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RESUMEN

La quimioterapia con gemcitabina es el principal tratamiento para pacientes con
cancer de pancreas avanzado, sin embargo éste no es efectivo en todos los
pacientes, en algunos casos debido a la resistencia intrinseca o adquirida, al
farmaco.

En la busqueda de genes que potencialmente estén implicados en la supervivencia
de las células tumorales tratadas con gemcitabina, se estudi6 el efecto de la
inhibicion del gen ATR, cinasa involucrada en respuesta al dafio al DNA, como
rompimiento de doble cadena, reparacion de las horquillas de replicacion dafiadas y
prevencion de mitosis prematura, por lo tanto la interrupcion de la via causa
inestabilidad gendémica, ademéas se ha reportado actividad en la mayoria de las
quimioterapias contra el cancer. La inhibicion se realiz6 mediante el uso de un short
hairpin RNA, en el cual hay degradaciéon del RNA mensajero del gen blanco. Lo
anterior se realizo en dos lineas celulares de cancer de pancreas: CFPAC1 y HPAF-
.

Se encontré que la inhibicién del gen en éstas células en cultivo en monocapa, la
viabilidad de las células reduce, esto se vio en la disminuciéon del ICsg
(concentracion inhibitoria 50, que se define como la concentracion de farmaco
requerida para inhibir el crecimiento celular en un 50%). Para eso se expuso a las
células a diferentes concentraciones de gemcitabina y se midié la viabilidad
mediante el ensayo de MTT, y se obtuvo el IC50 con un cambio estadisticamente
significativo.

Posteriormente, en el modelo de Esferoides Tumorales Multicelulares (MTS), que
permite, a diferencia del cultivo en monocapa, tener una heterogeneidad celular, al
estar cada célula expuesta a distintas condiciones de oxigeno, de nutrientes, etc y
permite recrear interacciones celulares tridimensionales. Se trataron los esferoides
con la IC50 determinada en las células en monocapa, y se observdo un menor
numero de esferoides en los que se inhibid ATR respecto al control y conforme los
dias de medicion disminuyeron su diametro llegando a ser al ultimo dia, méas
pequefios que en la primera medicion. Los resultados anteriores, apuntan a que los
bajos niveles de ATR, podria tener un papel importante en la respuesta de estas

lineas celulares de cancer de pancreas al tratamiento con gemcitabina.



INTRODUCCION

Céancer

El cancer es un conjunto de enfermedades que se
caracterizan por la proliferacion desregulada de
cualquier tipo celular, por ello existen mas de cien
tipos de cancer. Los tumores se desarrollan a partir
de una célula que prolifer6 de manera anormal, esto
es conocido como clonalidad tumoral (Cooper y
Hausman, 2004). Se han propuesto caracteristicas
distintivas que comparten las células cancerosas
como: el mantenimiento de la sefalizacion
proliferativa, la evasion de supresores de
crecimiento, la evasion de la destruccion inmune, la
inmortalidad replicativa, la invasién y metastasis, la
estimulacion de la angiogénesis y evasion de la
muerte celular (Hanahan, 2011). Esto no implica que
la célula progenitora haya adquirido todas las
caracteristicas desde el inicio, sino que es un
proceso con multiples etapas en el que las células
adquieren la malignidad gradualmente a través de
una serie progresiva de alteraciones, en las que hay
mutaciones y seleccibn de células con mayor
capacidad de proliferacion, supervivencia, invasion y
metastasis (Cooper y Hausman, 2004)

Desarrollo tumoral

Se conoce como iniciacion, a la fase tumoral en
donde hay proliferacibn anormal de una sola célula
resultado de una O varias alteraciones genéticas.
Como se muestra en la figura 1, el crecimiento de
clonas tumorales deriva en progresion tumoral, que
es una fase en la que ocurren mutaciones
adicionales en las células cancerosas y algunas de

estas confieren ventajas selectivas que propiciaran
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Figura 1. Etapas del desarrollo
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2004).



una dominancia en la poblaciéon tumoral, a lo que se conoce como seleccién clonal.

(Cooper y Hausman, 2004).

Céncer de pancreas

En humanos adultos el pancreas es una glandula que mide alrededor de 15 cm de
largo y se ubica en el abdomen. Para su estudio se divide en cuatro partes, el
extremo ancho se llama cabeza, las secciones medias son el cuello y el cuerpo, y el
extremo delgado se llama cola.

El cancer de pancreas se desarrolla cuando las células pancreaticas (de la cabeza,
cuerpo o cola del pancreas) crecen fuera de control formando tumores.

La elevada tasa de mortalidad de este cancer se ha asociado a que es una
enfermedad silenciosa y a que no se cuenta con biomarcadores tempranos, por lo
tanto el diagndstico ocurre en etapas tardias, aumentando el nimero de pacientes
con tumores irresecables (Ansari et al., 2015), solo entre el 10 o 20% se diagnostica
en las primeras etapas. Tiene una tasa de supervivencia menor a 5 meses después
del diagnostico (de Sousa Cavalcante y Monteiro, 2014) y s6lo el 8% de los
pacientes sobrevive 5 afios después del diagnostico (Saad et al., 2018). La baja
tasa de supervivencia se debe a varios factores, entre ellos podemos mencionar el
estado de salud en el que se encuentra el paciente cuando es diagnosticado y la
ausencia de sintomas de algunos pacientes que se encuentran en un estado

avanzado de la enfermedad y lo ignoran (Kamisawa, 2016).

Epidemiologia

A nivel mundial acuerdo con las estadisticas de GLOBOCAN (2018), el cancer de
pancreas es la séptima causa de muerte tanto en hombres como en mujeres.

En ese afio se reportd casi el mismo niumero de muertes (n= 432,000) como nuevos
casos (n= 459,000) y se prevé que este cancer superara al cancer de mama (que
actualmente es la principal causa de muerte en mas de 100 paises), posicionandose
como la tercera causa de muerte en el futuro, (Bray et al., 2018).

Las poblaciones con mayor incidencia se reportaron en Norteamérica y Europa,
mientras que en Africa central se reporto la incidencia mas baja (llic M, 2016). Hay
tendencia a mayor tasa de incidencia en paises desarrollados que en paises en
desarrollo (Wong et al., 2017)



En relacion al género, los resultados son variables dependiendo la zona geografica,
por ejemplo: en Alemania la incidencia en hombres es mas alta mientras que en
Pakistan se reporté una incidencia mas baja; en mujeres la mayor incidencia se
reportd en América del Norte mientras que la menor se encontré en Africa Central.
Con respecto a la edad, la incidencia en ambos géneros aumenta conforme la edad,
ya que aproximadamente el 90% de los casos se diagnostica después de los 55
afios (llic M, 2016).

En cuanto a México, el cancer ocupa el tercer lugar entre las causas de muerte,
siendo las enfermedades cardiovasculares y complicaciones con la diabetes mellitus

las que ocupan los primeros lugares (Gonzalez et al., 2017).

En los afios 2000 a 2014 la tasa de muerte por cancer de pancreas en México fue
de 435 y 4.29 por cada 100,000 habitantes, para hombres y mujeres,
respectivamente (Gonzélez et al., 2017). Este cancer en el pais ocupa el sexto lugar
entre las tasas de muerte en hombres y el séptimo en mujeres (Rizo, 2015)

Como se observa en la tabla 1, en el 2018 el cancer pancreatico ocupa el 13° lugar
en muertes por cancer en México, sin embargo es el que mas muertes tiene

respecto al nUmero de nuevos casos.

Incidence, Mortality and Prevalence by cancer site

New cases Deaths
Cancer Number Rank (%) Cum.risk Number Rank (%) Cum.risk
Breast 27283 1 15.90 6.02 6884 2 8.95 1.96
Prostate 25049 2 14.60 11.59 6915 1 8.99 5.26
Thyroid 12122 3 7.06 1.07 881 20 1.15 0.20
Colon 10 457 4 6.09 1.91 5700 6 7.4 1.23
Cervix uteri 7 869 5 4.59 1.75 4121 9 5.36 1.19
Lung 7811 6 4.55 1.80 6733 4 8.76 1.62
Stomach 7 546 7 4,40 1.50 6034 5 7.85 1.32
Corpus uteri 7 266 8 423 1.68 1128 18 1.47 0.40
Liver 7 265 9 423 1.64 6868 3 8.93 1.63
Leukaemia 6 406 10 3.73 0.69 4470 8 5.81 0.60
Non-Hodgkin lymphoma 5174 11 3.02 0.75 2741 1 3.57 0.51
Pancreas 4849 12 2.83 1.06 4475 7 5.82 1.01 |
Ovary 4759 13 2.77 1.06 2765 10 3.60 0.80

Tabla 1. Principales tipos de cancer en México (ambos sexos, todas las edades). Aunque el
cancer de pancreas no se posicione entre los principales 10, es el cancer con mayor
namero de muertes respecto al nimero de nuevos casos. Tabla tomada de Globocan 2018.



Tipos de cancer de pancreas

El pancreas presenta en su interior distintos tipos celulares, pero fundamentalmente
se pueden dividir entre las células responsables de la secrecion de enzimas
digestivas y las células encargadas de producir distintas enzimas, entre ellas la
insulina y el glucagén, que regulan los niveles de azucar en la sangre. Cuando se
forma un tumor a partir del primer grupo de células es tumor de tipo exocrino,
aproximadamente el 85% de los casos son de este tipo, y cuando se forma un tumor
a partir del segundo tipo de células, hablamos de un tumor neuroendocrino de
pancreas (National Cancer Institut, 2013).

El adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC por sus siglas en inglés), es un
cancer de tipo exocrino, se desarrolla en células que recubren los conductos
pancreéticos, puede desarrollarse en cualquier parte del pancreas, pero se ha visto
una mayor frecuencia en la cabeza del pancreas (Saad et al., 2018).

