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ABREVIATURAS IMPORTANTES

ALDH Aldehido Deshidrogenasa

CD24 Grupo de diferenciacion 24

CD44 Grupo de diferenciacion 44

CTC Células Troncales del Cancer

DNA Acido desoxirribonucleico

EMT Transicion Epitelio Mesénquima

FITC Isotiocianato de fluoresceina

IgG Inmunoglobulina G

NF-kB Factor Nuclear kB

OCT4 Factor de transcripcién de unién a octamero 4

PBS Buffer fosfato salino

PE Ficoeritrina

gPCR Reaccion en cadena de la Polimerasa en Tiempo Real
RANK Receptor Activador del Factor Nuclear kB

RANKL Ligando del Receptor Activador del Factor Nuclear kB
RNA Acido Ribonucleico

SFB Suero fetal Bovino

™ Temperatura de Fusion



OPG Osteoprotegerina

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular
CDKN2A Inhibidor 2A de quinasa dependiente de ciclina
AML Leucemia Mieloide Aguda



II. RESUMEN

Introduccidén: El cancer de pancreas representa un problema de salud importante debido
a su baja sobrevida y su alta letalidad. Adicionalmente, el cancer de péncreas es
caracterizado por una alta tolerancia a los tratamientos convencionales como quimioterapia,
radioterapia y terapia molecular dirigida. Por lo que resulta importante la busqueda de
nuevos blancos terapéuticos que puedan mejorar las condiciones de los pacientes y la
sobrevida en general.

Estudios recientes han demostrado la existencia de una subpoblacién de células conocidas
como células troncales del cancer, las cuales tienen caracteristicas similares a las células
troncales adultas como capacidad de autorrenovacion, la habilidad de diferenciarse y una
alta capacidad clonogénica. Adicionalmente a estas células troncales del cancer se le han
atribuido capacidades de iniciacién, progresion, recurrencia y resistencia tumoral. Esta
subpoblacién tumoral es regulada mediante diferentes vias de sefializacion, una de las mas
importantes es la via de NF-kB. La triada molecular que involucra al receptor activador del
factor nuclear kB (RANK), el ligando de RANK (RANKL) y osteoprotegerina (OPG) es un
sistema que se ha visto implicado en diferentes procesos fisiol6gicos y patoldgicos, que se
encuentra acoplada a la via de NF-kB. Se ha determinado que la inhibicion de la via de
RANK reduce drasticamente la poblacion troncal del cancer mediante la activacion de
mecanismos de diferenciacién celular. Por esta razén resulta importante investigar el papel
de la via de RANK en cancer de pancreas. Objetivo: El presente trabajo analiza la
expresion de la via de RANK en 3 lineas celulares de adenocarcinoma ductal de pancreas
y evalla el efecto de la inhibicion de RANK en la poblacion troncal. Metodologia: Para
caracterizar la via de RANK en cancer de pancreas se determind la expresion de
RANK/RANKL/OPG en 3 lineas celulares de adenocarcinoma ductal pancreatico mediante

PCR en tiempo real.



Para caracterizar la poblacién troncal en cada linea celular se determiné el nimero de CTC
(CD44*, CD24*, EpCAM") y la actividad de ALDH de las 3 lineas celulares mediante
citometria de flujo.

Se analiz6 la expresion de RANK/RANKL/OPG en diferentes tipos de cancer mediante un
analisis bioinformético en la plataforma cBioPortal. La influencia de la expresion de
RANK/RANKL/OPG en la supervivencia de pacientes se determind mediante curvas de
Kaplan-Meier. Para evaluar el efecto de la inhibiciéon de RANK se determinaron los factores
de pluripotencia (ALDH1A3, ALDHB8A1, NANOG, OCT4 y SOX2) mediante PCR en tiempo
real, se llevaron a cabo ensayos de migracion con camaras Transwell, ensayos de
proliferacibn con el método MTS y determinacién de la poblacion troncal mediante
citometria del flujo. Resultados: Se determiné que BXPC-3 es la linea celular con mayor
expresion de RANK y menor expresion de OPG. Se establecié que BXPC-3 es la linea
celular con mayor namero de celular troncales CD44*, CD24*, EpCAM*y que HPAF-Il es la
linea celular con mayor actividad de la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH). El
adenocarcinoma pancredtico posee una mayor expresion de RANK y RANKL en
comparacion con el resto de los tipos de cancer, asi mismo, una mayor expresion de estas
moléculas conlleva menor probabilidad de sobrevida y RANK/RANKL se encuentran sobre
expresados en tejido tumoral en comparacion con tejido normal. La inhibicion de RANK
reduce la capacidad de migracion, la proliferacion celular, asi como el nimero de CTC
CD44*, CD24*, EpCAM* en células BXPC-3. Sin embargo, la inhibicibn de RANK provoc6o
un aumento en la expresion de una de las isoformas de la enzima ALDH. Conclusiones:
El presente trabajo demuestra la participacion que tiene la via de RANK en un panel de
lineas celulares de cancer de pancreas, asi como su valor prondstico en datos de pacientes.
Por otra parte, demuestra el papel de esta via como posible blanco terapéutico dirigido

contra la poblacion troncal en cancer de pancreas.



[Il. INTRODUCCION

lIl.I DEFINICION DE CANCER

El cancer se define como un conjunto de enfermedades caracterizadas por un proceso de
crecimiento y diseminacién celular incontrolada. Esta enfermedad puede aparecer
practicamente en cualquier lugar del cuerpo. El tumor suele invadir el tejido circundante y

puede provocar metastasis en puntos distantes del organismo. [1]

El cancer posee una serie de propiedades presentes en la mayoria de las neoplasias
denominadas “Hallmarks del Cancer” descritos por Douglas Hanahan y Robert Weinberg.
Estas constituyen capacidades biol6gicas que se van adquiriendo durante el desarrollo de

los tumores. [2]

Ellos proponen 10 Hallmarks o caracteristicas distintivas, las cuales son:

e Proliferacién Sostenida: En el tejido normal la proliferacién celular es altamente

regulada y sélo se lleva a cabo cuando el tejido lo requiere, manteniendo asi la
homeostasis de éste. Sin embargo, las células cancerosas son capaces de alterar
estos mecanismos obteniendo de distintas formas factores de crecimiento que le

permiten proliferar de manera irregular y descontrolada. [3]

e Evasion de supresores de crecimiento: Los tejidos poseen factores capaces de

reprimir la proliferacién y mantener en un estado quiescente (Go) 0 en un estado
post-mitético a las células normales del tejido, manteniendo asi la homeostasis de
este. Sin embargo, cuando las células se vuelven insensibles a estos factores de
inhibicion permanecen en un estado de alta proliferacion alterando asi la funcion del

tejido. [3]



Evasion de la apoptosis: La capacidad que tienen las células de aumentar su

namero no solo depende de la proliferacién, sino que también participa el desgaste
celular, el cual es determinado por la muerte celular programada (apoptosis). Las
células cancerosas son capaces de burlar la apoptosis mediante dafio en los genes

sensores que desencadenan este proceso. [3]

Potencial replicativo ilimitado: De acuerdo con los trabajos realizados por Hayflick

las células poseen la capacidad de dividirse un numero determinado de veces que
va de las 60-70 divisiones, una vez pasado este numero, las células entran en un
estado de crisis caracterizado por desarreglos cariotipicos como aberraciones
cromosdmicas numéricas y estructurales que llevan a una muerte celular masiva.
Las células cancerosas han desarrollado la capacidad de superar el limite de

Hayflick llegando a inmortalizarse. [3],[4]

Induccion de la angiogénesis: El oxigeno y los nutrientes proporcionados por el

sistema vascular son indispensables para la supervivencia celular. Es por eso que
las células cancerigenas en potencial desarrollo deben asegurar el suministro de
€s0s nutrientes para su crecimiento y desarrollo, por lo que han adquirido la
capacidad de aumentar la expresion génica de factores inductores de angiogénesis

como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). [3]

Invasion de tejido y metastasis: Una de las principales casusas de muerte entre los

pacientes con cancer es la metastasis, la cual es referida como la invasion de células
cancerosas a otros tejidos mediante el desprendimiento de células del tumor
primario que forman nuevas colonias donde la competencia por los nutrientes es

menor. [3]

Inestabilidad gendmica y mutaciones: La adquisicion de los hallmarks antes

mencionados se deben principalmente a la acumulacion de mutaciones en el



material genético de las células cancerigenas. Estos cambios en el genoma les
confieren a las células tumorales una posicion como células dominantes en el tejido.
[3]

