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RESUMEN 

 El Adenocarcinoma Ductal Pancreático (PDAC) se considera uno de los 

tipos de cáncer más letales, ya que se estima que alrededor del 96% de los 

pacientes diagnosticados mueren a causa de esta enfermedad, por lo que 

resulta imperativo comprender los mecanismos moleculares implicados en el 

desarrollo de este cáncer. En este sentido hemos encontrado que la variante 

de histona H2A.Z se encuentra sobreexpresada tanto en líneas celulares de 

cáncer de páncreas, así como en biopsias de pacientes con PDAC, mientras 

que a nivel de mRNA se observó que las tres isoformas (H2A.Z.1, H2A.Z.2.1 

y H2A.Z.2.2) se encuentran sobreexpresadas en líneas celulares cáncer de 

páncreas. Sin embargo, faltaba conocer cómo participa cada una ellas en el 

desarrollo del PDAC.  

Como primer acercamiento, en el presente trabajo buscamos evaluar el 

papel de la isoforma H2A.Z.1 mediante la generación de una línea celular 

knock down para esta isoforma a la cual denominamos “C1/KD-Z.1”. En la 

línea C1/KD-Z.1 se observó una disminución en la proliferación celular al 

compararla con la línea parental de cáncer de páncreas PANC-1, sin que esta 

disminución se deba a la apoptosis. Además, al analizar el ciclo celular de 

nuestra línea C1/KD-Z.1, se observó un arresto en la transición de las fases 

G1/S del ciclo celular, atribuyendo a este fenómeno la alteración en la tasa de 

proliferación celular. Posteriormente, para conocer los genes que se 

desregulaban como consecuencia de decrecer los niveles de expresión de la 

isoforma H2A.Z.1, se realizaron microarreglos a partir del transcriptoma 

completo de las líneas C1/KD-Z.1 y PANC-1. De esta forma se identificaron 

228 genes diferencialmente expresados en la clona C1/KD-Z.1 (p<0.005 y un 

FC < -1.5 y > 1.5), de los cuales 59 genes están sobre expresados y 169 genes 

están disminuidos. Nuestros resultados mostraron que en la línea C1/KD-Z.1 

hay una sobreexpresión de genes asociados a la transición G1/S, al inicio de 

la replicación, a la respuesta al daño del DNA, a la reparación de DNA, a la 

biosíntesis de DNA y al mantenimiento de los telómeros; con respecto a la 
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línea PANC-1. Lo que indicaría que H2A.Z participa directa o indirectamente 

en regular la expresión de genes implicados en el metabolismo del DNA. 

 Nuestros hallazgos y lo que ha sido reportado en la literatura sugieren 

que la sobreexpresión de varios genes implicados en la replicación y 

reparación del DNA, provocan un estrés replicativo, lo que conlleva a que las 

células se acumulen en la fase G1/S, lo cual incrementa el daño al DNA que 

activa los mecanismos de reparación del DNA. Tales respuestas pueden 

limitar la progresión de la lesión y conducir al proceso de transformación o de 

senescencia. Sin embargo, en el presente trabajo aún se mantiene la pregunta 

abierta sobre si el knock down de la isoforma H2A.Z.1 promueve la 

senescencia o conduce a las células a un proceso de transformación. 
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ABSTRACT 

The Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (PDAC) is considered one of 

the most lethal cancer types, since it is estimated that about 96% of patients 

diagnosed with this disease die, that is the reason why it is imperative to 

understand the molecular mechanisms involved in the development of this 

cancer. In this sense, we have found that the histone variant H2A.Z is 

overexpressed in pancreatic cancer cell lines but also in biopsies of patients 

with PDAC, while at mRNA level the three isoforms (H2A.Z.1, H2A.Z.2.1 and 

H2A.Z.2.2) are overexpressed in pancreatic cell lines. However, it is still 

necessary to understand how each of these isoforms participate in the 

development of PDAC. 

As a first approach, in the present work determined the role of H2A.Z.1 

isoform, by generating a knock down cell line for this isoform, which we call 

“C1/KD-Z.1”. In the C1/KD-Z.1 cell line, a decrease in cell proliferation was 

observed when we compare it to the parental pancreatic cancer cell line PANC-

1, without this decrease being produced by apoptosis. In addition, when we 

analyze the cell cycle of C1/KD-Z.1 an arrest was observed in the transition 

between the G1/S phases of the cell cycle, attributing to this phenomenon the 

alteration in the cell proliferation rate. Subsequently, to know which genes are 

deregulated as a consequence of decreasing the expression levels of H2A.Z.1, 

microarrays were performed from the complete transcriptome of C1/KD-Z.1 

and PANC-1 cell lines. From these microarrays 228 differentially expressed 

genes in clone C1/KD-Z.1 were identified (p <0.005 and FC <-1.5 and> 1.5), of 

which 59 are upregulated and 169 are downregulated. Our results showed that 

in line C1/KD-Z.1 there is an overexpression of genes associated to the G1/S 

transition, to the beginning of replication, to the DNA damage response, to DNA 

repair, to biosynthesis of DNA and to maintenance of telomeres; regarding the 

PANC-1 cell line. These results would indicate that H2A.Z directly or indirectly 

controls the expression of genes involved in DNA metabolism. 
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 Our findings and what has been reported in the literature suggest that 

the overexpression of several genes associated with DNA replication and DNA 

repair cause replicative stress, which leads the cells to accumulate in the G1/S 

checkpoint and increases the DNA damage activating DNA repair 

mechanisms. Such responses can limit the progression of the DNA damage 

and lead to the process of transformation or senescence. Nevertheless, in the 

present work we keep unanswered whether the H2A.Z.1 knock down promotes 

senescence or leads to a transformation process. 
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INTRODUCCIÓN 

Anatomía del páncreas 

El páncreas es un pequeño órgano de forma alargada, que mide ~ 6 

pulgadas de longitud y < 2 pulgadas de ancho y se ubica delante de los vasos 

prevertebrales y del riñón izquierdo, oculto detrás del estómago, en la cavidad 

retroperitoneal. El páncreas tiene una forma de gancho y en él se distinguen 

cuatro partes morfológicas: 1. La cabeza, que es una porción ensanchada y 

voluminosa que se adhiere al duodeno formando la ampolla hepatopancreática 

(Ampolla de Vater), 2. El cuello, que es la continuación de la cabeza, 3. El 

cuerpo, que es un segmento alargado que se va volviendo estrecho, 4. La cola, 

la cual contacta con el bazo (Figura 1A)1. Su peculiar localización, muy 

posterior al abdomen, pero al mismo tiempo próximo al hígado, hace que esté 

en íntimo contacto con estructuras vasculares vitales como la vena cava 

inferior, la arteria aorta y las arterias que irrigan el intestino e hígado 2. 

El páncreas es considerado una glándula mixta, ya que está constituida 

por dos componentes glandulares estructuralmente distintos, uno de ellos es 

el componente exocrino y otro el otro es el componente endócrino. La porción 

exocrina del páncreas constituye la mayor parte del tejido pancreático (>95% 

de la masa total del órgano) y posee estructuras internas en forma de 

pequeños lóbulos, compuestos a su vez de los acinos pancreáticos, formados 

por conjuntos de células secretoras agrupadas, denominadas células acinares 

(Figura 1C). Estos acinos se continúan con un conducto intralobular, 

constituidos por células ductales, el cual confluye en conductos interlobulares 

que drenan en dos conductos excretores: el conducto pancreático principal y 

el conducto pancreático accesorio (Figura 1A). El conducto pancreático 

principal recorre el páncreas desde la cola hasta la cabeza, para desembocar 

en la ampolla de Vater (Figura 1B). Mientras tanto, el conducto pancreático 

accesorio, que se origina en la parte inferior de la cabeza, sube por delante del 

conducto pancreático principal, al que se une por un conducto colateral y 

termina abriéndose al duodeno, en la región papilar duodenal menor 1.  
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En lo que respecta a la función de la porción exocrina del páncreas, es 

la porción encargada de secretar el jugo pancreático hacia el duodeno. Dicho 

jugo está compuesto por enzimas digestivas hidrolíticas indispensables para 

la digestión en el intestino1. 

Mientras que la porción endocrina constituye no más del 5% de la masa 

total del órgano y está constituida por los islotes pancreáticos (Islotes de 

Langerhans). Estos islotes son agrupaciones formadas por conjuntos celulares 

entremezclados en una red capilar (Figura 1C). Hay aproximadamente un 

millón de islotes, formados por: células alfa (α), que secretan el glucagón; beta 

(β), que secretan la insulina y amalina; delta (δ), productoras de somatostatina; 

épsilon (ε), que producen la grelina; células PP, que secretan el polipéptido 

pancreático (PP), que inhibe las secreciones exocrinas; y células G, que 

producen la hormona polipéptida, gastrina1. 

 

Figura 1. Anatomía del páncreas. A) Visión anterior del duodeno y del páncreas. 

Representación esquemática de una disección de los conductos pancreáticos y del 

interior de la segunda porción del duodeno. B) Esquema del complejo esfinteriano 

de Oddi. C) Estructura del páncreas mostrando un islote y un conjunto de acinos 

pancreáticos. Células beta (rosa); células alfa (naranja); células delta (amarillo); 

células PP (verde) (Modificada)1. 
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Debido a la importante función que desempeña este órgano, 

alteraciones en el mismo llegan a repercutir gravemente en la homeostasis del 

organismo y conducen al desarrollo de enfermedades sumamente importantes 

con un alto impacto en la salud pública, como son: la pancreatitis, diabetes 

mellitus I o II y el cáncer pancreático 2. 

Relevancia del cáncer de páncreas 
 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), y tomando como 

base en las estadísticas más recientes del año 2018 3, el cáncer de páncreas 

se ubicó en el 11vo lugar en incidencia y en el 7mo lugar en mortalidad a nivel 

mundial, lo cual se traduciría en una incidencia estimada de 458,000 individuos 

y una mortalidad de 432,000 individuos. En México, en el mismo año y de 

acuerdo con los datos estadísticos de la OMS, el cáncer de páncreas se ubicó 

como el 11vo lugar en incidencia y en el 7no lugar en mortalidad, siendo el 4to 

país con mayor incidencia en el continente 3. Además, estadísticas nacionales 

reportan un índice de fatalidad de 0.96, es decir que casi el 100% de los 

pacientes diagnosticados en el país llegan a morir en un periodo menor a 1 

año. Por lo que entonces, el pronóstico de los pacientes con cáncer de 

páncreas no es muy bueno, ya que tan solo el 26% de los pacientes 

diagnosticados con cáncer de páncreas presentan una sobrevida de un año, 

mientras que el 5% de los pacientes presentan una sobrevida de 5 años. 

El cáncer de páncreas más frecuente es el adenocarcinoma. Sus 

síntomas son variados e inespecíficos y cambian en función de la localización 

del tumor dentro de la glándula. La localización del tumor más frecuente (60-

70%) es a nivel de la cabeza del páncreas y en ellos aparece pronto una 

ictericia obstructiva por compresión o infiltración de la vía biliar secundarias al 

crecimiento tumoral a su alrededor. En el 36-40% restante, el tumor se localiza 

en el cuerpo y cola del páncreas, donde no suele aparecer ictericia por lo que 

resulta más difícil sospechar su presencia. 

La mayoría de las neoplasias de páncreas son adenocarcinomas, por 

su origen glandular (75-80%), seguido de los tumores neuroendocrinos (15-
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20%), de forma muy rara se observa la aparición de los carcinomas coloides 

(2%), los tumores sólidos pseudopapilares (2%), carcinomas de células 

acinares (1%) y pancreatoblastomas (0.5%) 4. A partir de lo anterior, se puede 

concluir que la gran mayoría de las neoplasias pancreáticas se asocian al 

tejido exocrino (95%) y solo un 5 % corresponden al tejido endócrino.  

Dentro de las neoplasias pancreáticas provenientes del tejido exocrino, 

el Adenocarcinoma Ductal Pancreático (PDAC) es la más común de las 

malignidades de páncreas y representa el 90-95% de los cánceres de este 

órgano 5. El PDAC representa un problema de salud substancial, con un 

estimado de 367,000 nuevos casos diagnosticados a nivel mundial en el 2015 

y unas 359,000 muertes asociadas a esta enfermedad en el mismo año 3 4. 

Actualmente, el PDAC es la 4ta causa de muerte por cáncer en países 

desarrollados y se predice que se convertirá en la 2nda dentro de la próxima 

década.  

El PDAC está asociado con un pronóstico extremadamente pobre. Entre 

las diversas razones se encuentra que usualmente es diagnosticado en etapas 

avanzadas, debido a que en etapas tempranas no se manifiestan síntomas 

específicos. Además, la falta de marcadores tumorales específicos y 

sensibles, así como la dificultad para visualizar los tumores en etapa temprana 

y la resistencia a los fármacos más comúnmente empleados [Gemcitabina 

(GEM)] 4. Todos los anteriores son factores que conllevan a que los pacientes 

con PDAC presenten una supervivencia de solamente 2-8 meses, por lo que 

se hace inminente la identificación de nuevas estrategias para el mejoramiento 

del diagnóstico y tratamiento de este tipo de cáncer. 

Hasta la fecha las estrategias emergentes para tratar el PDAC son: 1) 

La identificación de subgrupos de pacientes a los que se les proporcione 

terapias individualizadas 6, 2) el desarrollo de terapias moleculares e 

inmunoterapias enfocadas en el microambiente tumoral como posible blanco 7 

y 3) realizar un mayor esfuerzo en el área de investigación que se enfoque en 

la detección temprana y validación de biomarcadores tumorales. 



5 
 

Manifestaciones clínicas (Síntomas) 
 

Como ya se mencionó, el PDAC en etapas tempranas es usualmente 

silencioso y sólo se vuelve sintomático cuando el tumor invade tejidos 

circundantes o realiza metástasis a órganos distantes. A la mayoría de los 

pacientes que presentan síntomas se les atribuye un cáncer de etapa 

avanzada. En múltiples ocasiones, se han identificado anormalidades 

sospechosas asociadas a cáncer de páncreas gracias a que los pacientes se 

han realizado tomografías por motivos no asociados al cáncer. Se estima que 

tales anormalidades pueden surgir hasta un año antes de que el paciente 

desarrolle una sintomatología, lo que supone una posibilidad de detección en 

etapas tempranas para el paciente 8. 

Entre los síntomas que suelen presentar los pacientes con PDAC 

avanzados se incluyen: el dolor abdominal o de espalda media, ictericia 

obstructiva, pérdida de peso y la generación de trombosis venosa. 

Ocasionalmente, la obstrucción del ducto pancreático puede resultar en una 

pancreatitis, y en algunos casos, alrededor del 25% de los pacientes con 

PDAC desarrollan diabetes, mientras que un 40% tienen una mala tolerancia 

a la glucosa 8. 

Diagnóstico 
 

Como se mencionó previamente, la baja tasa de sobrevivencia de los 

pacientes con PDAC se debe principalmente a que el diagnóstico ocurre en 

etapas avanzadas (80% de los casos), en las cuales, el tumor primario ha 

realizado metástasis, ocasionando la presencia de tumores secundarios en 

órganos como hígado y los pulmones, disminuyendo de esta manera las 

opciones de tratamiento 9. 

Actualmente, en la clínica se cuentan con tres diferentes herramientas de 

diagnóstico, los cuáles, además de detectar la presencia del tumor, ayudan a 

la estadificación de la enfermedad. Los tres métodos de diagnóstico son: 1. 

Los estudios de imagenología, 2. El diagnóstico por empleo de antígenos y 
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marcadores moleculares, 3. La biopsia 5 8. A continuación describiremos las 

ventajas y desventajas de cada uno de ellos. 

a. Imagenología   

La tomografía computarizada trifásica es la mejor prueba de diagnóstico 

para el cáncer de páncreas, ya que permite determinar el estado de la 

enfermedad y provee una precisión del 80% en la predicción de la capacidad 

de resección de la malignidad 8. Sin embargo, las lesiones precursoras al 

PDAC de tamaño muy pequeño (< 1cm) no son observable con este tipo de 

técnica, además de que estos estudios no son los primeros en realizarse 

cuando no existen síntomas específicos, perdiendo así la oportunidad de 

realizar la resección en estos pacientes. Por lo que, cada vez se están 

implementando estrategias y técnicas más sensibles, como es el caso de la 

“Tomografía de emisión de positrones” (PET), que van dirigidas a garantizar el 

diagnóstico y pronóstico para poder aumentar la tasa de supervivencia de los 

pacientes. 

Dado que la patología es requerida para establecer el diagnóstico de 

cáncer pancreático, a la mayoría de los pacientes se les somete a una 

“Ultrasonografía endoscópica” (EUS) con una aguja fina para la absorción de 

biopsia 4. A pesar de que la EUS provee una excelente resolución del 

páncreas, vasos pancreáticos y nódulos linfáticos, tiene como desventaja ser 

una técnica invasiva para el paciente. 

b. Biomarcadores antigénicos y moleculares 

Otra de las áreas de mayor investigación y desarrollo para el diagnóstico 

oportuno, es la identificación de biomarcadores de alta especificidad. El más 

utilizado es el antígeno de cáncer CA 19-9 (antígeno sializado de Lewis-a). El 

antígeno CA 19-9 es una glucoproteína producida por células tumorales y 

liberadas a la circulación sanguínea 4. Desafortunadamente, el CA 19-9 carece 

de suficiente sensibilidad o especificidad para ser usado en un diagnóstico 

temprano, ya que: 1. no todos los pacientes con cáncer pancreático presentan 
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niveles elevados de este antígeno, 2. otras enfermedades pancreáticas no 

cancerígenas pueden aumentar los niveles de CA 19-9 y 3. este antígeno 

también ha sido observado en cáncer colorrectal, cáncer esofageal y 

hepatocarcinoma.  

En lo que respecta a los biomarcadores moleculares. Se ha empleado 

como templado el DNA tumoral presenten en torrente sanguíneo, el cual está 

presente en el 43% de los pacientes, para realizar ensayos de reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar genes como K-RAS o TP53, 

los cuales normalmente se encuentran mutados 4. Sin embargo, aunque esta 

estrategia no es invasiva para el paciente, la amplificación de estos genes no 

es exclusiva de PDAC, ya que KRAS y TP53 se encuentran mutados en varios 

tipos de cáncer, por lo que, aunque es una técnica sensible, no es específica 

10
. 

