fosfato
del ATP a los 4tomos de oxigeno del lado residuos de treonina de cadena (O (T) -

yP) identificados como los objetivos de fosforilacion de PAK1.
5.5 SILENCIAMIENTO DE PAK1 CON SIRNAS

Para la transfeccion de siRNA, se sembraron células MDA-MB-231 a una densidad
de 50,000 células por pozo en una placa de seis pozos durante 4 horas y
posteriormente se transfectaron usando 10 nM de ON-TARGETplus Human PAK1
siRNA SMARTpool (Dharmacon UK #L-003521) / 9uL de Lipofectamina RNAIMAX
(Invitrogen, #13778100) posterior a 24h se realizo cambio de medio suplementado
con SFB 10%, AA 1%.

5.6 SDS-PAGE

El gel de resolucion se preparé con las siguientes concentraciones finales:
acrilamida al 10%, bis-acrilamida al 1%, base Tris 375 mM pH = 8,8 y SDS al 0,1%.
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Para lograr la polimerizacion del gel se afiadié 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 inicio utilizando
1X buffer de electroforesis (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, SDS al 0,1%) a un
voltaje constante de 120V. Una vez que se completo la electroforesis se retird el gel
de la cdmara de electroforesis y se realiz6 la transferencia a membranas de PVDF.

5.7 WESTERN BLOT

Las proteinas separadas electroforéticamente en el gel SDS-PAGE se transfirieron
a una membrana de PVDF. Para realizar el western blot, se preparé un bloque de
transferencia de la siguiente manera: primero una esponja previamente humedecida
en buffer de transferencia, dos papeles Whatman también humedecidos en el
mismo buffer, luego el gel, la membrana de PVDF previamente activado con
metanol absoluto seguido de dos papeles Whatman y una esponja. Al ensamblar
este bloque se tuvo cuidado de no dejar burbujas que pudieran interferir con la
transferencia de las proteinas a la membrana. La transferencia de proteinas se
realiz6 desde el polo negativo (gel) al polo positivo (membrana de PVDF). Este
bloque se introdujo en la camara de transferencia que se llendé con buffer de
transferencia 1X hasta el limite indicado. Para evitar que el buffer se sobrecaliente
e interfiera con el amperaje, la transferencia se realiz6 en un bafio de hielo durante
60 minutos a 400 mA. Una vez completada la transferencia, la membrana se tifié
con una solucién de rojo Ponceau al 0,5% en &cido acético al 2% durante 5 min a
temperatura ambiente y se lavdé con agua destilada. Una vez corroborada la
transferencia de las proteinas, las membranas se bloquearon con leche baja en
grasa 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 los anticuerpos
correspondientes durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, la membrana se
lavo 3 veces durante 15 min con TBS-Tween al 0,1%. Después del ultimo lavado, la
membrana se incubd con él anticuerpo secundario acoplado con peroxidasa de

rabano durante 2h a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron 3 lavados mas
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de 15 minutos con TBS-Tween al 0,1%. Las membranas se sumergieron en 1 ml de
solucién Clarity Western ECL Substrate (BIO-RAD). Después de este tiempo, las
membranas se expusieron a una "Pelicula de autorradiografia HyBlot ES® (Denville

Scientific Inc.) y se escanearon para su evaluacion
5.8 CO-INMUNOPRECIPITACION

Para la co-inmuniprecipitacion, las células se lisaron durante 30 min en un buffer de
baja astringencia PBSCM (tampon PBS (fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM,
pH 7,2) con CaCl2 1 mM, MgCl2 1 mM y ATP 5 uM) homogeneizado y centrifugado
a 13,500 rpm durante 10 min a 4°C. Las muestras se recuperaron, preclarearon e
incubaron con anticuerpos primarios durante 4 horas a 4°C seguido de incubacion
durante toda la noche con perlas de proteina G Sepharose (GE Healthcare, #GE17-
0618-01). Los complejos inmunes se lavaron tres veces con buffer PBSCM 4°C, se
resuspendieron en buffer de carga 4X y se resolvieron mediante SDS-PAGE y se

inmunotransfirieron e incubaron con los anticuerpos deseados.
5.9 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Se sembrd la linea celular HEK293T en cubreobjetos y se cotransfectaron
transitoriamente con los vectores de expresibn pCMV6M-Pakl y pEGFP-C1-
CaMKIl, 48 horas después de la transfeccién se fijaron con paraformoldehido (PFA)
al 4% durante 30 min, se lavaron tres veces con PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl,
8 mM Na2HPOa4, and 2 mM KH2PO4, pH 7.4) se permeabilizaron con 0,5% Triton X-
100 durante 10 min y se bloqued con albumina al 1% en 1X PBS durante 30 min a
temperatura ambiente. Las células se incubaron durante la noche con anticuerpos
anti-myc y se lavaron con 1X PBS y se incubaron con anticuerpos secundarios
conjugados con Alexa Fluor 594 (Invitrogen). De igual forma las células SK-BR-3 'y
MDA-MB-231 se transfectaron transitoriamente con el vector de expresion pEGFP-
C1-CaMKIly siguiendo el mismo procedimiento. Se obtuvieron imagenes de las
células tefiidas usando un microscopio Confocal Leica TCS SP8x. La co-
localizacion de Pakl y CaMKIly se cuantificé utilizando el software de complemento
Coloc2 de ImageJ (NIH).
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5.10 MICROARREGLO DE TEJIDOS DE CANCER DE MAMA

Se obtuvieron muestras de cancer de mama de al menos 100 mg del ndcleo tumoral
del Fox Chase Cancer Center, en el momento de la cirugia de cada paciente segun
un protocolo aprobado por la Junta de Revision Institucional. Las muestras fueron
verificadas como carcinomas mamarios invasores por un patélogo e
inmediatamente congeladas en nitrdgeno liquido y almacenadas a -80 °C para
posteriores preparaciones de ensayo. El patologo del equipo reviso los portaobjetos
de hematoxilina y eosina archivados que se utilizaron para el diagnostico para
confirmar el diagnéstico y seleccionar los bloques de tejido incluidos en parafina
adecuados para la construccion del microarreglo. Se seleccionaron y mapearon
portaobjetos con el tejido de interés apropiado para definir areas representativas
para la construccion de los bloques de TMA utilizando un tamafio de punzon de 1,5

mm.

5.11 INMUNOHISTOQUIMICA DE BIOPSIAS CONTENIDAS EN
MICROARREGLOS DE TEJIDOS DE CANCER DE MAMA.

Secciones de 4um del microarreglo de tejidos, fueron desparafinadas en xilol y
rehidratados a través de series de alcohol y tefiidos mediante inmunohistoquimica
sencilla. Brevemente, se realizé la recuperacién antigénica con citrato de sodio a
0.01M, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se incubo por 30 minutos en 1% de
solucién de peréxido de hidrogeno. Posteriormente, se bloque6 durante 1 hora en 8%
de BSA. Las laminillas fueron incubadas con el anticuerpo primario toda la noche a
temperatura ambiente en cdmara humeda, anti-CamKIl (diluciéon 1:1000), anti Pakl
(dilucion 1:250). Después, las laminillas se incubaron con el anticuerpo secundario
anti-conejo acoplado a HRP usando el kit Immpress HRP Reagent (Vector
Laboratories). La sefial se amplifico utilizando el Kit InmPACT DAB peroxidase
substrate (Vector Laboratories). Posteriormente el tejido fue deshidratado bajo el
siguiente esquema: agua destilada, etanol 70%, etanol 90%, etanol 100% y xileno en
bafios de 5 minutos cada uno. Finalmente, las preparaciones fueron cubiertas con

resina y se dejaron secar a temperatura ambiente.
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5.12 ANALISIS DE LA EXPRESION DE CAMKII Y PAKL EN LOS MICROARREGLO
DE TEJIDOS

El analisis de expresion de las proteinas CaMKIl y Pakl en los microarreglos de
tejidos se evalu6 mediante patologia digital con el digitalizador de imagenes
ScansScope CS (Aperio, San Diego, CA. USA). La cuantificacion se realiz6 utilizando
el algoritmo recomendado por el fabricante. Brevemente, el equipo cuantifica la
intensidad de expresion total por célulay le asigna un valor numérico de acuerdo con
el grado de intensidad, intensidad alta, intensidad moderada, intensidad baja o
intensidad nula. Se promediaran las intensidades descartando el valor de la
intensidad nula. Las escalas cuantitativas de intensidad y porcentaje se clasificaron
en 4y 5 clases o niveles, respectivamente, después de que fueron determinados los
valores de corte en los tres spots para cada paciente incluido en el MAT.

5.13 ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR POR MTT

La viabilidad de las células después de diferentes concentraciones de FRAX-1036
y KN-93 fue determinada usando el reactivo MTT (CellTiter Blue, Promega, #
G808A).). Todos los tratamientos se realizaron utilizando 5,000 células en placas
de 96 pozos y posterior a 48 horas de tratamiento, los cristales de formazan fueron
disueltos en DMSO, y la absorbancia fue medida usando un lector de microplaca
(TECAN Fluiremwter Infinite F500) a una longitud de onda de 570nm.

5.14 ENSAYO DE DETERMINACION DE SINERGISMO

El indice de combinacién (IC) entre inhibidores farmacoldgicos se establecio
mediante el método de Chou-Talalay '4. Usamos el paquete de software CalcuSyn
(BioSoft, UK) para automatizar los célculos. Brevemente, para cada farmaco
probado, se establecié una curva de IC50 en cada linea celular y se usé para
seleccionar dosis de combinacibn de farmacos para pruebas de sinergia
posteriores. Se sembraron 5,000 células por pozo en placas de 96 pocillos. Después
de 24 horas, las células se trataron con diluciones en serie de inhibidores
individuales o combinaciones de dos inhibidores mantenidos en una proporcion
molar constante. Después de 72 horas de incubacién, se midi6 la viabilidad celular

usando CellTiter Blue (Promega, # G808A). Los valores de Cl para cada dosis y la
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citotoxicidad correspondiente se expresaron como la fraccion afectada (Fa) y se
calcularon usando el software informatico CalcuSyn y se presentaron como graficos
Fa-Cl.

5.15 ENSAYO DE ACTIVIDAD RELATIVA DE CASPASA3Y 7

La apoptosis se midio utilizando el ensayo Glo Caspase 3/7 (Promega) de acuerdo
con el protocolo sugerido por el fabricante. Se sembraron 5,000 células de la linea
celular MCF-10A, MCF-7, SK-BR-3, MDA-MB-231 y MBCDF-B4 en placas de cultivo
celular de pared blanca de 96 pozos y se trataron con vehiculo, el inhibidor de Pak
FRAX1036 (Afraxis, Inc. La Jolla, CA), el inhibidor de CaMKIl KN93 (Cat. # 422712)
o la combinacion de ambos inhibidores. Se colocaron 100 uL del reactivo Caspase
3/7 Glo en cada pozo de la placa de cultivo celular, y la mezcla se incubé durante 3
horas a temperatura ambiente en la oscuridad, y la placa se leyé en un luminémetro
de lectura de placas (TECAN Fluiremwter Infinite F500).