Reprogramacion de la energia metabdlica: La proliferacién cronica y descontrolada

que representa la esencia de las enfermedades neoplasicas no solo involucra un
descontrol en la proliferacion celular, sino que también requiere un ajuste en el
metabolismo celular para proporcionar la energia suficiente para la division celular.
Por lo que las células tumorales han modificado su metabolismo para llevar a cabo
la glucdlisis anaerobia aun en presencia de oxigeno, con lo cual son capaces de
sobrevivir a condiciones de hipoxia. [2]

Evasion de la destruccién inmune: Muchos estudios se han realizado para tratar de

comprender el papel del sistema inmune en el desarrollo del cancer, llegando a
establecer que el sistema inmune es capaz de reconocer y eliminar a las células
cancerosas incipientes. Sin embargo, una pequefia fraccibn de células
cancerigenas logra burlar al sistema inmune dando origen al cancer. [2]

Promocion de inflamacién tumoral: Recientes estudios han evidenciado la presencia

de células del sistema inmune infiltrando el tejido adyacente, tanto de la respuesta
innata como de la respuesta adquirida, las cuales se creian que actuaban como
primera respuesta contra la formacion del tumor. Sin embargo, se ha visto que la
constante inflamacion contribuye al microambiente tumoral proporcionando
moléculas como factores de crecimiento, sefiales de supervivencia, factores pro-
angiogénicos, enzimas que modifican la matriz extracelular y sefiales inductoras de

Transicion Epitelio Mesénquima (EMT) permitiendo el desarrollo tumoral. [2]
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Figura 1. Los Hallmarks del cancer son un conjunto de caracteristicas que adquieren las células cancerosas

durante la progresion de la enfermedad y les permiten proliferar y sobrevivir. Imagen modificada obtenida

de (Hanahan, D. Weinberg, R: 2011) [2]
Actualmente el cancer representa un problema de salud muy grande a nivel mundial. La
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) estima que uno de cada
cinco hombres y una de cada seis mujeres en todo el mundo desarrollaran cancer a lo largo
de su vida, y que uno de cada ocho hombres y una de cada once mujeres morird por esta
enfermedad. Comparado con las Ultimas estadisticas mundiales realizadas en 2018 el
cancer actualmente ha aumentado a 18,1 millones de casos y 9,6 millones de muertes por
esta enfermedad. Un namero de factores parecen estar impulsando este aumento, en

particular una poblacién global en creciente envejecimiento y un aumento en la exposicion

a factores de riesgo de cancer relacionados con el desarrollo social y economico. [5]



En México el cancer es la tercera causa de muerte después de enfermedades cardiacas y
diabetes. En 2018 se reportaron 190 667 nuevos casos, alcanzando una tasa de mortalidad
del 61.1. Los tipos de cancer con mayor nimero de muertes en el pais son: pulman, cancer

gastrico, higado, préstata, cAncer de mama, y cancer cervicouterino. [5],[6]

[11.1l DEFINICION DE CANCER DE PANCREAS

El cancer de pancreas se ha convertido en una de las enfermedades mas fatales en los
ultimos afios. El prondstico de sobrevida a 5 afios estimado por el Programa de Vigilancia,
Epidemiologia y Resultados Finales (SEER) es del 4 %, siendo el mas bajo de todos los
tipos de cancer. [7] La mayoria de los casos diagnosticados corresponden a
adenocarcinomas ductales (95%), seguidos de tumores del tejido exocrino, y una pequefa
proporcion de neoplasias provenientes de las células endocrinas. [8] Se estima que este
aflo se produciran 41,780 muertes (21,450 hombres y 20,330 mujeres) a causa de esta
enfermedad, si las tasas de incidencia y mortalidad no mejoran se estima que sera el
segundo tipo de cancer con mayor incidencia en la siguiente década. [9] A nivel mundial el
cancer de pancreas es el noveno tipo de cancer mas frecuente en mujeres y la cuarta causa
principal de muerte por cancer en hombres y mujeres [10], en México, ocupa el quinto lugar

en frecuencia de neoplasias malignas en hombre y el séptimo en mujeres. [8]

El cancer de pancreas esta asociado con un pronéstico muy bajo debido a varias razones.
Usualmente es diagnosticado en estadios muy avanzados, esto debido a que generalmente
esta relacionado con sintomas no especificos 0 en algunos casos es asintomatico, la falta
de marcadores especificos de tumor y la dificultad de detectar anomalias tempranas en el
organo por imagenologia debido a su posicion anatomica. [11] Adicionalmente, el cancer
de pancreas es caracterizado por una alta tolerancia a los tratamientos convencionales

como quimioterapia, radioterapia y terapia molecular dirigida. Finalmente, este tipo de

10



cancer posee multiples alteraciones genéticas y epigenéticas aunado a un complejo
microambiente tumoral. [12]

La edad es el principal determinante del cancer de pancreas. La mayoria de los pacientes
son diagnosticados a mas de 50 afios, con una incidencia maxima en la séptima y octava
década de vida. En términos de factores de riesgo prevenibles, el tabaquismo es el mas
importante y el mas estudiado. Los fumadores tienen de 2-3 veces mas probabilidad de
desarrollar cancer de pancreas que los no fumadores. La proporcion de casos atribuibles al
consumo de tabaco se ha estimado en 15 a 30% en varias poblaciones. El uso de productos

de tabaco sin humo también puede aumentar el riesgo. [13]

La obesidad y la baja actividad fisica también estan vinculadas al cancer de pancreas.
Algunos factores nutricionales y dietéticos, como el alto consumo de grasas (saturadas), el
bajo consumo de verduras y frutas y el consumo de carnes rojas procesadas, también estan

asociados a este tipo de cancer. [14]

El consumo excesivo de alcohol podria estar relacionado con la pancreatitis crénica, que

aumenta el riesgo de cancer pancreatico en mas de diez veces, con poca diferencia en el
riesgo atribuible entre las formas alcohdlicas y no alcohélicas de pancreatitis. La diabetes
mellitus es un factor de riesgo para la enfermedad y una consecuencia del cancer de
pancreas en etapa temprana; la diabetes mellitus a largo plazo duplica aproximadamente
el riesgo del cancer pancreético. La diabetes mellitus también puede ser causada por el
cancer pancredtico (diabetes mellitus tipo 3c) y, en consecuencia, la diabetes mellitus de
inicio reciente puede ser la primera pista para el diagnostico del cancer pancreatico en

pacientes ancianos. [15]
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El cancer es una enfermedad genética causada por la acumulacion de mutaciones
somaticas en oncogenes y en genes supresores de tumor. [10] Existen 4 genes que se
encuentran mutados en cancer de pancreas (un oncogén y tres genes supresores de
tumor), los cuales lideran la progresion de la enfermedad. KRAS, el cual codifica una
pequefia GTPasa que media la sefializacion rio abajo de diferentes receptores de factores
de crecimiento, se encuentra con alteraciones somaticas en mas del 90% de los tumores.
[16] CDKN2A, el cual codifica un regulador esencial del ciclo celular, es el supresor de tumor
mas frecuentemente alterado, con pérdida de funcibn en mas del 90% de los
adenocarcinomas ductales. [16] Mutaciones somaticas en el gen supresor de tumor TP53
también son frecuentes, la proteina codificada por este gen tiene un papel clave en la
respuesta al estrés celular y estd mutado en una gran variedad de tipos tumorales. [16] El
gen supresor de tumor SMAD4 lleva a cabo la sefializacion rio abajo del receptor del factor
de crecimiento transformante B (TGFpB), el cual se encuentra inactivo en un 50% de los

tumores. [16]