Por otro lado, también se han logrado obtener exosomas que acarrean 

proteínas, ácidos nucleicos y microRNAs, a partir de sangre periférica de 

pacientes con PDAC, que podrían ser empleados para su diagnóstico 4. De 

manera particular, se ha propuesto usar firmas de microRNAs para el 

diagnóstico específico de cáncer pancreático 10. De igual manera, se ha 

propuesto buscar la presencia de complejos nucleosomales circulantes como 

biomarcadores, ya que se ha encontrado que en sangre periférica también se 

hallan los nucleosomas que proceden de células cancerosas, a los cuales se 

les puede estudiar modificaciones post-traduccionales (PTMs) específicas 

para cada tipo de cáncer, así como estudiar a las histonas o variantes de 

histonas que constituyen a estos nucleosomas. Por ejemplo, la liberación de 

nucleosomas que presentan la marca H4K16ac y H4K20me3 ha sido 

observada en estadios tempranos de procesos tumorigénicos, junto con la 

hipometilación global del DNA, obtenidos a partir de muestras sanguíneas de 

pacientes 11. Sin embargo, estas estrategias aún se encuentran en desarrollo.  
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c. Biopsias 

Sin embargo, para la mayoría de los tipos de cáncer, la biopsia es la única 

forma que permite formular un diagnóstico definitivo del cáncer. Esta consiste 

en la extirpación de una pequeña cantidad de tejido para su examen 

microscópico. Hay diversas maneras de extraer una muestra de tejido, una de 

ellas es la aspiración por aguja fina (FNA). En otro método se usa una biopsia 

con aguja gruesa, para extraer una porción más grande de tejido, el cual puede 

ser empleado para realizar pruebas moleculares o genéticas del tumor. 

Finalmente, todas estas pruebas de diagnóstico permiten averiguar el 

estadio del cáncer, lo cual ayudará a determinar cuál es el mejor tratamiento y 

a predecir el pronóstico de un paciente. 

Estadificación del PDAC 
 

Una vez que el paciente ha sido diagnosticado, es necesario identificar 

la etapa del cáncer para la elección del tratamiento. El estadio busca reflejar 

qué tan grande es el tumor y la extensión del cáncer, pues permite determinar 

la gravedad y sobrevivencia, lo cual permitirá establecer un diagnóstico y un 

tratamiento más adecuado. El sistema TNM es el sistema de estadificación de 

cáncer de mayor uso, pues se puede aplicar a distintos tipos de cáncer, 

incluido el cáncer de páncreas. Este sistema toma en cuenta tres criterios 

diferentes: La T, la cual se refiere al tamaño del tumor principal. La N describe 

la extensión del cáncer, es decir, si éste ya se ha diseminado a los nódulos (O 

ganglios) linfáticos cercanos. Mientras que la M indica si el cáncer se ha 

extendido a otras partes del cuerpo (metástasis). De tal manera que la 

estadificación permite determinan el avance que presenta el cáncer 12. 

Dependiendo de lo avanzado que se encuentre el cáncer en el momento del 

diagnóstico, se pueden asignar diferentes grados a estas categorías. 

Posterior a la asignación de las categorías, al cáncer se le puede 

englobar en una de las de las etapas generales que van de la 0 a la IV, sub-

dividiendo la etapa I en IA y IB, así como la II en IIA y IIB 
8 12. Partiendo de la 
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determinación del estadio del cáncer al momento del diagnóstico, el médico 

toma la decisión sobre el tratamiento que se le va a dar al paciente.  

En la Tabla I se detallan las características de cada etapa, así como el 

porcentaje de sobrevivencia a 5 años para cada una de ellas 5. 

 

 

 

Tabla I. Estadificación del cáncer basado en el sistema “TNM” (Modificada)5 8. 
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Tratamiento/Control de la enfermedad 
 

Una vez que el médico ha diagnosticado la etapa del PDAC que tiene 

el paciente, puede ofrecérsele un tratamiento adecuando. Debido a que el 

cáncer de páncreas es una enfermedad heterogénea a nivel molecular, 

patológica y clínica, su manejo requiere un enfoque multidisciplinario que 

incluya a un oncólogo, radiólogo, patólogo, cirujano e inclusive un experto en 

cuidados paliativos 8. 

El plan idóneo a seguir es la cirugía, lo cual tiene como ventaja que la 

mortalidad operatoria por resección de páncreas es muy baja y son pocas las 

complicaciones post-operatorias que se pueden presentar. Sin embargo, esta 

opción es específica para aquellos pacientes cuyos análisis y diagnósticos les 

sugieren que se les puede extirpar por completo el tumor (Lesiones pre-

neoplásicas y estadio inicial I). Cuando el PDAC se encuentra en un estadio 

intermedio II, donde el tumor ha aumentado su volumen de forma local, se 

utiliza el tratamiento por radioterapia. Finalmente, la quimioterapia es el 

procedimiento usado para tratar a aquellos pacientes en los cuales el cáncer 

ha realizado metástasis, ya sea a nódulos linfáticos (PDAC estadio III) o a 

órganos próximos (PDAC estadio IV). Para realizar el tratamiento con 

quimioterapia, el fármaco más utilizado es la Gemcitabina (GEM), que es un 

análogo de nucleósidos. Sin embargo, tanto la radioterapia como la 

quimioterapia provocan la aparición de un gran número de efectos 

secundarios, al actuar de forma inespecífica sobre las células cancerígenas y 

sanas, así como la rápida generación de células resistentes 5 8.. 

Clasificación del cáncer de páncreas exocrino 
 

Basado en la malignidad del tumor, la organización mundial de la salud 

(OMS) ha clasificado el cáncer de páncreas exocrino en 3 categorías: 

a. Benigno: Como el cistoadenoma seroso y el cistoadenoma mucinoso. 

b. Limítrofe: Con potencial maligno incierto, tales como: Neoplasia quística 

mucinosa (MCN) y neoplasia intraductal papilar mucinosa (IPMN). 
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c. Malignos: Como el adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC) y el 

cistoadenoma carcinoma seroso. 

De todas estas, el PDAC es el más común de los cánceres pancreáticos, 

por lo que a continuación se describirá con mayor detalle. 

Lesiones pre-neoplásicas del PDAC 
 

La carcinogénesis pancreática, análoga a la de otros carcinomas, sufre 

una progresión por etapas, que comienza como una neoplasia intraepitelial 

para culminar en un cáncer invasivo (Figura 2). Se ha calculado que desde la 

mutación inicial hasta la generación de PDAC, y la subsecuente metástasis, 

puede tomar alrededor de 12 años. Es decir, es un cáncer que pasa por 

lesiones pre-neoplásicas antes de considerarse un PDAC. Mediante estudios 

clínicos e histológicos se han identificado tres lesiones precursoras (pre-

neoplásicas) de PDAC, como son: La neoplasia intraepitelial pancreática 

(PanIN), la neoplasia quística mucinosa (MCN) y la neoplasia intraductal 

papilar mucinosa (IPMN), de las cuales la PanIN es más común 13. 

Figura 2. Rutas morfológicas que 

conducen al desarrollo de un 

carcinoma pancreático invasivo 

(Modificada) 13.  
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La neoplasia intraepitelial pancreática (PanIN) es la lesión más 

importante, ya que el 80% de los PDAC surgen como resultado de este tipo de 

neoplasia. Es una lesión plana o papilar, microscópica (Usualmente <0.5cmn), 

que surgen en los ductos pancreáticos intralobulares. En las PanIN el epitelio 

plano normal, característico del conducto secundario, muestra un aumento de 

su tamaño, adopta una atipia celular grave y se observa una mitosis celular 

frecuente 13. 

Las PanINs están clasificados en tres grados: Lesiones de bajo grado, 

las cuales presentan una atipia celular mínima conocidas como PanIN-IA 

(Plana) y PanIN-IB (Papilar). Las PanIN de bajo grado parecen ser lesiones 

comunes que se encuentran del 16-80% del páncreas normal en ausencia de 

neoplasia. Las lesiones PanIN-II, de grado intermedio, presentan una atipia de 

ligera a moderada (caracterizada por una arquitectura alterada del núcleo) y 

papilas frecuentes. Finalmente, las lesiones de alto grado, PanIN-III, son 

caracterizadas por una atipia severa, a las que se les refiere como carcinoma 

in situ, y presentan una morfología papilar, pero también pueden presentar un 

patrón plano o cribiforme 
13. 

 En el modelo de progresión del PanIN, la acumulación de alteraciones 

genéticas y epigenéticas conllevan a la progresión neoplásica en estas 

lesiones precursoras de displasia de bajo grado a la displasia de alto grado 

(PanIN-III), para eventualmente conducirlo a un PDAC invasivo (Figura 3). 

También las características inmunohistoquímicas de las PanINs varían 

mucho dependiendo del grado de displasia que presente. La MUC1 es 

típicamente expresada por los ductos pancreáticos y células acinares, pero de 

forma patológica es casi exclusivamente expresada en PanIN-II/PanIN-III y 

está frecuentemente ligado a un PDAC invasivo. En contraste, MUC5 no está 

presente en tejido pancreático normal, pero sí en carcinomas ductales desde 

lesiones PanIN tempranas (PanIN-IA y PanIN-IB) 13. 
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Otras lesiones pre-neoplásicas que pueden desencadenar el PDAC, 

pero que tienen una menor incidencia, son la neoplasia intraductal papilar-

mucinosa (IPMN) con una frecuencia aproximada del 20%. Las IPMNs son 

tumores del epitelio ductal, que morfológicamente se subdividen en las de 

ductos principales (MD-IPMN) y las de ductos ramificados (BD-IPMN). Las 

IPMNs son lesiones grandes que miden >1cm y están delimitadas por epitelio 

columnar secretor de mucina. Algunas IPMNs pueden ser multifocales, por lo 

que incluso después de una resección pancreática parcial, existe el riesgo de 

que la lesión progrese 13. 

En cuanto a la inmunohistoquímica, las IPMNs muestran la expresión 

de MUC1 y MUC5, pero el tipo oncogénico de las MD-IPNMs está 

caracterizado por un marcaje difuso de MUC5, MUC6 y un marcaje focal para 

MUC2. Es este marcaje diferencial lo que permite diferenciar entre PanINs e 

IPMNs, ya que las lesiones PanINs e IPMNs muestran características 

Figura 3.  Desarrollo del PDAC a partir de una lesión PanIN. A) Lesión PanIN-IA y 

IB con arquitectura papilar y ligera atipia celular. B) Lesión PanIN-II con moderada 

atipia citológica, polaridad nuclear y arquitectura parcialmente papilar. C) Lesión 

PanIN-III con atipia citológica severa, pérdida de la polaridad nuclear y 

arquitectura papilar. (H&E) (Modificada)8 13. 



14 
 

histológicas y moleculares similares y se distinguen por su tamaño y ubicación 

13. Por otro lado, la mayoría de estas células muestran un alto grado de atipia 

celular y un aspecto de carcinoma in situ. 

A diferencia de las IPNMs, que se originan principalmente en la cabeza 

del páncreas, las neoplasias quísticas mucinosas (MCNs) se localizan 

típicamente en el cuerpo y cola del páncreas. Son las lesiones precursoras 

más infrecuentes (5%), teniendo una mayor prevalencia en mujeres. Estas 

lesiones quísticas son casi siempre solitarias, asintomáticas y su quiste parece 

septado y puede contener calcificaciones. Usualmente no presentan conexión 

con el ducto pancreático ductal, ni dilatación de este, por lo que el pronóstico 

de los pacientes es muy favorable, teniendo una supervivencia a 5 años casi 

del 100% cuando es una lesión no invasiva y cercana al 60% cuando se trata 

de una lesión invasiva 13. 

Estas lesiones pueden tener un gran crecimiento, ya que miden desde 

1 hasta 3 cm, presentar una superficie plana y una pseudo cápsula fibrosa. El 

subtipo no invasivo está clasificado en displasias de bajo grado, displasia 

moderada y displasia de alto grado. De todas estas lesiones, tan solo un tercio 

de las MCNs se vuelven invasivas 13. Una pista para su diagnóstico es la 

presencia de un estroma de tipo ovárico, es decir, expresa receptores de 

progesterona y estrógeno. Presenta los marcadores MUC5 y MUC2 desde un 

inicio, mientras que la MUC1 es expresada en lesiones de grado alto e 

invasivas 13. 

Estas lesiones pre-neoplásicas son relevantes, pues su identificación 

temprana y tratamiento evita el desarrollo del cáncer invasivo.  

En el caso de los PanINs, que son los de mayor frecuencia, 

desafortunadamente, por su pequeño tamaño no son observables por 

imagenología o ultrasonido. Por lo que se está tratando de implementar la 

expresión diferencial de mucinas como un perfil de diagnóstico, así como el 

empleo de muestras de jugo pancreático como una estrategia no invasiva para 

el diagnóstico de esta lesión. 
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Hasta la fecha no existe un consenso para el manejo de lesiones PanIN-

III o de IPNMs/MCNs de alto grado, pero lo más recomendado es la resección. 

Sólo aquellos pacientes frágiles o ancianos, para quienes la cirugía presenta 

un muy alto riesgo, y que presenten lesiones IPNMs o MCN de bajo grado a 

moderado, se les aconseja mantenerse en vigilancia constante. 

Finalmente, ha quedado claramente establecido que la evolución 

secuencial de lesiones precursoras a PDAC involucra la acumulación 

escalonada de diversos cambios moleculares, que conduce a la progresión 

neoplásica y al desarrollo de carcinoma invasivo maligno (Figura 4) 14. Algunas 

de estas alteraciones genéticas ocurren tanto en PanIN y en menor medida en 

MCNs y en IPMNs. Ejemplos de estas alteraciones son: el acortamiento de 

telómeros, mutación en el gen K-RAS y pérdida de p16 (que ocurren en las 

etapas más tempranas), así como eventos tardíos acompañados por la 

disminución de p53 y SMAD4 (Figura 4) 8. 

Interacción entre mecanismos de regulación 
 

Como ya se mencionó, el desarrollo y la progresión del cáncer de páncreas 

es un proceso multi-pasos, que comienza a partir de una lesión precursora no 

cancerígena, siendo las PanIN las lesiones de mayor frecuencia, que 

conducen a un carcinoma invasivo, en donde se ha encontrado que 

numerosos cambios genéticos y epigenéticos son acumulados a lo largo del 

tiempo y que son estos los que conducen a que un PanIN progrese hasta un 

PDAC 15 19. 

El modelo del triple código es una hipótesis que considera que tres 

mecanismos, como los cambios genéticos, epigenéticos y la arquitectura 

nuclear, contribuyen al desarrollo y progresión de la enfermedad en la misma 

proporción. Indicando que un “cross talk” entre los tres mecanismos son 

capaces de retroalimentarse directamente, para llevar al desarrollo de un 

PDAC, dejando de considerar a las modificaciones genéticas como el único 

mecanismo conductor en el desarrollo del PDAC (Figura 5) 10 15 19. Por lo que 
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a continuación, se describirán como las alteraciones genéticas y epigenéticas 

contribuyen al desarrollo del PDAC. 

• Lesiones PanIN tempranas de bajo grado (PanIN-1): Desde esta 

etapa se puede encontrar a KRAS mutado. Existe una sobre expresión 

de ERBB2 y la pérdida de PTEN. En cuanto a mecanismos 

epigenéticos, se ha observado una desregulación en los niveles de 

metilación del DNA, propiciando así la transcripción de oncogenes y 

silenciando a genes supresores de tumores. 

• Lesiones PanIN intermedias (PanIN-2): Mutaciones inactivantes en el 

gen p16/CDKN2A son características. Desde etapas tempranas se ha 

Figura 4. Lesiones precursoras y eventos genéticos envueltos en la progresión del 

PDAC. Se presenta la histología de las lesiones precursoras de PDAC, como son: 

PanIN, IPMN y MCN, y el tamaño promedio de cada una de las ellas. Se mencionan 

las alteraciones genéticas más comunes que permiten el desarrollo del PDAC, en 

una aparente secuencia temporal (Modificada)9.  
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identificado una firma en el perfil de los miRNAs, facilitando el 

diagnóstico de la enfermedad. Se observa un característico aumento en 

la expresión de miR-21 y miR-155, así como la disminución de miR-217 

y miR-296. 

• Lesiones PanIN tardías (PanIN-3): Se asocian a mutaciones 

inactivantes o deleción en los genes TP53, BRCA2 y SMAD4. La 

pérdida de SMAD4 ha sido asociada con la metástasis del tumor. En 

este grado de la lesión, el aumento en los niveles del miRNA “miR-196” 

sirve como un biomarcador de pronóstico de etapas avanzadas. 

 

 

 

 

 

Figura 5. Cambios histopatológicos y moleculares en la patogénesis del 

adenocarcinoma pancreático (PDAC). Esquema detallado del desarrollo multi-

pasos del PDAC. Durante la progresión, diversas alteraciones en genes clave son 

acumuladas. Además, se muestran miRNAs y alteraciones epigenéticas que 

contribuyen al desarrollo de un estado agresivo del cáncer (Modificada)15. 
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Mecanismos genéticos alterados en PDAC 

El inicio y la progresión del cáncer de páncreas están asociados con la 

acumulación sucesiva de alteraciones en múltiples genes críticos para la 

tumorogénesis, principalmente la inactivación de genes supresores de tumor, 

la activación de oncogenes y genes involucrados en la reparación del daño al 

DNA, lo que conduce a la desregulación de diversas vías de señalización 

oncogénicas 15. Gracias al modelo de progresión del PDAC descrito por 

Hruban R. H. et al., se sabe que existen alteraciones en ciertos genes que 

están fuertemente relacionados con el inicio y progresión de la enfermedad. 

Estos genes sufren mutaciones activadoras y silenciadoras con las cuales se 

favorece el fenotipo carcinogénico. 

Algunos ejemplos de genes involucrados en el PDAC se describirán 

brevemente: 

a. Activación de oncogenes 

1. K-RAS oncogénico 

Dentro de estos genes se encuentra el oncogén K-RAS, el cual es 

considerado uno de los genes más importantes en la iniciación del PDAC. 