Se ha propuesto un modelo de progresion y se han identificado cambios histolégicos
paralelos con alteraciones genéticas, lo que en dUltima instancia deriva en
adenocarcinoma ductal pancreético invasivo (llic, M, 2016). La clasificacién se basa
en el grado de neoplasia intraepitelial pancreatica (PanIN) la cual va en grado
creciente de atipia arquitectural y citolégica, siendo el 1A el grado mas bajo, 1B, 2y
el 3 el mas alto. Cada etapa tiene irregularidades genéticas caracteristicas,
afectando a genes y vias especificas. De manera general hay pérdida de la
polaridad, aglomeracién nuclear, nudcleos agrandados, pseudoestratificacion e
hipercromatismo (Zavoral et al., 2011).

Por otro lado el acortamiento de los telomeros se ha detectado en todos los grados,
por lo que se sugiere que es una de las primeras alteraciones. Se ha planteado que
las mutaciones en el gen KRAS son unas de las alteraciones tempranas, mientras

gue la inactivacion de TP53 y SMAD4 parecen ser eventos tardios.

Factores de riesgo

No existe una causa directamente asociada con el desarrollo de cancer de
pancreas, sin embargo como ocurre con otros tipos de cancer se han asociado
algunos factores de riesgo cuyo nivel de exposicion podria influir con el desarrollo
de la enfermedad, entre ellos se encuentran: el tabaquismo, la alimentacion
inadecuada y/o el consumo de alcohol, asi como factores genéticos, diabetes
mellitus, obesidad e inactividad fisica (llic, M, 2016).



Una de las hipétesis para el desarrollo de cancer de pancreas sefala la relacion
entre la inflamacién en los islotes de Langerhans (parches de tejido endocrino
dentro del pancreas), la resistencia a la insulina, promocién del crecimiento celular y
la diabetes (Zavoral et al., 2011).

% Tabaquismo y alcoholismo

Fumar es un factor de riesgo importante, casi una cuarta parte de las muertes por
cancer de pancreas estan relacionadas con su consumo. Este riesgo depende de la
duracion, frecuencia, edad en la que la persona comenzé a fumar, entre otras. La
edad media en el diagndstico de personas fumadoras es de 56 afios, mientras que
en personas no fumadoras es de 71 afos, (Pandol, S. J., 2012).

De los aproximadamente 250 quimicos dafinos que contiene el humo del cigarro, al
menos 60 son carcindgenos, entre estos se encuentran el arsénico, benceno,
familias de nitrosaminas entre otros, 6 metabolitos de compuestos no carcindgenos,
como los derivados de la nicotina. El efecto carcinogénico del tabaco en el tejido
pancreético es causado por las N-nitrosaminas o por su secrecién a la bilis y su
posterior reflujo en el conducto pancreético (Pandol, S. J., 2012).

En cuanto al consumo de alcohol, se ha visto un ligero aumento de riesgo en las
personas que tienen un consumo de alcohol mayor o igual a 30 gramos (equivalente
a 300 ml de vino con 12°) por dia con un indice de masa corporal de < 25 kg/m?. Sin
embargo, el abuso en el consumo de alcohol podria ser un inductor de pancreatitis

cronica, siendo ésta un factor de riesgo real (Zavoral et al., 2011).

% Dieta y obesidad

La obesidad es un factor reconocido en cancer de péancreas, afectando
principalmente al género masculino. Existen estudios en donde se reporta que
hombres con un indice de Masa Corporal (IMC) 230 kg/m2 presentan un riesgo
relativamente mayor a desarrollar cancer de pancreas que mujeres con el mismo
IMC (Zavoral et al., 2011).

Los mecanismos que se han propuesto para explicar la relacion entre la obesidad y
el cancer, es que las hormonas y la inflamacion asociada con el tejido adiposo
promueven el desarrollo tumoral. También el aumento a la exposicion de
carcindgenos debido a un mayor consumo de alimentos, y finalmente a la

disminucién de la actividad fisica (Bracci, 2012).



Uno de los factores asociados a la obesidad es la diabetes mellitus, ya que la
resistencia a la insulina, la baja tolerancia a la glucosa y la hiperinsulinemia se han
asociado con el exceso de adiposidad. Aunque los mecanismos aun no son claros
se ha establecido a la obesidad como causa y consecuencia de este tipo de cancer,
en especifico se ha relacionado al adenocarcinoma ductal pancreatico y a la
diabetes de tipo 2 con una doble causalidad, siendo la diabetes un factor de riesgo

para el PDAC Yy a la inversa (Andersen et al., 2017).

% Riesgos laborales
Se sabe que la exposicion a algunos metales pesados, como el cadmio, que se
acumula en el tejido pancreatico, esta involucrado en el proceso neoplasico. Se
sospecha de la actividad del cromo en el cancer pancreéatico, ademas de la
influencia de las aminas aromaticas y heterociclicas que se encuentran en algunos
solventes (Zavoral et al., 2011). Los trabajadores que se pueden ver afectados por
el cromo son productores de acero y soldadores, técnicos dentales. En el caso del
cadmio en trabajadores de la industria de metales no ferrosos, ademéas por la

inhalacién de humo de tabaco.

% Edad
La edad es un factor muy importante en el desarrollo de cancer de pancreas, ya que
el 80% de los pacientes diagnosticados con adenocarcinoma tienen entre 70 a 80
afios, menos del 10 % es diagnosticado antes de los 50 afios y es muy raro el

diagnostico de este cancer antes de los treinta afios (Pandol, S., et al, 2012)

% Pancreatitis cronica
La pancreatitis es una enfermedad caracterizada por inflamacién del tejido y pérdida
de sus funciones, hay sustitucion celular por tejido fibroso, siendo una destruccion
progresiva e irreversible. Esta inflamacion puede ser aguda o progresiva (cronica).
La pancreatitis aguda no es considerada un factor de riesgo en términos de
diagndstico del cancer, sin embargo, la pancreatitis cronica si lo es, ya que se ha
reportado un riesgo 16 veces mas alto en el desarrollo de cancer de pancreas en
individuos que tienen pancreatitis cronica con respecto a individuos que no la
padecen (Zavoral et al., 2011). La inflamacién crénica es otro factor asociado al
desarrollo del cancer de pancreas, debido a la presencia de células del sistema

6



inmune. Las cuales liberan factores de crecimiento, como el factor de necrosis
tumoral (TNF-a), interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, el factor de crecimiento epidermal
(EGF), el factor derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento
transformante (TGF)-a y B. Los cuales pueden inducir la proliferacion de las células
y la angiogénesis. Por otro lado las especies reactivas del oxigeno pueden causar
dafo en el DNA gue pueden derivar en mutaciones en K-ras, p16 y p53 (Dhar et al.,
2015).

% Susceptibilidad genética

Se ha reportado la importancia de mutaciones en ciertos genes en el desarrollo del
cancer de pancreas, entre los que se encuentran BRCA1 y BRCA2. Cuando estos
genes presentan alteraciones, el riesgo relativo aumenta 2.26 veces y de 3.5-8,
respectivamente, (Zavoral et al., 2011). Existen otras enfermedades hereditarias que
tienen un rol importante en el desarrollo de éste cancer, como la fibrosis quistica,
una enfermedad autosémica recesiva, cuya complicacién deriva de la presencia de
una obstruccién del conducto pancreatico, causando inflamacién, lo que puede
derivar en pancreatitis crénica y tumores pancreaticos. El Sindrome Peutz-Jeghers,
es una enfermedad autosomica dominante, causada en casi el 50% de los
pacientes, por mutaciones germinales en el gen STK11 / LKB1. Se ha reportado que
los pacientes con este sindrome a medida que envejecen pueden padecer cancer
de mama, pulmén y pancreas entre otros. El cancer de Lynch es una forma
hereditaria de cancer de colon caracterizado por mutaciones en el gen MMR,
también se ha asociado con el cancer de pancreas con un riesgo de 8.6 veces mas
gue la poblacion general (Rustgi, 2014).

Cuando se presenta cancer de pancreas en dos o mas parientes de primer grado,
se denomina cancer pancreatico familiar. Este representa del 3 al 10% del total de
casos de cancer de pancreas y se ha calculado un riesgo de 4.6 a 32 veces mayor,
dependiendo del numero de familiares afectados. Asimismo, se ha asociado al
cancer de pancreas con otras enfermedades hereditarias, como los sindromes de

Li-Fraumeni, ataxia telangiectasia, y de Von Hippel-Lindau (Zavoral et al., 2011).



Biologia molecular del cancer de pancreas
Las alteraciones en los genes tienen un papel importante en el desarrollo del
cancer, pues pueden alterar procesos importantes en la célula, como la divisién

celular, la apoptosis y la migracion, entre otros.

Hay dos tipos de genes que se desregulan en el cancer, los proto-oncogenes y los
genes supresores de tumores.

Los proto-oncogenes son genes que codifican a proteinas que actian como
reguladores positivos, como factores de crecimiento, transductores de sefiales,
factores de transcripcion e inhibidores de apoptosis entre otros. Cuando un proto-
oncogen presenta mutaciones se le denomina oncogen (Abramson et al., 2007). Las
mutaciones mas comunes en los proto-oncogenes son las mutaciones puntuales,
las deleciones, la amplificacion génica y el reordenamiento génico. Estas
mutaciones son de caracter dominante, es decir, que basta con que la mutacién
esté presente en uno de los dos alelos para que el gen se vea afectado. En la
carcinogénesis pancreatica los proto-oncogenes principales son KRAS, CTNNB1 (B-
catenina), PIK3CA o AKT1 (Zavoral et al., 2011) que se explican en la tabla 2.