El cancer de pancreas presenta cascadas de sefializacién autdcrinas y paracrinas
aberrantes, las cuales promueven la proliferacion, migracién, invasion y metastasis de
células cancerosas. Algunas moléculas tales como, el factor de crecimiento transformante-
a (TGFa), el factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1), el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGFS) y el factor de crecimiento hepatocitico (HGF) y sus respectivos
receptores activan multiples cascadas de sefalizacion que promueven la capacidad de
migracion e invasion. Estas vias de sefializacion son activadas en conjunto con sefiales anti
apoptéticas y de supervivencia como la via de AKT, STAT3 Y NF-kB. [17] Genes como
WNT, SHH y NOTCH, que normalmente se encuentran activados en el proceso

embrionario, son activados en algunos tipos de cancer de pancreas. [18]
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La sefalizacibn en el cancer de pancreas es compleja, con mdltiples nodos y
entrecruzamientos aberrantes en las vias de sefializacion. Uno de estos nodos aberrantes
se caracteriza por una mayor actividad de HGFR y EGFR, los cuales incrementan la
expresion de neuropilina 1, CD44 e integrina 13, que se agrava con la capacidad que tiene
HGFR de formar heterodimeros con EGRF. [19] Estas alteraciones ocurren al estar
mutados los genes de KRAS y CDKN2A. De igual forma el cancer de pancreas posee
anormalidades metabdlicas y una insensibilidad a las vias inhibitorias del crecimiento. La
pérdida de restricciones de crecimiento negativas se ejemplifica mejor mediante la
sefializacién aberrante de TGF(, que se produce como consecuencia del aumento de la
expresion de las isoformas de TGFB. [20] Aunque TGFB es un supresor de tumores
fisioldégico, promueve la progresion tumoral en el cancer de pancreas y muchos otros
tumores sélidos al ejercer efectos paracrinos dentro del microambiente tumoral que
conducen a un mayor crecimiento y metastasis. TGF también puede inducir directamente
la proliferacion de células de cancer pancreatico por activacion de la sefalizacion no
candnica a través de la fosforilacién de la proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK),
fosforilacion de la proteina quinasa Src (SRC), AKT vy al regular la expresion de WNT7B a

través de mecanismos canénicos dependientes de SMADA4. [20]

[11.11 CELULAS TRONCALES DEL CANCER

Una de las caracteristicas que definen a los diferentes tumores es la heterogeneidad
fenotipica y funcional que poseen. Existen muchos factores que contribuyen a esta
heterogeneidad entre estos se encuentran las mutaciones genéticas, los cambios
epigenéticos, interacciones con el microambiente y la presencia o ausencia de una jerarquia
celular. [21] Los mecanismos celulares que regulan la heterogeneidad en el tumor son de

gran interés en el campo de la biologia del cancer. Actualmente existen dos modelos que
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intentan explicar la heterogeneidad tumoral, el modelo evolutivo clonal y el modelo de

células troncales del cancer. [22]

El modelo de evolucion clonal postula que algunas células van adquiriendo una serie de
mutaciones genéticas y epigenéticas, si dichos cambios confieren una ventaja selectiva,
permitiran que las clonas individuales de las células cancerosas compitan con otras clonas.
Adicionalmente este modelo plantea que cualquier célula tumoral tiene capacidad
tumorigénica. [23] Por otra parte, se encuentra el modelo de células troncales del cancer,
el cual propone la existencia de una subpoblacion tumoral con caracteristicas similares a
las células troncales adultas, potencial de diferenciacién y la capacidad de autorrenovarse

(por division simétrica o asimétrica). [21],[24]

Modelo de Evolucién Clonal

Modelo Estocastico 3’.

Modelo de Células Troncales del Cancer

Modelo Jerarquico v

Célula\ : . ] .
. -~ . Mutada . \ .
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tumorales surgen = . /v .
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Figura 2. Modelos de crecimiento tumoral. El modelo de células troncales de cancer sugiere la existencia
de una jerarquia celular en la cual una subpoblacion tumoral es capaz de dar lugar al tumor, mantenerlo y
formar las diferentes poblaciones tumorales. El modelo de evolucién clonal plantea que el tumor es el
resultado de la acumulacién de mutaciones en una célula. No existe una jerarquia en este modelo y las
subpoblaciones resultantes tiene diferente potencial proliferativo. Imagen obtenida y modificada de
(Weiskirchen, R: 2016) [24]
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Las células troncales del cancer (CTC) son una subpoblacién pequefia del tumor con la
capacidad de auto renovarse, la habilidad de “diferenciarse” en subtipos celulares dando
lugar a la heterogeneidad propia del tumor y de tener una alta capacidad proliferativa. [25]
De igual forma, estas células son capaces de regenerar un tumor al ser trasplantadas en
modelos bioldgicos y poseen un papel importante en la metastasis. [26] Adicionalmente se
ha observado que las CTC son resistentes a los tratamientos antineoplasicos
convencionales incluyendo quimio y radioterapia debido a que poseen diferentes
mecanismos como activacion de vias antiapoptoéticas, expulsion de medicamentos a través

de los transportadores ABC y mecanismos de reparacion del DNA mas eficientes. [27]

La primera evidencia moderna del papel de las células troncales en el cancer se origin6 en
1994 de un estudio realizado en leucemia mieloide aguda (AML), en el cual se identificé
una poblacién de células capaces de establecer leucemia en ratones inmunodeprimidos a
través de trasplantar células de pacientes con AML. Las células iniciadoras de tumor
poseian marcadores especificos de superficie (CD34*/CD38). [28] Posteriormente Bonnet
y colaboradores en 1997 realizaron un estudio en leucemia analizando diferentes
poblaciones celulares tumorales en términos de proliferaciéon y diferenciacion encontrando

una poblacion con propiedades troncales. [29]

Actualmente ha sido posible la identificacion de CTC en diferentes neoplasias incluyendo
hematopoyéticas, higado, ovario, préstata, cerebro, mama, colorrectal y pancreas. [30] Las
células troncales a menudo se identifican a partir de canceres humanos o lineas celulares
utilizando marcadores de superficie como CD44, CD24, CD34, antigeno epitelial especifico
(ESA) y CD133. [31] Clasicamente, estas células se aislan mediante técnicas como
citometria de flujo y posteriormente se implantan en ratones inmunocomprometidos. La

recapitulacion de la neoplasia es considerada como la validacién para estas caracteristicas
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troncales. [32] El modelo in vitro mas utilizado para el crecimiento de células troncales del

cancer es la formacion de esferas tumorales en un entorno de baja adherencia. [32]

En cancer de pancreas los marcadores clave para la identificacién de la poblacién troncal
son CD133, ALDH y la triple combinacién de CD44*, CD24*, ESA*. [33] Investigadores de
la Universidad de Michigan identificaron la combinacién de marcadores de superficie
CD44*, CD24*, ESA* como indicativo de troncalidad en las células de cancer de panceras.
Estos investigadores utilizaron la técnica de separacién celular mediante fluorescencia
activada (FACS) para identificar células que expresan las proteinas CD44*, CD24*, ESA*
en tumores primarios, estas células fueron implantadas en ratones inmunocomprometidos,
resultando en la formacion de tumores, mientras que, células carentes de estos marcadores
fueron incapaces de formar tumores. Adicionalmente, encontraron que las células con los
marcadores antes mencionados poseian la capacidad de formar esferas en un ambiente de

baja adherencia. [34]

En 2007, Hermann informo6 que CD133 era un marcador de células troncales pancreéticas.
Los investigadores aislaron células CD133* y CD133  mediante separacion por perlas
magnéticas y las injertaron en ratones inmunocomprometidos. Un gran nimero de células
CD133 no indujo la formacién de tumores; sin embargo, se encontré6 que un numero
limitado de células CD133* son capaces de formar tumores y pueden recapitular la

heterogeneidad de los tumores donde fueron obtenidas. [35]

La enzima ALDH también ha sido implicada como un marcador de células troncales en

cancer de pancreas. Kim descubri6 que las células ALDH* de tumores pancreaticos

humanos tienen una capacidad clonogénica mas alta que las células ALDH". [36]
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Las células troncales del cancer se han visto implicadas en la carcinogénesis, prognosis y
resistencia a las terapias convencionales como quimioterapia y radioterapia, por lo que las
convierte en blancos terapéuticos atractivos. Las células troncales cancerosas
probablemente estan reguladas por vias de sefializacién similares a las células madre
normales, como la via de Hedgehog, Notch, Wnt, BMI-1 y PTEN. [37] Adicionalmente,
estudios recientes han vinculado a la via de NF-kB en el mantenimiento del fenotipo troncal

en diversos tipos de cancer. [38]

1111V VIA DE SENALIZACION NF-kB

El factor nuclear kB (NF-kB) es una familia de factores de transcripcion involucrado en un
gran namero de procesos bioldgicos incluyendo la respuesta inmune, supervivencia celular,
respuesta al estrés y maduracion de varios tipos celulares. El sistema de sefializacion NF-
KB consiste en heterodimeros/homodimeros (RelA, RelB, cRel, p50 y p52) del dominio de
homologia Rel (RHD), el cual media la dimerizacién, la union al DNA, la interaccion con IkB
y la translocacion nuclear. La generacion de todos los mondémeros esta regulada
transcripcionalmente, adicionalmente, los mondémeros p50 y p52 son generados a partir del
procesamiento de sus proteinas precursoras p105 y p100. Por lo tanto, diferentes complejos
diméricos de NF-kB se expresan especificamente dependiendo del tipo celular y el
estimulo; algunos dimeros fisiol6gicamente importantes son RelA: p50, cRel: p50 y RelB:

p52. [39]