Un evento temprano que ocurre en el PDAC es una mutación en el gen K-

RAS, el cual codifica para una GTPasa del mismo nombre. Este gen es 

ampliamente estudiado en cáncer de páncreas a causa de la alta 

prevalencia de su mutación. Mutaciones en KRAS han sido detectadas en 

aproximadamente el 30% de los neoplasmas tempranos, con una 

tendencia al aumento en su frecuencia de hasta el 95% en PDAC avanzado 

15.  

Las mutaciones activadoras de KRAS se definen como mutaciones 

puntuales en el codón 12, que provocan un cambio del triplete GGT a GAT, 

resultando en la sustitución de un residuo de glicina (G) por ac. aspártico 

(D) (G12D), valina (GGT/GTT → G12V) o arginina (GGT/CGT → G12R). 

Dichas mutaciones en el codón 12 son las principales mutaciones que 

ocurren en este gen, en alrededor del 98% de los casos. Aunque también 
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ocurren mutaciones en los residuos 13 y 61 de esta proteína, las cuales 

representan el 2% de estas mutaciones.  

Estas mutaciones son importantes para el inicio del PDAC, ya que el 

fenotipo de KRAS mutado da como resultado la activación constitutiva de 

su vía de señalización, activando la vía de las MAP cinasas y PI3K, lo que 

conduce a un incremento en la proliferación, supervivencia y migración 

celular, lo cual conlleva a un fenotipo oncogénico 15. 

2. Protooncogén c-MYC 

Es un importante regulador de múltiples funciones celulares, tanto en 

células normales como en cancerígenas. La alteración de este gen se ha 

visto que afecta la expresión de proteínas, facilitando la transformación 

celular, la progresión del ciclo celular, la troncalidad celular y el 

metabolismo celular. Sin embargo, la sola alteración en c-MYC no es 

suficiente para el desarrollo de tumores pancreáticos, por lo que se 

requiere que ocurra en sincronía con otras mutaciones, como la de KRAS, 

para incrementar la tumorogénesis. El gen que codifica para c-MYC se 

encuentra amplificado en 20-30% de los casos de PDAC 15. De tal forma, 

la sobreexpresión de c-Myc, que es un factor de transcripción, resulta en 

cambios en los niveles de expresión de familias de genes implicados en la 

proliferación celular. Por otro lado, la familia de factores transcripcionales 

NFAT se encuentran sobre expresadas en tumores pancreáticos, los 

cuales también son responsables de incrementar la expresión del gen c-

MYC, lo que conduce al desarrollo de un fenotipo tumoral. 

3. PAK4 

Se ha reportado que el gen que codifica para la “Cinasa 4 activada por 

p21” (PAK4) se encuentra frecuentemente amplificado en el cáncer 

pancreático, lo que conduce a una sobre expresión del gen, promoviendo 

la proliferación y supervivencia de células de cáncer de páncreas, a través 

de la activación de la vía de señalización del “Factor nuclear-kappa B” (NF-
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κB) dependiente de AKT y ERK. Así mismo, se sabe que PAK4 potencia la 

inducción de troncalidad, la resistencia a fármacos y la motilidad en células 

de PDAC 15. 

4. Protooncogén MYB 

Este gen codifica para el factor transcripcional MYB, que induce la 

expresión de múltiples genes, regulando así la proliferación, diferenciación 

y apoptosis. El gen se encuentra amplificado en aproximadamente el 10% 

de las muestras de tumor de pancreático, siendo predominante su 

expresión en tumores avanzados, mostrando una fuerte correlación con la 

progresión y las propiedades malignas. De manera similar a c-MYC y 

PAK4, MYB es sobreexpresado en la mayoría de los tejidos de pacientes 

con PDAC, así como en líneas celulares de cáncer pancreático. 

Finalmente, se le ha asociado un papel crítico en la histopatología de los 

tumores pancreáticos, ya que aquellos tumores que presentan una sobre 

expresión de MYB exhiben una mayor desmoplasia, que se refiere al 

crecimiento del tejido fibroso y conectivo 15. 

5. Oncogén ERBB2 

Este gen que codifica para el receptor 2 del factor de crecimiento 

epidermal humano (HER2), es un receptor transmembranal con actividad 

intrínseca de cinasa. Se encuentra envuelto en una amplia gama de 

funciones celulares, incluyendo el crecimiento celular, sobrevivencia y 

diferenciación. La amplificación de ERBB2 se ha reportado en alrededor 

del 2% de los casos de PDAC, lo cual correlaciona con la metástasis a 

pulmón y/o cerebro 15. 

b. Inactivación de genes supresores de tumores 

1. p16INK4A 

El gen p16 codifica para el Inhibidor 2A de la cinasa dependiente de 

ciclina, que participa en la regulación del ciclo celular. p16 regula la 

progresión del ciclo celular mediante la unión a CDK4 y CDK6 para abatir 



21 
 

la interacción de estas con la ciclina D1, lo que previene la fosforilación 

activadora de la proteína de retinoblastoma (RB), e impide la entrada a la 

fase S del ciclo celular 16. Por lo tanto, la pérdida de función de p16 resulta 

en la progresión del ciclo celular de manera descontrolada, provocando un 

incremento en la proliferación celular.  

La inactivación de p16 puede deberse a mutaciones o deleciones en el 

gen, la cual puede incidir de forma moderada desde lesiones PanIN 

tempranas a avanzadas (PanIN-IB) e ir incrementando su frecuencia de 

inactivación conforme las lesiones progresan a carcinomas invasivos 15. 

Esta se ha considerado como una mutación que repercute de forma 

significativa en el estado del PDAC, pues la pérdida de expresión de p16 

ha sido observada en el 67% de las muestras clínicas que presentan 

invasión de nódulos linfáticos y metástasis. Como una estrategia 

terapéutica, se ha sugerido la restauración del gen para controlar e inhibir, 

de esta forma, el crecimiento tumoral pancreático. 

2. Gen TP53 

Codifica para la “Proteína tumoral p53”, que se encuentra mutada en 

alrededor del 50-75% de los pacientes con PDAC 15. Se ha demostrado 

que es una mutación intragénica, en combinación con la pérdida del 

segundo alelo, resulta en la inactivación del gen TP53. Tal inactivación 

conduce a la desregulación del ciclo celular en el punto de control G1/S y 

a la alteración en la inducción de apoptosis.  

En PDAC la mutación de p53 ocurre generalmente en el dominio de 

unión a DNA. Esta mutación permite la progresión del ciclo celular, aún en 

presencia de daño al DNA, lo que conduce a la acumulación de más 

alteraciones genéticas. La inactivación de p53 ocurre en lesiones 

precursoras avanzadas (PanIN III), en las cuales hay presencia significativa 

de displasia celular. Por lo tanto, la pérdida de la función de p53 podría 

permitir el crecimiento y la supervivencia de las células con alteraciones 

carcinogénicas 9. 
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La alteración en el gen p53, acoplado a otras anormalidades genéticas, 

da lugar a una morfología distinta de los tumores pancreáticos; por ejemplo, 

la deleción de una copia del gen APC (Poliposis adenomatosa coli), un gen 

de desarrollo pancreático, junto con la deleción de p53, inducen a un 

precursor distinto del PDAC, la “Neoplasia quística mucinosa” (MCN) 15. 

Por lo que entonces, la expresión de p53 mutante se considera esencial 

para el mantenimiento del fenotipo pro-metastásico. 

3. Gen SMAD4/DPC4 

El gen SMAD4 codifica para la proteína que transduce señales 

extracelulares del factor de crecimiento transformante-beta (TGF-β) al 

núcleo, actuando como un regulador transcripcional. SMAD4 es un actor 

clave en la ruta de señalización de TGF-β, y activa la transcripción de 

factores inhibidores del ciclo celular, en particular p21 17. Por lo tanto, la 

pérdida de SMAD4 conduce a la disminución de la inhibición del 

crecimiento y a una proliferación incontrolada 18. Se ha reportado que la 

expresión SMAD4 es normal en PanINs de bajo grado (PanIN-I y PanIN-II) 

y que la inactivación se produce en la etapa tardía, en el 31% de los PanIN-

III 17. Del mismo modo, la expresión SMAD4 es normal en adenomas e 

IPMNs limítrofes, produciéndose en tan sólo un 38% de los IPMC 18. 

Se ha encontrado que en cáncer de páncreas puede ocurrir tanto la 

deleción, como la mutación de SMAD4, causando un funcionamiento 

aberrante 15. En diferentes estudios se ha propuesto a SMAD4 como un 

factor de pronóstico, pues se le ha correlacionado con la progresión 

tumoral, transición epitelio-mesénquima (EMT), fallo en la terapia y como 

consecuencia una baja sobrevivencia del paciente. Además, se cree que 

la restauración de SMAD4 conduciría a la sensibilización de las células de 

PDAC a la quimioterapia.  
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4. Homólogo de fosfatasa y tensina (PTEN) 

Este gen codifica para una fosfatasa que regula negativamente la vía 

de PI3K-AKT-mTOR, la cual promueve el crecimiento celular y la 

supervivencia. En esta vía la cinasa PI3K fosforila al lípido de membrana 

PIP-2 (fosfoinositol-4,5 bifosfato) generando PIP-3 (fosfatidil inositol-3,4,5-

trifosfato). Este lípido es capaz de reclutar a la serina-treonina cinasa AKT 

a la membrana plasmática, desencadenando una cascada intracelular que 

conduce a la activación de varios efectores como mTORc1, el cual impacta 

en el crecimiento celular. PTEN regula negativamente la vía al desfosforilar 

PIP-3, terminando de esta forma la señalización, por lo que la pérdida de 

PTEN lleva a la activación constitutiva de la cinasa AKT y sus efectores 15. 

Se ha evidenciado su deleción o pérdida de expresión en cáncer de 

páncreas, que, junto con la presencia de KRAS mutante, induce la 

activación de NF-κB. Además, se le ha correlacionado con metástasis y 

reducción en la sobrevida general de pacientes con PDAC 15.  

5. Genes BRCA1/2 

Codifican para las Breast cancer type 1/2 susceptibility protein (BRCA1, 

BRCA2). Esta proteína participa en la regulación de la transcripción y 

reparación del DNA. Los individuos que portan mutaciones en dichos genes 

tienen, aproximadamente, entre 2.2 y 3.5 veces más riesgo de desarrollar 

PDAC. Se ha estudiado la frecuencia de afección de este gen y mientras 

que en lesiones PanIN de bajo grado (PanIN-I) aún podía observase el gen 

activo, en lesiones PanIN de alto grado (PanIN-III) se reportó la inactivación 

o pérdida bialélica del gen 15. Aunado a la alteración directa de BRCA2, el 

producto del gen PALB2 (Partner and localizer of BRCA2), que participa en 

la reparación del DNA dañado al estabilizar a BRCA2, también puede 

presentar mutaciones en cáncer pancreático familiar, resultando en un 

incremento de la acumulación del DNA dañado. 
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Mecanismos epigenéticos 
 

Afortunadamente, con el conocimiento de la epigenética, se ha logrado 

una mayor comprensión de los mecanismos que favorecen la progresión del 

PDAC, y se han logrado proponer nuevas herramientas para el diagnóstico y 

el tratamiento de esta enfermedad 19
. 

Los mecanismos epigenéticos regulan el encendido y el apagado de los 

genes sin que se modifique la secuencia del DNA, los cuales son heredables 

y reversibles 20. 

Estos mecanismos epigenéticos ocurren tanto a nivel de DNA como a nivel 

de la cromatina y en conjunto constituyen el código epigenético que modula la 

expresión del genoma en diferentes tipos celulares, a través de etapas de 

desarrollo y en diversos estados de enfermedad, incluyendo el cáncer 20. A 

continuación se describirán brevemente cada uno de estos mecanismos 

epigenéticos y se detallará cómo algunos de ellos participan en la biología del 

PDAC.  

a. Metilación del DNA  

La metilación del DNA corresponde al único mecanismo epigenético que 

ocurre directamente sobre el DNA. Fue la primera modificación epigenética en 

descubrirse, observada en los dinucleótidos CpG. La metilación puede ocurrir 

tanto en los promotores, así como a lo largo del cuerpo del gen. La forma más 

conocida de la metilación del DNA se lleva a cabo por la adición covalente de 

un grupo metilo (CH3) en el C5 del anillo de la citosina, resultando en la 

formación de la 5-metilcitosina (5mC) 19. En este proceso, al igual que en otros 

mecanismos epigenéticos, también existen ciclos activos de metilación-

desmetilación. 

Cuando la metilación del DNA ocurre en promotores y elementos 

reguladores, esta tiene lugar principalmente en el surco mayor del DNA, el cuál 

es la principal región de reconocimiento por parte de maquinaria molecular que 

regula la expresión de genes, por lo que la metilación en las regiones 
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promotoras inhibe la transcripción de genes. Sin embargo, en el cuerpo del 

gen, la metilación del DNA se asocia con transcripción activa, el “splicing” y la 

elongación 19. 

Las enzimas encargadas de llevar a cabo la metilación del DNA son las 

“DNA Metiltransferasas” (DNMT) y en mamíferos se han encontrado, 

funcionalmente activas, tres de ellas, conocidas como DNMT1, DNMT3a y 

DNMT3b 19 20. La DNMT1 funciona como una metiltranferasa de 

mantenimiento y es la responsable de conservar el patrón de metilación 

durante la síntesis de la cadena complementaria del DNA. Mientras que la 

DNMT3a y DNMT3b participan en la metilación “de novo”, en particular durante 

la diferenciación y desarrollo celular. También se encuentra la DNMT3L (3-

Like), la cual no tiene una actividad enzimática, pero funciona como 

compañera de las otras DNMTs estimulando la metilación 19 20.  

La metilación es un proceso reversible, por lo que existen desmetilasas que 

llevan a cabo este proceso y se les denomina “TET” (TET1, TET2 y TET3) 19. 

Para que se lleve a cabo la reacción de metilación las DNMTs usan un 

aminoácido derivado de la metionina, llamado S-adenosilmetionina, como 

donador del grupo metilo. Debido al uso de este cofactor, y sus intermediarios, 

las reacciones de metilación están influenciados por el metabolismo y la 

ingesta nutricional, por lo que la alimentación influye indirectamente en la 

expresión génica 19. Esto es importante, en el caso del cáncer, porque se ha 

observado que en esta enfermedad los procesos metabólicos son aberrantes, 

lo cual se relaciona directamente con hiper- y/o hipometilación de distintas 

regiones del DNA. 

De todos los mecanismos epigenéticos descritos, la metilación del DNA en 

el PDAC ha sido la más estudiada, pues la metilación aberrante del DNA ha 

sido reportada tanto en PDAC como en lesiones precursoras. Estas 

observaciones sugieren fuertemente que alteraciones en el proceso de 

metilación del DNA juegan un papel importante en la iniciación y propagación 

del PDAC.  
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Las alteraciones en el proceso de metilación del DNA se pueden dividir en, 

aquellas donde existe una metilación excesiva de las islas CpG presentes en 

las regiones promotoras (hipermetilación), y otras en donde la metilación de 

las regiones promotoras es deficiente (hipometilación). Por un lado, la 

hipermetilación se ha asociado con silenciamiento génico, principalmente en 

genes supresores de tumores, mientras que la hipometilación se asocia con 

una sobreexpresión génica, afectando en su mayor parte a oncogenes 21. 

Un análisis de metilación global del genoma demostró que 

aproximadamente en el 60% de los casos de PDAC existe silenciamiento 

génico resultado de la hipermetilación en diferentes genes. Además, se ha 

considerado a la metilación aberrante como un evento temprano en el proceso 

carcinogénico, principalmente en lesiones precursoras del PDAC. Por ejemplo, 

el gen supresor CDKN2A/p16 es inactivado por hipermetilación de su promotor 

en el 15% de los casos de PDAC, lo cual favorece la progresión de la 

enfermedad 21. Por otro lado, el gen FOXA1/2, asociado con la inhibición de la 

EMT, al regular positivamente la transcripción de E-cadherina. Se ha 

demostrado que FOXA1/2 se encuentra silenciado en PDAC, por 

hipermetilación del promotor, lo cual favorece el fenotipo invasivo de la 

enfermedad 22. 

También se ha detectado alteración en el patrón de metilación del DNA en 

lesiones precursoras. Por ejemplo, en IPMNs se ha identificado 

hipermetilación en el promotor de CDKN1C/p57KIP2, cuya función es regular 

negativamente la proliferación celular 23. Además, la hipermetilación de PENK, 

un opioide endógeno, ha sido detectada en PanINs e IPMN, donde también se 

asocia con el silenciamiento de CDKN2A/p16 22. En PanIN-I se ha asociado la 

sobreexpresión de DNMT1 con el estado global de hipermetilación, por lo que 

entonces, todos estos resultados resaltan el importante papel que la 

hipermetilación juega en la progresión de las lesiones precursoras. 

Adicionalmente, ejemplos de hipometilación han sido reportados en los 

promotores de varios oncogenes en PDAC. Por ejemplo, ocurre una 
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hipometilacion en la región promotora de la mucina 4 (MUC4) que conduce a 

su sobreexpresión, lo cual promueve el crecimiento y proliferación tumoral, así 

como la resistencia a apoptosis 22.  

Todas estas evidencias, refuerzan el importante papel que la metilación del 

DNA (hipometilación e hipermetilación) tiene sobre el desarrollo del cáncer 

pancreático. 

b. Modificación post-traduccional de nucleosomas (PTMs) 

En lo que respecta a los mecanismos epigenéticos que ocurren a nivel de 

la cromatina, se encuentran las PTMs. Pero para comprender cómo la 

cromatina participa en estos mecanismos epigenéticos, necesitamos entender 

cómo se encuentra organizado el DNA en el núcleo. 

Los nucleosomas están compuestos de 147 pares de bases de DNA que 

se organizan alrededor de un octámero de histonas, el cual está constituido 

por dos moléculas de cada histona (H2A, H2B, H3 y H4). Todas las histonas 

tienen un extremo amino terminal flexible que se extienden fuera de los 

nucleosomas. De esta forma, los extremos amino-terminal de las histonas se 

vuelven accesibles para sufrir una serie de PTMs tales como: acetilación, 

metilación, fosforilación, adenosín difosfato-ribosilación, ubiquitinación y 

sumoilación. La adición de estos grupos químicos a las regiones amino-

terminal de las histonas, presentes en los nucleosomas, conducen a cambios 

en la compactación de la cromatina 19. 