Oncogen

Localizacién

Funcién

Frecuencia de
mutacion %

KRAS

Cromosoma
12

Codifica para una proteina de la
familia Ras de proteinas de union a
GTP, participa en las vias de
crecimiento celular, diferenciacion y
supervivencia. Las  principales
mutaciones puntuales se
encuentran en el codén 12 del gen,
afectando la actividad GTPasa de la
proteina ( Furukawa T,).

58

AKT1

Cromosoma
14

Codifica para una proteina de
membrana, importante en la
supervivencia celular superando el
arresto del ciclo, bloqueando
apoptosis y promoviendo
angiogénesis (Zavoral et al., 2011).

Supresor de tumor

CDKN2A

Cromosoma
9

Codifica una proteina que bloquea
la entrada a la fase S del ciclo
celular, al inhibir a la cinasa
dependiente de ciclina (CDK),
ocasionando una desregulacién en
el ciclo celular. Entre los
mecanismos de inactivacion de este
gen, se encuentran: delecion
homocigota, mutacion intragenica
mas pérdida de heterocigosidad e
hipermetilacion del promotor. Se
encuentra inactivado en
aproximadamente el 95% de
carcinomas pancreaticos
(Sakorafas et al., 2000).

29

TP53

Cromosoma
17

Codifica para un factor
transcripcional, regulando la
expresion de una gama de genes,
encargados de diversos procesos
como la progresion del ciclo celular,
apoptosis, reparaciéon del DNA. El
mecanismo de inactivacion del gen
es por mutaciones intragénicas y
una las consecuencias de la
inactivacién del producto de p53 es
la pérdida del punto de control del
ciclo celular ( Hanse et al., 2003,).

57

SMAD4/DPC4

Cromosoma
18

Es un gen inactivado en el cancer
pancreatico en aproximadamente
en el 55% de los casos de este
cancer. Codifica para una proteina
importante en la  respuesta

22




transcripcional a sefales de TGF-.
Su inactivacién (que puede ser por
delecién homocigota o por mutacion
mas pérdida de heterocigosidad),

ocasiona una progresion
desregulada del ciclo celular (Hahn
et al., 1996).

Tabla 2. Descripcion de los principales oncogenes y supresores de tumor en el
adenocarcinoma ductal pancreatico.

Por otro lado, los genes supresores de tumores, son aquellos que codifican para
proteinas que inhiben procesos como la proliferaciéon celular (Abramson et al.,
2007), pueden ser también inhibidores de sefializacion, activadores de apoptosis y
miembros de los sistemas de reparacion del DNA. La mutacion y o delecion de los
supresores de tumores elimina estas funciones inhibitorias (Fried et al., 1988).

El modelo que se propone para la inactivacion de estos genes, es que un alelo esta
inicialmente mutado y el otro sufre alguna mutacion posteriormente, aunque también
puede inactivarse por hipermetilacién. En el cancer pancreatico los supresores de
tumores que se encuentran alterados mas frecuentemente son P53, APC, SMAD4 y

P16, que se describen en la tabla 2.

La consecuencia de estos tipos de alteraciones genéticas, es la adquisicién de un
fenotipo maligno, que conlleva un aumento en la proliferacién, evasion de la
apoptosis, capacidad de invasién y metastasis.

Estas alteraciones pueden afectar vias o cascadas de sefializacion vitales para la
célula, como la via Ras/Raf/MAPK, PTEN/PI3K/AKT, JAK/STAT, TGF-B/SMAD vy
sefalizacion por Wnty CDKN2A entre otras (Abramson et al., 2007).

Biomarcadores del cancer de pancreas

Los hallazgos en la biologia molecular del cancer han permitido progreso en el
diagndstico, en la identificacion de la fase de desarrollo del cancer, el tratamiento
de tumores localizados. También la identificacion del papel de algunos sindromes
hereditarios, como los mencionados anteriormente en la susceptibilidad al cancer de
pancreas.

Los biomarcadores asociados al cancer de pancreas, no solo pueden ser genéticos,
sino también epigenéticos, como se enlistan en la tabla 4 y otros como BNC1 y
ADAMTS1, genes que se han encontrado metilados con alta frecuencia en PDAC
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(Yietal., 2013). Por otro lado y la expresion de microRNAs (pequefias moléculas de
RNA no codificante, de aproximadamente 22 nucleétidos, que participan en la
traduccion y estabilidad de los RNAs mensajeros), se han encontrado
significativamente desregulados en pacientes con PDAC, respecto a pacientes
sanos, estos microRNAs se pueden obtener de sangre (Ansari et al., 2015) como
miR-155, miR-21, miR-222 (Khan, 2015).

Las investigaciones se han enfocado en la identificacion de biomarcadores de
diagndstico no invasivos.

Finalmente, en el campo de la protedmica, se han usado anticuerpos vy
espectrometria de masas para identificar posibles biomarcadores de cancer de

pancreas (Ansari et al., 2015).

Biomarcador Sensibilidad (%) [ Especificidad (%)
Antigeno carcinoembrionario 45 75
Molécula de adhesion celular antigeno | 85 98

carcinoembrionario. 1 (CEACAM1)

Antigeno carbohidrato 19-9 80 73
Span-1 81-94 75
DUPAN-2 48-80 75-85
Citocina inhibitoria de macro6fagos 1 90 62
Alpha4dGnT 76 83
Monooxigenasa peptidil-glicina  alfa- | 77 95
amidante

Metilacibn de DNA en el jugo |82 100

pancreatico (en el gen CD1D)

K-ras fecal 77 81

Tabla 4. Principales biomarcadores en el diagndstico de cancer de pancreas.
Tomada de (Zavoral et al., 2011).

Tratamientos para el cancer de Pancreas
El cancer de pancreas es dificil de detectar pues no causa sintomas de inmediato.

Cuando los sintomas aparecen, suelen ser vagos o imperceptibles; estos incluyen
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una coloracion amarillenta de la piel y los ojos, dolor en el abdomen y la espalda,
pérdida de peso y fatiga. Ademas, como el pancreas esta oculto detras de otros
organos, los profesionales de la salud no pueden ver ni palpar los tumores en los
examenes de rutina. Dado que frecuentemente se detecta tarde y se disemina
rapidamente, el cancer de pancreas puede ser dificil de tratar. Los posibles
tratamientos incluyen cirugia, radiacion y quimioterapia. El mayor impacto del cancer
de pancreas lo constituye el hecho de que fallecen casi el mismo nimero de casos
gue se diagnostican (Khan, 2015).

Cirugia

Uno de los principales tratamientos es la reseccion quirdrgica, clasificandose a los
pacientes en tres etapas: resecable, localmente avanzada y enfermedad
metastasica. Para asignar este tipo de tratamiento se deben considerar factores
como el tamafio del tumor, la afectacion vascular, la edad, la comorbilidad
(presencia de una o mas enfermedades ademas de la enfermedad o trastorno
primario, y el efecto de éstos padecimientos adicionales). Sumado a esto, la
mayoria de los pacientes se diagnostican cuando el cancer se encuentra en una
etapa avanzada o metastasica, por lo cual solo el 15% de los pacientes son
candidatos a la reseccion quirtrgica y después de la cirugia la recurrencia local y
sistémica es muy comun, siendo la mediana de supervivencia post intervencion de
20-23 meses. Los pacientes que no son candidatos a cirugia son tratados con
radioterapia o quimioterapia, siendo la gemcitabina el farmaco de primera linea para
PDAC avanzada (Ansari et al., 2015).

Quimioterapia con gemcitabina

La gemcitabina (2',2'-difluoro-2'-deoxycytidine; dFdC), analogo de nucledsido
(andlogo de desoxicitidina), es uno de los principales agentes quimioterapéuticos
anticancerigenos para el cancer pancreatico, tanto localmente avanzado, como
metastasico, y también es usado en otros tumores sdlidos, como en mama, ovario,
cancer de pulmén de células no pequefas (de Sousa Cavalcante y Monteiro, 2014).
Tiene dos mecanismos de accion, el mas importante es la inhibicion de la sintesis
de DNA, donde la gemcitabina trisfosfato (dFACTP) se incorpora al DNA seguido de
un desoxirribonucleotido impidiendo la elongacion de la cadena. Esta posicion no

terminal de la gemcitabina ocasiona que no pueda ser removida por la maquinaria
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de reparacion, entonces se inhibe la sintesis de DNA (fase S), se bloquea la
progresion del ciclo celular en el limite G1/S (Jia, 2015,) e induce apoptosis
mediante la activacion de p38 que desencadena apoptosis por estrés en las células
cancerigenas.

A detalle, el proceso comienza con el transporte de la gemcitabina al interior de la
célula, ya sea por mecanismos dependientes de sodio (hCNTs, transportadores
nucleosidicos concentradores) o por mecanismos independientes de sodio (hENT,
transportadores nucledsidos equilibrantes). Como se muestra en la figura 2, una vez
en el interior de la célula, el farmaco es una prodroga que debe ser activada
mediante fosforilaciones en el citoplasma, pasando a gemcitabina monofosfato
(dFdCMP) por la desoxitidina quinasa (dCK), se considera el paso limitante para la
produccién de dFdCDP y dFACTP (Jia, 2015), posteriormente es fosforilada a
gemcitabina difosfato (dFdACDP) por la pirimidina nucledsido monofosfato quinasa
(UMP-CMP kinase) y finalmente formando la gemcitabina trifosfato (dFACTP) por
accion de la nucleosido difosfato quinasa (NDPK), siendo ésta la forma activa del
farmaco (de Sousa Cavalcante y Monteiro, 2014).

El dFACTP se incorpora a la cadena de DNA en replicacion seguido de un
desoxinucleotido, presentandose una interrupcion en la elongacién de la cadena,
conocido como “terminacién enmascarada de la cadena”, esta posicién no terminal
de la gemcitabina impide que la DNA polimerasa continde con la sintesis. El ciclo
celular se detiene para reparar el dafio producido por la gemcitabina mediante
enzimas de reparacion (de Sousa Cavalcante y Monteiro, 2014). Si el dafio no es

reparado la célula entrara en apoptosis.