Las proteinas diméricas de NF-kB, al ser factores de transcripcion necesitan entrar al ntcleo
y unirse al DNA para desarrollar su funcion. En la mayoria de los tipos celulares en estado
de reposo, NF-kB se encuentra inactivo y retenido en el citoplasma. Estas proteinas se
encuentran unidas a un inhibidor especifico llamado Ik-B, que puede unirse al RHD de NF-

kB e interferir con la secuencia de localizacion nuclear (NLS). Estas proteinas inhibidoras,
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queincluyen IkBa, IkB e IkBy, contienen 6—7 repeticiones de anquirina que median la unién
al RHD. Estas repeticiones también estan presentes en los extremos C-terminales de los
precursores NF-kB2/p100 y NF-kB1/p105, que también funcionan como IkBs y retienen las
proteinas Rel, en el citoplasma. Para activar la via de sefializacién, es necesaria la
separacion de la proteina NF-kB de sus inhibidores. Hay dos vias principales de
sefalizacién que conducen a la disociacion del inhibidor de la proteina Ik-B y de NF-kB

permitiendo la translocacién de los dimeros de NF-kB del citoplasma al nacleo. [40]

Via Canonica

La via candnica o clasica comienza por el receptor transmembranal de citocinas
proinflamatorias, el receptor de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), asi
como el receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) y el receptor de células T / B. Estos
receptores se unen con sus respectivos ligandos y transfieren la sefial a través de la
membrana celular, activando al complejo IkB quinasa (IKK). La forma mas comun de este
complejo consiste en un heterodimero de subunidades cataliticas IKKa e IKKB y una
subunidad reguladora IKK también denominada NEMO. El complejo IKK activado cataliza
la fosforilacion de IkBs (en sitios equivalentes a Ser32 y Ser36 de 1kBa), la poliubiquitinacion
(en sitios equivalentes a Lys21 y Lys22 de |kBa) y la subsiguiente degradacion de IKB por
el Proteasoma 26S. Los dimeros NF-kB se translocan al nacleo y se unen al DNA activando

la transcripcién de genes especificos. [39],[41]

Via no candnica

Otra via de activacion de NF-kB es la via no canonica o alternativa. Esta via es
independiente de IKK( e IKKy, pero depende de dimeros IKKa. Una vez activada la via se
fosforila la proteina NIK, que a su vez fosforila a los homodimeros IKKa. Los homodimeros
IKKa fosforilan los sitios C-terminal de p100 provocando asi la degradacion parcial de p100
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a p52. Sin embargo, la ubiquitinacion dependiente de la fosforilacion de p100 solo resulta
en la degradacion de sus fracciones C-terminales inhibitorias. Una vez que el extremo C-
terminal es degradada, se libera la porciébn N-terminal de NF-kB (el polipéptido p52 que
contiene el RHD). Como el RHD de pl100 se asocia mas comunmente con RelB, la
activacion de esta ruta "alternativa” da como resultado la translocacion nuclear de los
dimeros p52-RelB. El dimero finalmente se une al DNA y activa la transcripcién génica.

[39],[41], [42]

TNF RANKL
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Figura 3. Via candnica y no candnica de NF-kB. Activacidn de la via de NF-kB por RANK y TNRF. En la via candnica los
dimeros de NF-kB se encuentran unidos a su inhibidor 1kB, el cual es fosforilado y degradado al activarse la sefial
mediante diferentes receptores. La degradacion del inhibidor permite que los dimeros transloquen al nucleo y
desencadenen la transcripcidn génica. En la via no candnica, una de las proteinas de NF-kB es parcialmente degradada
para activar al dimero y poder desencadenar la transcripcion génica. Imagen obtenida y modificada de (Boyce, B. Xing,
L:2007) [53]

La activacion de NF-kB es un evento bien regulado. En las células normales, NF-kB se

activa solo después de los estimulos apropiados, y regula la transcripcion de sus genes
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blanco. Posteriormente, los mecanismos reguladores devuelven a NF-kB a su estado
inactivo. La activacion de NF-kB es, por lo tanto, un proceso inducible y transitorio. En las
células tumorales, diferentes tipos de alteraciones moleculares pueden dar como resultado
una regulacion deficiente de la activacion de NF-kB. En tal caso, NF-kB deja de ser inducida
y se activa constitutivamente. Esto conduce a la expresion desregulada de genes bajo el
control de NF-kB. Entre ellos, hay genes implicados en la regulacién de la apoptosis, el
control del ciclo celular, la angiogénesis, metéstasis, resistencia a quimioterapias y el
mantenimiento de las células troncales del cancer. Dado que las alteraciones en todos estos
procesos participan en el desarrollo y la progresién del cancer, existe un vinculo claro entre

la via de NF-kB y la carcinogénesis. [43]

1.V VIA DE RANK/RANKL/OPG

La super-familia del factor de necrosis tumoral-a (TNFa) esta compuesta por mas de 40
miembros y esta asociada con un numero similar de receptores solubles o membranales.
RANKL es uno de los miembros de la super-familia TNF-a y se une a su receptor RANK,
miembro de la super-familia de receptores TNF. [44] La interaccion entre RANK y RANKL
desencadenan sefiales de transduccion especificas que son controladas por el receptor

soluble OPG. [45]

RANK (TNFRSF11A) pertenece a la super-familia de receptores TNF y es una proteina
transmembranal de tipo I. Este receptor posee una gran region citoplasmatica en su dominio
C-terminal y un dominio extracelular N-terminal con cuatro motivos ricos en cisteina. Su
altimo dominio esta involucrado en la interaccion con RANKL. [46] Como otros miembros
de esta super-familia, la region C-terminal carece de actividad enzimatica intrinseca por lo

que su funcién como transductor de sefiales la ejerce mediante el reclutamiento de varias
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proteinas adaptadoras. [47] Esta proteina se ha detectados en muchos tejidos como el timo,

glandulas mamarias, higado, prostata, pero mas significativamente en hueso. [48]

RANKL (TNFSF11) es una proteina de membrana tipo Il homotrimérica sin péptido sefial y
que existe en tres isoformas debido al splicing alternativo del mismo gen. RANKL puede
encontrarse de forma soluble debido a la ruptura de RANKL membranal causada por varias
enzimas metaloproteasas como MMP-7, MMP-14 0 ADAM-10.[48] RANKL es expresado en
una amplia variedad de tejidos como cerebro, piel, intestino, misculo esquelético, rifion,
higado, pulmén y tejido mamario, pero se expresa mas en el tejido éseo, los érganos
linfoides y el sistema vascular. El control de la remodelacion ésea es la funcion
predominante de RANKL. El papel de RANKL no se restringe al tejido 6seo, sino que
también desempefia un papel importante en el sistema inmunoldgico, aumentando la

capacidad de las células dendriticas para estimular la proliferacion de células T. [49]

OPG (TNFRSF11B) es un receptor soluble que actia como inhibidor natural de la via de
RANK/RANKL, ya que posee la capacidad de unirse a RANKL impidiendo su unién con
RANK. Esta proteina solo se encuentra en forma soluble y se conforma de una region N-
terminal con 2 dominios ricos en cisteinas, a través de las cuales se une a RANKL y una
region C-terminal que permite la formacion de dimeros de OPG. Esta proteina es expresada
en una variedad de tejidos como son el hueso, pulmén, corazén, rifidn, higado, bazo, timo,

préstata, ovario, glandula adrenal, testiculos y medula 6sea. [50]

Se ha observado que la triada molecular que involucra el sistema RANK / RANKL / OPG
influye en diversos procesos fisiolégicos y patolégicos en todo el cuerpo. Estos incluyen
modelado y remodelacion de huesos, desarrollo de glandulas mamarias, desarrollo y
migracion de células tumorales y modulacion de la inmunidad adaptativa. [51] El papel de
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este sistema de sefalizacion ha sido bien enfatizado en el hueso donde la sefalizacion
RANKL/RANK media la osteoclastogénesis y la reabsorcion ésea a través de la
sefalizacidén paracrina entre osteoblastos y osteoclastos. OPG producido por osteoblastos
y células estromales actia como un receptor sefiuelo soluble para RANKL evitando la
diferenciacion y activacion de los osteoclastos al interferir con esta via. [52] RANK también
se expresa de manera constitutiva en tejidos epiteliales mamarios, donde RANKL funciona
a través de RANK para proporcionar sefiales proliferativas y de supervivencia promoviendo
las etapas finales del desarrollo de la glandula mamaria lactante. También se ha
demostrado que participa en la sefializacién de termorregulacion en mujeres posiblemente
a través de la via COX2-PGE2/EP3R, la calcificacion vascular y la aterosclerosis mediante
la comunicacion cruzada con el sistema renina-angiotensina. [51] Adicionalmente esta via
de sefializacion se encuentra acoplada a la via de NF-kB, pudiendo activar tanto la via
candnica como la no candnica, desencadenando la transcripcion de genes que participan

en la tumorigénesis. [53]