 Las señales epigenéticas, conocidas como “marcas de histonas”, son 

modificaciones químicas covalentes y hasta la actualidad se han reconocido 

una gran diversidad de modificaciones. La combinación de todas estas marcas 

sirve como instrucción para regular la expresión génica. Estas PTMs pueden 

actuar individualmente o en combinación, e impactar en la transcripción de 

genes, en la inactivación del cromosoma X, en la formación de 

heterocromatina, en la mitosis y en la replicación y reparación del DNA. 
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Este concepto es fundamental porque apunta a la existencia de un código 

epigenético, un código de histonas, que es usado para interpretar 

instrucciones establecidas por las células. Sin embargo, cuando ocurren 

patrones aberrantes de las marcas de histonas esto conlleva al desarrollo de 

diversos tipos de cáncer 19. 

Dos de las PTMs más estudiadas que ocurren en las histonas son la 

metilación y la acetilación, las cuales describiremos a continuación, así como 

su participación en el desarrollo del PDAC. 

1. Metilación/Desmetilación de histonas 

La metilación de las histonas es un proceso bifuncional, pues 

dependiendo del residuo que sea metilado este puede inducir la activación 

o silenciamiento transcripcional. Esta actividad enzimática es llevada a 

cabo por enzimas denominadas “Metiltransferasas de histonas” (HMT), las 

cuales actúan sobre residuos de lisina (K) y arginina (R), presentes en el 

extremo amino terminal de las histonas. Las “Lisinas Metiltransferasas de 

Histonas” (HKMT) funcionan por agregar uno, dos o tres grupos metilo 

(Mono-, Di-, Tri-metilación) al residuo de lisina. En el caso de la metilación 

de las argininas metiltransferasas (PRMT) se caracterizan por adicionar 

grupos metilo a las argininas y esta adición, normalmente, conduce a la 

activación transcripcional 20. 

En pacientes con cáncer pancreático se ha encontrado que las HMTs 

SMYD3, MLL5, EZH2, SETD5 y WHSC1L1 están sobreexpresadas, con 

respecto a individuos sanos, por lo que se sugiere que propician un fenotipo 

cancerígeno al inducir la desregulación transcripcional 19.  

La metilación, como ya se mencionó, es también un importante 

componente del código de histonas, una de las enzimas que realiza esta 

PTM es la subunidad catalítica EZH2 del complejo represivo polycomb 

(PRC2), la cual se encuentra sobreexpresada en el PDAC. De manera 

normal el complejo PRC2 realiza la metilación de la histona H3 en la lisina 
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K27 localizada en las regiones promotoras, subsecuentemente la marca 

depositada (H3K27) por PRC2 recluta al complejo PRC1, completando el 

silenciamiento transcripcional.  

La sobreexpresión de EZH2 en PDAC conduce al silenciamiento de 

genes supresores de tumores como la E-cadherina, CDK1C, BRCA1 y 

CDKN2A. Por lo que en el caso del gen p16/CDKN2A es regulado no sólo 

por metilación del DNA en su región promotora, sino también por la 

metilación de las histonas H3 de los nucleosomas que están presentes en 

su región promotora 7 24. Adicionalmente, se ha reportado que en PDAC 

hay una relación directa entre los elevados niveles de EZH2 y la pobre 

diferenciación de las células tumorales 19. 

Al igual que la metilación del DNA la metilación de las histonas también 

es reversible, por lo que las enzimas que remueven grupos metilo se 

denominan “Desmetilasas de histonas” (HDM). Un ejemplo de estos son 

KDM2B y LSD1. En el caso de PDAC se ha observado que la 

sobreexpresión de estas HDM contribuye al desarrollo del cáncer 

pancreático. Mientras que, la pérdida de la expresión de KDM6B se asocia 

con la agresividad del PDAC 19. También, en el PDAC se ha encontrado 

que bajos niveles de marcas epigenéticas como la lisina 4 di-metilada de 

la histona H3 (H3K4me2), así como la reducción de la di-metilación de la 

lisina 9 de la histona H3 (H3K9me2), son predictores de una pobre 

supervivencia en paciente con PDAC 19. 

2. Acetilación/Desacetilación de histonas 

La acetilación de lisinas es llevada a cabo por las “Acetiltransferasas de 

histonas” (HATs), las cuales transfieren un grupo acetilo proveniente de 

una molécula de acetil-CoA hacia las lisinas (K) presentes en el extremo 

amino de las histonas, de manera histona y residuo específico. La 

acetilación de las histonas se encuentra relacionada directamente con la 

activación transcripcional y la formación de eucromatina 20. Se cree que la 

acetilación de los residuos de lisina neutraliza la carga positiva de las 
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histonas, reduciendo de esta forma la afinidad entre las histonas y el DNA, 

lo cual permite una mayor accesibilidad de los factores de transcripción. 

La actividad antagonista a las HATs la realizan las “Desacetilasas de 

histonas” (HDAC) que, como su nombre lo dice, eliminan los grupos acetilo 

de los residuos de lisina. Su eliminación conduce a que se restaure la carga 

positiva de las histonas y se reestablezca la interacción del nucleosoma 

con el DNA, reprimiendo de este modo la transcripción, lo que nuevamente 

genera una cromatina cerrada transcripcionalmente inactiva 

(Heterocromatina) 20. 

Las HDAC fueron la primera clase de enzimas modificadora de histonas 

que se encontraron desreguladas en el PDAC, principalmente las HDACs 

de la clase I como HDAC1, HDAC2, HDAC3 y HDAC8, las cuales están 

sobreexpresadas. Para el caso de las HDAC1 y HDAC2 se ha establecido 

que sus niveles elevados conducen a un tumor poco diferenciado, con 

respecto al tejido normal, disminuyendo así la supervivencia de los 

pacientes. Por otra parte, se ha encontrado que la HDAC7 se encuentra 

incrementada en muestras de pacientes con PDAC y que HDAC7 tiene 

niveles bajos en pancreatitis crónica, en cistadenoma seroso y en tumores 

papilares mucinosos intraductales. Por lo que entonces, los niveles 

elevados de la HDAC7 permiten discriminar al PDAC de otras 

enfermedades pancreáticas 19. 

Además, se ha demostrado que el silenciamiento de la E-cadherina en 

el PDAC se debe a que al promotor de este gen se le une un complejo 

represor, constituido por EMT-SnaI y dos HDACs (HDAC1 y HDAC3). La 

unión de este complejo represor conduce al silenciamiento de la E-

cadherina en el PDAC, lo que conlleva a la EMT. 

 

 

 



31 
 

c. RNAs no codificantes (ncRNAs) 

A parte de la acetilación y metilación de las histonas, los RNA no 

codificantes (ncRNAs) juegan un papel importante en regular la expresión 

génica. 

El RNA se considera como el mensajero entre el gen y la proteína 

codificada por este gen. Algunos años atrás, se encontró que la minoría de los 

RNAs transcritos, (solamente el 2%), codificaban para proteínas, y que el 98% 

al no producir proteínas se consideró como “RNA basura”. Ahora se sabe que 

este RNA basura da origen a transcritos que no codifican para proteínas, por 

lo que estos son denominados “RNA no codificantes” (ncRNAs), los cuales 

tienen una participación muy importante en regular la expresión de genes a 

nivel transcripcional y post-transcripcional. 

Con base al tamaño del transcrito, los ncRNAs pueden dividirse en 2 clases 

principales: Los ncRNAs pequeños, con un tamaño menor a 200nt (por 

ejemplo, microRNAs, siRNAs o piRNAs) y los ncRNAs largos, con tamaño 

mayor a 200nt (por ejemplo, ncRNAs intergénicos o intrónicos largos, 

pseudogenes o regiones ultraconservadas transcritas). 

1. RNAs cortos no codificantes 

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas de cadena sencilla, con una 

longitud de 20-25nt. Estos son generados como pre-miRNAs, por la RNA 

Pol II, los cuales se caracterizan por tener una estructura de “tallo-asa” 19. 

Los pre-miRNAs son procesados dentro del núcleo por el complejo Drosha-

DGCR8. Posteriormente, este precursor se transporta al citoplasma por 

acción de la exportina XPO5, donde es procesada por el complejo DICER-

AGO2-TRBP, resultando en miRNAs maduros, los cuales se acoplan al 

complejo RISC (RNA-induced silencing complex), el cual lleva a cabo los 

mecanismos de regulación. El miRNA va a hibridar de forma 

complementaria a su mRNA blanco, a través de su extremo 3’ UTR. Si la 

complementariedad es completa, se induce la escisión del mRNA. Sin 
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embargo, si la complementariedad es incompleta, sólo ocurre el secuestro 

del mRNA 19. 

De todos los RNA cortos no codificantes, los miRNAs han capturado la 

atención, ya que regulan aproximadamente el 30% del genoma que 

codifica para proteínas, incluyendo procesos celulares importantes tales 

como: el crecimiento celular, la diferenciación y la apoptosis. 

Estos miRNAs pueden funcionar en las células cancerosas como 

supresores de tumores o como oncogenes, o en algunos casos como 

ambos, teniendo la capacidad de reprogramar las vías moleculares en el 

cáncer. 

A través de líneas celulares de PDAC, muestras de tejido y sangre de 

pacientes con cáncer pancreático se han evaluado los perfiles de miRNAs 

y se compararon con muestras de individuos sanos y pacientes con 

pancreatitis crónica, buscando determinar una firma de expresión de 

miRNAs específica del PDAC. Dicho análisis reveló una firma de 7 miRNAs 

que están sobreexpresados (miR-155, miR-196, miR-21, miR-221, miR-31, 

miR-143, miR-23a) y 3 miRNAs disminuidos (miR-217, miR-148a, miR-375) 

en PDAC 19 20. Además, se encontró que alteraciones en los niveles de 

miRNAs puede modular la quimio- y/o radio-sensibilidad de células de 

PDAC. 

Los miRNAs no solo se encuentran implicados en la tumorogénesis 

pancreática, sino también juegan un papel importante en el proceso de 

metástasis. En este sentido, se ha reportado la sobreexpresión de un grupo 

de miRNAs dirigidos a EP300, una HAT, tales como: el miR-194, miR-200b, 

miR-200c y miR-429, en PDAC invasivo comparado con PDAC no invasivo 

25. También se ha observado que la sobreexpresión de los miR-224 y miR-

486 promueve la metástasis en PDAC, al dirigirse específicamente al 

transcrito de CD40, una molécula importante para la respuesta inmune 

antitumoral. 
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Por otro lado, se han reportado miRNAs con función antimetastásica en 

PDAC, por ejemplo, la expresión ectópica del miR-146a inhibe la capacidad 

invasora de las células de cáncer de páncreas, por regulación negativa del 

EGFR y de IRAK1 25. El miR-96 se ha considerado un potencial supresor 

de tumores, debido que se dirige específicamente a K-RAS. En PDAC, 

miR-96 se encuentra silenciado en comparación con tejidos normales y su 

expresión ectópica logra inducir apoptosis e inhibición de la proliferación, 

de la migración e invasión de las células cancerosas. Por su parte, los 

miembros de la familia miR-200 también se consideran posibles supresores 

de tumores 25. El miR-200 dirige el silenciamiento de ZEB1/2 (regulador 

negativo de la expresión de E-cadherina), reduciendo el potencial de EMT 

25. 

También existe asociación entre algunos miRNAs y la resistencia a la 

quimioterapia. Por ejemplo, el miR-21 se encuentra sobreexpresado en 

PDAC con mal pronóstico. Es encontrado en células cancerosas presentes 

después de la quimioterapia con Gemcitabina. En líneas celulares con 

expresión ectópica del miR-21 se observa un incremento en la proliferación 

e invasión celular, así como la inhibición de PTEN, de PDCD4 e inducción 

de la expresión del factor de crecimiento endotelial vascular y de las 

metaloproteasas de matriz 2 y 9 25. 

2. RNAs no codificantes largos (lncRNAs) 

Los RNAs no codificantes largos tienen un tamaño mayor a 200 nt de 

longitud y sufren splicing y poli-adenilación. Un subgrupo de estos lncRNA 

es los “RNAs largos no codificantes intergénicos” (lincRNAs), los cuales 

participan en el silenciamiento de genes, como es el caso de la inactivación 

de uno de los dos cromosomas X en mujeres 16. 

Los lncRNAs regulan la expresión de genes a través de 5 distintos 

mecanismos 19: 
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1. Señal: Funcionan como señales moleculares de la actividad 

transcripcional. Permiten obtener información celular espaciotemporal, 

del desarrollo y específica de estímulo, dependiendo de la activación 

transcripcional de genes específicos. 

2. Señuelo: Unen y elimina otros RNAs o proteínas reguladoras, ya que 

pueden secuestrar a distintas proteínas: Factores de transcripción, 

proteínas del “splicing”, modificadores de la cromatina; formando así 

complejos de ribonucleoproteínas, evitando de esta forma el acceso de 

dichas proteínas a su gen blanco. 

3. Guía: Conducen complejos ribonucleoproteicos hacia sus genes 

blancos, de manera específica, para que lleven a cabo su función, ya 

sea la activación o la represión. De igual forma, también pueden 

conducir a complejos modificadores de la cromatina. 

4. Andamio: Al proveer una plataforma estructural para el ensamblaje de 

proteínas y/o componentes de RNA. 

5. Potenciador: RNAs de longitud promedio de 800 nt, con aparente 

capacidad de activadores transcripcionales. 

Un ejemplo de cómo estos lncRNAs participan en el PDAC es la 

expresión de HOTAIR, un lncRNA que se asocia con el complejo represivo 

Polycomb 2 y cuya sobre expresión correlaciona con una pobre 

sobrevivencia de diversos tipos de cáncer. HOTAIR fue encontrado 

sobreexpresado en tumores pancreáticos., en especial en los más 

agresivos, ya que el “knock down” de HOTAIR resulta en una disminución 

en la proliferación celular y en la progresión alterada del ciclo celular, 

aumento de la apoptosis inducida y una reducida invasión celular 19. 

A partir de estudios de asociación del genoma completo (GWAS, por 

sus siglas en inglés) se ha sugerido a LINC00673 como un potencial 

lncRNA supresor de tumor, ya que se encuentra disminuido en muestras 

de PDAC, con respecto a muestras de tejido sano. Del mismo modo, se 

sugirió a H19 como un lncRNA con actividad oncogénica, al estar 
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sobreexpresado en PDAC y presentar una asociación con el grado del 

tumor y metástasis. Como conclusión de dichos estudios, se propusieron 4 

lncRNA como posibles marcadores de cáncer pancreático: HOTAIR, 

HOTTIP y PVT1 que se encontraban con niveles significativamente 

incrementados durante el PDAC; mientras que Linc-pint, un lncRNA 

inducido por p53, era menos abundante en tejido y plasma de pacientes 

con PDAC, en comparación con pacientes sanos y aquellos que 

presentaban otros tipos de carcinomas 20
. 

De manera similar, la sobre expresión de los lncRNAs oncogénicos 

MALAT1, HULC y PVT1 ha sido asociada con una pobre expectativa en 

sujetos con PDAC 26. Por otro lado, pacientes con elevados niveles de 

BC008363 presentaron una mayor supervivencia; así como con el lncRNA 

ENST00000480739 que se identificó como un supresor de invasión tumoral 

a partir de la regulación del factor inducible por hipoxia 1α 19. 

d. Maquinaria de remodelamiento de la cromatina 

Al contrario de lo que se había pensado durante años, la cromatina es una 

estructura enormemente dinámica. Una extensa familia de complejos 

multiproteicos capaces de alterar las interacciones entre el DNA y las histonas, 

donde dicha maquinaria requiere de ATP como fuente de energía 27. La función 

de estos complejos consiste en: a) desplazar nucleosomas a lo largo del DNA, 

b) reposicionar los nucleosomas en la misma hebra (cis) o en una hebra de 

DNA diferentes (trans) o c) intercambiar histonas canónicas por variantes de 

histonas 27. Y es a través de estos tres mecanismos, que los complejos 

remodeladores de la cromatina permiten que regiones de DNA queden 

accesibles y recluten factores de transcripción que conllevarán o no a la 

transcripción del gen en cuestión.  

Los complejos remodeladores de la cromatina han sido clasificados en 4 

grupos, de acuerdo a la subunidad de ATPasa que poseen y estos son 19: 

1. SWI/SNF, también conocida como SNF2 
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2. ISWI 

3. INO80 

4. NuRD/Mi2/CHD 

 
Si bien, todos estos complejos participan activamente en la modificación 

de la arquitectura de la cromatina, solamente se ha demostrado la 

participación del complejo SWI/SNF en el desarrollo del cáncer. 

El complejo SWI/SNF se caracteriza por activar la expresión de genes, 

como resultados de su capacidad de remodelar la cromatina. Una de las 

subunidades del complejo SWI/SNF de levaduras, denominada Snf2/Swi2, es 

una ATPasa que constituye el núcleo catalítico del complejo 19. Dos miembros 

principales de esta familia en humanos son BAF y PBAF, los cuales están 

compuestos de 12-15 subunidades que constituyen a un complejo de ~ 2 MDa 

20 28.  

El complejo SWI/SNF usa la energía de la hidrólisis del ATP para 

desestabilizar las interacciones entre el DNA y el octámero de histonas para 

remodelar la cromatina a través de la movilización de los nucleosomas por 

diferentes mecanismos: 1. Deslizando el nucleosoma a lo largo de la 

cromatina, 2. Cambiando la composición de histonas del octámero (integración 

de variantes de histonas), 3. Retirando y/o insertando (Reposicionamiento) el 

octámero de histonas en nuevos sitios de la cromatina y 4. A través de la 

pérdida parcial (H2A-H2B) o total del octámero (Figura 6) 27. Como 

consecuencia de su actividad, los complejos remodeladores de la cromatina 

permiten la regulación de la transcripción génica al crear una cromatina menos 

compacta donde pueden interactuar los factores de transcripción con el DNA, 

ya que existen evidencias de que el complejo SWI/SNF tiene como blanco a 

los nucleosomas presentes en los promotores y enhancers. 
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Además del dominio central de ATPasa, las proteínas de la familia 

SNF2 presentan otros dominios como: “Chromo”, “Bromo”, “Sant”, motivos 

“AT-hook”, etc. Estos son dominios de interacción con las histonas o con las 

PTMs presentes en las histonas, así como de interacción con el DNA y es a 

través de estos dominios que se regula la actividad del complejo SWI/SNF. 