Como se menciond anteriormente, otro de los mecanismos de accion de la
gemcitabina es su auto potenciacion, en su forma difosfatada, inhibe a la
ribonucledtido reductasa (RR) compuesta por las subunidades RRM1 y RRM2, la
cual cataliza reacciones para la formacion de desoxicitidina difosfato (dCDP), esto
causa una disminucion en desoxicitidina trifosfato dCTP, y se ve favorecida la
incorporacion de la forma activa de la gemcitabina (dFdCTP) ocasionando dafio en
el DNA (Jia, 2015).
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Figura 2. Representacion de los mecanismos de accion de la gemcitabina. A) terminacion
enmascarada de la cadena, la gemcitabina trifostafo (dFACTP) es incorporada a la cadena
por la DNA polimerasa en lugar del dNTP que se debia incorporar. B) auto potenciacion de
la gemcitabina, la forma difosfato de la gemcitabina (dFdCDP) inactiva a la ribonucleétido
reductasa, enzima importante en la generacion de dNTPs y favorece la incorporacion de la
forma activa de la gemcitabina (dFdCTP).

Tomado y modificado de, de Sousa Cavalcante y Monteiro, 2014.

Resistencia a la quimioterapia

Existen dos tipos de resistencia a la quimioterapia: la resistencia intrinseca y la
resistencia adquirida (Jia, 2015). La resistencia intrinseca es la resistencia que ya
era preexistente en el paciente. La resistencia adquirida es la que se desarrolla al
tratar al tumor, en donde en un inicio hay disminucion del tumor y al cabo de un
tiempo vuelve a crecer a pesar de mantener el tratamiento (Lippert et al., 2008).

La hipétesis principal es la existencia de distintas poblaciones celulares en el tumor,
unas mas sensibles y otras mas resistentes, cuyo equilibrio puede modificarse con
el tratamiento y la duracion del mismo.

En el caso especifico de la gemcitabina, actualmente se sabe que existen factores
genéticos y epigenéticos asociados a la resistencia a farmacos y entre ellos se
encuentran genes asociados al transporte, bombas de membrana y a su
metabolismo (Jia, 2015). Por ejemplo hENT-1 (Transportador equilibrado de
nucleosidos tipo 1), es uno de los transportadores implicados en la absorcion
intracelular de la gemcitabina, y se ha reportado una correlacion entre la baja
expresion de hENT-1 y una mala respuesta al tratamiento (Ansari et al., 2015). Se
ha reportado que la sobreexpresion de RRM1 y RRM2 esta asociada a la resistencia

a la gemcitabina. La expresion aberrante de genes asociados a la supervivencia
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celular y apoptosis, por ejemplo S100A4, fosfatidil indositol 3-quinasa/Akt (Kim,
2008), o por regulacion transcripcional, como el caso de Hu antigeno R (HuUR), una
proteina de unién a RNA que regula a dCK, y se asocia con la eficacia a la
gemcitabina, ya que se ha reportado que a niveles altos de HUR hay una mayor
supervivencia en los pacientes medicados con gemcitabina (Constantino, et.,al,
2009).

Por otro lado, la resistencia a la gemcitabina puede deberse a su inactivacion, esta
es llevada a cabo mediante su desaminacién por la citidina desaminasa (CDA) y
cuando se encuentra en forma monofosfato la desoxicitidilato deaminasa (dCTD) la
puede inactivar, también puede desfosforilarse por accion de la 5'-nucleotidasa (5'-

NT) cuando es gemcitabina monofosfato (Jia, 2015).

Cinasas en el cancer de pancreas

Las proteinas cinasas se encargan del proceso reversible de fosforilacion de
proteinas y lipidos, se han visto desreguladas en multiples enfermedades, como el
cancer (Giroux et al., 2006). Hay aproximadamente 518 cinasas en el genoma
humano y aun no se ha dilucidado el papel de todas estas proteinas. Las cinasas
fungen como reguladoras clave en varios procesos como el metabolismo, la
transcripcion, la progresion del ciclo celular, la reorganizacion del citoesqueleto, el
movimiento celular, la proliferacion, la apoptosis, la diferenciacion y en la respuesta
al dafio del DNA como ATR (Gross et al., 2015).

La fosforilacion anormal de proteinas puede desarrollar trastornos y enfermedades
como artritis reumatoide, inmunodeficiencias, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas, trastornos endocrinos y cancer (Giamas et al., 2007).

Estas proteinas tienen un papel importante en la célula tumoral al estar involucradas
en la proliferacion, la supervivencia, motilidad, metabolismo, angiogénesis, y

evasion de la respuesta inmune (Gross et al., 2015).

Por lo anterior se han desarrollado herramientas farmacologicas para inhibir la
fosforilacidon de ciertas proteinas. La FDA ha aprobado medicamentos inhibidores de

cinasas, de los cuales 31 son terapia para el cancer (Bhullar et al., 2018).

Se ha reportado que alrededor del 10 % de las cinasas son importantes en la

supervivencia celular en el cancer pancreatico. Se han estudiado los inhibidores de
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tres grupos de cinasas en el tratamiento del cancer de pancreas, EGFR, VEGFR y
PDGFR (Giroux et al., 2006).

Actualmente en el mercado hay inhibidores de cinasa como el Imanitib (Gleevec)
utilizado para inhibir BCR-ABL1 en la leucemia mieloide crénica (Gross et al., 2015),
el Erlonitib (Tarceva) ha mostrado inhibicidn significativa del crecimiento en 5 lineas

celulares de cancer de pancreas (Durkin et al., 2003).

Papel de ATR en el cancer

La proteina “relacionada con ataxia-telangiectasia y RAD3” (ATR) es una enzima
miembro de la familia PIKK (cinasas relacionadas a la fosfatidilinositol-3-cinasa). Los
miembros de esta familia presentan similitudes en sus dominios, principalmente en
el dominio C-terminal y en los dominios flanqueantes FAT y FACT; ademas de
similitud en su secuencia. Una de las funciones de los dominios FAT y FACT es la
regulacion de la actividad de cinasa (Weber y Ryan, 2015).

ATR es una de las cinasas mas importantes en la respuesta al dafio del DNA
(DDR), como en los rompimientos de doble cadena (DSB), es activada por este tipo
de dafio o por ssDNA debido al estrés replicativo (RS) causado por dafio endégeno
no reparado o inducido por quimioterapia o radiacion ionizante (Curtin y Pollard,
2018), asi como en cada fase S para regular los sitios de origen de replicacion,
reparar las horquillas de replicacién dafiadas y prevenir una mitosis prematura. La
respuesta al dafio es una via de transduccion de sefiales en la que se coordina la
transicion del ciclo celular, la replicacion y reparacion del DNA, y la apoptosis
(Karlene et al., 2008).

Se ha reportado que mutaciones bi alélicas en linea germinal en ATR que conllevan
su inactivacién, causan muerte temprana en embrién de ratén (de Klein et al., 2000).
Sin ATR colapsan las horquillas de replicaciéon ocasionando la formacion de DSB
letales generando mas niveles de ssDNA, agotando la disponibilidad de RPA
terminando en una catastrofe de la replicacion (Toledo et al., 2013 ).

En la region N-terminal, ATR tiene un sitio de unién a una proteina de interaccion
(ATRIP), que regula a ATR, ese complejo ATR-ATRIP es esencial para la activacion
de ATR. En las células humanas ATR se encuentra en el complejo estable ATR-
ATRIP.
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ATR fosforila a varios sustratos, como p53, Brcal, Chkl y Radl7. En general la
fosforilacion de sus sustratos inhibe la replicacion del DNA y la mitosis, promoviendo
la reparacion del DNA, la recombinacién y la apoptosis (Zou y Elledge, 2003).

La via ATR-Chk1 protege al genoma contra el dafo al DNA, ya que el resultado de
esta cascada es bloquear la progresion mitotica mediada por CDK1 evitando que la
célula entre a mitosis con cromosomas dafiados provocando alteraciones genéticas,
ademas brinda proteccion a las horquillas de replicacion estresadas y reparacion de
DNA (Larry et al., 2015), (Curtin y Pollard, 2018).

El ssDNA formado en los sitios RS es altamente inestable y es blanco de
exonucleasas, para evitar ésto la proteina de replicacion A (RPA) se une al ssDNA
protegiéndolo de las exonucleasas y a la vez recluta proteinas que permiten la
estabilizaciéon de la horquilla de replicacion y de reparacion del DNA dafiado, como
ATRIP que a su vez recluta a ATR (Zou y Elledge, 2003 ; Itakura et al. 2004 ; Dart
etal., 2004)

Como se observa en la figura 3, la interrupcion en la via de ATR causa inestabilidad
gendmica (una de las caracteristicas distintivas de las células cancerosas). Por otro
lado ATR se activa en la mayoria de las quimioterapias contra el cancer (Karlene et
al., 2008). La de inestabilidad del genoma en frecuentemente observada en PDAC

posiblemente se deba a defectos en los genes de reparacion (Wallez et al., 2018).

Ademas de responder al dafio del DNA, se ha reportado que ATR media la
acumulacion de RRM2, evitando una catastrofe en la replicacion, y el ya
mencionado papel de RMM2 en la resistencia a gemcitabina, apuntan a que la
inhibicion de esta cinasa sea clave en el tratamiento con gemcitabina (Buisson et al.,
2015).

El primer inhibidor descrito de ATR es la cafeina, y se han descrito otros agentes
inhibidores de la cinasa, que han mejorado el tratamiento con quimioterapia en
lineas celulares de cancer de mama y ovario, en conjunto con la inhibicion del gen
CD2K. (Peasland et al., 2011). De manera similar, con VE-821 un inhibidor de ATR
se ha reportado una mejor respuesta al tratamiento con cisplatino y gemcitabina en
lineas celulares de cancer de ovario. (Huntoon et al., 2013).