Actualmente existen estudios en los cuales se vincula esta via de sefalizacion en el
mantenimiento de la poblacion troncal en céncer. En un estudio realizado por Yoldi y
colaboradores encontraron que la inhibicion de la via de RANK reduce drasticamente la
poblacion troncal del cancer mediante la activacibn de mecanismos de diferenciacion
celular, de igual forma se observé un descenso en la iniciacién tumoral y presentacion de
metastasis y una mayor sensibilidad a la quimioterapia. [54] De igual forma, Palafox y su
equipo de trabajo determinaron que altos niveles de RANK en la linea celular MCF10A
induce cambios asociados a las células troncales como reconstitucion de las glandulas
mamarias, transicion epitelio mesénquima (EMT), aumento de la migracion y crecimiento

independiente del anclaje. [55]
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A pesar de comprobar el papel que juega esta via de sefalizacién en diferentes tipos de
cancer, principalmente en cancer de mama, no existen trabajos que vislumbren la

participacion de la via de sefalizacion de RANK/RANKL en cancer de pancreas.

IV. JUSTIFICACION

El cAncer de pancreas es el tipo de cAncer mas agresivo, con una sobrevida a 5 afilos menor
al 4% por lo que representa un grave problema de salud, de igual forma los tratamientos
gque actualmente se utilizan no logran combatir la enfermedad de manera €ficiente. Se sabe
que las células troncales del cancer son las responsables de la progresion, mantenimiento
y metastasis del cancer, por lo que la elaboracién de terapias dirigidas a estas células,
combinadas con los antineoplasicos convencionales, podrian proporcionar mayores

beneficios a las personas con cancer.

La via de RANK participa en el desarrollo tumoral de diferentes tipos de cancer y se ha
demostrado su participacion en el mantenimiento de la poblacién troncal en cancer de
mama, por lo que su inhibicién resulta un blanco terapéutico atractivo para lograr la
eliminacion de la poblacion troncal del cancer, y asi mejorar la sobrevida de los pacientes.
Sin embargo, a la fecha no se conoce la participacion de esta via en cancer de pancreas

por lo que resulta importante vislumbrar su participacion en la poblacién troncal del mismo.

V. HIPOTESIS

La via de RANK/RANKL esté implicada en la regulacién de la poblacion de células troncales
de varios tipos de tumores, por tanto, la inhibicion de RANK podria afectar el nimero y

funcion de las células troncales de cancer de pancreas.

23



VI. OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de RANK/RANKL/OPG en un panel de lineas celulares de cancer de
pancreas y evaluar el efecto de la inhibicion de RANK en la regulacion de la poblacion

troncal.

VII. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar la expresion de RANK, RANKL y OPG en lineas celulares de cancer de pancreas
mediante PCR en tiempo real.

2.- Determinar la presencia de CD44, CD24, EPCAM vy actividad de ALDH en lineas
celulares de cancer de pancreas mediante citometria del flujo.

3.- Evaluar la expresiéon de RANK/RANKL y OPG en diferentes tipos de cancer mediante
herramientas bioinforméaticas.

4.- Evaluar el efecto del silenciamiento de RANK en la expresion de marcadores de
pluripotencia, capacidad de migracién, proliferacion, asi como en el fenotipo troncal de CTC

de pancreas y la expresion de los marcadores CD44, CD24, EPCAM.

VIII. MATERIALES Y METODOS

Cultivo Celular

Se trabajo con tres lineas celulares de adenocarcinoma pancreatico BXPC-3, CFPAC-1 y
HPAF-1I obtenidas del ATCC las cuales fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (Cat. # 10-

040-CMR), IDMEM (Cat. # EH87012602) y EMEM (Cat. # ATCC 30-2003) enriquecido con
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10% de Suero Fetal Bovino (SFB) respectivamente (Cat. # 26140-079). Las células se

mantuvieron en crecimiento a 37°C en una incubadora con 5% de CO..

Extraccion de RNA

El RNA total se obtuvo mediante el método de TRIzol Reagent (Cat. # 15596026) siguiendo
las especificaciones de proveedor. Las células fueron raspadas de la placa y recolectadas
en PBS, posteriormente se centrifugaron 1 min a 2000 rpm para obtener un botén. Las
células fueron resuspendidas en 500 ul de TRIzol seguido de la adicion de 100 pl de
cloroformo, este lisado fue centrifugado a 10 000 rpm por 15 min a 4 °C. Al término de la
centrifugacion se obtuvo la fase superior y se agreg6 la misma cantidad de isopropanol y
se dejo reposar de 30 min a lhra a -20 °C. Transcurrido el tiempo las muestras fueron
centrifugadas a 10 000 rpm por 30 min a 4 °C. El botdn resultante fue lavado dos veces con
etanol al 70% en agua DEPC (dietilpirocarbonato) y centrifugado a 7000 rpm por 5 min a 4
°C. Al término de los lavados se dej6 secar el botén de cada muestra y una vez seco se
adicionaron 25 pl de agua MiliQ. La concentracion y calidad de RNA se determinaron

utilizando el espectrofotébmetro Nanodrop ND-1000.

RT-PCR y PCR en tiempo real (QPCR)

Un total de 1-2 pg de RNA fueron tratados con el kit de DNasa (RQ1 RNasa-Free DNase,
Cat. # M6101) y retro-transcritos haciendo uso de los kits SuperScript VILO cDNA Synthesis
kit (Cat. # 11754050) y High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Cat. # 4368813). La
gPCR se llevé a cabo utilizando 7 pl de SYBR Select Master Mix (Cat. #4472908) en los
termocicladores 7900HT (Cat. # 4329001) o en QuantStudio 7 Flex real-time PCR
instruments (Cat. # 4485701). La expresion relativa fue determinada con el método de
2ACT. Los primers utilizados para la gPCR se encuentran en la tabla 1. Estos primers fueron
disefiados en el Laboratorio de Epigenética del INMEGEN.
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Gen Secuencia Sentido (5°-3") Secuencia Anti sentido (3"-5") ™

RANK ATCTGGGACGGTGCTGTAA CCACAGGGCAGACATACACT 60 °C
RANKL TATGCCAACATTTGCTTTCG GGTGCTTCCTCCTTTCATCA 56 °C
OPG GGAACCCCAGAGCGAAATACA ACCTGAAGAATGCCTCCTCACAC 57 °C
PPIA ATGCTGGACCCAACACAAAT CCACAAACCGTTTCACTTTCT 60 °C
NANOG AGGCAAACAACCCACTTCTG TCTGCTGGAGGCTGAGGTAT 56 °C
OCT4 ACATCAAAGCTCTGCAGAAAGAAC | CTGAATAACTTCCCAAATAGAACCC |56 °C
SOX2 GGACAGTTACGCGCACATGA AGCCGTTCATGTAGGTCTGC 56 °C
ALDH8BA1 | CAGGCTACTTTATGCTTCCCAC GCTCTTTCAATCACCTCCTCTT 56 °C
ALDH1A3 | GCATACCGTGGAAGGGCG GCTCTCTGGGCTATTGATTCTGTC 56 °C

Tabla 1. Secuencia de Primers y temperaturas de fusion ™ de los genes evaluados por q°PCR

Citometria de Flujo

Para la determinacién de la poblacién troncal un total de 5x10° células fueron resuspendidas
en PBS suplementado con SFB al 1% y se incubaron con los anticuerpos CD44-Fitc (Cat.
# 555478), CD24-PE (Cat. # 555428) y EpCAM-APC (Cat. # 347200) durante 20 min a 4°C.
Para el control de isotipo se ocuparon los anticuerpos Fitc-lgG1 (Cat. # 130-092-213) y
APC-IgG1 (Cat. # 130-092-214) y la compensacion se llevé a cabo con perlas de captura.
Las células fueron analizadas en el citbmetro FACSaria y los resultados fueron analizados

en el programa FlowJo Software Package.