Por ejemplo, en ausencia de histonas, los dominios chromo interaccionan con 

el dominio de ATPasa, impidiendo su asociación con el DNA y la hidrólisis del 

ATP. En presencia de histonas, la interacción del dominio chromo con el 

extremo amino terminal de la histona H4 libera el dominio catalítico, activando 

la enzima. De esta manera se evita la hidrólisis de ATP en ausencia del 

sustrato 27. 

Existen evidencias de que en diferentes tipos de cáncer ocurren 

mutaciones en algunas de las subunidades que constituyen al complejo 

SWI/SNF 19 28. 

En el cáncer pancreático, el promedio de mutaciones que ocurren en el 

complejo SWI/SNF es cercano al 20%, y se han reportado mutaciones en 

Figura 6. Actividades realizadas por el complejo remodelador de la cromatina 

SWI/SNF (SNF2) 27. 
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diversos componentes del complejo, tales como: ARID1A, ARID1B y PBRM1 

(Subunidades de unión a DNA); SMARCA2, SMARCA4, SMARCB1 

(Subunidades enzimáticas) 19 28. Al complejo SWI/SNF se le asocia una 

función de supresor de tumores, sugiriendo que de forma normal permite la 

transcripción de genes reguladores del ciclo celular y supresores de tumores, 

mientras que promueve el silenciamiento de oncogenes, todo ello al propiciar 

el reposicionamiento de los nucleosomas en las regiones reguladoras de los 

genes 20. 

e. Variantes de histonas 

El último de los mecanismos que se encuentra asociado con los 

nucleosomas, y por ende con la cromatina, es la integración de variantes de 

histonas. Como ya se explicó, existen histonas canónicas que interactúan para 

formar el octámero de histonas sobre el cuál se van a enrollar 147 pares de 

bases de DNA para formar el nucleosoma, que es la unidad básica de la 

cromatina.  

Las histonas canónicas H2A, H2B y H3, cuentan con distintas variantes 

que difieren en un número limitado de aminoácidos en su secuencia. Sin 

embargo, estas diferencias son suficientes para que alteren la estructura, 

estabilidad y dinámica del nucleosoma. (Figura 7) 29. Además, que las variantes 

de histonas pueden reemplazar a las histonas canónicas en dominios 

específicos de la cromatina para llevar a cabo funciones específicas, tales 

como: regular la transcripción, inducir la formación de hetero- o eucromatina, 

promover la segregación de los cromosomas y propiciar la reparación del DNA 

30. 

En organismos eucariontes, la deposición de las histonas canónicas está 

acoplada a la síntesis del DNA. En cambio, la incorporación de las variantes 

de histonas al DNA puede ocurrir a lo largo de todo el ciclo celular e 

independientemente de la replicación del DNA 30. 
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El reemplazo de histonas canónicas por las variantes de histonas altera la 

composición y distribución de los nucleosomas y las proteínas de unión al 

DNA, lo cual influye directamente en el panorama de la cromatina 30. Estos 

cambios permiten agregar un nuevo nivel de regulación a nivel de la cromatina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En algunas ocasiones el impacto del intercambio de una histona canónica 

por una variante de histona puede ser muy profundo. Un ejemplo de esto es la 

incorporación de la variante H3 centromérica (CENP-A) que propicia la 

formación de los centrómeros del cromosoma. En otros casos, el cambio 

puede ser sutil; por ejemplo, el remplazo por la variante H3.3, que es muy 

similar a la histona canónica y tiene un papel importante en la reparación del 

DNA y en la activación transcripcional. Otros ejemplos pueden ser las 

Figura 7. Variantes de las histonas canónicas humanas. Representación de las 

variantes de histonas H2A, H2B y H3. No se han encontrado variantes para la 

histona H4 en humanos. Variantes específicas de testículos resaltadas en morado, 

e isoformas producidas por splicing alternativo en verde claro. El porcentaje indica 

la identidad de la secuencia de aminoácidos entre la secuencia de la histona 

canónica de la histona H2A, H2B y H3 y sus variantes 29. 
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variantes de la histona H2A, que particularmente influyen en la expresión de 

genes: H2A.Z y H2A.B implicadas en el inicio de la transcripción, mientras que 

macroH2A puede ser asociada con la inmovilidad de los nucleosomas y el 

silenciamiento transcripcional. También se puede mencionar a la variante 

H2A.X, asociada a regiones del DNA donde han ocurrido rupturas de doble 

cadena, que al ser fosforilada específicamente en la serina 139 (γH2A.X) 

(Figura 7), permite el reclutamiento de la maquinaria de reparación del DNA 30. 

Por su parte, la variante H2A.Z ha sido asociada a la regulación 

transcripcional, memoria epigenética, estabilidad del genoma, segregación de 

cromosomas y formación de límites o fronteras. 31. 

Por lo que entonces, la función desregulada de las variantes de histonas 

puede contribuir al desarrollo de la carcinogénesis, por lo que se ha tratado de 

encontrarles un papel potencial como biomarcadores. Por ejemplo, en el 

cáncer de mama, vejiga, hepatocarcinoma y melanoma se ha encontrado que 

la sobreexpresión de H2AZ conduce al desarrollo de todos estos tipos de 

cánceres. Por lo que a continuación ahondaremos más en esta variante de 

histonas y como participa en el desarrollo de diferentes tipos de canceres 32. 

Histona H2A.Z y sus funciones 
 

La histona H2A.Z representa, aproximadamente, el 5-15% del total de 

las variantes de histonas de la histona canónica H2A. De todas las variantes 

de la histona H2A, H2A.Z es una de las más conservadas, ya que posee un 

60% de homología con la histona canónica H2A (Figura 7). Esta variante de 

histona ha despertado un gran interés, ya que se le ha encontrado 

particularmente presente en fracciones transcripcionalmente activas de la 

cromatina, asociándola así con la transcripción de genes constitutivos o en 

estados embriogénicos con capacidad celular pluripotencial 33. 

El intercambio de la histona H2A por la variante H2A.Z es realizado por 

complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP, tales como: 

Snf2-Related CREBP activator (SRCAP) y el complejo p400/Tip60 35 37. 
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Sin embargo, no se le puede atribuir directamente a H2A.Z el papel de 

activador de la transcripción, ya que en múltiples estudios se ha visto que para 

que H2A.Z active la transcripción de un gen requiere que el nucleosoma 

también contenga a la variante H3.3 34. Se cree que el mecanismo de acción 

de ambas variantes en un mismo nucleosoma conduce a la desestabilización 

del nucleosoma, haciendo accesible la secuencia del DNA asociada a estos 

nucleosomas, lo que permite que se unan los factores de transcripción y se 

inicie la transcripción del gen.  

También se ha visto que H2A.Z se encuentra enriquecida en las 

regiones ocupadas por las proteínas de unión a “Insulators” (CTCF). De este 

modo, H2A.Z contribuye a la prevención de la extensión de la heterocromatina 

(actividad de barrera), lo que permite delimitar los sitios donde se mantendrá 

una transcripción activa 34.  

Finalmente, se ha encontrado que, en varios tipos de cáncer, la 

sobreexpresión de la variante de histona H2A.Z modifica el perfil 

transcripcional de genes asociados al ciclo celular, la proliferación, oncogenes 

y genes supresores de tumores 32. Por lo que a continuación ahondaremos un 

poco más acerca de todas las isoformas que tiene esta variante de histona y 

su participación en el desarrollo del PDAC. 

Isoformas de la variante de histona H2A.Z  
 

Hasta el momento, se ha identificado la presencia de dos isoformas no 

alélicas de la proteína H2A.Z, la H2AFZ (también denominada H2A.Z.1) y la 

H2AFV (conocida como H2A.Z.2), las cuales sólo difieren entre sí en tres 

residuos de su secuencia peptídica. Sin embargo, a pesar de esta ligera 

variación, se considera que estas isoformas surgieron a partir de un evento de 

duplicación durante la evolución de los vertebrados y que se han sometido a 

eventos de diferenciación, por lo que no presentan un papel redundante y 

compensatorio en el funcionamiento celular. A pesar de esto, se ha identificado 

una distribución idéntica dentro de la eucromatina 34. 
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Por otro lado, análisis de niveles de transcripción de ambas isoformas 

han establecido que no existe una forma dominante, ya que ambas se 

expresan en una amplia variedad de tejidos humanos, presentándose una 

ligera variación en sus niveles de expresión dependiendo de la etapa de 

desarrollo. Por ejemplo, hay mayor expresión de ambas isoformas en tejido 

hepático durante la etapa fetal, con una consecuente disminución durante la 

etapa adulta. Así mismo, hay una mayor expresión de la isoforma H2A.Z.1 en 

tejido de cerebro, mientras que la isoforma H2A.Z.2 se encuentra 

sobreexpresada en tejido pancreático. Estos patrones de expresión 

probablemente reflejan una variación en la composición de sus regiones 

promotoras de H2A.Z.1 y H2AZ.2, que podrían explicar esta expresión 

temporal y tejido específica 34. 

En los últimos años, se ha identificado una nueva variante de la 

isoforma H2A.Z.2, generada a partir del splicing alternativo del gen que 

codifica para la histona H2A.Z.2, para dar origen a dos formas: la H2A.Z.2.1 y 

H2A.Z.2.2. El mRNA de Z.2.2 está expresado en diferentes grados en distintas 

líneas celulares humanas, aunque su mayor nivel de expresión se encontró en 

el cerebro. La isoforma H2A.Z.2.2 se encuentra dispersa en el núcleo y sólo 

una pequeña parte se encuentra incorporada a la cromatina. Esto puede 

deberse a que al producirse el splicing alternativo se altera el sitio de 

interacción que posee la histona H2A.Z.2 con la histona H2B, lo que genera 

nucleosomas mucho más inestables 37.  

La mayor variación entre la isoforma H2A.Z.2.1 y H2A.Z.2.2 se ubica en 

el extremo C-terminal de ambas proteínas como consecuencia del splicing 

alternativo 38. Lo que ha llevado a pensar que las diferencias en estructura y 

función biológica se atribuyen a este dominio (Figura 8). A pesar del avance en 

el conocimiento de las formas de la histona H2A.Z.2, aún no se logra 

establecer cuál de las dos (si H2A.Z.2.1 o H2A.Z.2.2) es la que juega el papel 

más importante en el desarrollo del cáncer. 
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H2A.Z y su asociación al cáncer 
 

En cuanto a su asociación con el cáncer, se ha demostrado que H2A.Z 

se encuentra incrementada en cáncer de mama, cáncer de próstata y cáncer 

de vejiga, donde en algunos casos, se le ha encontrado que participa en 

promover la proliferación celular 32.  

En un estudio de cohortes de pacientes con hepatocarcinoma, se 

encontró que solamente la isoforma H2A.Z.1 estaba sobreexpresada, no así 

en muestras hepáticas no-cancerosas. Se demostró que el incremento en los 

niveles de H2A.Z.1 promueve la expresión de CDK4, CDK6, la ciclina D1, 

CDK2 y suprime, simultáneamente, a los moduladores del ciclo celular p21 y 

p27, lo que conduce a que se pierda el punto de control de la fase G1 a S, lo 

que conlleva a la proliferación celular de manera descontrolada 35.  

Finalmente, se estableció que la sobreexpresión de la isoforma H2A.Z.1 

promueve un aumento en los niveles de fibronectina y disminuye la expresión 

Figura 8. Alineamiento de las isoformas de la variante de histona H2A.Z. 

Secuencia de aminoácidos de la variante de histona H2A.Z de humano. 

Alineamiento de las isoformas H2A.Z.1 con H2A.Z.2.1 y H2A.Z.2.2. Las α-hélices 

están indicadas debajo de la secuencia en recuadros blancos. Las isoformas 

H2A.Z.1 y H2A.Z.2.1 difieren en tres aminoácidos (Encerrados en rojo). La isoforma 

H2A.Z.2.2 presenta una deleción de 14aa en el extremo amino-terminal y cuenta 

con seis residuos diferentes 38. 
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de E-cadherina, lo que le proporciona a las células cancerígenas una mayor 

motilidad, invasividad y propicia la EMT 35. 

Por otra parte, se ha demostrado que ambas isoformas de la histona 

H2A.Z están altamente expresadas en melanoma, que es la forma más letal 

del cáncer de piel. En contraste al hepatocarcinoma, en el melanoma se 

demostró que H2A.Z.2 es la isoforma que participa más activamente en el 

desarrollo de este tipo de cáncer, pues se observó que BRD2 (miembro de la 

familia de las proteínas BET) interacciona a través de su bromodominio con 

los residuos de lisina acetilados de la histona H2A.Z.2 36. Una vez que se ha 

establecido la interacción BRD2-H2A.Z.2, BRD2 recluta a factores 

transcripcionales, como E2F, que inducen la expresión de la ciclina E, la ciclina 

A y otros genes que propician la proliferación celular, regulando de esta forma 

la expresión transcripcional de genes blanco de E2F (Figura 8). Para validar 

que el mecanismo es dependiente de H2A.Z.2, se usó un inhibidor de 

proteínas BET, que interrumpe esta interacción proteica, lo que condujo al 

arresto de la progresión del ciclo G1/S, fomentó la muerte por apoptosis y se 

sensibilizó a las células de melanoma a la quimioterapia (Figura 9) 36.  

 

Figura 9. Modelo del funcionamiento de H2A.Z.2-BRD2-E2F1 en células de 

melanoma. H2A.Z.2 estabiliza la acetilación de las histonas, facilitando el 

reclutamiento de BRD2 y E2F1. En tumor, promueve la expresión de genes 

reguladores del ciclo celular y la progresión 36. 
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Antecedentes directos 
 

En el caso del PDAC se ha encontrado que la metilación del DNA, PTMs 

de las histonas y microRNAs se encuentran alterados en este tipo de cáncer, 

pero se desconocía si las variantes de histonas también influían en el 

desarrollo de esta enfermedad. Por lo que, en nuestro laboratorio, se dieron a 

la tarea de identificar si existía un patrón de expresión alterado en dos 

variantes de histonas (H2A.X y H2A.Z). De estas 2 variantes se encontró un 

incremento en los niveles de la variante H2A.Z en tres líneas celulares de 

cáncer de páncreas (Capan-1, BxPC-3 y PANC-1), con respecto a la línea 

control de páncreas no transformado (hTERT-HPNE) (Figura 10A, 10B), no así 

para la variante H2A.X. Esto permitió crear la hipótesis de que la variante H2A.Z 

podría participar en la biología del PDAC al alterar la transcripción de genes 

implicados en la proliferación celular, la tumorogénesis y la quimio-resistencia 

39. 

Adicionalmente, se estudió la sobreexpresión de la variante de histona 

H2A.Z y su relación con la tumorogénesis en PDAC, al analizar 

inmunohistoquímicamente 57 biopsias de pacientes con PDAC y 17 muestras 

de páncreas normal, encontrando que los niveles de H2A.Z son hasta 3 veces 

más altos en las biopsias de pacientes con PDAC. Además de ser específica 

de PDAC, ya que, en muestras de pacientes con diabetes, pancreatitis (Aguda 

o crónica) u otro tipo de cáncer de páncreas diferentes al PDAC los niveles de 

H2A.Z son cercanos a los respectivos de las biopsias control 39. 

Finalmente, para averiguar cuál de las 3 isoformas de H2A.Z se 

encontraba alterada en PDAC se analizaron los niveles de transcripción de las 

tres variantes: H2A.Z.1, H2A.Z.2.1 y H2A.Z.2.2, por RT-qPCR en líneas 

celulares de cáncer de páncreas PANC-1 y Capan-1. Los resultados mostraron 

una clara sobreexpresión de las tres variantes, normalizadas con base en la 

línea celular de páncreas no transformada (hTERT-HPNE) (Figura 10C) 
39. Este 

hallazgo resultó ser sumamente interesante, ya que es la primera vez que se 

reporta la sobreexpresión de las tres isoformas para cualquier tipo de cáncer. 
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JUSTIFICACIÓN 

Como se mencionó anteriormente, el desarrollo del PDAC no se debe 

únicamente a alteraciones genéticas, sino que también hay una participación 

importante de mecanismos epigenéticos, que contribuyen al inició y progresión 

del PDAC. Sin embargo, de ambos mecanismos, las alteraciones genéticas 

siguen siendo las más estudiadas. En la última década se han estudiados 

algunos mecanismos epigenéticos en el PDAC como son: modificaciones post-

traduccionales de las histonas, RNAs no codificantes, tanto cortos como 

largos, y la metilación del DNA; los cuales participan tanto en el inicio como en 

la progresión de este tipo de cáncer. En contraste, nada se conoce acerca de 

la participación de las variantes de histonas en el PDAC. 

Recientemente se ha demostrado que existe una asociación entre la 

función de la variante de histona H2A.Z y la aparición de diversos tipos de 

cáncer, como son: el cáncer de colon, el cáncer de vejiga, el cáncer de 

próstata, el hepatocarcinoma y el melanoma.  

Con base en lo anterior y tomando en cuenta que la expresión de cada 

isoforma de H2A.Z parece ser órgano específica (H2A.Z.1 → 

Hepatocarcinoma, H2A.Z.2 → Melanoma), es que creemos que en el caso del 

páncreas la sobreexpresión de estas tres isoformas nos estaría sugiriendo que 

cada una de ellas contribuye en el desarrollo del PDAC y, posiblemente, de 

manera independiente.  

Por lo que entonces, para comenzar a conocer la función de cada una 

de las isoformas, consideramos de gran transcendencia realizar el estudio de 

la participación de H2AZ.1 en el desarrollo del PDAC y así determinar si esta 

isoforma es una molécula prometedora para ser empleada en la propuesta de 

estrategias que podrían ayudarnos para la terapia y/o el establecimiento de un 

diagnóstico específico, así como la generación de nuevos tratamientos contra 

el PDAC, cuya prevalencia e incidencia van en aumento. 
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HIPÓTESIS 

La isoforma H2A.Z.1 regula la expresión de genes diferentes a los que 

son regulados por la isoforma H2A.Z.2. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Estudiar la participación de la isoforma H2A.Z.1 en el desarrollo del 
adenocarcinoma ductal pancreático. 