5.16 ENSAYO DE MIGRACION TIPO TRANSWELL

Para los ensayos de migracion, se agregaron 50,000 células de la linea celular
MDA-MB-231 y cultivo primario MBCDF-B4 en la camara superior en medio sin
suero con los inhibidores de Pakl y CaMKIl mientras que la cAmara inferior contenia
medio de cultivo celular suplementado con SFB al 10%, AA 1%. Después de 24h de
incubacion, las células se fijaron con metanol al 70% durante 15 min y se tifieron
con cristal violeta (0,2%) durante 15 min. Las células que migraron a través de la
camara se contaron eligiendo 3 campos aleatorios para cada condicion,
posteriormente se disolvio el cristal violeta con 100uL de DMSO se colocaron en
una placa de 96 pozos y la absorbancia fue medida usando un lector de microplaca
(TECAN Fluiremwter Infinite F500 a una longitud de onda de 570nm posteriormente

y los datos se analizaron con el software ImageJ y GraphPad Prism 8.0.
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5.17 ENSAYO DE CIERRE DE HERIDA

La linea celular MDA-MB-231 y el cultivo primario MBCDF-B4 se sembraron en
placas de cultivo de 6 pozos hasta una alta confluencia (90%), las monocapas se
rasparon con una punta de pipeta de 200 pL después de que las células hubieran
alcanzado una confluencia del 90-95% y se trataron con vehiculo, el inhibidor de
Pak FRAX1036, el inhibidor de CaMKIlI KN93 o la combinacion de ambos
inhibidores. Se observo el cierre de la herida en diferentes puntos de tiempo dentro
de la linea de raspado (0 horas, 24 horas) y se fotografiaron lineas de raspado
representativas. La capacidad de migracion de las células se evalué midiendo el
ancho de las heridas. Las distancias de migracion 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.
5.18 ENSAYO DE MIGRACION ALEATORIA TIEMPO REAL

Se cultivaron 5,000 células MDA-MB-231y el cultivo primario MBCDF-B4 en DMEM
0 RPMI-1640 respectivamente suplementado con SFB al 10%, penicilina 50U/ml y
estreptomicina 50 mg/mL, se trataron con HEPES 20 mM y se colocaron en una
platina calentada (37°C) de una Olympus. Microscopio IX71. Las imagenes se
recolectaron usando una camara Retiga SRV CCD, cada 5 minutos durante 16
horas usando el software Image-Pro-Plus. Todas las secuencias de lapso
adquiridas se mostraron como una pelicula y las células se rastrearon usando
ImageJ. El analisis matematico se llevo a cabo utilizando Chemotaxis and Migration
Tool 2.0 donde se calcula la velocidad de migracion celular media y la distancia
acumulada para cada célula y estos datos se utilizan para calcular una velocidad de

migracion celular media para cada poblacion.
5.19 ENSAYO DE DEGRADACION DE GELATINA FLUOROSCENTE

Para los ensayos de invadopodia, se utilizé el ensayo de invadopodia de gelatina
QCM ™ (Sigma-Aldrich # ECM670) 115, Brevemente, se prepard gelatina conjugada
con FITC como se describié previamente. Los cubreobjetos lavados con etanol se

recubrieron con gelatina conjugada con FITC y se fijaron con gluteraldehido. Las

58



células se sembraron en los cubreobjetos recubiertos de gelatina y se incubaron
durante 3 horas a 37°C antes de tefirse con inmunofluorescencia. La degradacion
de la gelatina de cada célula productora de invadopodia se midi6é utilizando el

pluggin de degradacion de gelatina con el software ImageJ.
5.20 ENSAYOS DE ACTIVACION DE RHOA TIPO G-LISA

Para la evaluacion del efecto de los inhibidores de Pakl y CaMKII sobre la actividad
de RhoA se utilizo un ensayo basado en ELISA en el cual permite medir la actividad
de RhoA (Cytoskeleton #KB124). Brevemente, se sembraron 5,000 células de la
linea celular MDA-MB-231 en placas de 96 pozos, y se depleto de suero fetal bovino
por 24 horas, 4 horas antes de cumplir el ayuno se colocaron los inhibidores
farmacoldgicos de Pakl y CaMKIl y posteriormente se estimulo la actividad de RhoA
con LPA (1 pyg/mL) por 15 min. Las células se lavaron con PBS 1X 4°C y se coloco
100uL de buffer de lisis suplementado con inhibidores de fosfatasas y proteasas,
Para posteriormente colocarse el reactivo de deteccién Ay tras 1 hora de incubacién
se coloco el reactivo de deteccién B y se mantuvo en incubacién a 37°C durante 60
min. Las placas de lavaron 3 veces con PBS 1X 4°C, se afiadi6 100 uL de
peroxidasa de rabano (HRP) incubandose por 20 min. Se utilizo un lector de placas
(TECAN Fluiremwter Infinite F500) y la absorbancia a una longitud de onda de
490nm.

5.21 XENOINJERTOS DE TUMORES

Se obtuvieron ratones hembras endogamicas Nu/J nu/nu de 4 a 6 semanas de edad
del bioterio de animales CINVESTAV (numero de protocolo aprobado: 0307-2). Se
inyectaron células MDA-MB-231 (500,000 células en 0,3 ml de RPMI-1640 con 5%
de Matrigel) en la almohadilla de grasa mamaria de cada raton. Los ratones se
trataron con vehiculo o inhibidor de Pak FRAX1036 a una dosis de 20 mg/kg/dia via
oral o el inhibidor de CaMKII KN-93 por via intraperitoneal a una dosis de 1
mg/kg/dia, en los grupos de combinacion, los compuestos se administraron con un
intervalo de 4-6 h. Al finalizar todos los estudios de xenoinjerto, se llevo a cabo la

eutanasia de los ratones, se extirparon los tumores y se estimaron los volumenes
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de los tumores con la siguiente férmula: volumen= (a? x b)/?, donde a= longitudes

tumorales cortas y b= largas, respectivamente, en milimetros.
5. 22 ANALISIS ESTADISTICOS

El analisis estadistico se realiz6 utilizando la t de Student no pareada. Las relaciones
entre los niveles de expresion de diferentes marcadores evaluados en el TMA se
examinaron usando correlacion de rango de Spearman. Para los estudios de
xenoinjerto, las cohortes de tratamiento se analizaron mediante analisis de varianza
unidireccional utilizando el paquete de software GraphPad 8.0. Los valores de p

<0,05 se consideraron significativos.
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6. RESULTADOS
6.1 PAK1 INTERACCIONA CON CAMKII' IN SILICO

Pakl participa en la regulacion de diferentes vias de sefializacién que controlan
procesos oncogénicos en el cancer de mama, como la via de las MAPK, y la via de
Akt/mTOR 116, Recientemente se han identificados nuevos substratos que afectan
positivamente la proliferacién celular como la fosforilacién de B-Catenina. Con el
objetivo de descubrir nuevas vias de sefalizacion controladas por Pakl en 2013
Chernoff y colaboradores 1 emplearon un microarreglo de fosforilaciéon que
contenia varias docenas de anticuerpos especificos contra proteinas fosforiladas
relevantes en cancer de mama, estas laminillas fueron incubadas con lisados de
células de cancer de mama deficientes de Pakl o con lisados de células silvestres,
este experimento sugiri6 que probablemente existian nuevos substratos de Pakl
gue no habian sido reportados anteriormente y que por separado son relevantes en
la biologia del cancer de mama. Uno de los potenciales nuevos substratos fue
CaMKIl, la cual presento una disminucién de aproximadamente el 50% de la
fosforilacion en la T287. Con el objetivo de comprobar que Pakl podria fosforilar a
CaMKIll en la T287, durante mi trabajo de maestria realizamos un ensayo de cinasa
in vitro en el que se observo que Pakl fosforila in vitro dos sitios localizados en el
dominio de regulacion de CaMKIl, los residuos T277 y T287. Sin embargo, para
expandir el conocimiento sobre las potenciales interacciones entre ligandos y
cofactores con cinasas como Pakl y comprender si estos dos aminoacidos son
cruciales para la interaccion de estas se llevaron a cabo experimentos de “docking
molecular” in silico. Con este proposito, se generaron mediante modelado por
homologia in silico las probables estructuras de dos fosfopéptidos correspondientes
a los aminoé&cidos LKHPWVCQRSTVASMMHRQET y
STVASMMHRQETVSLRKFNAR de CaMKIl, en donde los residuos de T
subrayados y en negritas corresponden a las posiciones 277 en el péptido | y 287
en el péptido Il respectivamente. La estructura cristalografica del dominio catalitico
de Pakl activo y unido a ATP se obtuvo del sitio Protein Data Bank. Posteriormente,

las estructuras de ambos fosfopéptidos fueron acopladas mediante docking al
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Figura 17. Visualizacion del complejo del péptido | y péptido Il con Pakl unido a ATP.
Las figuras (c) y (d) muestran una vista mas cercana de la interaccion O-(T) -yP para
los péptidos | y Il, respectivamente.

dominio catalitico de Pakl. En la figura 17 se muestra la distancia de los atomos de
oxigeno de los residuos T11y T12 al &tomo de fésforo de ATP esde 6.75Ay 3.5 A
respectivamente, donde este ultimo presenta una mejor reaccion de fosforilacion
por un mecanismo disociativo. Posteriormente se llevo a cabo un ensayo de
dinamica molecular para analizar la estabilidad de los complejos predicha por el
“docking molecular” y averiguar si los cambios conformacionales modifican la
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Figura 18. Variaciones de la distancia RMSD y O-(T)-yP en las simulaciones de MD
con péptidos 1y Il

distancia del grupo fosfato y del ATP. La figura 18 ilustra los graficos de la
desviacion media de la raiz cuadratica (RMSD) y las variaciones en la distancia de
los &tomos de oxigeno de los residuos de treonina hacia el grupo fosfato y del ATP.
El grafico de las variaciones de RMSD muestra que el complejo predicho por
acoplamiento molecular sufre importantes cambios conformacionales dentro de los
primeros 20 ns de la simulacion hasta que alcanza variaciones por debajo de 2 A,
lo que sugiere que se alcanz6 la convergencia. El analisis de las variaciones en la
distancia O-(T)-yP para ambos complejos mostr6 que la distancia podria ser inferior
a 6 A después de las primeras 20 ns, particularmente para el péptido Il con valores
alrededor de 4,25 A. Estas variaciones parecen estar impulsadas por los residuos
Arg9 en la vecindad de los residuos Ts, que es un rasgo caracteristico del
reconocimiento del sustrato CaMKIlly. Motivados por estos resultados, decidimos
realizar estudios de acoplamiento molecular proteina-proteina con CaMKIly.
Inicialmente, hicimos los célculos con la forma autoinhibida, que es la que esta

disponible en el PDB. En la Figura 19 se muestran las imagenes de los complejos

63



(b)

—(d)

Figura 19. Visualizacién del complejo de CaMKIly con PAK1 unido a ATP cuando
los residuos de (a) T277 y (b) T287 estan mas cerca del grupo y-fosfato. Las
figuras (c) y (d) muestran una vista mas cercana de la interaccion O (Thr) -yP para
cada pose (a) y (b), respectivamente.

predichos cuando T277 y T287 estan mas cerca de ATP. En el caso de la T277,
probablemente este residuo esté suficientemente expuesto para ser fosforilado por
Pakl ya que la distancia O (T277) -yP es de 5,21 A, estando dentro del rango de
distancias para el estado de transicion de la reaccion de fosforilacion. Sin embargo,
para la fosforilacion de T287, este aminoacido esta "oculto" dentro de una hélice a
que dificulta el acceso al sitio activo de Pakl, como se ve en la Figura 19b, con una
distancia de 8,93 A. A pesar de este resultado, decidimos continuar las simulaciones
de modelado molecular de estos complejos para observar si un posible cambio
conformacional podria conducir a una aproximacion de T287 al grupo y-fosfato en
ATP. EIl gréfico de la variacibn RMSD (Figura 20a) de los complejos proteina-
proteina indica que ambos complejos presentan alta flexibilidad, llegando a
converger hasta los ultimos 20 ns de la simulacion. El analisis de la variacion de la

distancia O-(T)-yP, que se muestra en la Figura 20b, confirma que es poco probable
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Figura 20. Variaciones de (a) RMSD y (b) distancia O (T)-yP en las simulaciones MD para
los complejos predichos de CaMKIly-PAK1 donde los residuos T277 y T287 se acercan al
ATP. La linea horizontal en (b) indica la distancia maxima propuesta para el estado de
transicion para una reaccion de fosforilacion.

gue Pak1 fosforila los residuos de T277 y T287 en su estado autoinhibido desde la
distancia O-(T)-yP aumenta notablemente. Aun asi, los datos generados durante las
simulaciones con los péptidos | y Il indican que es pausible que la transferencia de
grupos fosfato se produzca una vez que la calmodulina haya activado CaMKIlly.

Estos resultados indican fuertemente que CaMKII es un sustrato directo de Pak1.

6.2 EL SILENCIAMIENTO DE PAK1 CON SIRNA REDUCE
SIGNIFICATIVAMENTE LA FOSFORILACION DE CAMKII (PT287)

Aunqgue los estudios in silico e in vitro sugieren que CaMKII es un sustrato de Pak1,
decidimos comprobarlo en un contexto celular, para esto utilizamos la linea celular
de cancer de mama subtipo triple negativo MDA-MB-231 que ha sido reportado que
expresa altos niveles de Pak1!*® | en la cual llevamos acabo un silenciamiento
utilizando siRNAs especificos contra el mensajero de Pakl, y como control un
secuencia “scramble” los cuales fueron lipo-transfectadas y tras 24h se llevaron a

cabo lisados proteicos que fueron utilizados para semi-cuantificar los niveles de
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Pakl, CaMKIl y CaMKII pT287. Como esperabamos el silenciamiento redujo 60%
los niveles de proteina de Pakl y al igual que los resultados del microarreglo de
fosfoanticuerpo se redujo un 50% la fosforilaciion activadora (pT287) en la cinasa
CaMKIl (Figura 21).