La determinacion de la actividad de la enzima ALDH fue realizada con el kit Aldeflour Assay
kit (Cat. # 01700) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células fueron
incubadas por 30 min a 37°C con el reactivo ALDEFLOUR (muestras positivas) y con el

inhibidor DEAB (controles negativos). Las muestras fueron cuantificadas en el citdmetro

26




FACSaria y los resultados obtenidos fueron analizados y comparados con su respetivo

control en el programa FlowJo Software Package

Generacion de linea estable BXPC-3/sh-RANK

Se diseiaron un par de siRNAs contra RANK en la plataforma RNAI Target Sequence
Selector y con ayuda de las plataformas BLAST, E-RNAi y RNAfold WebServer se evaluo
la especificidad, la eficiencia y las estructuras secundarias respectivamente. Los siRNAs
fueron alineados y ligados al vector pSIREN. Este vector fue clonado en bacterias E.coli
XL-Blue con el kit TransformAid Bacterial Transformation Kit (Cat. # K2710) . Una vez
crecidas las bacterias seleccionadas con ampicilina, se eligieron 5 clonas y se cultivaron
para la extraccion del plasmido con el kit Miniprep QIAprep Spin kit (Cat. # 27106). Para
evaluar una correcta clonacién se realiz6 una digestion enzimatica con la enzima de
restriccion Mlu-1. Una vez comprobada la clonacién se procedié a realizar un cultivo de
bacterias transformadas en 250 ml de medio LB-Broth (Cat.# 101871341) y ampicilina
[100pg/ml] llevandose a cabo la extraccion del plasmido con ayuda del kit HiSpeed Plasmid

Midi Kit (Cat. # 12643).

Las transfecciones de la linea BXPC-3 se llevaron a cabo con el protocolo Xfect
Transfection Reagent Protocol-AT-A-Glance (PT5003-2) siguiendo las recomendaciones
del fabricante, transfrectando 4 pg de vector pSIREN-siRANK y pSIREN-Luc, para el
control. Pasadas 48 horas las células fueron seleccionadas con puromicina [500ng/pl]. Esta
concentracion se obtuvo de la realizacién de una curva de antibiotico de 0-1100 ng/ul
aumentando 100 ng/ul en cada caso, obteniéndose que 500 ng/ul es la concentracion de

muerte celular masiva a los 7 dias.
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Ensayos de Migracion

Se contaron 20,000 células y se colocaron en cdmaras de Transwell de 6.5 mm y poro 0.8
pum en 300 pl de medio RPMI-1640 sin suplementar con SFB, colocadas en placas de 24
pozos con 600ul de medio RPMI-1640 suplementado con 10% de SFB, se dejaron
incubando durante 24 horas a 37 °C. Las células que migraron fueron fijadas con para-

formaldehidos y posteriormente tefiidas con cristal violeta para su posterior andlisis.

Ensayos de Proliferacion

Se cultivaron 5,000 células en placas de 96 pozos con medio RPMI-1640 suplementado
con 10% de SFB, el andlisis se llevd a cabo a los tiempos 0,24,48,72 y 96 hrs. El ensayo
de MTS se realiz6 con el reactivo CellTiter 96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Cat.
# G400) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los resultados fueron cuantificados en el
espectrofotdmetro Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector a una longitud de onda

de 596 nm.

Analisis Bioinforméaticos

Se obtuvieron los datos de expresion de RANK, RANKL y OPG de todos los tipos de cancer
disponibles en la plataforma cBioPortal correspondientes a la base de datos de The Cancer
Genome Atlas (TCGA), estos datos fueron graficados y analizados en el programa
GraphPad Prism 6. Adicionalmente se obtuvieron curvas de Kaplan-Meier de RANK,
RANKL y OPG de adenocarcinoma pancreatico en la plataforma Kaplan-Meier Plotter.
Finalmente se llevd a cabo una busqueda de los datos de expresion de RANK, RANKI y

OPG entejido normal pancreatico y adenocarcinoma pancreatico en GEO dataset del NCBI.
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Anélisis Estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado biologico. Los datos fueron analizados en el
programa GraphPad Prism 6. La significancia estadistica se obtuvo mediante las pruebas
estadisticas ANOVA y T de Student. Un p value < 0.05 fue considerado estadisticamente
significativo. Las graficas reportadas estdn acompafiadas por barras de desviacion

estandar.
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IX. RESULTADOS

Estudios recientes vinculan la participacion de la via de sefalizacion de RANK/RANKL con

el mantenimiento de la poblacion troncal en cancer de mama. [54], [55] Sin embargo no se

ha explorado de qué manera participa esta via en el cancer de pancreas. De esta forma se

hizo la determinacion de la expresion de los componentes de esta via (RANK/RANKL y

OPG) mediante PCR en tiempo real en las lineas celulares BXPC-3, CFPAC-I y HPAF-II,

encontrando que la expresion de RANK es mayor en las lineas celulares HPAF-11y CFPAC-

I, sin embargo, no hay cambios significativos entre las 3 lineas. Con respeto a RANKL hubo

una mayor expresion en la linea celular CFPA-I, de igual forma OPG posee una mayor

expresion en la linea celular CFPAC-I como se observa en la figura 4.
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Figura 4. Analisis de la expresiéon de
RANK/RANKL/OPG mediante gPCR. Las
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RANKL y C) OPG en un panel de 3 lineas
celulares de cancer de pancreas. La expresion de
los genes fue normalizada con el gen constitutivo
PPIA. Las graficas mostradas representan el
promedio de tres replicas independientes con
triplicado técnico con barras de error estandar. *,
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En cancer de pancreas los marcadores clave para la identificacion de la poblacion troncal

son CD133, ALDH vy la triple combinacion de CD44*, CD24*, ESA*. [33] Por esta razén se
decidi6é analizar la expresion de los marcadores CD44*, CD24*, EpCAM* en las lineas
celulares antes mencionadas. ElI marcador mayormente expresado por las 3 lineas

celulares corresponde a EpCAM y el menos abundante corresponde a CD24, como se

muestra en la figura 5.
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Figura 5. Expresion de marcadores de troncalidad en un panel de lineas celulares de cancer de
pancreas. A) Se muestran histogramas de la expresion de los marcadores CD24, CD44 y EpCAM en las
lineas celulares BXPC-3, CFPAC-II y HPAF-II. Representacion gréfica de una réplica independiente. B) Se
muestra el porcentaje celular positivo para cada marcador de troncalidad en cada una de las lineas
celulares, las graficas representan el promedio de 3 réplicas bioldgicas con triplicados técnicos cada una
con barras de error estandar (*, 0.01 < P < 0.05; ***, 0.001 < P <0.0001; **** P < 0.0001).

Las CTC son una subpoblacién pequefia del tumor con la capacidad de auto renovacion, la
habilidad de diferenciarse en progenie fenotipicamente diversa dando lugar a la
heterogeneidad tumoral y una alta proliferacién. [25]

La linea celular BXPC-3 es la linea celular con mayor porcentaje de células positivas para
estos tres marcadores (47.9%), seguido de CFPAC-1 (18.9%) y por ultimo HPAF-I11 (0.2%)
Estos resultados siguieren que BXPC-3 presenta una capacidad mayor de auto renovarse,

una mayor proliferacién y una habilidad mayor de diferenciarse.
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La actividad de la enzima ALDH también es considerada como un factor determinante de
la poblacion troncal en el cancer de pancreas. Mediante el uso del kit ALDEFLOUR es
posible determinar el porcentaje celular con actividad positiva para esta enzima, este kit
posee un reactivo fluorescente no toxico, BODIPY-aminoacetaldehido (BAAA) capaz de
difundir en las células viables. En presencia de ALDH, BAAA es convertido en BODIPY-
aminoacetato (BAA), el cual es retenido en las células. La acumulacién de BAA es
proporcional a la actividad de ALDH en la célula, la cual es cuantificada con ayuda de un
citometro de flujo.