La inestabilidad gendmica de las células cancerosas comunmente se debe a errores

en la replicacion de DNA y en la maquinaria de reparacién, ademas son comunes
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los defectos en la DDR en éstas células lo que ocasiona baja capacidad de
reparacion en comparacion con células normales, asi que varios de los
medicamentos contra el cancer actuan induciendo dafios letales en el DNA, como

la gemcitabina (Gross et al., 2015).
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Figura 3. Importancia de ATR en la estabilidad genomica. La interrupcion en la via de ATR
causa inestabilidad gendmica, una de las caracteristicas distintivas del cancer. Modificado
de (Hanahan et al., 2011) y (Gross et al., 2015).

Técnicas novedosas utilizadas

RNA de interferencia

Se han desarrollado otros agentes terapéuticos dirigidos a marcadores moleculares
especificos en este cancer, como RNAs de interferencia cortos (SiRNAS),
oligonucledtidos antisentido, restauracion génica, inhibidores de moléculas
pequefias, inhibidores angiogénicos y de metaloproteinasas de matriz,
inmunoterapia, nanoparticulas, nanotubos de carbono y virus oncoliticos, entre otros
(Yu et al., 2010).

La interferencia de RNA es una nueva herramienta donde se utilizan moléculas de
RNA para silenciar la expresion génica. ElI RNA de interferencia corto (SiRNA) vy el
RNA de horquilla corta (ShRNA), han demostrado ser una buena técnica para el

tratamiento de cancer de pancreas, usandose como blanco genes implicados en el
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crecimiento tumoral, metastasis, angiogénesis, supervivencia, antiapoptosis y
resistencia a la quimioterapia (Yu et al., 2010).

Los shRNA son dos secuencias de RNA complementarias de 19-22 pb unidas por
un bucle corto de 4-11 nt, similar a la horquilla que se encuentra en un miRNA
natural. Después de transfectarse como vector plasmidico o introducirse por
vectores virales, se integran al DNA, y se transcriben, posteriormente se une al RNA
blanco y se incorpora al complejo RISC (Complejo de Silenciamiento Inducido por
RNA enddgeno), por sus siglas en inglés, para la degradacién de la secuencia
diana. Una de las ventajas del silenciamiento con shRNA es que se pueden
generar lineas celulares estables con el gen silenciado sin la necesidad de multiples
transfecciones.

Sin embargo, su generacién requiere mucho tiempo, desde la preparacion de la
construccion hasta la seleccion de células resistentes a un farmaco o por
marcadores fluorescentes (Moore et al., 2010). Por lo anterior se utilizo ésta técnica
de inhibicion esperando reducir los niveles de ATR y estudiar su efecto en dos

lineas celulares de cancer de pancreas.

Esferoides Tumorales Multicelulares (MTS)

Los cultivos en monocapa son uno de los principales modelos en cultivo celular, ya
gue son homogéneos en el reparto de nutrientes, oxigeno, entre otras ventajas, pero

las interacciones tridimensionales no pueden ser recreadas (Nah et al., 2016).

En el estudio de cancer se tiene que tener en cuenta que la heterogeneidad
asociada al tumor se pierde con el cultivo en monocapa. Por lo cual se ha
implementado el cultivo celular tridimensional, en la que se imita a los tumores in
vivo con la expresion de antigenos, pH, gradientes de oxigeno dentro de su
microentorno, la distribucion de células en proliferacion/quiescentes en el esferoide
(Ho et al., 2012).

Hay dos tipos de esferoides tumorales, los clonogénicos y los agregados, los
primeros provienen de una o varias células. Se han descrito varias técnicas para su
generacion, utilizamos la técnica liquid overlay (Carlsson et al, 1984) que consta de

dos fases, en la primera se cultivan en cajas con una superficie antiadherente (esta

19



superficie antiadherente generalmente es agarosa) y estatica que permite la
formacion de un agregado primario En la segunda fase los esferoides se someten a
una agitacion orbital suave que favorece su formacion (Nah et al., 2016).

Se distinguen tres capas de poblaciones celulares en los MTS: un centro apoptético-
necrotico que aparece en los esferoides de mas de 500 um de diametro, una capa
intermedia de células quiescentes que tienen tendencia a diferenciarse y una capa
externa de células en proliferacion (Kunz, 1999).

Debido a las mencionadas ventajas del modelo, se formaron esferoides para evaluar

el efecto de niveles bajos de ATR al ser tratados con gemcitabina.
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ANTECEDENTES

Se ha reportado la importancia de ciertas cinasas en la tumorigénesis y
supervivencia de las células cancerosas después de la terapia, lo que las hace
potenciales blancos para el tratamiento del cancer (Weber y Ryan, 2015).

Dados los antecedentes del posible papel de ATR sobre la resistencia y los
resultados preliminares del grupo de trabajo del laboratorio de Gendmica Funcional
del Cancer del INMEGEN, se llevd a cabo una investigacion utilizando una
biblioteca de 4,675 shARN de la familia de las proteinas cinasas (Protein Kinase
Library Dharmacon cat. RH56078). Los resultados permitieron identificar algunas
cinasas que podrian estar involucradas en la resistencia intrinseca a farmacos
antineoplasicos. Una de esas cinasas que presentd cambios en su expresion fue
ATR, la cual presentaba sobreexpresion en lineas celulares tratadas con
gemcitabina (resultados no publicados, sometidos a proteccion intelectual).

El presente trabajo esta enfocado en la creacion de dos lineas celulares de cancer
pancreatico con niveles reducidos de la cinasa ATR y la evaluacién del efecto de

ésta al exponer a las células a gemcitabina.
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JUSTIFICACION

Debido al bajo porcentaje de supervivencia en los pacientes con cancer pancreatico,
la resistencia al tratamiento con gemcitabina, a la incidencia de algunos factores de
riesgo de éste cancer en México como la obesidad, asi como en el papel que tiene
el gen ATR en la célula, es importante determinar si la inhibicién del gen puede ser

atil en el tratamiento con gemcitabina.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si niveles reducidos de la cinasa ATR podrian afectar a la supervivencia

de células de cancer de pancreas después de quimioterapia con gemcitabina.

Objetivos particulares

1 Construccion del plasmido con el shRNA para silenciar el gen ATR.

2 Obtencion de lineas estables con sh-ATR, y evaluar el silenciamiento del gen a
nivel de mRNA.

3 Determinar el efecto de la inhibicién del gen ATR con cambios en la ICsp respecto

al control sh-Luc.

4 Analizar el efecto de la inhibicion del gen ATR en un modelo de esferoides

tumorales multucelulares.
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HIPOTESIS

Los niveles reducidos de la cinasa ATR en lineas celulares de cancer de pancreas

aumenta la sensibilidad al farmaco gemcitabina.
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METODOS

Cultivo celular

Utilizamos dos lineas celulares de cancer de pancreas, CFPAC-1(ATCC® CRL-
1918™) y HPAF-II (ATCC® CRL-1997™), las cuales se cultivaron en medio
Corning® 1L Iscove’s modificacion de DMEM y en Corning™ Eagle's Minimum
Essential Medium (MEM), respectivamente. Ambas con suero fetal bovino (SFB) al
10%. Cuando el cultivo llegaba a una confluencia del 80%, se trataron con tripsina y
lavaron con PBS, para ser expandidas o criopreservadas, en SFB con DMSO al
5%.

La linea CFPAC-1 proviene de un adenocarcinoma en la cabeza del pancreas con
metéstasis hepéaticas multiples de un hombre de 26 afios con fibrosis quistica.
Mientras que HPAF-II se obtuvo de las ascitis de un hombre de 44 afios con
adenocarcinoma de pancreas y metastasis en higado, diafragma y ganglios
linfaticos (Deer et al., 2010).

Esferoides Tumorales Multicelulares (MTS)

Los esferoides se prepararon con la linea CFPAC-1. Se utilizé el método de MTS
clonogénicos, en el cual a un volumen estéril de agarosa al 2% en PBS. Se afiadio
el mismo volumen de DMEM sin SFB, para obtener una concentracion final de
agarosa al 1% el cual se verti6 en una caja p60 para formar una pelicula
antiadherente en la cual se sembraron 500,000 células en medio Leibovitz's con
10% de SFB y se incubaron de 3 a 4 dias hasta que se formara el nucleo primario.
Posteriormente se pasaron a una caja antiadherente y se colocaron en una
incubadora con agitacién orbital a 60 rpm, a una temperatura de 37 °C . También se
generaron MTS agregados, en los que se sembraron 1,000,000 células en una caja
antiadherente en medio Leibovitz's L-15 Medium (ATCC® 30-2008™) con 10% de
SFB.

Para la medicién de los esferoides se tomaron muestras del cultivo en suspension,
se observaron al microscopio y se fotografiaron para su posterior medicion, la cual
se realizd con el programa Image J. Se hizo cambio de medio con gemcitabina cada

tercer dia y se hicieron mediciones a los dias 3, 6, 9, 12y 15.

Construccion del shRNA en el vector pSIREN-RetroQ
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A) Alineamiento de oligonucleétidos shRNA

-Se resuspendio los oligonucleotidos en buffer TE a una concentracion final de 100
uM.

-Se mezclé los oligos Top y Bottom 1:1, se usaron 2 ul de cada uno.

-Se calent6 la mezcla a 95°C por 3 segundos, después a 72°C por 2 minutos, a
37°C por 2 minutos y finalmente a 25°C por 2 minutos.

-Se almacenaron a -20°C para Ssu posterior uso.