N
&£
kDa
61 PAK1
56. | CAMKII
561 ' |[pCAMKII (T287)
ACTINA

Figura 21. El silenciamiento de Pak1l reduce la fosforilacion de CaMKII (pT287).

6.3 LA INHIBICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE PAK1 REDUCE
SIGNIFICATIVAMENTE LA FOSFORILACION DE CAMKII (PT287)

Aunque la actividad enziméatica de Pakl es la mas importante en la regulacion de
vias de sefalizacion también se ha reportado que puede funcionar como una
proteina de andamiaje y a la vez regular diversas vias de sefalizacién tal es el
ejemplo de PDK1/Akt 119, en la cual el dominio de cinasa de Pakl funciona como

andamio para PDK1 y a su vez estimular a Akt facilitando su translocacion a la

66



membrana plasmatica. Debido a este antecedente los resultados del silenciamiento
previamente mostrados, abrian la posibilidad de que la disminucién de los niveles
de fosforilacion de CaMKIl en sus sitios de activacion se debia a la pérdida de su
funcién de andamiaje y no de su actividad catalitica, para contestar esta pregunta,
nosotros llevamos a cabo un ensayo de inhibicion farmacoldgica con el inhibidor
FRAX-1036 (Pyrido[2,3-d]pyrimidin-7(8H)-one, 6-[2-chloro-4-(6-methyl-2-
pyrazinyl)phenyl]-8-ethyl-2-[[2-(1-methyl-4-piperidinyl)ethyllamino]) el cual es un
inhibidor especifico y competitivo por el “pocket” de ATP del dominio catalitico de
Pakl, inhibiendo su funcidn enzimatica y conservando su funcién de andamiaje,
permitiéndonos contestar si la disminucion de la fosforilacion activadora de CaMKII
se debe a la pérdida de la actividad de cinasa de Pakl o la pérdida de su actividad
como proteina de andamiaje. Tras 4 horas de inhibicién farmacolégica y posterior
estimulacién con EGF, observamos que la linea celular MDA-MB-231 mostrd una
disminucién del 50% de la fosforilacion en la T287 (Figura 22A), y para comprobar

esto repetimos el experimento utilizando un cultivo primario de cancer de mama
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Figura 22. Efecto de la inhibicion farmacoldgica de Pak1 sobre la fosforilacion activadora de CaMKII
(pT287). A) MDA-MB-231, B) MBCDF-By
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subtipo triple negativo (MBCDF-B4), mostrando un resultado similar (-60%) (Figura
22B). Por lo que todos estos resultados sugieren que la fosforilacién activadora de
CaMKII esta dada por la actividad de cinasa de Pakl y no por funcionar como una

proteina de andamiaje.

6.4 LA ACTIVACION INDUCIBLE DE PAK1 AUMENTA SIGNICATIVAMENTE LA
FOSFORILACION DE CAMKII (pT287).

De acuerdo con los resultados obtenidos, podemos concluir que Pakl fosforila
directamente a CaMKIl en la T287, ya que su deplecién proteica o inhibicién
farmacoldgica disminuyen los niveles de fosforilacién de esta proteina, por lo que
hipotetizamos que la induccion de la actividad enzimatica de Pakl provocaria un
estado de hiperfosforilacion como el que se habitualmente se observa al
sobreexpresar una oncocinasa. Para este abordaje experimental transfectamos a la
linea celular HEK293T (que presenta bajos niveles de Pakl en comparacion con
una linea de cancer de mama) con un vector de expresion eucarionte que contiene
el cDNA de Pak1 fusionado al de la proteina fluorescente Venus en su extremo 5’.
Este vector, también tiene clonada la secuencia que codifica al dominio uniRapR
dentro del dominio catalitico de Pak1l, lo que permite que se exprese una version de
la proteina Pakl cuya actividad es inducida con Ramapicina. (pVENUS-uniRapR-
PAK1) 120, Los resultados mostraron que la sobreexpresion de VENUS-uniRapR-
Pak1l cuya expresion fue estimulada con Rapamicina provoc6 una hiperfosforilacion
de CaMKIl en T287 (Figura 23). En conjunto estos 3 resultados demuestran que
Pak1 fosforila directamente a CaMKIl en la T287.

6.5 PAK1 Y CAMKII ESTAN ALTAMENTE EXPRESADOS EN LINEAS
CELULARES DE CANCER DE MAMA HUMANO Y EN UN CULTIVO PRIMARIO
TRIPLE NEGATIVO DERIVADO DE PACIENTE.

Se ha reportado que cerca del 55% de los tumores mamarios malignos presentan
una sobreexpresion y/o hiperactividad de Pakl, independientemente del subtipo
molecular al que pertenezcan 2. Sin embargo, en el caso de CaMKIl no existe
evidencia contundente que apoye el mismo fendmeno. Para averiguar si CaMKII al

igual que Pak1 se encuentra sobreexpresada en los diferentes subtipos moleculares
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Figura 23. Efectos de la activacion de Venus-uniRapR-PAK1 sobre la fosforilacién de
CaMKIl (pT287).

de cancer de mama realizamos un analisis de expresion a nivel de proteina por
medio de Western blot utilizando anticuerpos contra CaMKII y Pakl en lisados
celulares provenientes de 3 lineas celulares de cancer de mama cada una
representativa de un subtipo molecular: MCF-7 (Subtipo luminal), SK-BR-3
(HER2+), MDA-MB-231 (triple negativo) y como control no transformado una linea
celular de epitelio mamario (MCF-10A) (Figura 24). Para el caso de Pakl
observamos una sobreexpresion en todas las lineas celulares tumorogénicas
siendo la linea MDA-MB-231 la que presento mayores niveles de Pakl (1:3.7), lo
cual correlaciona con la agresividad de este subtipo molecular. En el caso de
CaMKIl al igual que Pakl mostr6 una sobreexpresion en las lineas celulares
tumorales, sin embargo, la linea celular representativa del subtipo HER2+ (SK-BR-

3) mostro los mayores niveles de expresion (1:3.6) seguido de la linea celular MDA-

69



J§ <? é? $§

o0 ¥ § 5§

61 - “ PAK1
1 3 23 37

56 CAMKII

,
)
)
b

1 1.3 3.6 3.2

48Mv-Tubulina

1 1 1 1
Figura 24. Expresion a nivel de proteina de las cinasas Pakl y CaMKIl en lineas

celulares de cancer de mama.

MB-231 (1:3.2). Debido a que la linea celular MDA-MB-231, en comparacion con la

linea celular representativa del subtipo luminal o HER2 presentaba los mayores
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Figura 25. Expresion a nivel de proteina de las cinasas Pakl y CaMKIl en un
cultivo de cancer de mama.
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CAMKII EGFP-CAMKII MERGE

Figura 26. Patréon de expresion de EGFP-CaMKIl y CaMKII endégena en la linea
celular HEK-293T mediante inmunofluorescencia.

niveles de expresion de Pakl y CaMKII, corroboramos este resultado en un cultivo
primario de cancer de mama triple negativo (MBCDF-B4) encontrando nuevamente

una sobreexpresion de ambas cinasas (Figura 25)

6.6 PAK1 Y CAMKIlI INTERACTUAN FISICAMENTE Y COLOCALIZAN EN UN
CONTEXTO CELULAR EN LINEAS CELULARES DE CANCER DE MAMA
HUMANO, EN UN CULTIVO PRIMARIO DE CANCER DE MAMA Y EN UNA
LINEA CELULAR NO RELACIONADA.

Nuestros experimentos in silico e in vitro indican que posiblemente existe una
interaccion fisica entre Pakl y CaMKIl. Por lo que, para comprobar que Pakl y
CaMKII interactian en un contexto celular, utilizamos la linea celular HEK-293T
derivada de rifion de embrion humano, con el fin de utilizar un contexto celular fuera
de la transformacion maligna del epitelio mamario. Esta linea celular fue co-
transfectada con los vectores de expresion eucarionte pPCMV6M-Pakl L107F que
contiene el cDNA de una forma constitutivamente activa de Pakl fusionada a una
bandera de myc, y el vector pEGFP.CaMKIl, el cual fue construido en nuestro

laboratorio. Este plasmido contiene a el gen que codifica a la proteina verde
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Figura 27. Co-inmunoprecipitacion de Myc-Pakl con EGFP-CaMKIl en la linea
celular HEK-293T.

fluorescente seguido de la secuencia codificante de CaMKIlly. Debido a que la
bandera de la proteina verde fluorescencia es grande y tiene un peso de 27 kDa
esta pudiera modificar el patron de expresion fisioldgico de esta cinasa, realizamos
una inmunofluorescencia indirecta utilizando anticuerpos anti GFP y anti-CaMKII

con el fin de determinar que la proteina exdgena presentara la misma localizacién

MYC-PAK1 EGFP-CAMKII MERGE MERGE 3D HISTOGRAMA

Spearmari rank correlation

value: 0.46

HEK-293T

Figura 28. Co-localizacion de Myc-Pakl con EGFP-CaMKIl en la linea celular HEK-
293T.
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Figura 29. Co-inmunoprecipitacion de Pakl con EGFP-CaMKIl en lineas
celulares de cancer de mama.
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Figura 30. Co-inmunoprecipitacién de Pakl con CaMKII en un cultivo de
cancer de mama subtipo triple negativo

que la proteina enddgena (Figura 26). Tras 48h de transfeccion realizamos una
inmunofluoresencia indirecta utilizando anticuerpos anti-GFP y CaMKII, observando
que EGF-CaMKIl muestra los mismos sitios de expresiéon que CaMKIl enddgena,
confirmando que la bandera de GFP no interfiere en la localizacion fisiol6gica de
CaMKIl. Posteriormente para confirmar la interaccion de ambas proteinas
realizamos una co-inmunoprecipitacion utilizando lisados celulares de la linea
HEK293-T co-transfectada con pCMV-6M-PAK1 L107F y pEGFP-CaMKII utilizando
anticuerpos anti-Myc y anti-GFP (Figura 27). En concordancia con el resto de los

experimentos, se observo que Pakl interactia fisicamente con CaMKII. Empero una
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de las desventajas de los experimentos de co-inmunoprecipitacion es que utilizamos
lisados celulares donde los compartimentos subcelulares fueron destruidos, y
posiblemente al desaparecer esta compartimentalizacion obligamos a que Pakl y
CaMKIl interactuen artificialmente, por lo cual llevamos a cabo experimentos de co-
localizacion por inmunofluorescencia (Figura 28) observando que efectivamente
Pakl interactia fisicamente con CaMKII.

Los experimentos anteriores en la linea celular HEK-293T nos permitio observar
que sobreexpresando Myc-Pakl y EGFP-CaMKIl estas proteinas co-
inmunoprecipitan e interactian en un contexto celular. Por lo que entonces
procedimos a confirmar estas observaciones en lineas celulares de cancer de mama
en las cuales se sobre-expresan ambas proteinas. Para lo cual inicialmente se
realizaron co-inmunoprecipitaciones con lisados provenientes de las lineas
celulares de cancer de mama MCF-7, SK-BR-3 y MDA-MB-231 y como control la
linea no transformada de epitelio mamario MCF-10A lo cual nos permitiria saber si
la interaccion de ambas proteinas se daba Unicamente en cancer de mama o
también ocurre en situaciones fisioldgicas (Figura 29). Encontrandose que Pakl y
CaMKIl forman un complejo proteico en todas las lineas celulares de cancer de
mama e interesantemente también forman un complejo en la linea no transformada
MCF-10A sugiriendo que esta asociacién también sucede de forma fisiolégica en
los epitelios mamarios y posiblemente su desregulacion este relacionada con la
oncogenésis mamaria. Estos hallazgos también fueron observados en lisados de un
cultivo primario de cancer de mama triple negativo (Figura 30). Posteriormente
utilizamos las lineas celulares de cancer de mama SK-BR3 (HER2+) y MDA-MB-
231 (Triple negativo) ya que presentaban altos niveles de PAK1l y fueron
transfectadas con el plasmido pEGFP-CaMKIl para realizar experimentos de co-
localizacion por inmunofluorescencia indirecta, esto debido a que no contdbamos
con un anticuerpo anti-CaMKII elaborado en diferente especie que el anticuerpo
anti-Pakl. Tras 48h de lipotransfeccion y estimulacién con EGF, observamos una
colocalizacion positiva en la linea SK-BR3 y MDA-MB-231 (Figura 31). En conjunto

estos experimentos muestran que las cinasas Pakl y CaMKIl se encuentran
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sobreexpresadas a nivel de proteina en lineas celulares de cancer de mama
humano con predominio en SKBR-3 (HER2+) y MDA-MB-231 (triple negativo)
ademas la cinasa PAK1 interactia con la proteina CaMKII en lineas celulares de
cancer de mama, en un cultivo primario del subtipo triple negativo y en una linea

celular no relacionada (HEK-293T), lo que corrobora que es un sustrato de PAK1.