La linea celular con mayor actividad de ALDH fue HPAF-II con un porcentaje del 12.7%,
seguida de la linea celular CFPAC-I con un porcentaje del 3.4% y por ultimo la linea BXPC-
3 con un porcentaje del 2.5% (Figura 7). Contrario a lo obtenido con los tres marcadores
conjuntos CD44*, CD24*, EpCAM". Esto sugiere que la actividad de ALDH es inversamente

proporcional al porcentaje de CTC.
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Figura 7. Determinacién de la actividad de la enzima ALDH mediante citometria de flujo en un panel
de lineas celulares de cancer de pancreas. A) Se muestra el porcentaje celular que posee una actividad
positiva de la enzima ALDH en comparacion con el control en la linea celular BXPC-e. B) En la linea celular
CFPAC-I. C) En la linea celular HPAF-II. Representaciones graficas de una réplica independiente. D) Se
observa el promedio del porcentaje celular con actividad de la enzima ALDH en cada linea celular, se
realizaron 2 réplicas bioldgicas con duplicados técnicos cada una **** P < 0.0001

Con el objeto de conocer de qué manera esté involucrada la via de RANK en datos de
pacientes se llevo a cabo un analisis en la plataforma cBioPortal, obteniéndose los datos
de expresion de RANK/RANKL/OPG de datos The Cancer Genom Atlas (TCGA) de todos
los tipos de cancer disponibles en la plataforma. Con estos datos pudimos observar que la
expresion de RANK en cancer de pancreas ocupa el segundo lugar y RANKL posee el
primer lugar en comparacion con los demas tipos de cancer. Asi mismo se determiné si la
expresion de RANK/RANKL/OPG afectan la supervivencia en cancer de pancreas, este
andlisis se realizé en la plataforma Kaplan-Meier Plotter. La sobreexpresién de los 3
componentes de la via conlleva una menor sobrevida para los pacientes que padecen esta
enfermedad. Por otra parte, se comparé la expresion de los componentes de la via de RANK
en tejido sano y adenocarcinoma pancreético, obteniéndose una mayor expresion de RANK
y RANKL en las muestras de tumor en comparacion con tejido normal, sin embargo, no se
observaron cambios en la expresion de OPG. Estos resultados sugieren que la via de

RANK posee una participaciéon en la progresion del cancer de pancreas
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Figura 8. Expresion de la via RANK/RANKL en distintos tipos de cancer y valor prondéstico de la via
en cancer de pancreas. A) Se muestra la expresion de RANK, RANKL y OPG en diferentes tipos de cancer
resaltando en azul el cancer de pancreas. B) Se muestran las curvas de Kaplan Mayer de RANK, RANKL y
OPG en adenocarcinoma pancreatico. C) Se muestra la expresion de RANK, RANKL y OPG en tejido normal

VS tumor.

Con el objeto de determinar de qué manera participa la via de RANK en la poblacién troncal

de cancer de pancreas, se llevo a cabo la inhibicion de RANK con un siRNA, obteniéndose

un 80% de inhibicion como se observa en la figura 9.

Una caracteristica de las células troncales del cancer es la sobrexpresion de factores

asociados a pluripotencia, los cuales permiten que esta subpoblacién tumoral pueda auto

renovarse y mantenerse indiferenciada. [56] Para comprender de qué manera participa la

via de RANK en el mantenimiento de la poblacién troncal se determiné la expresion de
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algunos factores de pluripotencia al inhibir a RANK, encontrando que la inhibicion de RANK
no disminuye la expresion de los marcadores de troncalidad o por el contrario, observamos
gue la inhibicion de RANK provoca un aumento en la expresion de ALDH8AL. Esto podria
sugerir que estos factores no son los mas adecuados para evaluar la pluripotencia en el

silenciamiento de RANK.
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Figura 9. Inhibicién de RANK y efecto de la inhibicién de RANK en la expresion de factores de
pluripotencia. A) Se muestra la expresion de RANK en la linea BXPC-3 transfectada con los plasmidos
pSIREN-RANK?2 (muestra) y pSIREN-Luc (control), se realizaron 3 réplicas biolégicas con triplicados
técnicos **, 0.001 < P < 0.01. B) Se muestra un panel de factores de pluripotencia expresados en las
muestras control y en las muestras con RANK inhibido. La expresion de los genes fue normalizada con el
gen constitutivo PPIA. Las graficas mostradas representan el promedio de tres replicas independientes con
triplicado técnico con barras de error estandar. *, 0.01 < P < 0.05.

Las células troncales del cancer tienen una capacidad de migracion mayor al resto de las
células que conforman el tumor. [57] Es por esta razon el determinar la capacidad de
migracioén resulta de gran utilidad para evaluar el comportamiento celular tumoral. En este
trabajo se llevaron a cabo ensayos de migracidn en camaras Transwell por 24 hrs

determinando que la inhibicion de RANK disminuye la capacidad de migracion.
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Figura 10. La capacidad de migracion de las células disminuye al inhibir RANK. A) Se muestran
imagenes representativas de las células de la linea celular BXPC-3 que migraron en la condicién control y
en las células con RANK inhibido tefiidas con cristal violeta. B) Se muestra el nimero de células que
migraron en las cdmaras de Transwell a las 24 hrs en ambas condiciones, se llevaron a cabo 3 réplicas
bioldgicas con 3 réplicas técnicas cada una con barras de error estandar ***, 0.0001 < P < 0.001

Con el objeto de determinar de qué manera afecta la inhibicibn de RANK la proliferacion
celular, se realizaron ensayos de MTS. Este método se basa en la conversion celular de
una sal de tetrazolio en formazan, el cual es posible de analizar mediante
espectrofotometria, por lo que la absorbancia detectada es directamente proporcional al
namero de células viables. De los datos obtenidos de estos ensayos podemos observar
que la inhibicion de RANK provoca una disminucion en la proliferacion celular a las 96 hrs,

sin embargo, no se observan cambios significativos en tiempos previos (Figura 11).
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Figura 11. La proliferacién celular se ve afectada al inhibir RANK. Viabilidad celular relativa de BXPC-
3 control y BXPC-3 al inhibir RANK. La lectura de la absorbancia se realizo a 596 nm. La grafica muestra el
promedio de tres replicas biolégicas con tres replicas técnicas cada una **, 0.001 < P < 0.01

Las CTC del cancer de pancreas se caracterizan por presentar los marcadores de superficie
CD44*, CD24*, EpCAM®*. [33] Para evaluar el efecto de la inhibicion de RANK en la
poblacion troncal BXPC-3 se determinaron las proteinas CD24, CD44 y EpCAM mediante
citometria de flujo. De manera interesante, la inhibicion de RANK mediante siRNA'’s redujo
la poblacién troncal en aproximadamente 32 % (Figura 12). Estos resultados sugieren que
la via de RANK posee una participacién importante en el mantenimiento de la poblacion

troncal en el cancer de pancreas.
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Figura 12. Lainhibicion de RANK disminuye la poblacion de células CD44+, CD24+, EpCAM+. Analisis
de la expresion de los marcadores CD44, CD24 y EpCAM por citometria de flujo. A) Las graficas muestran
la expresion conjunta de CD44 y CD24 y el histograma de EpCAM en células BXPC-3 control. B) en células
con RANK inhibido. C) Se muestra el porcentaje de la poblacion CD24*/CD44*/EpCAM* en células BXPC-
3 transfectada con los plasmidos pSIREN-RANK2 (sh-RANK) y pSIREN-Luc (control). Los histogramas
muestran una réplica representativa. Se realizaron 2 réplicas bioldgicas con 5 réplicas técnicas en total con
barras de error estandar (***, 0.001 < P <0.0001; **** P < 0.0001).
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X. DISCUSION

La expresion de los componentes de la via de RANK no solo se observa en procesos
fisiol6gicos normales, ya que varios estudios han demostrado su expresién en diferentes
neoplasias como cancer de mama, de préstata, de pulmon, linfoma, melanoma, entre otros,
por lo que se tiene la idea de que esta via de sefializacion tiene un papel clave en el proceso
oncogénico. [58] Sin embargo, no existen estudios en los que se describa la participacion
de esta via de sefializacion en cancer de pancreas. En este trabajo se realizé la
determinacion de RANK, RANKL y OPG en 3 diferentes lineas celulares de
adenocarcinoma pancreatico observando que BXPC-3 es la linea celular que podria tener
una mayor activacion de la via de sefializacién debido a que es la linea celular con mayor
expresion de RANKL y menor de OPG. Sin embargo, se requieren mas experimentos para

corroborar esta hipétesis.