 

Objetivos particulares 

1. Identificar la línea celular de PDAC que presente la mayor sobreexpresión 
de H2A.Z. 

 

2. Identificar los genes que son desregulados por la sobreexpresión de 
H2A.Z.1. 
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DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Identificar la participación de la isoforma H2A.Z.1 en el desarrollo del 

PDAC. El diagrama muestra la estrategia que se empleó. A) Para identificar la línea 

celular con mayor sobreexpresión de H2A.Z, se utilizaron las líneas celulares 

(PANC-1, MIA-PaCa-2 y hTERT). A partir de estas líneas celulares se midieron los 

niveles de mRNA de las isoformas de H2A.Z mediante RT-qPCR. B) Para conocer 

los genes desregulados por la sobreexpresión de H2A.Z.1, se generó una línea 

knock-down para H2A.Z.1 mediante partículas lentivirales que portan un shRNA. A 

partir del RNA total de esta línea KD-Z.1, se evaluaron los genes diferencialmente 

expresados con respecto a la línea parental PANC-1. Esta comparación se realizó 

mediante microarreglos haciendo uso del chip “Clariom D Assay, human”. Para 

validar si genes implicados en el ciclo celular, apoptosis o TEM están desregulados, 

se realizaron ensayos de WB contra proteínas características de cada proceso. 

ESTUDIAR LA PARTICIPACIÓN DE LA ISOFORMA H2A.Z.1 EN EL  
ADENOCARCINOMA DUCTAL PANCREÁTICO 

A) Identificar la línea celular de PDAC que presente la mayor sobreexpresión 
de H2A.Z.1 

B) Identificar los genes que son desregulados por la sobreexpresión de H2A.Z.1 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Líneas celulares 

Para la realización de este trabajo se utilizaron tres líneas celulares, una 

de ellas proveniente de páncreas normal y dos procedentes de cáncer 

pancreático de grado 3 de progresión. La línea celular hTERT-HPNE (ATCC® 

CRL-4023™), perteneciente a páncreas normal e inmortalizada con la 

subunidad de la telomerasa hTERT. Además, se usaron las líneas celulares 

de cáncer de páncreas PANC-1 (ATCC® CRL-1469™) y MIA-PaCa-2 (ATCC® 

CRL-1420™). Todas las líneas celulares fueron proporcionadas por el Dr. 

Miguel Ángel Vargas Mejía, profesor del Departamento de Biomedicina 

Molecular CINVESTAV. 

La línea celular hTERT-HPNE se creció en medio DMEM sin glucosa 

(Sigma D-5030), suplementado con 25% de medio M3 Base (Incell Corp 

M300F-500), 2 mM de L-Glutamina, 1.5 g/L bicarbonato de sodio, 5% de suero 

fetal bovino (SFB), 10 ng/mL de EGF recombinante humano, 5.5 mM de D-

Glucosa y 750 ng/mL de puromicina. Las líneas celulares PANC-1 y MIA-

PaCa-2 se cultivaron en medio DMEM (ATCC© 30-2002™) suplementado con 

10% de SFB. Las líneas celulares fueron sembradas en placas P-100 con 8 

mL de medio y/o botellas de 75 cm2 con 10 mL de medio, incubadas en una 

atmósfera húmeda, con CO2 al 5% y a una temperatura de 37 °C hasta 

alcanzar una confluencia del 80 al 90%. 

Subcultivo celular 

 Para realizar el subcultivo celular, así como para obtener una 

suspensión celular de trabajo se procedió de la siguiente manera. Una vez 

alcanzada la confluencia del 80 al 90%, se eliminó el medio de cultivo y se lavó 

la monocapa celular con 4 mL de PBS 1X estéril (137 Mm de NaCl, 27 mM de 

KCl, 10 mM de Na2HPO4, 1.8 mM de KH2PO4), para remover las trazas del 

medio de cultivo. Posteriormente, se agregaron 2 mL de una solución de 

Tripsina-EDTA (BIOWEST L0931-500) y se incubó a 37 °C durante 5 minutos. 

Una vez que la monocapa se desprendió, se agregaron 5 mL del medio de 
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cultivo (suplementado con SFB), correspondiente para cada línea celular con 

el fin de inactivar la acción de la tripsina. La suspensión celular se centrifugó a 

1000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente para obtener el botón 

celular. Para la realización del subcultivo celular, se descartó el sobrenadante 

y el botón de células se resuspendió en 1 mL de medio de cultivo fresco, para 

finalmente distribuir de manera equitativa en placas de cultivo con medio 

fresco (Aproximadamente 4 placas con 10x105 células por placa). 

Extracción de RNA total 

 Para determinar qué isoformas de H2A.Z se encuentran 

sobreexpresadas, se realizó la extracción de RNA total usando el método de 

TRIZOL, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Tras haber 

alcanzado la confluencia esperada (~ 80 al 90%), a la monocapa de células se 

le retiró el medio DMEM y se le realizó un lavado con 4 mL de buffer PBS 1X. 

Posteriormente, a la misma caja se le adicionó 1mL de Trizol (Invitrogen™, 

12034977), las células se lisaron por pipeteo y la muestra se incubó con 

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de 

incubación, se recuperó el homogenizado (células + Trizol) en un tubo 

eppendorf, se le agregaron 0.2mL de cloroformo, por cada 1mL de Trizol, y se 

sometió a vortex durante 15 segundos. La muestra se incubó a temperatura 

ambiente durante 2-3 minutos y, finalmente, se centrifugó a 12,000g a 4°C 

durante 30 minutos. Se recuperó la fase acuosa (fase incolora), que contiene 

el RNA, y se transfirió a un tubo nuevo. El RNA se precipitó al adicionar 0.5mL 

de isopropanol por cada 1mL de Trizol usado. La muestra se incubó durante 

toda la noche a 4°C. Al día siguiente, se centrifugó a 12,000g a 4°C durante 

30 minutos para empastillar el RNA. El botón que contiene el RNA se lavó 

suavemente agregando 1mL de etanol 70-80% por cada 1mL de Trizol usado. 

La muestra se centrifugó durante 10 minutos a 12,000ɡ a 4°C y se retiró el 

sobrenadante. El botón se secó brevemente al aire y se resuspendió en agua 

DEPC. 
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Cuantificación del RNA 

Una vez resuspendido el RNA, se determinó su concentración por 

espectrofotometría. Para esto, se tomó 1μL de RNA y se realizó una medición 

de la absorbancia a longitudes de onda de 260nm y 280nm para determinar 

su pureza y concentración. La muestra de RNA con una buena pureza deberá 

tener una relación 260/280 por encima de 1.8. Las mediciones se realizaron 

en el Eppendorf BioSpectrometer, el cual es capaz de determinar los ng/μL de 

RNA presentes en la muestra. 

Análisis de la integridad del RNA 

Para verificar la integridad del RNA, la muestra se corrió en un gel 

desnaturalizante de agarosa al 1.2%, de acuerdo con el protocolo descrito por 

Sue K. 41. Dicho protocolo se basa en utilizar formamida, la cual es capaz de 

romper los enlaces de puente de hidrógeno entre los nucleótidos del RNA y 

evitar que este forme estructuras secundarias. De esta manera se propicia la 

separación del RNA monocatenario. 

Para preparar el gel de agarosa, se pesaron 0.36g de agarosa UltraPure 

(Invitrogen, 15510-019), los cuales se disolvieron en 30mL de buffer TBE 1X 

(89 Mm Tris-ácido bórico, 2 mM EDTA pH 8.0), el cual fue preparado con agua 

DEPC. Por separado, para generar las condiciones desnaturalizantes se 

pesaron 17mg de tiocianato de guanidina, los cuales se disolvieron en 200 μL 

de agua DEPC. Una vez que la agarosa alcanzó una temperatura de 55 °C, se 

le agregó el tiocianato de guanidina y la agarosa se dejó polimerizar durante 

al menos 30 minutos antes de correr las muestras. 

Por otra parte, 3μg de RNA se mezclaron con un volumen igual de 

formamida (Invitrogen, 15515-026) (Relación 1:1). La muestra se calentó a 65 

°C durante 2 minutos y se centrifugó a 12,000rpm por 1 minuto. Finalmente, la 

muestra se cargó en los pocillos gel de agarosa y en un pocillo libre se agregó 

buffer de carga para poder seguir la migración de las muestras en el gel. El gel 

se corrió en una cámara de electroforesis (Bio-Rad), usando TBE 1X/DEPC 
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como buffer de corrida hasta cubrir el gel, a 110 Volts durante 15 minutos y 

posteriormente a 80 Volts hasta que la muestra haya migrado ¾ del gel. El gel 

se tiñó en una solución de bromuro de etidio (1μL de bromuro 0.5-1 µg/mL por 

cada 10mL de buffer TBE 1X) durante 10 minutos. Finalmente, el gel se 

observó en el transiluminador. 

Tratamiento con DNasa 

Una vez obtenido el RNA total, se hizo un tratamiento con la enzima 

Ambion DNAseI (RNase-free) (Invitrogen™, AM2222) para eliminar las trazas 

de DNA contaminante que pudiera contener la preparación de RNA. 4μg de 

RNA total se ajustaron a 43 μL con agua DEPC, se trataron con 5μL de buffer 

10X DNasa I y 2μL de DNasa I libre de RNasa (2U/μL). La mezcla se incubó 

por 30 minutos a 37 °C. Tras este periodo, se agregó 1μL más de DNasa I libre 

de RNasa y se incubó en las mismas condiciones. Posteriormente, con el fin 

de eliminar el DNA de la preparación, a la mezcla se le agregaron 5.5μL de 

perlas inactivadoras de DNasa y se incubó a temperatura ambiente por 5 

minutos con agitación leve. La mezcla se centrifugó a 1000ɡ por 1 minuto a 

4°C y se recuperó el sobrenadante, el cual contiene el RNA. El sobrenadante, 

que contiene el RNA libre de DNA, se cuantificó. 

RT-PCR/Síntesis de cDNA 

Para la generación del cDNA necesario para las reacciones de RT-qPCR 

se realizaron los siguientes pasos. A partir de 1.5 μg de RNA tratado con 

DNasa I, se agregaron 1.5 μL de oligo-dT 0.5 μg/μL, 1 μL de dNTPs 25 mM y 

se incubó a 70°C durante 5 minutos. Después de este tiempo el vial se colocó 

inmediatamente en hielo. Posteriormente, a esta muestra se le agregaron 

2.5μL de DTT 0.1 M como agente reductor para eliminar las estructuras 

secundarias del RNA, 8 μL de Buffer 5X y se aforó a un volumen final de 40μL 

con agua DEPC. Esta mezcla se incubó a 42°C por 2 minutos. Para sintetizar 

el cDNA, se agregó 1μL de enzima SuperScript II (Invitrogen™, 18064014) y 

se incubó la mezcla de reacción a 42°C durante 90 minutos y posteriormente 
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a 70°C durante 5 minutos para inactivar la enzima. Finalmente, el cDNA se 

cuantificó y se guardó a -20°C hasta su posterior uso. 

qPCR 

Sintetizado el cDNA, este fue empleado como templado para determinar 

los niveles de expresión de las isoformas de H2A.Z en las líneas celulares de 

PDAC, empleando oligonucleótidos específicos para esta isoforma Figura 12. 

Como control positivo se amplificó el cDNA de un gen constitutivo que codifica 

para la enzima “gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa” (GAPDH). Tabla II.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla II. Secuencia de los oligonucleótidos para determinar los niveles de expresión de 

las isoformas de H2A.Z mediante RT-qPCR. 
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Los ensayos de RT-qPCR se realizaron utilizando la POWER SYBR® 

Green PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems™, 4367659). Para cada 

reacción se utilizó 1μL de cDNA (100ng/μL), 0.5μL de oligonucleótidos 10 mM, 

5μL de Power SYBR® Green PCR Master Mix 2X y 3.5μL de agua. Se 

realizaron 3 réplicas por corrida y 3 ensayos independientes para tener una 

significancia estadística. Las condiciones de corrida fueron: 95 ºC por 10 

minutos para activar la enzima, 35 ciclos de 95 ºC por 30 segundos, 60 ºC por 

30 segundos y 72 ºC por 5 minutos. 

 

 

 

Figura 12. Sitios de reconocimiento de los oligonucleótidos para la RT-Qpcr de las 

isoformas de H2A.Z. Representación esquemática de las isoformas de H2A.Z y de la 

localización de los oligonucleótidos que se emplearon para determinar la expresión de las 

3 isoformas de H2A.Z en las líneas celulares de PDAC mediante RT-qPCR. Se muestra la 

estructura exón/intrón de los genes H2AFZ y H2AFV. Las líneas tojas muestran los 

oligonucleótidos utilizados para los ensayos de RT-qPCR. F (Forward). R (Reverse). 
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Generación de líneas celulares knock down  

Se generaron líneas celulares knock-down para la isoforma de H2A.Z.1, y 

para GAPDH como control, en la línea celular PANC-1 mediante la 

transfección de short hairpin “shRNA”, por emplear un sistema lentiviral. 

Para diseñar los shRNA candidatos para la isoforma de H2A.Z.2.2 se siguió 

el protocolo reportado por Reynolds A. 42. Para el diseño de la cadena sentido, 

hay dos aspectos que se deben tomar en cuenta: 1. La termodinámica entre 

la estructura de la cadena sentido del shRNA y el complejo RISC, la cual debe 

ser favorecedora para el reconocimiento entre ambas moléculas; 2. La 

secuencia nucleotídica de la cadena sentido.  

Para obtener una termodinámica apropiada se deben cumplir tres criterios: 

1. La cadena sentido debe de contener entre un 30% y un 52% de contenido 

G/C; 2. Los nucleótidos de la posición 15 a la 19 deben de ser en su mayoría 

A/U y 3. La Tm deber ser menor a 20°C. Del mismo modo, se deben cumplir 

cinco criterios asociados a la secuencia: 1. La cadena sentido debe tener una 

“A” en la posición 3; 2. Tener una “A” en la posición 19; 3. Tener una “U” en la 

posición 10; 4. No tener “G/C” en la posición 19; 5. No tener una “G” en la 

posición 13. Estos ocho preceptos garantizan una correcta capacidad de 

interferir la traducción del mRNA.42  43 

Posterior al diseño de la cadena sentido, es necesario agregar la secuencia 

loop, la cual favorece la formación del shRNA. La secuencia loop empleada se 

basó en la reportada por Brummelkamp43, cuya secuencia nucleotídica es 5’-

TTCAAGAGA-3’. Enseguida de la secuencia loop debe agregarse la secuencia 

antisentido y, finalmente, una secuencia terminadora de la transcripción 

(Específica para la RNA polimerasa III), la cual fue 5’-TTTTTTGGAAA-3’ Tabla 

III, Figura 13A/13B.  
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Figura 13. Estructura de los shRNA diseñados en este proyecto. Esquema que muestra la 

organización estructural de los shRNA. En cajas rojas representan las secuencias sentido y 

antisentido. La secuencia sentido es la que se une directamente al mRNA favoreciendo su 

degradación por el complejo RISC. La caja amarilla muestra la secuencia loop. La caja verde 

representa la secuencia terminadora de la transcripción para la RNA pol III. La caja negra 

presente en el extremo 5’ corresponde a una T la cual es necesaria para recuperar la 

posición -1 del promotor U6, presente en el vector pLL3.7 en el cual se clonarán los shRNA. 

Tabla III. Secuencia del shRNA diseñado para hibridar específicamente con el mRNA de 

la isoforma H2A.Z.1. 
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“Annealing” de oligonucleótidos y clonación del shRNA en el plásmido 

pLL3.7-puro 

Los shRNA fueron clonados río abajo del promotor U6 presente en el 

plásmido pLL3.7-puro, en los sitios de restricción Hpa I y Xho Figura 14. Con 

este paso obtuvimos el plásmido pLL3.7-puro-H2AZ.1 con las secuencias de 

los shRNAs bajo el control del promotor U6 44. El protocolo se describirá a 

detalle a continuación. 

 

Figura 14. Estructura del plásmido pLL3.7-puro. En este esquema se muestra la 

estructura del plásmido pLL3.7-puro, en el cual fueron clonados los shRNA. El 

promotor U6 dirige la producción de los shRNA, los cuales se clonaron entre los 

sitios únicos Hpa I y Xho I. En la imagen se muestran las regiones en la cual 

interaccionan los oligonucleótidos que fueron utilizados para la verificación de la 

inserción de las secuencias shRNA. 
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Los oligonucleótidos correspondientes a los shRNA fueron hibridados 

en una proporción 1:1 (60pmol/uL de cada oligonucleótido), en buffer de 

alineamiento (100 mM K-acetato, 30 mM HEPES-KOH pH 7.4, 2 mM Mg-

acetato), a 95 ºC por 4 minutos, seguidos de una incubación a 70 ºC por 10 

minutos. Transcurrido este tiempo, se dejó la suspensión a temperatura 

ambiente por al menos 3 horas, con el fin de permitir que los oligonucleótidos 

hibridaran perfectamente. 

A continuación, el plásmido pLL3.7-puro fue linealizado con las enzimas 

de restricción XhoI y HpaI. Para esto, se digirieron 5 μg del plásmido pLL3.7-

puro con 25 U y 50 U de las enzimas de restricción HpaI y XhoI, 

respectivamente, en buffer NEBuffer™ 4 a 37ºC por 2 horas. Después de este 

tratamiento se recomienda incubar el plásmido con 15 U/μL de la fosfatasa 

CIP, para desfosforilar los sitios de corte y de esta manera evitar la auto-

ligación del mismo.  

Una vez que contamos con el plásmido linealizado, este se corrió en un 

gel preparativo de agarosa al 0.8% durante ~2 horas a 120 volts. Al terminar 

de correr el gel deben de poderse identificar 3 bandas: el plásmido linealizado, 

el plásmido enrollado y el plásmido super enrollado. El fragmento linealizado 

se purificó mediante el kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo 

Research, D4001), por lo que se cortó el fragmento del gel de agarosa donde 

se encuentra el plásmido linealizado y se transfirió a un tubo eppendorf de 1.5 

mL. Al tubo se agregaron 300 µL del ADB buffer por cada 100 mg de agarosa 

y la muestra se incubó a 65 °C por 10 minutos, agitando el tubo cada 2 minutos. 