6.7 PAK1 Y CAMKII SE ENCUENTRAN CO-EXPRESADOS EN LOS
DIFERENTES SUBTIPOS MOLECULARES EN BIOPSIAS DE CANCER DE
MAMA HUMANO

En los experimentos de western blot pudimos observar que en lineas celulares de
cancer de mama representativas de cada subtipo molecular existe una
sobreexpresion de Pakl y CaMKII (Figura 24). Sin embargo, se ha demostrado que
en el proceso de generacion de las lineas celulares, se modifican y se pierden
caracteristicas propias del tumor original, generando controversia en la

extrapolacion de resultados provenientes de lineas celulares, por cual validamos los

PAK1 EGFP-CAMKII MERGE MERGE 3D HISTOGRAM

M1=0.86

M2=0.89

Spearman rank correlation
value: 0.46

SK-BR-3
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Figura 31. Co-localizacion de Pakl con EGFP-CaMKIll en lineas celulares de cancer de
mama. Imagenes de microscopia confocal, en el panel superior la linea celular de cancer
de mama SK-BR-3 (HER2+) y en el panel inferior la linea celular de cancer de mama

MDA-MB-231 (Triple negativo
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resultados observados anteriormente utilizando un microarreglo de tejidos (TMA)
con 187 biopsias de cancer de mama humano obtenidas del “Fox Chase Cancer

Center” y donados por el Dr. Jonathan Chernoff. Este microarreglo fue construido a
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Figura 32. Estudio de inmunohistoquimica para Pakl y CaMKII en biopsias de cancer

de mama humano.
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Figura 33. Las cinasas Pakl y CaMKIl se sobreexpresan en tejido mamario tumoral.
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través de tejido de cancer de mama y tejido no tumoral adyacente en bloques de
parafina previamente caracterizados por HE e IHC analizando las siguientes
caracteristicas: histologia, grado histolégico, expresion del RE, progesterona, HER2
y subtipo molecular. Todas las biopsias contenian un historial clinico completo con
los siguientes datos reportados: genero, etnia, edad al diagndstico, lateralidad
tumoral, procedimiento quirdrgico realizado, tamafo tumoral, nodulos linfaticos
involucrados, historia de tabaquismo, historia de alcoholismo, historia familiar de
cancer de mama, lugar del tumor, tratamiento administrado posterior a la biopsia.
Las 187 muestras fueron distribuidas en 4 TMAs y se utilizaron 2 cortes de cada
TMA para llevar a cabo inmunohistoquimica utilizando anticuerpos dirigidos contra
Pakl y contra CaMKII. Los resultados de expresion de Pakl y CaMKIl en tejido
transformado y no transformado adyacente se muestran en la figura 32 (Panel
izquierdo), donde podemos observar una sobreexpresion de ambas cinasas en
tejido tumoral en comparacién con el tejido no transformado adyacente. En donde
podemos ver que la tincion se centra en las células tumorales presentando baja

expresion en la matriz extracelular lo que es un indicativo de la alta especificidad
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Figura 34. La expresion de Pakl y CaMKII en los diferentes subtipos moleculares de

cancer de mama humano.
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del anticuerpo, posterior a la inmunohistoquimica, los TMA se digitalizaron a un
objetivo de 20x y se analizaron por medio del software Aperio ImageScope. En el
panel derecho de la figura 32 observamos la digitalizacion de 4 “spots” donde el
color rojo representa una alta intensidad de tincion y en azul una baja intensidad de
tincion, bajo este histograma de colores se pueden cuantificar la expresion relativa
de Pakl y CaMKIl para conocer si estas dos proteinas se encuentran
sobreexpresadas en cancer de mama y cual es el subtipo molecular que presenta
mayor expresion. Una vez cuantificada la expresion relativa de Pakl y CaMKII se
compararon los niveles del tejido transformado versus el tejido mamario no
transformado, observando que efectivamente el tejido tumoral presenta una
sobreexpresion significativa (p=0.0001) tanto para Pakl como para CaMKIl,
validando los resultados que observdbamos en las lineas celulares (Figura 33).
Posteriormente analizamos si esta sobreexpresion era exclusiva de algun subtipo

molecular o al igual que en las lineas celulares entre mayor agresividad mayor
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Figura 35. Correlacion de la expresion de Pakl y CaMKIl en cancer de mama humano.

expresion de ambas cinasas. Las biopsias fueron clasificadas en subtipo Luminal A
(RE+, RP+, HER2-, Grado histolégico 1-2), Luminal B (RE+, RP+/-, HER2+/-, Grado
histol6gico 3), HER2+ (RE-, RP-, HER2+), Triple negativo (RE-, RP-, HER2-) y
posteriormente se analizo la expresion relativa de Pakl y CaMKIl. En el caso del
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microarreglo tefiido con el anticuerpo anti-Pakl se observd una sobreexpresion
significativa en los subtipos luminal A, luminal B, y Triple negativo, siendo este
altimo quien presento una mediana mayor que el resto de los otros subtipos. Sin
embargo, en el caso del subtipo HER2+ no se observé una sobreexpresion al
compararlo con el tejido no tumoral. En contraparte el microarreglo tefiido con el
anticuerpo contra CaMKIl mostr6 una sobreexpresion significativa en todos los
subtipos moleculares con una predominancia en el subtipo triple negativo (Figura
31). Estos resultados son acorde a los observados en lineas celulares exceptuando
la expresion de Pakl en el subtipo HER2+, sin embargo es de llamar la atencion
que estas dos proteinas se sobreexpresan en el subtipo triple negativo el cual es
altamente agresivo y no se cuenta con un tratamiento dirigido, tomando relevancia
el eje de sefalizacion Pakl/CaMKIl en estos pacientes. Uno de los hallazgos
observados en lineas celulares de cancer de mama es que los subtipos mas

agresivos presentaban mayores niveles de ambas proteinas. Tomando en cuenta
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Figura 36. Asociacion de la expresion de Pakl y CaMKIl y el grado de diferenciacion
en cancer de mama humano.

esto, analizamos el coeficiente de correlacibn de Spearman para muestras no

paramétricas, con el objetivo de medir la fuerza y direccidén de la asociacion entre la
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expresion de Pakl y CaMKIl en todas las biopsias del TMA (Figura 35 panel
izquierdo), los resultados de este analisis mostraron una correlacion positiva
(r2=0.631, p=<0.0001) entre mayor expresion de Pakl mayor expresion de CamKiIl,
sin embargo cuando analizamos esta correlacion por subtipo molecular, solo los
subtipos moleculares luminal A, luminal B, triple Negativo presentaron una
correlacion positiva y significativa (Figura 35, panel derecho) y como esperabamos
el subtipo HER2+ no mostr6 una correlacion positiva aunque se observo cierta
tendencia positiva. Finalmente agrupamos los tumores de acuerdo a su grado de
diferenciacion (G1-3) y los dividimos en baja expresion y alta expresion de Pakl y
CaMKII tomando como punto de corte el maximo de expresion del tejido no
transformado, interesantemente los tumores con grado de diferenciacion G3 fueron
los que presentaron una mayor expresion de Pakl (30:108) y de CaMKII (22:130)
(Figura 36) En conjunto estos resultados muestran que las cinasas Pakl y CaMKII
no solamente se encuentran sobreexpresadas en lineas celulares si no de manera
importante en biopsias de cancer de mama humano, en el caso de Pakl se
encuentra sobreexpresada en biopsias del subtipo molecular luminal A, luminal B y
triple negativo y en el caso de CaMKII se encuentra sobreexpresada en todos los
subtipos moleculares. Esta sobreexpresion correlaciona positivamente entre la
expresion de Pakl y CaMKIl en biopsias de cancer de mama del subtipo molecular
luminal A, luminal B y triple negativo, exceptuando al subtipo HER2+ asimismo
existe una asociacion positiva entre el grado histolégico del tumor y la

sobreexpresion de Pakl y CaMKII.

6.8 SUSCEPTIBILIDAD DE DISTINTAS LINEAS CELULARES DE CANCER DE
MAMA A LA INHIBICION FARMACOLOGICA DE PAK1 Y CAMKII.

Como Pakl y CaMKIl parecen actuar en una via de sefializacion activada por RTKs
y este eje posiblemente esté involucrado en el desarrollo de cancer de mama
humano, proseguimos con probar el efecto del bloqueo farmacolégico individual y
combinado, en la sobrevivencia de las lineas celulares de cancer de mama. Para la
inhibicion farmacoldgica de Pak1l utilizamos nuevamente la molécula FRAX-1036, y

para la inhibicién de CaMKIl a KN93, cuyo mecanismo de accién es impedir la unién
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del complejo calcio/calmodulina al dominio regulatorio de CaMKII evitando asi su
activacion 1?2, Nuevamente utilizamos las 3 lineas celulares de cancer de mama
representativas de cada subtipo molecular MCF-7, SK-BR-3 Y MDA-MB-231y como
control de epitelio mamario no transformado MCF-10A, estas fueron tratadas con
concentraciones variables de estos inhibidores por 48 horas y los efectos en la
sobrevivencia fueron analizados indirectamente por la reaccion mitocondrial de MTT
(Figura 37). Tanto FRAX-1036 como KN93 presentaron mayores efectos sobre la
sobrevivencia de las lineas celulares cancerigenas en comparacion de la linea no
transformada y por lo tanto ICso menores, en el caso de la linea MCF10A la IC50 de
FRAX-1036 fue de 10 uM y de KN93 de 32uM. Los valores de ICso para FRAX-1036
en MCF-7, SK-BR-3 y MDA-MB-231 fueron de 9, 3y 5 uM respectivamente y para
KN93 en MCF-7, SK-BR-3 y MDA-MB-231 fueron de 20, 17 y 20 yM. Posteriormente
utilizamos la linea celular MDA-MB-231 representativa del subtipo triple negativo
para la administracion de los inhibidores en combinacion. La razén de seleccionar
esta linea celular sobre la linea SK-BR-3 es que aunque esta presento mejores
resultados en las dosis de ICso los resultados en biopsias de cancer de mama
humano de este subtipo (HER2+) mostr6 que no habia una sobreexpresion ni
correlacion de Pakl y CaMKII significativa (Figura 34 y 35) ademas para el subtipo
triple negativo no existe un tratamiento dirigido a diferencia del subtipo HER2+ en
el cual clinicamente se utilizan anticuerpos monoclonales dirigidos contra el receptor

HER2. Nuestros resultados mostraron que la administracién combinada de FRAX-
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1036 y KN93 presento una ICso menor que la monoterapia (FRAX-1036 2uM y KN93
8uM) (Figura 38).
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Figura 37. Ensayo de MTT para determinar el valor de ICso de FRAX-1036 y KN-93 en
diferentes lineas celulares de cancer de mama.

6.9 EL ANALISIS CUANTITATIVO DE LOS EFECTOS COMBINADOS DE FRAX-
1036 MAS KN-93 MUESTRA UN EFECTO SINERGICO EN LA LINEA CELULAR
MDA-MB-231 (TRIPLE NEGATIVO) ASi COMO EL CULTIVO PRIMARIO TRIPLE
NEGATIVO DERIVADO DE PACIENTE

La reduccion de la ICso cuando se usan los inhibidores en combinacion sugeria un

posible efecto sinérgico, para comprobar esta hipétesis utilizamos el método de
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Figura 38. Ensayo de MTT para determinar el efecto sinergico de la combinacion
de FRAX-1036 y KN93 en la linea celular MDA-MB-231.

Chou-Talalay 1® este método esta basado en la ley de acciéon de masas, el cual
proporciona la relacién entre una entidad Unica y multiples y las dinamicas de primer
y segundo orden. El resultado fue que existe un fuerte efecto sinérgico con una
favorable reduccion de dosis (Figura 39). Estos resultados fueron comprobados en
un cultivo de cancer de mama triple negativo, presentado valores de ICso para
FRAX-1036 de 2.5uM y de KN93 de 8.3 uM de igual forma un fuerte efecto sinérgico
con una favorable reduccién de dosis (Figura 40).