BXPC-3 es una linea celular que no posee mutaciones en el gen KRAS en comparaciéon
con las otras 2 lineas que si poseen mutaciones en este gen.[59], [60] Asi mismo esta linea
celular es proveniente de un paciente sin metastasis, en comparacion con CFPAC-I
reportada con metastasis a higado y HPAF-II reportada con metastasis a diafragma, higado

y nodulos linfaticos. [61]

Estudios recientes sugieren que tumores sélidos, incluyendo adenocarcinoma pancreatico
se encuentran organizados de manera jerarquica por una subpoblacion de células troncales
del cancer, las cuales son responsables del crecimiento tumoral, metéstasis y resistencia a
las terapias antineoplasicas. [62] Asi mismo, la via de RANK se ha visto implicada en el
mantenimiento de la poblacion troncal en diferentes neoplasias como cancer de mama,

carcinoma escamoso de cuello y cabeza; y cancer endometrial. [58] Li y colaboradores
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identificaron una subpoblacién (CD24*, CD44*, EpCAM") en adenocarcinoma pancreatico
con un alto potencial tumorigénico, capacidad de auto-renovacion, con potencial de
diferenciacion celular y la capacidad de recapitular el tumor en modelos in vivo. [63] En este
estudio se determin6 el porcentaje de células troncales del cancer (CD24*, CD44",
EpCAM*) en 3 lineas celulares de adenocarcinoma pancreético observandose una mayor
cantidad de CTC en la linea BXPC-3, lo cual coincide con ser la linea con la via de RANK
activa, por lo que la expresion de RANK podria estar directamente relacionada con la
poblacion troncal. Asi mismo se ha reportado que esta linea celular posee un alto contenido
de estos marcadores de troncalidad [62], por lo que nuestros resultados coinciden con lo ya

reportado con respecto a esta linea celular.

La enzima ALDH también ha sido implicada como un marcador de células troncales en
cancer de pancreas. Kim descubrié que las células ALDH+ de tumores pancreaticos
humanos tienen una capacidad clonogénica mas alta que las células ALDH-. [36] Para
complementar el analisis de la poblacién troncal en diferentes lineas celulares de cancer de
pancreas se determiné la actividad de ALDH en cada una de ellas encontrando una menor
actividad en la linea BXPC-3 y una mayor actividad en HPAF-II. Esto indica que la actividad
de ALDH es inversamente proporcional a la cantidad de células troncales (CD24*, CD44*,
EpCAM"). Adicionalmente existen estudios contradictorios con respecto a la expresion de
este marcador y la supervivencia de los pacientes con cancer de pancreas. [64]

La via de RANK se encuentra sobre expresada en tumores de mama, préstata, endometrio,
cérvix, estbmago, eséfago, tiroides y vejiga correlacionandose con un mal prondéstico para
los pacientes, ya que esta via se ve asociada con una mayor progresion, metéstasis y
resistencia a farmacos. [65] En cancer de pancreas no se conoce la relacion de esta via y
el prondstico en pacientes, por lo que la informacion obtenida en este analisis proporciona
datos relevantes con respecto al factor pronéstico de esta via ya que se determiné que
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RANK y RANKL se encuentran sobre expresados principalmente en tumores en
comparacion con tejido sano. Asi mismo, a mayor expresion de RANK y RANKL menor es
la probabilidad de supervivencia en pacientes con adenocarcinoma pancreatico, por lo que
el analisis presentado en este trabajo coincide con lo ya estudiado en otras neoplasias.
Adicionalmente se llevo a cabo un analisis comparando la expresion de RANK, RANKL y
OPG en diferentes tipos de cancer, siendo el cancer de pancreas el tipo con mayor
expresion de RANK y RANKL por lo que esta via resulta ser un potencial blanco terapéutico
para cancer de pancreas, aunado a los antecedentes y estudios realizados en otras

neoplasias.

En el presente trabajo se realizé la inhibicion de la via de RANK mediante RNAs de
interferencia logrando disminuir la poblacién troncal del cancer de pancreas en un 32%
(CD44*, CD24*, EpCAM*) demostrando que esta via posee una participacion en el
mantenimiento de la poblacion troncal en cancer de pancreas. Yoldi y colaboradores
encontraron que la inhibicién de la via de RANK mediante la proteina recombinante RANK-
Fc reduce drasticamente la poblacién troncal del cancer de mama a través de la activacion
de mecanismos de diferenciacion celular [54]. Corroborando nuestros resultados, un
estudio realizado por Chu y colaboradores demostraron la disminucién de la poblacién
troncal de cancer de préstata mediante la inhibicion de la via de RANK a través de un

anticuerpo monoclonal que reconoce a RANKL. [66]

Estudios realizados por Chu y colaboradores demuestran la disminucion de la expresion de
algunos marcadores de pluripotencia como OCT4 y NANOG al inhibir la via de RANK][66].
Los mecanismos por los cuales la via de RANK regula la expresion de estos marcadores
es desconocida, sin embargo, se sabe que la interaccibn entre RANK y RANKL
desencadena la activacion de la via de NF-kB. [53] Adicionalmente Liu et al y Vazquez et
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al demostraron que los genes de pluripotencia NANOG, SOX2 y algunas isoformas de la
enzima ALDH son reguladas por la via de NF-kB. [38], [67] El analisis presentado en este
trabajo mostré que no existen diferencias significativas en los niveles de expresion de los
factores de pluripotencia NANOG, SOX2, OCT4 y ALDH1A3 al inhibir RANK, sin embargo
la expresion de ALDHB8AL se ve aumentada por lo que se reitera la relacion inversamente

proporcional entre la actividad de ALDH vy la poblacién troncal en cancer de pancreas.

Evidencias recientes sugieren que los eventos bioldégicos que ocurren durante el
establecimiento de la metastasis son similares al proceso de desarrollo embrionario.
Durante la embriogénesis las células son capaces de moverse por el interior del embrién y
viajar largas distancias y establecer nuevos puntos para la formacion de 6rganos y tejidos.
Durante la metastasis, las células cancerosas pueden invadir tejidos utilizando el sistema
linfatico y circulatorio para viajar largas distancias y establecer nuevos tumores. [57] La
activacion de la transicion epitelio mesénquima juega un papel fundamental para la
migracion celular y el establecimiento de la metastasis. [68] Actualmente se sabe que la via
de RANK promueve la metastasis a hueso en cancer de mama y de préstata, ademas de
inducir el proceso de transicion epitelio mesénquima. [55], [58] En el presente trabajo se
demostré que el potencial migratorio celular se ve reducido significativamente al ser inhibida
la via de RANK por lo que los procesos por los que se ve regulada la migracién celular en
cancer de mama y prostata parecen ser los mismos en cancer de pancreas. Sin embargo,

se necesitarian realizar mas experimentos para corroborar esta hipotesis.

Finalmente, la inhibicién de RANK disminuye la proliferacion celular a las 96 hrs por lo que
la via de RANK pudiera estar participando en los mecanismos que regulan este fenédmeno
en las células tumorales en cancer de pancreas. Un estudio realizado por Brantley y
colaboradores demostr6 que la sobre activacion de la via de NF-kB promueve la
proliferacion de células malignas en el epitelio mamario en ratones [69], por lo que la
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disminucion de la proliferacion en cancer de pancreas podria deberse a una baja activacion

de la via de NF-kB debido a la inhibicién de RANK. [53]

Xl. CONCLUSION

En este trabajo se realiz6 una caracterizacion de la via de RANK en 3 lineas celulares de
cancer de pancreas, asi mismo se realizé la determinacion de la poblacién troncal y la
actividad de ALDH en cada una de las lineas celulares. Adicionalmente se evalué la
participacion de la via de RANK en las CTC de pancreas, determinando que es una via
importante para la migraciéon celular, la proliferacion y el mantenimiento de la poblacion

troncal.

En este trabajo se determind que BXPC-3 es la linea celular de adenocarcinoma
pancreatico con mayor expresion de RANKL y una menor expresion de OPG. Asi mismo,
BXPC-3 es la linea con mayor numero de células troncales CD44*, CD24*, EpCAM* y
HPAF-II es la linea celular con mayor actividad de ALDH, por lo que se observé que la
actividad de ALDH es inversamente proporcional al nimero de células troncales.

Por otra parte, se establecié que el adenocarcinoma pancreatico es el tipo de cancer con
mayor expresion de RANK y RANKL. Asi mismo RANK y RANKL se encuentran sobre
expresados en tejido tumoral en comparacion con tejido normal y que una mayor expresion
de estos componentes conlleva menor probabilidad de supervivencia en los pacientes con

cancer de pancreas.

Finalmente, se determin6 que la inhibicibn de RANK reduce la capacidad migratoria, la
proliferacion celular a las 96 hrs, asi como la poblacion troncal CD44*, CD24*, EpCAM* en

células BXPC-3. Sin embargo, la inhibicién de RANK provoc6 un aumento en la expresion
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de una de las isoformas de la enzima ALDH corroborando la relacion antes mencionada

entre la poblacién troncal y la actividad de esta enzima.

El presente trabajo muestra la participacion que tiene la via de RANK en un panel de lineas
celulares de cancer de pancreas, asi como su valor pronostico en datos de pacientes. Por
otra parte, demuestra el papel de esta via como posible blanco terapéutico dirigido contra

la poblacién troncal en cancer de pancreas.
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