La solución que contiene la agarosa disuelta se transfirió a una Zymo-spin™ 

Column, la cual debe de estar dentro de un tubo colector. La columna se 

centrifugó por 60 segundos a máxima velocidad (13,400 rpm), se tomó el 

sobrenadante y este se pasó por la columna dos veces más. A la columna se 

añadieron 200 µL del DNA Wash Buffer y se centrifugó por 1 minuto a máxima 

velocidad, se descartó el sobrenadante y se repitió el paso de lavado. Se 

cambió la columna a un tubo nuevo, se le agregaron 20 µL de agua al centro 
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de la columna, el tubo se calentó a 65 °C por 3 minutos y se centrifugó a 10,400 

rpm para recuperar el DNA. Finalmente, se repitió el paso de elución, pero 

agregando 10 µL de H2O. Una vez que se concluyó la purificación y se tiene 

los dos productos de elución, se estimó la concentración de los mismos 

mediante el equipo Eppendorf BioSpectrometer.    

Una vez que se conoce la concentración del inserto y vector, se procede a 

ligar los fragmentos, para lo que se utilizaron concentraciones 3:1 de los 

shRNA con respecto al vector linealizado. Esta ligación se incubó a 16 °C toda 

la noche y al día siguiente fue empleada para transformar las cepas de 

Escherichia coli XL10 Gold. Para verificar la correcta construcción del vector y 

la transformación realizamos PCR de la colonia, por emplear los primer M13 

forward (5´-3´: ggaaactcaccctaactgtaaag) y M13 primer reverse (5´-3´: 

cgcttaagcttggaaccc), esto nos permitió identificar qué colonia de bacteria 

contiene nuestra construcción de interés. Una vez identificada la colonia se 

obtuvo el plásmido, el cual fue digerido con las enzimas Nhe I y Xba I con el 

propósito de liberar el inserto clonado. Adicionalmente se secuenció el 

plásmido para corroborar que las secuencias de los shRNA sean correctas y 

que no hayan sufrido cambios de bases que puedan alterar el reconocimiento 

de su mRNA blanco.  

Realización de la MAXI-PREP 

Una vez corroborado esto último, se procedió a realizar una maxi-prep a 

partir del QIAGEN Plasmid Maxi Kit (25) (QIAGEN, 12163) para recuperar el 

DNA plasmídico en grandes cantidades. Se seleccionó una colonia de las 

colonias que tenían el vector con la secuencia del shRNA y a partir de ella se 

inocularon 500 mL de medio LB-Ampicilina 0.1 mg/mL y se incubaron a 37 °C 

por 16 horas en agitación vigorosa (Aproximadamente 250 rpm). Transcurrido 

el tiempo de incubación, el medio se centrifugó a 6000 g por 15 minutos a 4 

°C y la pastilla de bacterias se resuspendió en 10 mL de Buffer P1 (Al cual 

previamente se le agregó RNasa A y el reactivo LyseBlue). Se agregaron 10 

mL del Buffer de lisis P2, se mezcló invirtiendo el tubo de 4-6 veces y se incubó 
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a temperatura ambiente por 5 minutos. La suspensión celular debe de tornarse 

de color azul una vez que se le agregue el buffer de lisis y mezclarse hasta 

que se alcance una coloración homogénea. Posteriormente, se agregaron 10 

mL de Buffer P3 pre-enfriado, la suspensión se mezcló por inversión de 4-6 

veces hasta que desapareció el color azul y se incubó en hielo por 20 minutos. 

El tubo se centrifugó a 20,000 g por 30 minutos a 4 °C y se recuperó el 

sobrenadante que contiene el DNA plasmídico, se repitió la centrifugación del 

sobrenadante centrifugando ahora sólo por 15 minutos y se recuperó el 

sobrenadante. Se equilibró una columna QIAGEN-tip 500 agregando 10 mL 

de Buffer QBT y se dejó que la columna se vaciara por gravedad. Una vez 

equilibrada, se agregó el sobrenadante a la columna y se dejó eluir por 

gravedad. La columna se lavó por duplicado agregando 30 mL de Buffer QC y 

finalmente se eluyó el DNA agregando a la columna 15 mL del Buffer QF. El 

DNA se precipitó agregando 10.5 mL (0.7 volúmenes) de isopropanol, se 

mezcló, centrifugó inmediatamente a 15,000 g por 30 minutos a 4 °C y de 

decantó el sobrenadante. La pastilla de DNA se lavó con 5 mL de etanol 70%, 

se centrifugó a 15,000 g por 10 minutos y se decantó el sobrenadante. 

Finalmente, la pastilla se dejó secar al aire por 5-10 minutos y se resuspendió 

en agua libre de nucleasas. Se estimó la concentración del DNA plasmídico 

mediante el equipo Eppendorf BioSpectrometer. 

Obtención de partículas lentivirales 

El DNA plasmídico se empleó para co-transfectar a las células 

embrionarias de riñón humano HEK293, para lo que previamente se habrán 

crecido 6x106 células HEK293 en cajas de 6 pozos 24 horas antes de la 

transfección. Para realizar la co-transfección se utilizarán 20 μg del vector 

pLL3.7_shRNA, junto con otros tres plásmidos (10 μg del plásmido de 

expresión RRE, 10 μg del plásmido de expresión REV y 10 μg del plásmido de 

expresión PMD.G), los cuales se encargarán de generar las proteínas 

estructurales de los lentivirus 45. 
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Todos estos plásmidos se resuspendieron en 400 uL de CaCl2 al 1.5 M, 2 

mL de buffer HeBS 2X (Dextrosa 12 mM, HEPES 50 mM, KCl 10 mM, NaCl 

280 mM, Na2HPO4•2H2O 1.5 mM). Esta suspensión se agregó por goteo a la 

caja de cultivo que contiene a las células HEK293. Hecho lo anterior, se 

incubaron las células durante 6 horas a 37 ºC, para posteriormente retirar el 

medio de cultivo y lavar con PBS 1X estéril. Se agregó medio nuevo a las 

células y se incubaron a 37 ºC por 48 horas. Después de la transfección, se 

recuperó el sobrenadante, que contiene las partículas lentivirales, y se 

centrifugó a 4500 rpm durante 7 minutos a 4 ºC. Posteriormente el 

sobrenadante (el cual contiene las partículas virales), se guardó a -80 ºC. 

Para la concentración de las partículas virales, se centrifugó el 

sobrenadante de las 48 horas en una ultracentrífuga a 27000 rpm durante 90 

minutos a 4 ºC. Después de este paso, el sobrenadante se decantó y al tubo 

se le agregaron 100 uL de PBS estéril frio, procurando lavar todas las paredes. 

Esta suspensión se incubó a 4 ºC durante toda la noche. Al día siguiente, se 

resuspendieron los virus y se realizaron alícuotas en volúmenes de 20 μL, los 

cuales se guardaron a -80 ºC. 

El título del virus se determinó para realizar la transducción en la línea 

celular PANC-1. Para esto fue necesario crecer 4×105 células HEK293/pozo 

en placas de 6 pozos. Adicionalmente, se agregaron 8 μg/mL polybrene (El 

cual mejora la infección retroviral de 100 a 1000 veces). Las células se dejaron 

incubar con las partículas virales a 37 °C toda la noche. Al día siguiente fue 

reemplazado el medio por medio fresco y se incubaron 24 horas más para 

permitir la infección de las células. Después de este periodo de incubación, se 

despegaron las células y se analizó por citometría de flujo la expresión de 

EGFP para estimar el porcentaje de EGFP positivas, el cual corresponderá al 

porcentaje de células infectadas. Con estos datos se obtuvo el título viral para 

infectar la línea PANC-1 y poder obtener un alto porcentaje de infección con 

las partículas virales cargando él shRNA_H2A.Z.1. 
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Transducción de células PANC-1  

Para esto es necesario crecer 10x106 células en placas de 6 pozos 

(considerar 1 pozo por construcción, 1 pozo por control de vector vacío, más 

un pozo como control de células no infectadas). Se realizaron tres diluciones 

del virus (1:100, 1:1000 y 1:10000). Adicionalmente se debe agregar polybrene 

a una concentración final de 8 ug/mL. Las células se dejaron incubar con las 

partículas virales a 37 ºC por 2 o 3 días para permitir la expresión 

Posteriormente, para generar las líneas celulares knock-down estables, se 

realizó la selección con puromicina (1 µg/mL) durante 3 semanas, lo cual 

permitió mantener sólo a las células que integraron la secuencia del vector 

pLL3.7-puro. Una vez que se obtuvieron las células estables con el RNA 

interferente, se procedió a evaluar a nivel de RNA, por RT-qPCR, si hubo una 

disminución del mensajero de H2A.Z.1. Como control negativo, células PANC-

1 fueron transducidas con partículas lentivirales acarreando un shRNA contra 

GAPDH, un gen no relacionado. 

Obtención de clonas knock down para H2A.Z.1 por dilución limitada 

Una vez que se corroboró que tenemos una población de células knock-

down para H2A.Z.1, se procedió a obtener clonas por dilución limitada. Para 

esto, 200 células de la línea celular que tiene el knock-down para H2A.Z.1, se 

resuspendieron en 20mL de medio de cultivo y 200 μL de esta mezcla se 

colocaron en cada pocillo de una caja de cultivo de 96 pozo. Se cultivaron a 

37°C y dos semanas después, con la ayuda del microscopio, se observó la 

presencia de las clonas. Éstas se recuperaron y se crecieron para 

caracterizarlas. Con las clonas que se obtuvieron, se repitieron los ensayos de 

qRT-PCR para elegir la o las clonas que mantuvieron el fenotipo knock-down 

para la isoforma H2A.Z.1. 

Cinética de crecimiento 

 Para evaluar la proliferación de las líneas celulares (PANC-1, PANC-

1/KD-Z.1, PANC-1/KD-GAPDH) se contaron las células en una cámara de 
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Neubauer. Brevemente, se sembraron 5X103 células en placas de 24 pozos y 

se incubaron por 5 días. Cada 24 horas las células se recuperaron por 

tripsinización y se tiñeron con azul tripano (0.4% de azul tripano en PBS).  

Ensayo clonogénico 

 Para respaldar los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento, 

200 células fueron sembradas en placas de 6 pozos y se les dejó crecer por 2 

semanas. Las células se lavaron con 2 mL de PBS 1X por 5 minutos en 

agitación, se fijaron en paraformaldehído al 4% (4 g de paraformaldehído, 25 

mL de PBS 1X, ajustar a pH 7.4 con NaOH 10 N, aforar a 100 mL con agua 

bidestilada) por 10 minutos a temperatura ambiente y se lavaron las células 

tres veces con PBS 1X por 2 minutos con agitación a temperatura ambiente. 

El buffer se eliminó por inversión y se colocó la caja sobre el papel 

absorbente/Whatman. Posterior al secado, las células se tiñeron con 500 µL 

de cristal violeta al 0.5% (0.25 g de cristal violeta, 10 mL de metanol, 40 mL de 

agua) por 40 minutos a temperatura ambiente con agitación. Transcurrido este 

tiempo, las células se lavaron cuatro veces con PBS 1X por 2 minutos con 

agitación a temperatura ambiente, se eliminó el buffer por inversión y la placa 

se colocó sobre el papel filtro. A la placa se le quitó la tapa y se dejó secar al 

aire por al menos 2 horas a temperatura ambiente (Se recomienda dejar secar 

hasta 24 horas). En este punto se pudo observar la diferencia en el número de 

clonas presentes en los cultivos de la línea PANC-1 con respecto a las líneas 

Knock-down. A continuación, el cristal violeta que se mantuvo dentro de las 

células fue solubilizado al agregar 200 µL de la solución “Isopropanol ácido” 

(40 mM HCl, 0.1% NP-40, isopropanol) y se incubó la placa por 20 minutos a 

temperatura ambiente en agitación. La cantidad de cristal violeta se cuantificó 

al medir su absorbancia a 590 nm. 

Ensayo metabólico 

 Para demostrar que nuestras células se mantienen viables y con 

actividad metabólica, el reactivo Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol (MTT) (Sigma, M5655) fue usado siguiendo las instrucciones del 
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fabricante (Solución 5 mg/mL de MTT en agua). Brevemente, 1000 

células/pozo fueron sembradas en una placa de 96 pozos e incubadas por 5 

días. Cada 24 horas la actividad metabólica fue determinada al agregar a las 

células 10 µL del reactivo de MTT por 4 horas a 37 °C. Después, se agregaron 

100 µL del reactivo detergente (40 mM HCl, 0.1% NP-40, isopropanol) y la 

placa se incubó en oscuridad durante toda la noche. Al día siguiente, se midió 

la absorbancia a 570 nm en el equipo Tecan GENios Microplate Reader. 

Incorporación de BrdU y análisis de ciclo celular 

 Para determinar si existe alguna alteración en la replicación del DNA y 

en la progresión de alguna fase del ciclo celular, se sembraron 80x103 células 

en placas de 6 pozos y se incubaron por 24 horas (O hasta haber alcanzado 

~50% de confluencia). Transcurrido este tiempo, se retiró el medio completo a 

las células y se les agregó medio DMEM sin SFB por 24 horas, con el propósito 

de sincronizar las células en la misma fase del ciclo celular. Posteriormente, 

se les cambió el medio sin suero a medio completo de nuevo y se evaluaron 

las células a 0, 24, 72 y 120 horas, incubándolas durante estos intervalos de 

tiempo a 37 °C. Para evaluar la alteración en la replicación, concluido el tiempo 

de incubación las células se lavaron con PBS 1X, se les agregó medio DMEM 

completo con BrdU (Sigma, B9285) a una concentración final de 10 µM y se 

incubaron por 30 minutos a 37 °C. Las células se lavaron con PBS 1X, se 

tripsinizaron y se fijaron con etanol frío al 70% por al menos 30 minutos. A 

continuación, las células se incubaron con una solución 2N de HCl, 0.5% de 

Tritón X-100 durante 30 minutos a temperatura ambiente en rotación. Esta 

solución permitirá que la doble hebra del DNA de las células se desnaturalice 

y así los anticuerpos tengan acceso a las bases nitrogenadas. Al final de la 

incubación, las células se lavaron con PBS 1X y luego se resuspendieron en 

una solución 0.1M N2B2O7 pH 8.5 por 2 horas a temperatura ambiente y se 

lavaron con PBS 1X. Las células se incubaron con la solución de bloqueo (1% 

BSA, 0.05% Tween 20, PBS 1X) por 30 minutos. Transcurrido este tiempo, las 

células fueron incubadas con el anticuerpo anti-BrdU (BD Pharmingen, 
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555627) en relación 1:100 a 4 °C durante toda la noche. Al día siguiente, las 

células se lavaron con PBS 1X/BSA 1% y se incubaron con el anticuerpo 

secundaron anti-ratón-FITC en relación 1:200 por 2 horas a 4 °C en oscuridad. 

Las células se lavaron con PBS 1X, se resuspendieron en PBS 1X con 0.025 

µg/µL de RNasa A y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. 

Finalmente, las células se lavaron con PBS 1Xy se resuspendieron en PBS 

con yoduro de propidio 2.5 µg/mL. Al concluir, las células se leyeron en el 

citómetro BD LSRII Fortessa. El análisis de los datos fue realizado en el 

programa FlowJo v10. 

Western Blots 

 Para determinar el nivel de alguna proteína (Incluyendo variante de 

histonas), se realizaron ensayos de western blot (WB) empleando 

electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil-sulfato de sodio (SDS-

PAGE) de acuerdo con la técnica descrita por Laemmli 46. 

Se prepararon geles SDS-PAGE a una concentración del 12% para 

migrar los extractos totales. Para la preparación del gel separador al 12% se 

agregaron 2 mL de una solución de acrilamida:bisacrilamida (30:0.08), 1.87 

mL de Tris buffer pH 8.8, 50 μL de una solución de SDS al 10% y 1 mL de 

agua. Para la polimerización se agregaron 40 μL de persulfato de amonio 

(PSA) al 10% y 8.3 μL de tetrametiletilendiamina (TEMED). Una vez formado 

el gel separador, se preparó el gel concentrador al 5% empleando 390 μL de 

una solución de acrilamida:bisacrilamida (30:0.08), 370 μL de Tris buffer pH 

6.8, 30 μL de SDS al 10%. Para la polimerización se agregaron 30 μL de PSA 

al 10% y 1.5 μL de TEMED. 

 Para la preparación de las muestras, Brevemente, el botón celular se 

resuspendió en buffer PBS 1X en una proporción 1:10 con respecto al volumen 

del botón. Para evitar la degradación de las proteínas por acción de las 

proteasas, se agregó el inhibidor de proteasas cOmplete™, EDTA-free 

Protease Inhibitor Cocktail (ROCHE, 1187358000). se utilizó buffer Laemmli 

(SDS al 4%, Glicerol al 20%, 2-mercaptoetanol al 10%, azul de bromofenol al 
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0.004%, 0.125 M de Tris pH 6.8), el cual se agregó en una relación 4:1 con 

respecto a la muestra, se calentó a 95 °C durante 5 minutos y se centrifugó a 

14,000 rpm durante 15 minutos para remover los detritus celulares y el 

sobrenadante se transfirió a un vial nuevo. Finalmente, se cargaron 50 μg de 

proteína en cada pozo y se corrieron a 120 Volts. Para su almacenamiento, 

los viales se guardaron a -80 °C hasta su uso. 

 Para la transferencia de las proteínas a analizar a un soporte sólido se 

utilizó la membrana de nitrocelulosa Amersham Hybond ECL Nitrocellulose 

Membrane (GE Healthcare RPN303D) y buffer de transferencia (25 mM de 

Tris, 190 nM de glicina, metanol al 20%) 47. Para preparar el casete de 

transferencia se colocó el soporte de la cámara, seguido de una esponja, tres 

piezas de papel Whatman, el gel con las proteínas resueltas, la membrana de 

nitrocelulosa, tres piezas de papel whatman y finalmente una esponja. El 

casete se cerró perfectamente, evitando la formación de burbujas entre el gel 

y la membrana de nitrocelulosa, y se colocó dentro de la cámara de 

transferencia, dentro de la cual se colocó un bloque de hielo para evitar el 

sobrecalentamiento del buffer y, adicionalmente, la cámara fue colocada 

dentro de un recipiente con hielo. La transferencia se realizará a 100 Volts y 

400 mA por 2 horas. Después de la transferencia, la membrana se tiñó con 

rojo de Ponceau (2% de ácido acético, 0.5% de Ponceau en agua) para 

corroborar que la transferencia se haya realizado eficientemente. Una vez 

confirmado que la transferencia se realizó correctamente, las membranas 

fueron bloqueadas en PBS-Tween (PBS 1X conteniendo Tween-20 al 0.05%) 

con 5% de leche libre de grasas durante 2 horas a temperatura ambiente, para 

evitar la unión inespecífica del anticuerpo primario. Después del bloqueo, las 

membranas se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente Tabla IV 

diluido en PBS-Tween con 2% de leche a 4°C con agitación constante durante 

toda la noche. Al día siguiente, las membranas se lavaron con PBS-Tween 

durante 10 minutos por triplicado en agitación. Al terminar los lavados, las 

membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente Tabla 

V diluido en PBS-Tween con 2% de leche a temperatura ambiente durante 2 
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horas. Finalmente, se realizaron tres lavados con PBS-Tween durante 10 

minutos cada uno en agitación. 