6.10 LA COMBINACION DE FRAX-1036 Y KN-93 TIENEN UN EFECTO TOXICO
EN LINEAS CELULARES DE CANCER DE MAMA Y EN UN CULTIVO PRIMARIO
TRIPLE NEGATIVO DERIVADO DE PACIENTE.
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Una droga citotoxica es aquella que destruya células cancerosas en contra parte

con una droga citostatica que causan dafio celular no selectivo 1?4, El observar que
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Figura 39. Curva de IC (indice de combinacién) e IRD (Indice de reduccion de dosis) por
ecuacion de Chou Talalay para la combinacion de FRAX-1036/KN93 en la linea celular
MDA-MB-231.

tanto FRAX-1036 como KN93 disminuye la tasa de reduccion mitocondrial de MTT
sugeria que las células podrian entrar en apoptosis (efecto citotdxico celular) o un
cambio de proliferaciébn a quiescencia (actividad citostatico celular). El efecto
citotoxico es producido por la induccién de la apoptosis intrinseca a través de la
activacion de las caspasas efectoras 3 y en algunos casos 7. Para comprobar si el
efecto observado en los ensayos de reduccion de MTT era debido a un efecto
citotéxico o citostatico medimos la actividad de la caspasa 3/7 mediante en ensayo
de Caspasa-GLO 3/7, el cual es un ensayo luminiscente que mide la actividad de
estas caspasas en células en proceso de apoptosis a través de afiadir un substrato
lumindgeno con la secuencia consenso de procesamiento de las caspasas 3/7, este
corte provoca la generacion de una sefial luminiscente la cual es directamente
proporcional a la actividad de la caspasa presente. Para este objetivo se utilizaron
nuevamente las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 (luminal), SK-BR-3
(HER2+), MDA-MB-231 (Triple negativo) y como control no transformado MCF-10A,
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Figura 40. Ensayo de determinacioén de sinergia por MTT y curva de IC (indice de
combinacion) e IRD (Indice de reduccion de dosis) por ecuacién de Chou Talalay para

la combinacién de FRAX-1036/KN93 en un cultivo primario de cancer de mama.

tras 16 horas de tratamiento individual o combinado se cuantifico la actividad de las
caspasas 3/7 (Figura 41), observando que cuando se utiliza FRAX-1036 existe un
repunte significativo en la actividad de las caspasas pero Unicamente en las lineas
SK-BR-3 y MDA-MB-231 indicando un efecto de droga citétoxica como previamente
ha sido reportado 1%°. Para el caso de KN93 solo se observo un aumento significativo
en la linea triple negativo MDA-MB-231 este efecto también ya ha sido reportado
en el cual KN93 tiene como efecto un retraso en la progresion del ciclo celular mas
que un mecanismo de apoptosis 126, Como se esperaba, en el caso de la utilizacion
de drogas combinadas se observo un aumento dramatico en la actividad de las
caspasas en todas las lineas celulares de cancer de mama en comparacion con el

control, siendo la linea SK-BR-3 y MDA-MB-231 las que reportaron mayor actividad
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de caspasas y por lo tanto mayor tasa de apoptosis. Estos resultados fueron
corroborados en un cultivo primario de cancer de mama triple negativo, observando
el mismo de patron de actividad de caspasa 3/7 que la linea celular MDA-MB-231
(Figura 42). En conclusion, todos estos resultados nos sugieren que FRAX-1036

tiene un efecto citotéxico el cual es potenciado cuando se combina con KN93, y este
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efecto es selectivo para las lineas celulares de cancer de mama, asi como en un

600 =

CMCF-10A
B vicF-7
@ sK-BR-3

B vDA-MB-231

400 =

200 =

% Actividad relativa de Caspasa 3/7

Figura 41. Efecto de la combinacion de FRAX-1036 y KN93 sobre la apoptosis en lineas
celulares de cancer de mama.

cultivo primario de cancer de mama triple negativo.
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Figura 42. Efecto de la combinacién de FRAX-1036 y KN93 sobre la apoptosis en un cultivo
primario de cancer de mama.
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6.11 EFECTO DE LA INHIBICION FARMACOLOGICA INDIVIDUAL O
COMBINADA DE PAK Y CAMKII SOBRE LA MIGRACION E INVASION
CELULAR.

Debido a que Pakl y CaMKII regulan positivamente la migracion e invasion celular
analizamos si la utilizacién de los inhibidores farmacoldgicos de forma individual o
combinada tienen efectos potenciales sobre estos procesos celulares aunado a su
ya observada capacidad citotdxica. Para evaluar el efecto sobre la migracion celular
utilizamos 3 estrategias experimentales, en primer lugar, un ensayo convencional
de cierre herida, el cual consiste en observar el comportamiento de una monocapa
confluente de células con alta capacidad migratoria a la que se le ha realizado una
herida, las cuales se cuantificara su capacidad de desplazarse para cerrar la herida
y generar contacto célula-célula. Para lo cual utilizamos una monocapa de la linea

celular MDA-MB-231 la cual cuenta con una alta capacidad migratoria, ademas de
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Figura 43. Resultados de los ensayos de cierre de herida en la linea celular MDA-MB-231 tratadas

con FRAX-1036 y/o KN93.
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Figura 44. Resultados de los ensayos de cierre de herida un cultivo primario de cancer de mama
tratadas con FRAX-1036 y/o KN93.

que este subtipo molecular (triple negativo) se caracteriza por ser altamente
metastasico. 24h después de haberse realizado la herida se cuantifico el porcentaje
de cierre de herida, encontrdndose que la combinacién de los inhibidores
farmacolégicos (FRAX-1036 y KN93) disminuia significativamente su capacidad
migratoria contra el control y el vehiculo (~80% vs ~40%) (Figura 43) el mismo efecto
fue observado en un cultivo primario de cancer de mama triple negativo (~60% vs
~15%) (Figura 44).

Al realizar los ensayos de cierre de herida, las células no solo estdn migrando
también estan proliferando por lo que los resultados observados son una mezcla de
los efectos de la inhibicién de la migracion, pero también retrasos en el ciclo celular,
por lo cual como segunda técnica llevamos a cabo experimentos de tiempo real,
tomando imagenes de las células en el proceso de migracién aleatoria cada 5 min
por 16 horas y discernir entre proliferacion y migracion celular, este método nos
permite cuantificar la velocidad y la distancia acumulada de migracion, asi como el
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Figura 45. La combinacion de FRAX-1036 y KN93 reducen la distancia acumulada y la

velocidad en un cultivo primario de cancer de mama.

patron de movimiento celular. Como esperdbamos la linea celular MDA-MB-231
tratada con la combinacion de farmacos disminuyo la distancia acumulada (9.58um
vs 72.38um) y la velocidad migratoria (0.0lum/min vs 0.075um/min)
significativamente comparado con el grupo control (Figura 45). El mismo efecto fue
observado en un cultivo primario de cancer de mama triple negativo, con una
distancia acumulada de 1979um vs 4189um y una velocidad de 2.1ym/min y
5.01um/min contra el control respectivamente (Figura 46). Estos resultados nos
indicaban que efectivamente el uso del combo terapéutico disminuye la tasa de
migracion celular y no era un efecto empalmado sobre la proliferacion celular.
Finalmente, como tercera técnica retamos a los inhibidores farmacoldgicos a
bloquear la migracion por quimiotaxis estimulada con suero fetal bovino para esto
realizamos ensayos de tipo Transwell con la linea celular MDA-MB-231 (Figura 47)
y con el cultivo primario de cancer de mama triple negativo (Figura 48). Como
esperabamos el combo farmacolégico disminuy6é el porcentaje de células con
capacidad migratoria (-51%) y sorpresivamente en el cultivo primario triple negativo
el con la combinacién de farmacos tuvo una supresion dramatica de la migracion

celular (-80%) comparado con el control sin tratamiento. Finalmente, para que un
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Figura 46. La combinacion de FRAX-1036 y KN93 reducen la distancia acumulada y velocidad de
la linea celular MDA-MB-231.

tumor se disemine y forme-un tumor secundario, requiere que las células tumorales
tengan la capacidad de invasién el cual se define como la capacidad de migracion
y penetracion directa de las células a tejidos y/u 6rganos adyacentes. Por lo que
llevamos a cabo ensayos de degradacion de gelatina fluorescente para evaluar la
inhibicion de la capacidad invasiva de las lineas celulares MDA-MB-231 y MBCDF-
B4 ya que anteriormente habiamos demostrado que la inhibicion de Pakl y/o
CaMKIl afecta negativamente la capacidad migratoria. En la figura 49 podemos
observar como la inhibicion farmacoldgica combinada tanto de Pakl y de CaMKII
abate el porcentaje de células con capacidad invasiva en un 50% en el grupo control
vs un 20% del empleando la combinacién de farmacos. Por lo que todos estos datos
juntos demostraron que la inhibicién dual del eje Pak1/CaMKII bloquea la migraciéon
e invasion celular en la linea celular MDA-MB-231 y en el cultivo primario MBCDF-
B4.
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Figura 48. El combo farmacoldgico de FRAX-1036 y KN93 inhibe la migracion celular en un
cultivo primario de cancer de mama triple negativo.
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Figura 49. El combo farmacolégico de FRAX-1036 y KN93 inhibe la migracion celular
en la linea celular MDA-MB-231.
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Figura 49. El combo farmacoldgico de FRAX-1036 y KN93 inhibe la migracién celular en un

cultivo primario de cancer de mama triple negativo.

6.12 LA INHIBICION FARMACOLOGICA INDIVIDUAL O COMBINADA DE PAK
Y CAMKIl DISMINUYE LOS NIVELES DE ACTIVACION DE LA GTPASA
PEQUENA RHOA.

Dentro de las vias de sefalizaciébn compartidas y activadas por Pakl y CaMKII que
involucran los procesos de migracion celulares se encuentra las GTPasas de la
familia Rho, en particular RhoA, la cual ha sido demostrado por varios autores que
es activada por Pakl y CaMKII reportado de manera independiente pero nunca

como parte de un axis como Pakl y CaMKIl 174175 Por lo que entonces decidimos
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averiguar si la pérdida de la capacidad migratoria al inhibir farmacol6gicamente
Pakl y CaMKIl se debia a una disminucion en la actividad de RhoA. Para esto,
llevamos a cabo experimentos de G-ELISA RhoA en la linea celular MDA-MB-231,
tras 4 horas con los inhibidores y posterior estimulacion de las células con LPA,
observamos que efectivamente el combo farmacoldgico disminuye la activacion de
RhoA al 37% (Figura 53). Este resultado sugiere que la disminucion de la migracion
celular observada con los tratamientos farmacolégicos se debe en parte a una

disminucion en la activacion de la GTPasa RhoA.