B) Linearizacién del vector

Se realiz6 la linearizacion del vector RNAiI Ready pSIREN-RetroQ (Clontech, No.
Cat. 631526), mediante el corte con dos enzimas de restriccion BamHI y EcoRl
(New England BioLabs No. Cat R0136 y R0101 respectivamente) como se muestra
en el mapa de la construccion (figura 4). La concentracion del plasmido pSIREN-
RetroQ fue de 150 ng/ul, asi que se utilizaron 35.5 ul, 1 ul de cada enzima, 5 ul de
Buffer NEB 3.1 y 8.5 ul de agua destilada, obteniendo un volumen total de 50 ul, se
incubd por 3 horas a 37 °C y a temperatura ambiente toda la noche.

Para comprobar los cortes realizados con las enzimas, se realizdé una electroforesis
en gel de agarosa al 0.8%, a 100 Voltios por 50 minutos y se usaron 3 ul de una
dilucién 1:10 de pladsmido no digerido, 6 ul del plasmido digerido y el marcador de
peso molecular 2-Log DNA Ladder de New England BioLabs.

Se realizd la extraccion de DNA en gel de agarosa con el kit QIAquick® de la

digestién enzimatica siguiendo el protocolo del proveedor.

C) Ligacion de los oligonucledtidos alineados. Se realizé con RNAi-Ready pSIREN
-Se diluyé los oligonucleétidos alineados a 0.5 uM con buffer de TE
-Para una reaccion se usaron los siguientes reactivos:

2 ul de plasmido linearizado,

1 ul de oligonucleotido diluido

4 ul de 5x rapid ligation buffer

1 ul de T4 DNA ligasa

12 ul de agua libre de nucleasas

-Se incubd 1 hora a 22°C en bafio seco y se guardé a 4 °C

Se lig6 la siguiente secuencia:

ATR cadena sentido
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5' -
GATCCGCCGGATACTTACAGATGTAAATTCAAGAGATTTACATCTGTAAGTATCC
GGTTTTTTACGCGTG (70pb)

ATR cadena antisentido

3' -
GCGGCCTATGAATGTCTACATTTAAGTTCTCTAAATGTAGACATTCATAGGCCAA
AAAATGCGCACTTAA (70pb)

BamH ll Secuencia sentidc Horquilla Secuencia antisentido Terminador Mlul

5"-GATCCGCCGGATACTTACAGATGTAAATTCAAGAGAT TTACATCTGTAAGTATCCGGTTTTTTACGCGT-G-31

3 -GCGGCCTATGAATGTCTACATTTAAGTTCTCTAAATGTAGACATTCATAGGCCAAAAAATGCGCACTTAA

T Horquilla Terminador Mlul EcoR|

BamH | (6546) EcoR 1(2)
Pm P \‘» \\_/
: POX r\) /
/ Puro’ &=

RNAi-Ready : ><
pSIREN-RetroQ '™

\ | cMvmMsy 6.4 kb Poveo

SV40 oni

Amp' ColE ori

Figura 4. Mapa de la construccion de shRNA-ATR en el plasmido pSIREN-RetroQ. Se
sefiala con una flecha la purina requerida para el inicio de la transcripcién por la RNA pol I,
la secuencia de la horquilla es una de las secuencias usadas para generar shRNA. Para la
terminacion se utiliza una cola poli T, seguido de un sitio de restriccion Unico, el cual permite
la confirmacién de que las reacciones de ligacién y clonacién fueron exitosas al encontrarse
el inserto, en este caso se uso la enzima Mlu I.
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Transformacion bacteriana

Bacterias de E. coli DH5 alfa se transformaron con el plasmido, que contiene un
cassette de resistencia a ampicilina, lo que nos permitié seleccionar las bacterias
transformadas. Se realizo lo siguiente con 4 colonias:

-Se sembraron bacterias E. coli DH5 alfa y se dejaron crecer durante 24 h a 37 °C,
posteriormente, utilizando un asa bacterioldgica se transfirié una porcién de 4 x 4
mm en 1.5 ml de medio C (atemperado a 37 °C), se resuspendio e incubd durante 2
horas en agitacion (200 rpm) a 37 °C.

-Se obtuvo el pellet por centrifugacién, 1 minuto a 1000 rpm el cual se resuspendio
en 120 ul de solucion T y se incubd en hielo por 5 minutos.

-Se agregaron 5 ul de la mezcla de ligacion y se mantuvo en hielo por 2 minutos.
-Se sembraron 50 ul en una caja petri con medio LB y se dejo incubar toda la noche
a37°C

Purificacion del plasmido

Se realizdé un MiniPrep (aislamiento de DNA plasmidico bacteriano por lisis alcalina)
de las cuatro colonias, con QIAprep® Spin Miniprep Kit, (No. de Cat. 27106,
siguiendo el protocolo. Posteriormente para obtener mayor cantidad de plasmido se
realiz6 un MidiPrep, HiSpeed® Plasmid Midi Kit (numero de catdlogo 12643),
siguiendo el protocolo del proveedor. Se verificd la inserciébn del shRNA en el
plasmido mediante secuenciacion Sanger, la cual se realiz6 en la Unidad de Alta
Tecnologia del INMEGEN, se enviaron 20 uL a una concentraciéon de 200 ng/uL y 30

uL de U6 primer Forward.

Digestion con Mlu |

Se realiz6 la digestion del vector con Miu | (New England BioLabs™, No. Cat.
R0198S), para verificar la insercion del plasmido. Para la reaccion se utilizaron

-5uL de plasmido

-2uL de NEBuffer

-0.5uL de enzima Mlu |

-12.5ul de agua, teniendo 20uL totales. Se incubd por tres horas a 372C y toda la
noche a temperatura ambiente.

Se corrié un gel de agarosa al 1% a 100 Voltios por 70 minutos.
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Transfeccion celular y establecimiento de lineas estables

En cajas de 6 pozos se sembraron 300 000 células, las cuales se dejaron adherir
durante 24 h en la incubadora a 37°C, con 5% de oxigeno. Se transfectaron con
Xfect™, siguiendo el protocolo de clontech (PT5003-2). Se transfectd también un
control con el gen de luciferasa (LUC) para cada linea celular. Se utilizd6 5 ug de
cada plasmido, 27 uL de ATR con concentracion de 183 ng/uL y LUC 19 uL con
concentracion de 260 ng/uL.

Curva de dosis letal de puromicina

Con el fin de hacer una seleccion positiva de las células transfectadas, se determiné
la dosis letal de puromicina, para esto, de cada linea celular se sembraron 5000
células en cajas de 96 pozos, se dejaron adherir toda la noche y se les administro
las siguientes concentraciones de farmaco: 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 7.5y 10 ug/ml.
Se expusieron por 48 horas y finalmente se midio la viabilidad por MTT.

Se procedi6 con la generacion de las lineas estables, se utilizé 0.5 ug/mL y 1ug/ml
para CFPC-1 y HPAF-II respectivamente. Para seleccionar: una vez transfectadas
se incubaron con la respectiva concentracion de puromicina junto con una caja
control (sin shRNA), se cambi6 el medio con farmaco cada tercer dia y se mantuvo

hasta que las células del control murieron.

Ensayo de viabilidad con MTT

EI MTT (Es una técnica usada para observar supervivencia y proliferacion celular, al
ser un ensayo colorimétrico cuantitativo en el que se mide la respiracion celular, en
especifico, la reduccion del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
por la enzima deshidrogenasa mitocondrial formando un producto del formazan. La
cantidad de formazan producido es proporcional al nimero de células vivas.
(Chapdelaine, 2001).

Se sembraron 5000 células estables por pozo, en una placa de 96 pozos, las cuales
se incubaron a 37°C con 5% de CO2 durante 24 h para permitir su adherencia. Las
células fueron tratadas con las siguientes concentraciones de gemcitabina
(Gemcitabine hydrochoride, SIGMA G6423) 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 uM, para
determinar la concentracién inhibitoria 50 (ICsp), (que se define como la
concentracion de farmaco requerida para inhibir el crecimiento celular en un 50%)

Los experimentos se realizaron por triplicado técnico y biolégico.
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Se utiliz6 el método propuesto por F. Denizot y R. Lang (Chapdelaine, 2001)

-Se removio el medio de las células y adicion6 10 uL de MTT a 5 mg/mL mas 90 uL
de medio sin SFB y sin rojo fenol

-Se incub6 por 3 horas a 37°C en 5% de oxigeno.

-Se removio el MTT y para solubilizar el formazan se utilizaron 50 uL de isopropanol

-Se midié la absorbancia a 560-690 nm.

En el espectrofotdmetro para Microplacas Epoch™, se midié la absorbancia de la
placa a la longitud sefialada se obtuvo la diferencia, para asi eliminar el ruido de
fondo y se hicieron los respectivos célculos para la obtencion de la ICso.

Posteriormente, se repitid la prueba con las células estables de ambas lineas
celulares, en el caso de CFPAC-1, se sometieron al farmaco solo por 48 horas ya
gue mostraron mayor sensibilidad. Y en ambos casos solo se utilizaron las
siguientes concentraciones: 0.001, 0.01, 0.1 y 1, ya que la prueba con las células

parentales permitié acotar las concentraciones de gemcitabina.

Extraccion de RNA total

Se realiz6 la extraccidon de RNA de cajas T75 con 70-80% de confluencia celular.

Se utilizé el reactivo TRIzol ™ Invitrogen ™ (No. Cat. 15596026).

-Se sumergié por 5 minutos un raspador estéril en agua DEPC.

-Se raspo la caja en 1mL de medio, se colectdé en un microtubo y se centrifugé a
1000 rpm 5 minutos.

-Posteriormente se retird el medio, el pellet se resuspendié en un volumen de TRIzol
™

-Se incub6é 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se adiciono
cloroformo (200 uL por cada 1000 ul de TRIzol ™), agitar e incubar 10 minutos en
hielo.

-Se centrifug6 a 8000 rpm a 4°C por 10 minutos y colectar el otro tubo a primera de
las tres fases formadas (fase acuosa) y se afadié isopropanol (la mitad de la
cantidad de TRIzol ™ utilizada).