£ 100~ -
o
o
()]
ﬂ- *kk
(]
S
©
o
5 50-
e
o
S
O
w
0
<
R 0 1
o o N
& & S
N D af® oy Ny
Al \\Q’ _‘_:'\Q *éo, @@\
& QQS' ©
%\é

Figura 50. El combo de Frax-1036 y KN93 reducen la activacion de Rhoa en la
linea celular MDA-MB-231
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6.13 LA INHIBICION FARMACOLOGICA COMBINADA DE PAK1 Y CAMKII
RETRASA EL CRECIMIENTO TUMORAL EN UN MODELO DE
XENOTRANSPLANTE ORTOTOPICO

A continuacion, probamos el efecto de los inhibidores contra PAK1/CaMKII sobre el
crecimiento de xenoinjertos de la linea celular MDA-MB-231, ya que la mas sensible
a la inhibicién farmacolégica de Pakl y CaMKIl ademds de ser triple negativo y no
cuenta con un tratamiento especifico. Se inyectaron 500,000 células MDA-MB-231
en ratones atimicos Nu/J nu/nu hembras de 6 semanas de vida, en la glandula
mamaria abdominal izquierda y se permitié el crecimiento tumoral por 15 dias o
hasta que alcanzaran un tamario de 100mm3. A continuacién los ratones se trataron
con vehiculo, inhibidor de Pak FRAX-1036 (via oral 25mg/kg/24h), inhibidor de
CaMKIl KN93 (via intraperitoneal 1mg/Kg/24h) o combinacién por 9 dias o hasta
que alcanzaron un tamafio maximo tumoral de 2000mm?3. Los voliumenes de los
tumores se evaluaron cada 24 horas hasta que alcanzaron el tamafio deseado para
posteriormente realizar la eutanasia. Como se aprecia en la figura 51A, los
tratamientos individuales o combinados no tuvieron ningun efecto negativo sobre el
peso del ratéon durante los tratamientos. El analisis del crecimiento tumoral de los
animales demostré una tasa de crecimiento tumoral significativamente mas lenta en
los ratones tratados con FRAX-1036 y KN93 comparacion con el grupo vehiculo.
Sin embargo, el tratamiento combinado tuvo un efecto mas marcado generando
tumores 50-75% mas pequefios que el grupo vehiculo (Figura 51 B-D). Posterior a
la eutanasia los tumores fueron fijados en Formol 4%-PBS por 48 horas y analizados
por inmunohistoquimica utilizando anticuerpos anti-Pakl, anti-CaMKIl, anti PCNA
(marcador de proliferacién) y anti-Caspasa 3 procesada (marcador de apoptosis).
Los resultados de las IHC mostraron que el tratamiento combinado aumento los
niveles de Pakl tal como se observo en los experimentos de western-blot (Figura
52 primer panel), como se esperaba los diferentes tratamientos no impactaron en
los niveles de CaMKII (Figura 52 segundo panel). El anélisis de los marcadores de

proliferacion (Figura 52 tercer panel) y apoptosis (Figura 52 cuarto panel) mostré
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que el tratamiento con FRAX-1036 no tuvo efecto sobre la proliferacion celular, pero
si un aumento significativo de la apoptosis, mientras que el tratamiento con KN-93
no impacto sobre la proliferacion ni apoptosis, acorde a lo reportado que KN-93 tiene
un efecto citostatico al prolongar la transicion de metafase a anafase. Cuando se
coadministraron, los inhibidores bloquearon significativamente la proliferacion y

causaron apoptosis y zonas de necrosis.
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Figura 51. La inhibicién farmacoldgica combinada de Pak y CaMKII retrasan la
tumorogenecidad de células de cancer de mama triple negativo en un modelo murino.
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Estos resultados demuestran que la combinacion de FRAX-1036 y KN-93 tiene una

actividad anti-proliferativa y pro-apoptotica significativa contra las células de cancer

de mama triple negativo in vivo.
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7. DISCUSION

En México, el cancer de mama afecta a mas de 30,000 mujeres por afio, y ocupa el
primer lugar en mortalidad por tumores malignos en esta poblacién %7, La alta tasa
de mortalidad en México en comparacién con paises de primer mundo se debe a
una falta de autodeteccion, una pobre educacién sanitaria y una incipiente
accesibilidad a diagnosticos y tratamientos oportunos y especificos. Todo esto
debido en parte a una baja cultura de prevencion en cancer y una pobre
disponibilidad de recursos meédicos y tecnolégicos en nuestros hospitales
mexicanos. El cAncer de mama cuenta una alta heterogeneidad intratumoral, lo cual
refleja una amplia complejidad molecular. Los perfiles de expresion génica han
permitido la reclasificacion del cancer de mama en al menos 4 grandes subtipos:
luminal A, luminal B, HER2+ y triple negativo'?8. Este Ultimo, aunque representa el
menor porcentaje (<10%) de todos los tumores malignos de mama, es altamente
agresivo y tiene el peor pronéstico de sobrevida, desafortunadamente a diferencia
del resto de los subtipos moleculares, no cuenta con un tratamiento especifico, lo

cual lo hace de alto interés en el campo de investigacion médica.

Dentro de las proteinas oncogénicas descritas en cancer, la cinasa Pakl ha tomado
gran relevancia ya que un namero creciente de reportes indican que tiene un papel
importante en el desarrollo y progresion de distintos tipos de cancer, y es
particularmente importante para el desarrollo de cancer de mama y ovario, ya que
en aproximadamente 30% de estos tumores se encuentra amplificado el locus
genético en el cual se localiza el gen que la codifica 1?°. Pakl se encuentra
amplificado y/o hiperactivo en cerca del 50% de los tumores de cancer de mama, y
sus niveles de expresion correlacionan con un incremento de la invasividad tumoral,
resistencia a tratamientos endocrinos y un mal prondéstico que incluye una reduccién
de la supervivencia general y libre de enfermedad 13°. La evidencia sugiere que los
tumores que sobreexpresan Pakl son adictos a las vias de sefializacién reguladas
por esta cinasa, ya que son altamente sensibles a la inhibicién de su actividad. Son
multiples los blancos de fosforilacion de esta cinasa, los cuales orquesta

positivamente para controlar vias de proliferacion y crecimiento, como la via clasica
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de las MAPK y la via de PI3K/Akt/mTOR. Sin embargo, aun son desconocidos
muchos substratos directos e indirectos de Pakl. Un abordaje experimental para
dilucidar nuevas proteinas reguladas por Pakl fue realizado por el grupo de
Chernoff y colaboradores (2013), en el cual utilizando un microarreglo de
fosfoanticuerpos con extractos proteicos de células de cancer de mama silvestres o
deficientes de la cinasa Pakl se logré identificar mdultiples substratos bien
caracterizados de esta cinasa como RAF, BAD y B-catenina, asi como de otras
proteinas que pudiesen ser sustratos directos o indirectos de Pakl, entre los que se
encuentran JAK2, VAV1 y CaMKII. La importancia de conocer nuevos substratos de
Pak1 se ejemplifica en [B-catenina, la cual es fosforilada por Pakl en la S675
(fendmeno previamente descrito en cancer de colon), esta fosforilaciéon de -
catenina provoca un escape de la degradacion por la via proteosomal,
estabilizandola y permitiendo su translocacion al nacleo donde forma un complejo
con TCF/LEF promoviendo la transcripcion de la ciclina-D1 y de c-Myc. Bajo esta
observacion se llevaron a cabo experimentos in vivo de xenotransplante de células
de cancer de mama las cuales mostraron regresion tumoral cuando se trataron con
inhibidores farmacolégicos combinados de Pak y B-catenina, quedando en
evidencia que la busqueda y bloqueo farmacolégico dual de ejes de sefializacion
son efectivos en el tratamiento del caAncer de mama humano 31,132, Sin embargo,
los mecanismos moleculares que explican la contribucién de Pakl y sus substratos
a la carcinogénesis de mama no se comprenden completamente. Dentro de las
proteinas que se observaron hipofosforiladas por el grupo de Chernoff y que no
habian sido descritas como blancos de Pak1 se encuentra la cinasa CaMKII la cual

se ha asociado recientemente al proceso de transformacioén celular 132,

En este estudio, identificamos un nuevo eje de sefializacion Pak1/CaMKII en cancer
de mama humano triple negativo el cual de acuerdo con nuestras observaciones
esta involucrado en la proliferacion, migracion e invasion tumoral a través de la
activacion de la GTPasa RhoA. Ademas, la inhibicion farmacoldgica combinada dio
como resultado una reduccion de la proliferacién, migracion e invasion tumoral, asi

como un retraso significativo en el crecimiento del tumor en un modelo murino de
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cancer de mama. Este hallazgo fue comprobado bajo 4 modelos experimentales: in

silico, in vitro, in cellulo y finalmente in vivo.

Los ensayos in silico de prediccion de substratos de fosforilacion por cinasas
(Software GPS 3.0) mostraron que los residuos T277 y T287 de CaMKII podrian ser
blanco de fosforilacion por Pakl. Este primer indicio fue importante porque
previamente ha sido descrito que la autofosforilacion de la T287 de CaMKIl
(dependiente de calcio/calmodulina) permite su activacion enzimatica controlando
procesos de proliferacién, migracion e invasion celular, sin embargo, no ha sido
reportado que otra cinasa fosforile en “trans” a este residuo y por lo tanto regule su
actividad 4. Para el caso de la T277, no ha sido reportado que es fosforilado
intrinseca o extrinsecamente, siendo un nuevo posible sitio de fosforilaciébn con
funciones aun desconocidas. Adicionalmente, estudios de modelado por homologia
in silico y de acoplamiento molecular o “docking”, reforzaron esta hipoétesis, ya que
los complejos del dominio catalitico Pakl con los péptidos que contienen a la T277
y T287 fosforilada, indicaron que la probabilidad de fosforilacion del residuo T287
es mayor que la T277. Este resultado fue confirmado mediante experimentos de
dinamica molecular de los complejos péptido-proteina y de proteina-proteina y que
a su vez nos conduce a un enfoque mas realista de la estructura de los complejos,
ya que implica la presencia de disolvente y posibles cambios a lo largo del tiempo.
Paradéjicamente los resultados del acoplamiento molecular proteina-proteina con
CaMKIl en su forma inhibida mostraron que la T277 estd lo suficientemente
expuesta para ser fosforilado por Pakl, sin embargo, para la fosforilacion de T287,

AN

este aminodcido esta "oculto" dentro de una hélice a que dificulta el acceso al sitio
activo de Pakl. Interesantemente las simulaciones de dindmica molecular
mostraron que los complejos presentan una alta flexibilidad. Aunque es poco
probable que Pakl fosforile ala T277 y T287 en su estado autoinhibido, es plausible
gue si suceda cuando el complejo calcio/calmodulina se una al dominio de
regulaciéon ya que se ha reportado que la hélice a donde se encuentran estos
residuos (T277 y T287) se despliega cuando el complejo calcio/calmodulina se une

al dominio de regulacién de CaMKIl 135,
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En contraste al modelo clasico, donde el complejo calcio/calmodulina se une al
dominio de regulacion, provocando la liberacion del dominio de cinasa para realizar
una primera autofosforilacion en la T287 activando un efecto tipo domino. Nuestros
resultados in silico sugieren que podria existir un mecanismo alterno en el cual una
vez que se une el complejo calcio/calmodulina al dominio de regulacion, este realiza
un cambio conformacional dejando accesible al residuo T277 siendo fosforilado por
Pakl y posteriormente la T287. Siendo entonces la primera vez que se reporta un
posible mecanismo de activacion serial. Sin embargo, esto necesita corroborarse
experimentalmente por utilizar un inhibidor de calmodulina (W-7) y una
sobreexpresion de Pakl constitutivamente activa. La inhibiciébn de la union del
complejo calcio/calmodulina a CaMKII dejaria inaccesible el dominio de regulacion
y por lo tanto la inactivacion de la cinasa aun cuando tengamos una sobreexpresion

e hiperactividad de Pakl.

Posteriormente, nuestros experimentos de cinasa in vitro confirmaron que Pakl
fosforila el dominio de regulacion de CaMKII. Interesantemente, la doble mutante
(T277/287A) no mostré sefales de fosforilacién, los cual nos indicaba que
efectivamente solo existen dos sitios de fosforilacion por la cinasa Pakl.
Nuevamente, este resultado debe ser confirmado in cellulo a través de un analisis
de fosforilacién por espectrometria de masas, inmunoprecipitando a CaMKIl en
presencia o ausencia de Pakl, este resultado nos permitiria conocer todos los
residuos fosforilados por Pakl en un contexto celular y confirmaria los resultados

obtenidos in silico e in vitro.

Aungue los estudios in silico e in vitro intentan simular las condiciones fisiologicas
para estudiar los mecanismos involucrados en fenébmenos bioldgicos, estos solo nos
muestran parcialmente los procesos observados por lo cual su extrapolacion tiende
a llevar a interpretaciones erroneas. Para verificar que efectivamente lo observado
en nuestros ensayos in silico e in vitro sucediera en un contexto celular que
permitieran comprobar que que efectivamente Pak1 fosforila directamente a CaMKI|

in cellulo en cancer de mama.
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Primeramente, utilizamos un “pool” de siRNAs dirigidos especificamente contra el
MRNA de Pakl con el proposito de abatir su expresion proteica, observando una
hipofosforilacion de CaMKII. Aunque la actividad enzimatica de Pakl es la més
importante en la regulacion de vias de sefalizacion también se ha reportado que
puede funcionar como una proteina de andamiaje y a su vez regular diversas vias
de sefalizacion. Como ha sido reportado para PDK1/ Akt, en el cual el dominio de
cinasa de Pakl funciona como andamio para PDK1 el cual a su vez estimula a Akt

facilitando su translocacion a la membrana plasmatica 136.

Por lo que tomando en cuenta este antecedente existia la posibilidad de que la
hipofosforilacion de CaMKIl se debiera a la pérdida de su funcién de andamiaje y
no de su actividad catalitica, por lo cual se inhibi6 la actividad de cinasa con la
molécula pequefia FRAX-1036 (el cual es un selectivo y potente inhibidor de las
cinasas Pak con una potencia bioquimica (Ki) de 23.3 nM contra Pakl siento tan
selectivo que incluso se necesitan 3 veces la dosis (72.4 nM) para bloquear a Pak2
137 estos resultados seguian apoyando que Pak1 fosforila directamente a CaMKII,
Interesantemente observamos que la inhibicion farmacolégica aumento los niveles
de expresion de Pakl, datos contrarios a los observamos con el inhibidor de la
misma familia FRAX-597, el cual da como resultado una reduccion en los niveles
totales de Pak1l, efecto anulado cuando las células se tratan con MG132 un inhibidor
del proteosoma, en este caso FRAX-597 funciona no solo como un inhibidor
competitivo de ATP sino también como un agente desestabilizador de Pak!%, en
nuestro caso este fendmeno no fue exclusivo de nuestro modelo si no que también
fue observado por Prudnikova y colaboradores (2015), donde se evalué el efecto de
FRAX-1036 en lineas celulares de cancer de ovario 13°, Este fendmeno pudiera ser
consecuencia de un efecto compensatorio como resultado de eliminar la actividad
catalitica de Pakl, como el que se observa cuando se inhibe farmacologicamente
la via PI3K %9, Finalmente, para corroborar que efectivamente Pakl fosforila
directamente a CaMKII utilizamos un sistema de activacion inducible de Pakl con
Rapamicina, en la linea HEK293T, la cual presenta bajos niveles de Pakl y CaMKiII
en comparacion a las lineas de cancer de mama, de tal forma que la activacion con

rapamicina nos permitié6 observar una clara hiperfosforilacién de CaMKII por Pakl
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contrario a si este sistema se utilizara en una linea celular que sobreexpresa ambas
cinasas, donde se generaria un efecto competitivo. Lamentablemente al no existir
anticuerpos que detectan la fosforilacion de la T277, no pudimos confirmar que este
residuo es fosforilado directamente por Pakl in cellulo, pero de acuerdo con los
resultados previos, la fosforilacion de la T277 tendria el papel de realizar un cambio
conformacional para que la T287 sea accesible para su fosforilacién por Pakl.
Como se ha mencionado anteriormente, la funcion de la fosforilacion de la T277 es
desconocida, por lo que una estrategia experimental que nos permita dilucidar el
posible mecanismo biolégico de esta fosforilacion es realizar un knock-in con el
sistema CRISPR-Cas9 realizando un cambio de la T277 por alanina el cual
funcionaria como un “fosfo null” en células de cancer de mama para posteriormente
analizar el estado de activacion de CaMKII, sus substratos rio abajo, la tasa de
migracion, invasion y ciclo celular ya que CaMKIl participa sobre estos procesos

biolégicos.

Previamente ha sido reportado que los altos niveles de expresion de Pakl en cancer
de mama correlacionan con una pobre supervivencia y una alta probabilidad de
presentar metastasis 4. Por lo cual en este trabajo decidimos utilizar lineas
celulares de cancer de mama de los diferentes subtipos moleculares, con el fin de
determinar si la sobreexpresion de Pakl y CaMKIl se presenta en un subtipo
especifico. Los experimentos de western-blot en lineas celulares de cancer de
mama y en un cultivo primario subtipo triple negativo, donde el subtipo triple
negativo present6 los mayores niveles de expresion de Pakl y CaMKII, quedando
la pregunta si existe un mecanismo de retroalimentacién positiva, donde Pakl
regule factores de transcripcién o co-activadores que sobreexpresen a CaMKIl, o
viceversa ya que existe evidencia de que CaMKII regula la transcripcion de genes
a través de la fosforilacion de HDAC4 promoviendo su exportacion nuclear y su
posterior secuestro en el citoplasma a través del transportador 14-3-3 que a su vez

también es fosforilado y activado por CaMKI| 142,

Ademas, este trabajo se convierte en el primer reporte en demostrar que existe una

sobreexpresion de Pakl y CaMKIl y que los niveles de expresion de ambas
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proteinas son directamente proporcionales al grado de agresividad del tumor. Sin
embargo, los datos obtenidos con las lineas celulares no siempre se pueden
extrapolar a lo que sucede en muestras de cancer de mama humano por lo que
entonces procedimos a emplear microarreglos que contiene muestras de biopsias
de pacientes con los diferentes subtipos moleculares. Nuevamente observamos en
muestras de biopsias de pacientes con cancer de mama una correlacién entre la
mayor expresion de Pakl y CaMKIl y el grado de agresividad del tumor como fue
evidente en el subtipo triple negativo. Mientras que, en biopsias de cancer de mama
del subtipo HER2+ (SK-BR-3), no se observé una sobreexpresion significativa de
Pak1l, lo que indica que existe una alta heterogeneidad tumoral. Para explicar este
resultado sugerimos que las biopsias de tumores de cancer de mama del subtipo
HER2+ no presentaron una sobreexpresion significativa de Pakl debido a que
estos tumores son adictos a la via de sefalizacion de HER2, por lo que podrian no
dependen exclusivamente de la actividad de Pakl como orquestador maestro, ya
que se apoyan en oncoproteinas con igual importancia como la via de las cinasas
Src 143, la via de PI3K 144, las vias activada por RAS %%, y las vias dependiente de
PKC 146, En conclusién, nosotros proponemos en baso a los niveles de expresion
de ambas proteinas presente en biopsias de pacientes con cancer de mama que
estas dos proteinas pudieran ser biomarcadores de mal prondstico ya que se

observé una alta expresion en tumores de alto grado.

Existe evidencia cientifica que demuestra que el bloqueo dual de un eje de
sefalizacion tiene efecto sinérgico, mayor eficacia, menor toxicidad y, al menos,
retraso en la aparicion de la resistencia adquirida al tratamiento 4. Por lo que en
base a los hallazgos de este trabajo quisimos averiguar si este nuevo eje de
sefalizacion Pak1l/CaMKII podria ser un blanco terapéutico para el cancer de mama
triple negativo. Encontrando que el bloqueo farmacoldgico de Pakl y CaMKIlI tienen
un gran efecto sobre lineas celulares de cancer de mama con sobreexpresion de
estas cinasas. Ademas de manera importante encontramos que la linea triple
negativo MDA-MB-231 quién presentaba mayores niveles de ambas proteinas
también fue la mas susceptible a ambas drogas, las cuales no fueron letales en las

células no transformadas, sugiriendo que la inhibicibn dual es especifica para
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células cancerigenas y de manera muy importante era mas efectiva en la triple
negativa. Este resultado fue comprobado en los experimentos de evaluacion de la
actividad de las caspasas 3 y 7, donde la mayor induccion de la apoptosis se
observd en células triple negativas en comparacion con los otros subtipos
moleculares como el luminal B y el HER2+, y algunos informes sugieren que la
inhibicién combinada de Pakl y algunos otros oncogenes relevantes como BCR-
ABL1, Akt , B-catenina 'y Aurora A podrian ser Utiles para tratar canceres provocados
por oncogenes para los que se cree que Pakl es un elemento de sefalizacion

ob“gado 14&149,150,151.

El encontrar un efecto sinérgico, no téxico para células no transformadas y una
favorable reduccién de la dosis en células de cancer de mama triple negativo es un
gran hallazgo ya que este suptipo es un gran desafio para los médicos debido al
pésimo prondstico, la falta de terapias dirigidas y la alta mortalidad en comparacion
con otros subtipos de cancer de mama, haciendo de estos inhibidores un posible
mecanismo de intervencion farmacologica para pacientes con este subtipo tumoral.
Esto es relevante ya que, hasta ahora, existen pocos estudios sobre el papel de
Pak1 en cancer de mama triple negativo. Por ejemplo, Hahny colaboradores (2011),
observaron que el silenciamiento de Pakl en lineas celulares de cancer de mama
triple negativo comprometio el crecimiento independiente de anclaje, pero en lineas
celulares HER2+, la supresion de Pakl no logr6 afectar el crecimiento
independiente de anclaje °2. Por otro lado, Shiy colaboradores (2021) describieron
que la via de sefalizacion Pak1l/LIMK/Cofilina promueve la migracion celular a
través del eje esfingosina cinasa 2/esfingosina fosfato 1 (SphK2/S1P) 1%,
Cummings y colaboradores (2020), a través de liposomas sensibles a la fosfolipasa
secretoria cargados de IPA-3, un inhibidor alostérico de las Paks del grupo | (SPR—
IPA3) bloquearon la actividad de Pak1 en lineas celulares de cancer de mama triple

negativo, mostrando una mayor induccién de apoptosis 154,

Considerando, los excelentes resultados de la inhibicion farmacologica observada
en lineas celulares de cancer de mama triple negativo esperdbamos obtener

resultados similares en el modelo murino de cancer de este subtipo. Nuestros
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resultados sugieren que este tratamiento no es toxico ya que durante todo el
experimento los ratones no presentaron alteraciones en el comportamiento, ni en el
examen fisico, ni una reduccion del peso, ademés de no producir mortalidad en

ningun grupo experimental, siendo el primer objetivo de las fases preclinicas.

Sin embargo, y contrario a lo observado en los cultivos celulares, la terapia dual solo
mostré un retraso significativo en el crecimiento del tumor cuando se co-
administraron inhibidores farmacoldgicos de Pakl y CaMKII, por lo que para explicar
estos resultados proponemos lo siguiente. En el caso de KN93, la via de
administracion que nosotros utilizamos fue diferente a los previamente reportado
por Zayzafoon y colabores (2017) cuya administracion de KN93 fue intradsea ya
gue ellos utilizaron un modelo de osteosarcoma por lo que fue factible el empleo de
esta via de administracion lo que condujo a que hubiera una reduccion significativa
del crecimiento del tumor intratibial. Sin embargo, para el modelo que empleamos
la via mas accesible era la intraperitoneal, y creemos que esto pudo impactar en el
gue nosotros solo observaramos un retraso en el crecimiento °°. Por otro lado, Jin
y colaboradores (2020), encontraron que la aplicacién in vivo de KN93 tiene una
captacion intracelular ineficaz y un tiempo de circulacion corto, por lo cual ellos
disefiaron un hidrogel con melitina cargados de KN93 que fue utilizado en el modelo
murino con melanoma observando una drastica reduccion de los tumores tratados
con este hidrogel comparado con dosis convencionales °¢. En contraste en
nuestros experimentos nosotros administramos KN93 sin que estuvieran acoplados
0 conjugados con otra molécula que nos permitiera llegar a su 6rgano blanco o que
la estabilizara lo cual podria haber hecho mas efectiva la administracion de esta
droga. Por lo que todo esto sugiere que la via de administracion juega un papel muy
importante en la efectividad del tratamiento. Otra cosa que pudo influir en nuestros
resultados es que al no existir estudios de farmacodinamia (mecanismos de accion
del farmaco, la posible relacion con dosis y respuesta clinica) de farmacocinética
(absorcién, distribucién, metabolismo, excrecion del farmaco y sus posibles
interacciones con otros medicamentos) pudimos haber usado una via y dosis que

no fuera la mas apropiada.
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En el caso de FRAX-1036, son muy pocos los estudios en donde se ha utilizado
esta droga por via oral en un modelo murino, uno de ellos es el realizado por
Shagisultanova y colaboradores (2019) en el cual utilizaron a FRAX-1036 y Alisertib
(inhibidor de Aurora A) en un modelo de cancer de mama ortotopico. Ellos
observaron un efecto sinérgico combinado sin embargo el efecto fue
mayoritariamente por alisertib mas que por FRAX-1036 %7, Por lo que nuevamente,
aunque FRAX-1036 es un potente inhibidor in vitro, demostrado en una decena de
estudios con diferentes tipos de tumores 1°8:159.160. hacen falta diversos estudios de

farmacologia que evallen la efectividad en modelos animales.