-Se almaceno a -20°C toda la noche, posteriormente se centrifugé a 10,000 rpm 15
minutos a 4°C y se eliminod el isopropanol.

-Se lavo el pellet con 1 mL de etanol al 70% en agua DEPC, se centrifugé 5 minutos
a 10,000 a 4°C, se retir0 el etanol y se dejo secar el pellet.
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-Se resuspendié el pellet en agua DEPC y finalmente se cuantifico en el
espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis.

Para comprobar la integridad y calidad del RNA se realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 2% a 100 Voltios por 60 minutos, se utilizaron 100 ng/uL de RNA.
Obtencion de cDNA y gRT-PCR

Para la obtencion de cDNA, se trataron las muestras de RNA con DNAsa, (RQ1
RNase-Free DNase, No. Cat. M6101), siguiendo el protocolo. Posteriormente se
realizé la reacciéon de RT-PCR, utilizando 1000 ng de RNA tratado con DNasa, se
usé el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, (No. Cat. 4368814),

siguiendo el protocolo. En el termociclador GeneAmp® PCR System 9700.

Se realizé qRT-PCR, usando 100 ng de cDNA con el kit SYBR™ Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems™, No. Cat. 4309155) siguiendo el protocolo, usando las
condiciones sugeridas del termociclador para T, mayores o iguales a 60°C. Se
realizaron los experimentos en el 7900HT Fast Real Time PCR-System (Applied
Biosystems™)

Se utilizaron los siguientes primers para el gen ATR

Secuencia 5-3" Tm Longitud | Inicio Producto
Forward | TTCCAAAGCGCCACTGAATG | 60 20 7838
81 pb
Reverse 59.1 20 7918
AGTCGCTGCTCAATGTCAAG

Se utilizé el PPIA (Peptidil Propil Isomerasa A) como gen constitutivo de referencia.

Para calcular los niveles relativos de expresién génica se us6 el método de 2744,

Andlisis estadistico
Se realizd una prueba T de Student de datos no pareados, donde se comparé la
ICs0 de Luc vs ATR, para determinar si el cambio fue estadisticamente significativo.

La prueba se realiz6 en el programa GraphPad Prism 7.
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RESULTADOS

Construccion del vector

Para la construccibn del vector, primero se alinearon los oligonucleotidos,
posteriormente se linearizo el vector, se cortd con las enzimas BamH | y EcoR . El
plasmido no digerido pesa 6.4 kb, como se observa en la figura 5, en el carril del
plasmido digerido se observan las dos bandas esperadas, con pesos de

aproximadamente 5.5y 1.2 kb.

MPM Digerido
(KB)

Figura 5. Digestion del plasmido. El primer carril pertenece al marcador de peso

molecular, en el segundo el plasmido digerido.

Linearizado el vector, se procedio a hacer la ligacion con los oligonucleétidos, como
se muestra en la figura 4. Para obtener la cantidad de plasmido que se requiere
para la transfeccion en las lineas celulares, se transformaron colonias de bacterias
E. coli DH5 alfa, seguido de la purificacion del plasmido mediante Miniprep de 4
colonias seleccionadas. Para comprobar la insercion del shRNA en el plasmido, se
realizd una digestion con Mlu I, y como se observa en la figura 6, la colonia 1
muestra el bandeo esperado de la digestién con la enzima, asi que con ésta se

trabajo los sucesivos experimentos.
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N N No DR N
MPM 5 Digerido 3 Digerido Digerido 0

 oar Digerido
digerido digerido digerido c3 digerido e

(KB) c1 L 2 S c3 ca .

Figura 6. Digestion con Mlu | de las cuatro colonias seleccionadas.

Se realiz6 un midiprep con la colonia mencionada, obteniéndose 183 ng/uL en 500
uL. Para confirmar la construccion, se mandd a secuenciar mediante secuenciacion

por capilar.

Base de Iniclo
dela
transcripcion

p Secuencia sentido Horquilla Secuencia antisentido Terminador

0400 o o0 ] L) 0.0 ) o o0 QUOTO

Figura 7. Cromatograma de secuenciacion.
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La construccion del vector fue exitosa, pues en el cromatograma (figura 7) se
encontraron las secuencias del sh-ATR que se buscaban. La secuenciacion fue de

calidad, al mostrar picos unicos, separados entre si y con poco ruido de fondo.

Ensayo de inhibicidén del crecimiento (Obtencion del ICso de gemcitabina en células

en monocapa)

Con el fin de obtener un rango de concentracion de gemcitabina a utilizar, se calculo
la ICso (dosis a la cual muere el 50% de la poblacion) en las lineas celulares
CFPAC-1 y HPA-II provenientes de adenocarcinomas pancreaticos, para eso, se
estandarizé la prueba de MTT que permite obtener el porcentaje de células vivas
con cada concentracion, y después hacer los célculos correspondientes.

Las células se trataron con gemcitabina a diferentes tiempos, y a distintas
concentraciones (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 y 1000 uM).

Como se muestra en la figura 8 para CFPAC-1 se obtuvo una IC5, de 0.962 uM a
las 72 horas, mientras que para HPAF-lIl de 0.0660 uM a las 96 horas con
tratamiento. El farmaco se mantuvo en el medio de cultivo hasta 96 horas para
HPAF-II debido a que ni a las 48 ni 72 horas se observé muerte en al menos el 50%

de las células, como se observa en la figura 1 de Anexos.
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Figura 8. Gréfica de viabilidad de las lineas celulares tratadas con diferentes concentraciones de
gemcitabina. A) En la linea celular CFPAC-1 no se observa muerte en las concentraciones de 0.001
uM y 0.1 uM a las 24, 48 ni 72 horas, sin embargo se ve un cambio significativo en la concentracion
de 1 uM a las 72 horas. B) En el caso de HPAF-II no hay muerte menor al 60% con la concentracion
de 10 uM a las 72 horas, sin embargo a las 96 horas se observa un cambio drastico a la
concentracion de 0.1uM.

Inhibicion del gen ATR
A continuacion se transfectaron las lineas celulares con el plasmido que contiene el

SshRNA-ATR y se expusieron al agente de seleccion. En este caso empleamos
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puromicina, ya que el vector contiene un casete de resistencia a este farmaco. La
concentracion utilizada fué de 0.5 ug/mL para CFPAC-1 y 1 ug/mL para HPAF-II,
(Figura 2 de Anexos).

Por otro lado, se midio el porcentaje de inhibicion del gen, para lo cual se crecieron
células en cajas T75 y a una confluencia del 70% se extrajo RNA con trizol, para
sintetizar cDNA y medir la expresion del gen mediante PCR de transcripcion inversa
cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR), PPIA se utiliz6 como gen referencia para los
respectivos calculos.

En la figura 9 se aprecia que en la linea CFPAC-1 hubo mayor inhibicién del gen, lo

cual puede influenciar en la disminucién observada de la ICsy entre las lineas

celulares.
A) B)
Inhibicion en CFPAC-1 Inhibicién en HPAF-II
1.04 1.04
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Figura 9. Inhibicién del gen ATR en las lineas celulares CFPAC-1 y HPAF-II. En la figura A se obtuvo
una inhibicion del 85% para CFPAC-1 y 30% para HPAF-II.

Como control, se transfectaron células con el mismo plasmido conteniendo una
secuencia de luciferasa (Luc), lo que permite discriminar cambios ocasionados por
la transfeccion/seleccion.

Por otro lado, una vez determinado el rango de concentraciones de gemcitabina a
utilizar en cada linea celular, las células estables con el shRNA-ATR, se sembraron

bajo las mismas condiciones. Se trataron con el farmaco para determinar si la
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inhibicion de ATR ocasiona un cambio en la ICsy, Se realizaron ensayos por
triplicado biologico y técnico.

Como se observa en la figura 10, hubo disminucion en la ICsy de las células con
shRNA, en CFPAC-1 baj6 a 0.451 uM y 0.0339 uM en Luc y ATR respectivamente.
Mientras que en HPAF-II bajé a 0.0819 uM para Luc y 0.0265 uM para ATR.
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Figura 10. Determinacion de la ICsp en las células estables con sh-ATR. A) Se midi6 la
viabilidad celular con un ensayo de MTT, posterior a un tratamiento de 48 horas con
gemcitabina. B) Se midié la viabilidad celular con en ensayo MTT después de tratar a las
células por 96 horas. Ambos experimentos se realizaron por triplicado biologico y técnico.

La ICso fue calculada a partir del grafico.
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Se realizé una prueba T de Student no pareada para determinar si las diferencias

entre las ICso son estadisticamente significativas.

A) B)
CFPAC-1 HPAF-II
0.6- 0.10-
0.08-
% % 0.06 .
c_? O 0.04- —I—
* 0.02-
.I 0.00- -
(]
«Q" ‘\) <&

Figura 11. Prueba T de Student no pareada, en ambas lineas se obtuvo una diferencia
estadisticamente significativa, En la figura A se observa una disminucién en la ICs, de més del 70%
en las células con sh-ATR, mientras que en la figura B, la disminucién no es tan marcada, pero
disminuye mas del 50% del control.

Finalmente se utiliz6 un modelo que permite recrear heterogeneidad celular,
generandose esferoides tumorales multicelulares (MTS) agregados, los cuales se
también se sometieron al tratamiento con gemcitabina como se describe en la
metodologia.

Al no conseguir la generacion de esferoides de la linea CFPAC-1 con ninguno de los
meétodos descritos anteriormente, los experimentos se continuaron solo con
esferoides agregados de la linea HPAF-II.