AUn asi los resultados obtenidos a partir de los tumores de los ratones tratados con
ambas drogas por la técnica de inmunohistoquimica utilizando anticuerpos anti-
PCNA (marcador de proliferacion) y anti-caspasa 3 procesada (marcador de
apoptosis) mostraron un aumento de la apoptosis con amplias zonas de necrosis y
una disminucién de la proliferacion celular, ad hoc a lo observado en nuestros
resultados en lineas celulares. Por lo que entonces esto sugeriria que parcialmente
las drogas estan actuando sobre el tumor, lo cual podria deberse a como lo
habiamos mencionado anteriormente la dosis que llega al sitio blanco no sea
suficientes para tener resultados similares a los observados en lineas celulares.
Otra posibilidad del contraste de efectos entre lineas celulares y el modelo murino
es que las células tumorales hayan desarrollado mecanismos de resistencia a
drogas, los cuales incluyen: la heterogeneidad tumoral, las barreras fisicas, el
microambiente tumoral, la cinética de crecimiento entre otros. La heterogeneidad
tumoral involucra cambios fenotipicos y genotipicos dentro un tumor dado desde
mutaciones con una tasa de aparicion relativamente lenta sobre genes asociados a
la resistencia a drogas hasta eventos drasticos como la cromotripsis y la
inestabilidad cromos6mica 161, Estos eventos en muchas ocasiones son empujados
por las presiones selectivas como cambios en el microambiente tumoral, las
dindmicas del metabolismo intermedio y exposicién a factores exégenos como
FRAX-1036 y KN93. Estos fenomenos ocasionan la aparicion de clonas celulares
con mutaciones de resistencia, respuestas adaptativas de sefializacion,

sobreexpresion de bombas de expulsién de drogas y cambios epigenéticos que
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ocasionan una serie de fenotipos tumorales cada uno con mecanismos diferentes
que le otorgan la sobrevivencia y que su vez es compartido por medio de
comunicaciones paracrinas a través de microvesiculas y exosomas 162163, Dentro
de la arquitectura tumoral, existen gradientes de flujo sanguineo, creando
ambientes hipdxicos y acidos que provocan una disminucion en la biodisponibilidad
de los farmacos, efecto intimamente relacionado con el microambiente tumoral 54,
Este es definido como el espacio circundante al tumor, compuesto por células del
sistema inmune, el estromay los vasos sanguineos que provocan la obstaculizacion
de los farmacos, la generacion de metabolitos inactivos, entre otros 1. Aunque aun
no terminamos de comprender los mecanismos de resistencia a drogas, la
biodisponibilidad de farmacos y en este caso la farmacologia de FRAX-1036 y KN-
93, estos experimentos nos permiten abordar diferentes areas de oportunidad que
nos permitan desarrollan herramientas para comprender cuales son los factores

clave en el tratamiento exitoso contra el cancer de mama triple negativo.

Tomando en cuenta que tanto Pakl como CaMKII participan en la remodelacion del
citoesqueleto y por lo tanto en la migracion e invasion celular, especulamos que la
inhibicién combinada de Pakl y CaMKII pudiera tener mejores efectos en inhibir la
migracién e invasion celular que la inhibicion individual, por lo tanto no fue extrafio
observar que la inhibicibn combinada redujera significativamente la migracion e
invasion en la linea celular triple negativa MDA-MB-231 y en el cultivo primario triple
negativo MBCDF-B4. Indicando que, Pakl y CaMKIl podrian estar implicados en
promover la invasion y metastasis en cancer de mama triple negativo. Actualmente
existen muchas evidencias que comprueban el papel de Pakl en la metastasis e
invasion, por ejemplo, Pak1l fosforila a ILK (Integrin-linked kinase) enla T173 y S246
promoviendo su translocacion al nucleo regulando la transcripcién de genes que
confieren caracteristicas invasivas, estimula la transcripcion de IL-6 la cual regula
negativamente la via de NOTCH, curiosamente la via NOTCH inhibe la sefializacién
por Pak1, generando un “loop” de estimulacién. De hecho, en cancer de mama ILK
correlaciona positivamente con un aumento en al agresividad tumoral y mal
prondstico 166:167.168 - Adicionalmente, se ha reportado que Pakl también participa

en la metastasis tumoral a través de la fosforilacion de LIMK en el residuo de T508,
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lo que da como resultado la fosforilacion de Cofilina en la S3, impidiendo su
capacidad de despolimerizar los filamentos de actina. LIMK participa en la formacion
de invadopodios y degradacion de la matriz extracelular a través de metaloprotesas
las cuales a su vez son reguladas por la sefializacion de Pakl 169170171 por otra
parte, se ha observado que Pakl fosforila a cortactina (un activador de la
polimerizacion de la actina) en la S405 y S418 aumentando su asociacion con N-
WASP, promoviendo el recambio de invadopodios, a su vez cortactina es regulado
por p27kipl, limitando el nimero y actividad de los invadopodios. El silenciamiento
de p27kipl, promueve una mayor estabilidad de los invadopodios debido a una falta
en la interaccién con Pakl y Cortactina, pero su capacidad invasiva se reduce en
comparacion con las células silvestres 172, También, se ha demostrado que Pakl
regula la activacion de la sefializacion RhoA/ROCK, la cual es uno de los principales
reguladores de la remodelacion del citoesqueleto, al participar en la migraciéon
celular por controlar la cantidad de filamentos de actina y la contractilidad celular
por antagoniza la sefializacion de la insulina, reduciendo el metabolismo anabdlico,

inhibe indirectamente a PTEN, disrumpe los contacto célula-célula etc. 173174175

En el caso de CaMKIl, aun no se ha dilucidado por completo el mecanismo por el
cual esta cinasa puede impulsar la migracién e invasion tumoral, sin embargo, en
otras estirpes celulares CaMKIl es necesaria para la remodelacion del tejido
cardiaco el cual implica la proliferacion y migracion de células de muasculo liso en
respuesta a una lesién en la vasculatura sistémica /6. En el desarrollo embrionario
del cerebro CaMKIl juega un papel importante sobre las neuronas piramidales,
regulando la migracion neuronal, por lo que el silenciamiento de CaMKII provoca
una migracion acelerada de neuronas nacientes, mientras que la sobreexpresion
inhibe la migracién, lo que demuestra que se requiere una regulacion precisa de la
actividad de CaMKIl 177, En espermatozoides la via de sefalizacién CaM/CaMKI|
regula la motilidad en los espermatozoides en mamiferos, a través de la
sefializacion de AMPc/PKA 178, En cancer, especificamente en glioblastoma CaMKII
regula la expresion superficial del canal de cloruro activado por calcio (ANO1) el
cual esta asociado a la migracién e invasién 7°. En cancer de mama Skelding y

colaboradores (2016) identifico que la sobreexpresién de mutantes fosfomiméticos
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de CaMKIl (T287D) aumenta la invasion, la migracion, el crecimiento independiente
a anclaje, ademas que la inhibicion farmacologica de CaMKII disminuye la migracion
y la invasion de la linea celular MDA-MB-231 resultados acorde a los encontrados

en nuestra investigacion 180,

Tomando en cuenta que tanto Pakl como CaMKIl activan a la GTPasa RhoA
promoviendo la polimerizacion de actina y el crecimiento de neuritas, pensamos que
la inhibicion farmacolégica combinada reduciria significativamente la activacion de
RhoA, sin embargo, el mejor efecto lo observamos al inhibir a CaMKII, resultado
similar cuando utilizamos la inhibicion dual, probablemente porque exista una
encrucijada de sefializacion entre Pakl y CaMKIl que controlan la migracion e
invasion tumoral a través de RhoA. Describiendo por primera vez un nuevo eje de
sefalizacion Pak1l/CaMKII/RhoA en cancer de mama triple negativo con significado

médico.

En conjunto, todos estos resultados proporcionan evidencia de que existe un nuevo
eje de sefalizacion Pakl/CaMKIl que controla procesos de migracion e invasion
celular a través de la GTPasa RhoA en cancer de mama triple negativo, cuya
inhibicion farmacoldgica combinada utilizando FRAX-1036 y KN93 es una estrategia

prometedora para pacientes con este tipo de cancer de mama.
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8. CONCLUSIONES

. Pak1l fosforila directamente a CAMKII y forman un complejo proteico in silico
y en un contexto celular de cancer de mama en una nueva ruta de

sefalizacion.

. Las cinasas Pakl y CAMKIl se encuentran sobreexpresadas a nivel de
proteina en lineas celulares de cancer de mama humano con predominio en
la linea SKBR-3 (Her2+) y MDA-MB-231 (Triple negativo)

. Se confirmo este hallazgo en biopsias de cancer de mama humano, sin
embargo, Pakl se encuentra sobreexpresada en biopsias del subtipo

molecular luminal A, luminal B y triple negativa
. CaMKIl se encuentra sobreexpresada en todos los subtipos moleculares.

. Existe una correlacién positiva entre la expresion de Pakl y CAMKII en
biopsias de cancer de mama del subtipo molecular luminal A, luminal B y

triple negativo.

. Existe una asociacion positiva entre el grado histolégico del tumor y una
sobreexpresion de PAK1 y CAMKII

. Las lineas celulares de cancer de mama presentan menor valor de ICso tanto
en FRAX-1036 como en KN93 comparado con la linea no tumorigénica MCF-
10A, siendo las lineas SK-BR3 (Her2+) y MDA-MB-231 (triple negativa) las

que presentaron mejor efecto.

. La combinacion de los farmacos FRAX-1036 y KN93 tienen efecto sinérgico

en la linea celular MDA-MB-231 (triple negativa)

. La inhibicibn farmacolégica combinada de Pakl y CAMKIl aumenta
significativamente la tasa de apoptosis en las lineas celulares de cancer de

mama siendo la linea MDA-MB-231 la que tiene el mejor efecto ademas que
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este combo farmacologico disminuye significativamente la capacidad
migratoria e invasiva de la linea celular MDA-MB-231 (triple negativa) siendo
confirmado en un cultivo primario triple negativo, pudiendo ser una estrategia

terapéutica efectiva para el cancer de mama triple negativo.

10.La sobreexpresion de Pakl y CaMKIl pueden considerarse biomarcadores

de mal pronéstico en cancer de mama.

11.Los ratones con los xenoinjertos de la linea celular de cancer de mama triple
negativo MDA-MB-231 mostraron retraso en el crecimiento tumoral cuando
se trataron con inhibidores farmacolégicos de Pak o CaMKIl, y el retraso de
la inhibicion combinada de ambos agentes fue significativa, ademas la
combinacion de FRAX-1036 y KN-93 tiene una actividad antiproliferativa y
proapoptotica significativa contra las células de cancer de mama triple

negativo in vivo.
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9. PERSPECTIVAS

Investigar el efecto biologico de la fosforilacion de la T277 de CaMKII en
cancer de mama y en un entorno fisiologico.

Comprobar en un contexto celular el mecanismo de activacion serial de
CaMKII por Pakl.

Determinar el grado de fosforilacion y por lo tanto de activacion de Pakl y
CaMKII en biopsias de cancer de mama humanao.

Comprobar si existe una correlacion entre los niveles de expresion a nivel de
proteina de Pakl y CaMKIl tanto total como fosforilada con la sobrevida de
pacientes con cancer de mama.

Evaluar el nivel de activacion de panel de proteinas asociadas a migracion e
invasion en cancer de mama cuando se inhibe farmacoldégicamente Pakl y
CaMKIl.

Determinar la farmacodinamia y farmacocinética de FRAX-1036 y KN93 en
un modelo murino.

Evaluar el efecto de la combinacion de FRAX-1036 y KN93 en un modelo
murino xenotransplantado con lineas celulares del subtipo luminal A/B,

HER2+ y cultivo primario del subtipo luminal A/B, HER2+ y triple negativo.
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10. MODELO PROPUESTO PARA EL PAPEL DE PAK1/CAMKII EN LA
MIGRACION, INVASION Y APOPTOSIS DE CELULAS DE CANCER DE MAMA
HUMANO.

Grb2 | Shc § .
@ — l Grb2 Y

Rff FRAX-1036

MEK 1/2

i
ERK e

v

) « Sobrevivencia
Migracion h:
Invasion

114



11. LISTA DE ANTICUERPOS

Anticuerpo Dilucién Compafiia Especie
Anti-Pak1 1:1,000 Cell signaling Conejo
Anti-Pak1l, fosforilado Pakl |1:1,000 Cell signaling Conejo
(Ser199/204)

Anti-CaMKII, fosforilado- 1:1,000 Abcam Conejo
CaMKIl (pT287)

Anti-CaMKII 1:1,000 Abcam Conejo
Anti-myc 1:30,000 Cell signaling Ratén
Anti-Tubulina 1:1,000 Cell signaling Ratoén
Anti-GAPDH 1:3,000 Cell signaling Ratén
Anti-GFP 1:3,000 Santa Cruz Ratén
Anti-conejo acoplado con 1:10,000 Cell signaling Cabra
HPR

Anti-ratén acoplado con HPR | 1:10,000 Cell signaling Cabra
anti-PCNA 1:1,000 Cell signaling Ratoén
anti-Caspasa 3 procesada |1:500 Cell signaling Ratén
Anti-Actina 1:5,000 Cell signaling Ratoén
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