Se formaron dos grupos, el control, compuesto por esferoides sh-Luc y sh-ATR y el

grupo tratado con gemcitabina. Se utilizé la ICso de la linea celular estable.
En la figura 12 se observa el crecimiento de los esferoides, en ambos casos los

esferoides formados con sh-ATR son al menos 40% mas grandes que los formados

en sh-Luc, sin embargo, fueron menores en namero.
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Figura 12. Curva de crecimiento de esferoides de la linea HPAF-Il. Medidas de los esferoides (um).

A) Crecimiento de los esferoides sin exposicibn a gemcitabina; B) Crecimiento de los esferoides
expuestos al farmaco. Las medidas se obtuvieron con el programa Image J.

En la figura B) se nota disminucion en el diametro con sh-ATR a partir del dia 9,
llegando a medir el dia 15 el 50% del diametro de los esferoides que no estuvieron
expuestos a gemcitabina, incluso fueron menores las mediciones en el dia 15 con

sh-ATR-Gem, en comparaciéon con el dia 3 sin exposicion al farmaco, fendbmenos
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gue no ocurren en sh-Luc, lo cual apunta a que los niveles bajos del gen ATR en el

tratamiento con gemcitabina podria tener un papel importante.

GEMCITABINA

CONTROL

Dia

Sh-Luc

15

Sh-ATR

Dia
15

Figura 10. Fotografias de los esferoides a diferentes dias. Se puede ver el crecimiento y
posterior reduccion en los esferoides, con una reduccion mas marcada en los esferoides sh-

ATR.
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En la figura 10 se pueden observar los fenbmenos descritos anteriormente, el mayor
numero de esferoides formados con sh-Luc, tanto en el grupo no tratado como en el
tratado forman esferoides mas pequefios respecto a los formados son sh-ATR y
éstos como son visiblemente mas grandes a los ultimos dias en el grupo no tratado

con gemcitabina.
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DISCUSION

El cancer de pancreas se posiciona como la séptima causa de muerte entre
hombres y mujeres a nivel mundial, tiene la mas alta mortalidad, pues para el 2018
se reportd el numero de muertes (n= 432,000) como nuevos casos (n= 459,000),
(Bray et al., 2018). La alta mortalidad del cancer se debe a que es una enfermedad
silenciosa y no se cuenta con marcadores para su deteccion temprana, asi que
cuando se diagnostica el cancer ya se encuentra en una etapa avanzada o
metastasica, siendo ya imposible su reseccién quirargica. En este caso, el
tratamiento de primera linea es la quimioterapia con gemcitabina, que no es del todo
exitosa, ya que los pacientes pueden presentar resistencia al farmaco desde el inicio
del tratamiento o adquirirla durante el tratamiento.

En este proyecto nos enfocamos en el papel de la inhibicibn de ATR, una cinasa de
respuesta al dafio del DNA, como rompimientos de doble cadena, regula los sitios
de origen de replicacion, repara las horquillas de replicacién dafiadas y previene una
mitosis prematura. Estos mecanismos son de especial interés en el cancer, por
ejemplo, la respuesta al dafio es una via de transduccion de sefiales en la que se
coordina la transicion del ciclo celular, la replicacién y reparacion del DNA, y la
apoptosis, (Karlene et al., 2008), podria ser un punto clave para mejorar el
tratamiento con gemcitabina, ademés de esto, ATR también modula la expresion de
RR, asi que respaldados en lo anterior se prob6 el papel de la inhibicibn de ATR
mediante el uso de un sh-RNA en las lineas celulares CFPAC-1 y HPAF-II.

Se encontré una diferencia estadisticamente significativa en la ICso en los
experimentos de cultivo en monocapa de las células sh-ATR, en comparacion con el
control (sh-Luc), lo que quiere decir, que los niveles bajos de esta cinasa podrian
beneficiar al mecanismo de accion de la gemcitabina en estos cultivos celulares de
cancer de pancreas. Entre las lineas celulares trabajadas, la mas sensible fue
CFPAC-1 que mostro tener una ICsp mas baja y a menos tiempo que HPAF-II, lo
cual puede deberse a la resistencia propia de cada linea celular lo cual puede ser
resultado de distintas mutaciones y alteraciones epigenéticas de cada linea. Si bien
ambas, poseen las mutaciones caracteristicas del cancer pancreatico como
alteraciones en K-ras, p53, p16 y DPC4, pueden presentar algunas adicionales, 6
diferencias en el lugar y tipo de mutacion, (Abramson et al., 2007), o por el nivel de
inhibicion de ATR, ya que como se observa en la figura 9, se obtuvo mayor
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inhibicion en CFPAC-1 al menos en RNA mensajero. Como parte de las

perspectivas, se pretende cuantificar a nivel de proteina con Western blot.

Posterior a estos resultados, se quiso comprobar la reproducibilidad de este
fendbmeno en un modelo de esferoides tumorales multicelulares agregados. Los
esferoides nos permiten recrear un entorno celular mas parecido al de tumor, ya que
las diferentes capas celulares del esferoide no reciben de manera homogénea los
nutrientes, oxigeno y en este caso el farmaco (Nah et al., 2016).

Se intento el establecimiento del modelo en las dos lineas celulares, sin embargo en
CFPAC-1, aun tratando las dos técnicas ya descritas, no se logré. Esto podria
deberse a que la transfeccién influy6é de alguna manera, ya que en el laboratorio se
han hecho con células parentales (Aguilar, 2019).

Como solucién podria utilizarse un inhibidor de ATR, por ejemplo AZ20 (No. Cat.
A3210, APEXBIO), un inhibidor selectivo que ha mostrado actividad antitumoral en
cancer colorrectal, tanto in vitro como in vivo, (Foote et al., 2013) y tratar de formar

nuevamente MTS y realizar en éstos los respectivos experimentos.

En cuanto a HPAF-II se observo una importante disminucién en el didmetro de los
esferoides tratados con gemcitabina con el gen inhibido (sh-ATR) respecto al control
de transfeccion (sh-Luc), en el cual solo se observa un crecimiento respecto al
tiempo, lo cual apunta que el mecanismo de accién de la gemcitabina mas, niveles
bajos del gen ATR afectan el crecimiento del esferoide, esto podria ser importante
en el tratamiento de éste cancer.

En los primeros dias se observa un mayor diametro en los esferoides con sh-ATR
control y tratados con gemcitabina, esto puede deberse a la presencia de mayor
poblacién CSC (células troncales cancerigenas) en el esferoide, estas células tienen
la capacidad de auto-renovacion y dan lugar a células de tejidos diferenciados,
ademas se ha descrito un aumento en la DDR en estas células lo cual puede
deberse a la perdida de genes de reparaciéon, como ATR y cuentan con mecanismos
de proteccion y reparacion mas eficiente que en las células diferenciadas (Chang et
al., 2015) lo que en parte contribuye a su radio y quimio resistencia al activar su
mejorada respuesta al dafio y reparacion del DNA. Para comprobar lo anterior en el
fendmeno observado del dia 3 al 9, como perspectivas se tienen la identificacién de
posible poblacién CSC para lo cual se debe repetir la formacion de los esferoides y
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al dia 3, 6 y 9, disgregarlos y mediante marcadores de superficie medir la poblacion
de CSC pancreatica como CD44v6, c-Met, Tspan8, alpha6beta4, CXCR4, CD133,
EpCAM y claudin7 (Heiler et al., 2016).

Mientras que en sh-ATR, después del dia 9 de tratamiento comienzan a decrecer
llegando a ser mas pequefios al dia 15 que el primer dia de medicidon, esto puede
deberse a la gemcitabina, ya que ciclos repetidos de tratamientos dafiinos al DNA
mueren principalmente las células no stem (Ronco et a., 2017) al tener deficiencia
en ATR lo que les impide atender los dafios ocasionados por el farmaco. Lo cual es
consistente con los esferoides Luc ya que no se observa un decremento importante
al administrar el farmaco.

Otro fendmeno observado, fue el nimero de esferoides formados, menor en los sh-
ATR, tanto en el grupo control como en el tratado con gemcitabina, en comparacion
con los formados con sh-Luc. El ndmero de esferoides esta relacionado a la
capacidad de adhesion celular, aunque no se ha reportado la influencia de la
inhibicion de la cinasa en la unién celular.

Los cambios observados en los experimentos en cultivo en monocapa asi como los
esferoides tumorales apuntan a que niveles bajos de ATR tiene repercusiones en
las células tratadas con gemcitabina, lo cual podria estudiarse y en el futuro sumado
a la quimioterapia, utilizarse un inhibidor de ATR en beneficio a los pacientes con

cancer de pancreas.
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CONCLUSIONES

*La inhibicion de ATR mediante RNA de horquilla corta, en cultivo en monocapa de
lineas celulares estables CFPAC-1 y HPAF-II muestra una disminucion
estadisticamente significativa en la 1Cs respecto al control, lo cual apunta a que el

gen ATR tiene un importante papel en la supervivencia de estas células.

*En el modelo de esferoides tumorales multicelulares proveniente de células
estables con sh-ATR a pesar de que en un inicio los esferoides son mas grandes
gue en el control, se observé drastica disminucion en el diametro después de 9 dias
en tratamiento con gemcitabina, respecto al control no tratado, y una disminucion en
namero respecto al control sh-Luc.

Con lo anterior se concluye que al exponer ésta linea celular de cancer de pancreas
con gemcitabina mas, niveles bajos del gen ATR se reduce la supervivencia celular
al observarse disminucion en el diametro de los esferoides, lo cual podria presentar

beneficios en el tratamiento de éste cancer.
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ANEXOS

Anexo 1

Figura 1. Determinacion de la ICsg en las células estables con sh-ATR a diferentes tiempos.
A) En la linea celular CFPAC-1 se decidio trabajar los posteriores experimentos hasta las 72
horas, tiempo adecuado para el calculo de la ICsy, B) Para HPAF-II se observé una
disminucion hasta las 96 horas.
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Anexo 2
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Figura 2. Grafica de viabilidad celular con puromicina en células parentales.
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