 Las imágenes fueron obtenidas en el ChemiDocTM MP System (Bio-Rad 

1708280) usando como sustrato el SuperSignalTM West Femto Maximum 

Sensitivity Substrate (Thermo Fisher, 34095).  

 

  

 

 

 

 

Anticuerpo Peso 

molecular 

Especie Título 

WB 

No. de Catálogo 

Actina 42 kDa Ratón 1:5000 MAB-1501 

H2A.Z 13 kDa Conejo 1:500 CS-2718 

Ciclo celular 

p16 16 kDa Ratón 1:200 Sc1661 

p53 53 kDa Ratón 1:1000 Sc374067 

Ciclina D1 37 kDa Conejo 1:1000 Sc753 

Apoptosis 

Caspasa 3 17,19,35 

kDa 

Conejo 1:1000 CS-9662 

PARP 89, 116 kDa Conejo 1:1000 CS-9542 

Survivina 16 kDa Conejo 1:1000 CS-2808 

Transición epitelio-mesénquima 

E-cadherina 80, 120 kDa Conejo 1:500 Sc8426 

N-cadherina 130 kDa Ratón 1:1000 Sc59987 

Vimentina 57 kDa Ratón 1:2000 Sc80975 

Tabla IV. Anticuerpos primarios a utilizar 
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Preparación de muestras de RNA para su análisis mediante 

Microarreglos 

Para comparar el perfil de expresión de la línea celular KD para H2A.Z.1 

con la línea parental PANC-1, tres muestras de RNA total provenientes de 

cada línea celular fueron llevadas a la Unidad de Microarreglos en el 

INMEGEN. Para su análisis se llevaron 20 µL de RNA total con una 

concentración de ~100 ng/µL y un RIN (RNA Integrity Number) de al menos 

6.5. El chip de microarreglos que se utilizó fue el Clariom™ D Assay, human 

(Applied Biosystems™, 902922), el cual contiene sondas para transcriptoma 

completo.  

Análisis estadístico 

 Todos los análisis estadísticos fueron realizados en el programa 

GraphPad Prism 6.01. Loa datos fueron expresados como media ± SEM. La 

correlación estadística de los datos entre los grupos fue analizada por análisis 

de varianza de una cola (ANOVA) o por la muestra de T de Student según 

fuera el caso. Los asteriscos muestran la significancia estadística de acuerdo 

con: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001. 
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RESULTADOS 

Identificación de los niveles de expresión de H2A.Z.1 

Con el propósito de determinar el papel de la isoforma H2A.Z.1 en la 

progresión del PDAC se emplearon tres diferentes líneas celulares 

pancreáticas. Una de ellas es la línea celular hTERT-HPNE, proveniente de 

tejido pancreático no transformado con fenotipo ductal, en la cual no han sido 

descritas alteraciones genéticas en oncogenes y genes supresores de 

tumores, por lo que pudo ser utilizada como línea control. También se 

emplearon dos líneas celulares de cáncer pancreático (PANC-1 y MIA-PaCa-

2), consideradas líneas de alto grado de desdiferenciación (grado 3)48.  

Por lo que con el propósito de identificar cuál de estas tres líneas podría 

ser el modelo sobre el cual se realizaría el proyecto, se realizaron ensayos de 

RT-qPCR. Inicialmente se realizó la extracción de RNA total de cada una ellas. 

Posteriormente, para evaluar la integridad de las muestras, el RNA total que 

se obtuvo se migró en un gel de agarosa al 1.2% en condiciones 

desnaturalizantes. Como se observa en la Figura 15A, se aprecian dos bandas 

bien definida que corresponden al RNA ribosomal (rRNA) 28S y 18S, lo que 

indica que el RNA de cada una de las líneas celulares tiene la calidad 

adecuada para ser empleada en los ensayos de RT-qPCR. Una vez 

confirmada la integridad del RNA se realizó el tratamiento con DNase I para 

eliminar las trazas de DNA. Hecho lo anterior, se realizó la síntesis del cDNA 

para realizar la PCR, lo que nos permitiría definir los niveles de expresión de 

las tres isoformas de H2A.Z en cada línea celular. 

En la gráfica que se muestra en la Figura 15B, podemos observar que 

en ambas líneas celulares provenientes de cáncer de páncreas (PANC-1 y 

MIA-PaCa-2), existe una sobreexpresión de las tres isoformas de H2A.Z con 

respecto a la línea celular de páncreas no transformado (hTERT-HPNE). La 

mayor sobreexpresión se observa para la isoforma H2A.Z.2.1, seguida por la 

isoforma H2A.Z.1 y finalmente la isoforma H2A.Z.2.2. Sin embargo, aunque 

existe una clara sobreexpresión de las tres isoformas de H2A.Z en PANC-1 y 
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MIA-PaCa-2, al comparar los niveles de expresión entre ellas se observa una 

mayor sobreexpresión en la línea PANC-1. 

Debido a que PANC-1 es la línea celular que presenta los mayores 

niveles de expresión de H2A.Z.1 es que fue la línea celular que decidimos 

emplear para el desarrollo de este trabajo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. PANC-1 es la línea celular que presenta mayores niveles de expresión 

de H2A.Z.1. A) En la imagen de la derecha se muestra la integridad de las muestras 

de RNA usados para la síntesis del cDNA, correspondientes a cada una de las líneas 

celulares. B) En la gráfica se observan los niveles de expresión de cada una de las 

isoformas de H2A.Z (Z.1, Z.2.1, Z.2.2) para cada una de las líneas celulares. Los 

niveles de expresión se reportan como “Expresión relativa” y los valores fueron 

normalizados con respecto a los niveles de expresión obtenidos en la línea hTERT-

HPNE. Los datos son representativos y muestran la media ± SEM de dos 

experimentos independientes con triplicados de cada muestra. 

* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. 
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Generación de una línea celular PANC-1/KD-Z.1 

 Una vez que ya escogimos a PANC-1 como modelo para el desarrollo 

de este trabajo y con el propósito de identificar los genes que son 

específicamente desregulados por la sobreexpresión de la isoforma H2A.Z.1, 

se planteó generar una línea celular knock down en PANC-1 mediante el uso 

de un “short hairpin RNA” (shRNA) que reconociera específicamente al 

transcrito de la isoforma H2A.Z.1., por emplear un sistema lentiviral Figura 16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

El shRNA usado para generar el KD de H2A.Z.1 se basó en la secuencia 

reportada por Vardabasso49, el cual reconoce específicamente el extremo 3’ 

UTR del RNA mensajero de la isoforma Z.1, como se aprecia en la Figura 17A.  

La secuencia de este shRNA estuvo compuesta por distintas regiones 

importantes para su función, como fueron: en el extremo 5’ la secuencia para 

el sitio de restricción de la enzima XhoI, seguido de la “secuencia sentido” que 

reconoce específicamente al extremo 3’ UTR del RNA mensajero de la 

isoforma Z.1, después la “secuencia loop” que permite el plegamiento para que 

adopte su forma de “hairpin”, seguida de la “secuencia antisentido” que es 

complementaria a la secuencia sentido, después la “secuencia terminadora” 

Figura 16. Esquema general para desarrollar una línea celular PANC-1/KD-Z.1. En 

la imagen se observan los pasos más importantes para generar las partículas 

lentivirales que portan el shRNA_H2A.Z.1, que se usaron para transducir la línea 

celular PANC-1 y generar la línea PANC-1/KD-Z.1. 
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que será reconocida por la RNA Polimerasa III para terminar la transcripción y 

finalmente en el extremo 3’ la secuencia para el sitio de restricción de la enzima 

HpaI Figura 17B. Además de este oligonucleótido se sintetizó otro con la 

secuencia complementaria al oligo anterior, para realizar la reacción de 

alineamiento y generar un fragmento de DNA de doble cadena de 70 pb para 

clonarlo en el vector lentiviral Figura 17C. 

 

El fragmento de DNA de 70 pb que contiene la secuencia del shRNA 

para la isoforma H2A.Z.1 se ligó en el vector lentiviral pLL3.7-puro, en los sitios 

de restricción XhoI y HpaI de este vector Figura 18A, y esta ligación se usó 

para transformar a las bacterias Escherichia coli XL10 Gold. Posteriormente, 

para poder discernir entre las colonias de bacterias que tenían el inserto ligado 

Figura 17. Diseño de un shRNA que reconoce específicamente el mRNA de la 

isoforma H2A.Z.1. A) Representación esquemática del sitio de reconocimiento del 

shRNA en la región 3’ UTR del mRNA de H2A.Z.1. En rojo se muestra el sitio donde 

hibrida el shRNA. B) Representación gráfica de la secuencia y regiones que 

componen al shRNA. En naranja: la secuencia sentido, en amarillo: la secuencia 

loop, en verde: la secuencia antisentido, en gris: la secuencia terminadora. C) 

Representación gráfica del DNA de doble cadena que fue clonado en el vector 

lentiviral pLL3.7-puro.  
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al vector de aquellas que poseían el vector vacío, se realizó una PCR de 

colonia con oligonucleótidos que flanquean el sitio múltiple de clonación como 

se muestra en la Figura 18A, B. El tamaño del amplicón que esperaba para 

aquellas colonias que poseían el vector vacío debería de ser de 213 pb, 

mientras que aquellas colonias que poseían el vector con el inserto de interés 

generarían una banda de 275 pb Figura 18B. Como se aprecia en la Figura 

18C, de las cuatro colonias seleccionadas tres fueron positivas y amplificaron 

el producto de 275 pb, mientras que en el cuarto carril se observa un 

amplificado de 213 pb, lo que indicaría que esta colonia no tiene nuestro 

inserto de interés. Como control positivo de esta reacción de PCR, se usó 

como DNA molde el producto de la ligación del vector con el shRNA. 
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Figura 18. Clonación del shRNA-Z.1 en el vector lentiviral pLL3.7-puro.  

A) Representación del vector lentiviral pLL3.7-puro al que se ligó el shRNA_H2A.Z.1 

en los sitios de restricción XhoI/HpaI. Con flechas rojas se observan los sitios donde 

hibridan oligonucleótidos que flanquean el sitio múltiple de clonación.  B) 

Representación de la estrategia empleada para la identificación del vector que 

posee el shRNA del vector que no posee inserto, con los oligonucleótidos que 

flanquean el sitio de clonación. C) Imagen de la identificación de aquellas colonias 

que poseen el vector en el que se ligó el shRNA_H2A.Z.1 mediante una PCR de 

colonia. 
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Una vez identificadas las colonias positivas que contenían el vector con 

el inserto de interés, se obtuvo el DNA del plásmido de una de las colonias 

positivas y se secuenció para verificar durante la clonación de la construcción 

no hubiera ocurrido algún cambio en los nucleótidos de la secuencia del 

shRNA que pudiera alterar el reconocimiento de su mRNA blanco. Como se 

observa en la Figura 19 al secuenciar el plásmido, se comprobó que no hubo 

alteración en la secuencia del shRNA, por lo que la construcción se empleó 

para generar las partículas lentivirales que se usaron para transducir a la línea 

PANC-1 y generar la línea PANC-1/KD-Z.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 Una vez transducida la línea celular PANC-1 con las partículas 

lentivirales y para demostrar que realmente se contaba con una línea celular 

que tiene un perfil knock down para la isoforma H2A.Z.1; las células se 

evaluaron a dos niveles: a nivel de transcrito mediante una RT-qPCR y a nivel 

de proteína mediante un Western Blot. Para lo cual se obtuvo el cDNA de la 

línea celular PANC-1/KD-Z.1, así como de la línea parental PANC-1 y de la 

línea control hTERT-HPNE para amplificar el transcrito de H2A.Z.1. Como se 

observa en la Figura 20A, hay una marcada disminución de los niveles de 

transcrito de la isoforma H2A.Z.1 en la población celular PANC-1/KD-Z.1 con 

respecto a la línea celular parental PANC-1. Además, como esperábamos, el 

KD de la isoforma H2A.Z.1 no altera la expresión de las otras dos isoformas 

de H2A.Z de manera estadísticamente significativa. El resultado anterior se 

Figura 19. Resultado de la secuenciación del vector pLL3.7-puro-shRNA_H2A.Z.1. 

En la imagen se observa que posterior a la clonación del vector pLL3.7-puro-

shRNA_H2A.Z.1, la secuencia del shRNA se mantuvo sin variación alguna. 

 



78 
 

respaldó al evaluar los niveles totales de H2A.Z (Porque el anticuerpo no 

distingue entre las isoformas), donde se observó que había una disminución 

en los niveles de la proteína de H2A.Z en la línea KD-Z.1 con respecto a la 

línea parental PANC-1 Figura 20B, así como con la línea control PANC-1 que 

había sido transducida con el vector vació, presentando esta última una mayor 

cantidad de H2A.Z. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados sugieren que a este punto ya se contaba con una 

población celular heterogénea PANC-1/KD-Z.1. La heterogeneidad se debe a 

que durante la transducción no se controla si las células son o no alcanzada 

por las partículas lentivirales, así como el número de copias de material 

exógeno que se integran en el genoma de la célula transducida o el sitio de la 

cromatina donde se inserta el material exógeno. Por lo que para tener una 

población homogénea se realizó una dilución limitada de la población celular 

Figura 20. Evaluación del nivel de expresión de H2A.Z en la línea PANC-1/KD-Z.1 

a nivel de población. A) Evaluación de los niveles de expresión de cada una de las 

isoformas de H2A.Z (Z.1, Z.2.1, Z.2.2) para cada una de las líneas celulares. Los 

niveles de expresión fueron normalizados con respecto a los niveles obtenidos de 

la línea hTERT-HPNE. Los datos son representativos y muestran la media ± SEM de 

dos experimentos independientes con triplicados de cada muestra. * p < 0.05, ** 

p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. B) Evaluación de los niveles de H2A.Z en 

la línea celular de cáncer de páncreas (PANC-1), la línea celular KD-Z.1 (PANC-1/KD-

Z.1), la línea PANC-1 transducida sólo con el vector vacío (VV) y la línea de páncreas 

no transformado (hTERT-HPNE) mediante WB. El anticuerpo anti-actina se usó 

como control de carga. 
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PANC-1/KD-Z.1. A partir de esta dilución se obtuvieron tres clonas, pero sólo 

una de ellas sobrevivió y se logró propagar, por lo que el resto del proyecto se 

llevó a cabo con esta única clona. A este cultivo celular se le denominó como 

“Clona 1/KD-Z.1” o “C1/KD-Z.1”. 

 Para corroborar que la clona C1/KD-Z.1 presentaba un perfil knock 

down para la isoforma H2A.Z.1, se realizaron ensayos de RT-qPCR y WB. 

Como esperábamos, la clona C1/KD-Z.1 mostró una disminución significativa 

de los niveles expresión de transcrito de la isoforma H2A.Z.1 con respecto a 

la línea parental PANC-1 Figura 21A. Por otro lado, se observa una 

disminución en el nivel de expresión de la isoforma H2A.Z.2.1, pero con una 

significancia mucho menor (p < 0.05), mientras que no existe una disminución 

en los niveles de la isoforma H2A.Z.2.2. A su vez, esto también se evaluó a 

nivel de proteína, donde se observa que hay una disminución en los niveles 

totales de H2A.Z en la línea C1/KD.Z-1 con respecto a la línea parental PANC-

1, así como al compararse con las líneas control PANC-1 transducida sólo con 

el vector vacío y con PANC-1 transducida con un shRNA no relacionado Figura 

21B. 

 Todo lo anterior nos permite concluir que la línea C1/KD-Z.1 es una 

línea celular homogénea con un perfil knock down para la isoforma H2A.Z.1, 

por lo que entonces la empleamos para identificar los genes que son 

desregulados por la sobreexpresión de esta isoforma y así conocer su 

contribución en el adenocarcinoma ductal pancreático. 
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Figura 21. Evaluación del patrón de expresión de H2A.Z en la clona C1/KD-Z.1.  

A) Evaluación de los niveles de expresión de cada una de las isoformas de H2A.Z 

(Z.1, Z.2.1, Z.2.2) para cada una de las líneas celulares. Los niveles de expresión 

fueron normalizados con respecto a los niveles obtenidos de la línea hTERT-HPNE. 

Los datos son representativos y muestran la media ± SEM de dos experimentos 

independientes con triplicados de cada muestra. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 

0.001, **** p < 0.0001. 

B) Evaluación de los niveles de H2A.Z en la línea celular de cáncer de páncreas 

(PANC-1), la línea celular KD-Z.1 (C1/KD-Z.1), la línea PANC-1 transducida sólo con 

el vector vacío (VV), la línea PANC-1 transducida con un shRNA no relacionado 

(PANC-1/KD-GAPDH) y la línea de páncreas no transformado (hTERT-HPNE) 

mediante WB. El anticuerpo anti-actina se usó como control de carga. 
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El KD de H2A.Z.1 altera la proliferación celular 

 Una vez que corroboramos que la línea C1/KD-Z.1 tenía niveles bajos 

de expresión de la isoforma H2A.Z.1, comenzamos a propagarla. Al crecer 

estas células observamos que crecían más lentamente que la línea parental 

PANC-1 Figura 22, aun cuando ambos cultivos se habían iniciado al mismo 

tiempo y partieron del mismo número de células. Para explicar esta diferencia 

en la tasa de crecimiento existían dos posibilidades: una de ellas es que la 

activación de la apoptosis indujera la muerte de las células y la segunda es 

que se hubiera producido una alteración en la proliferación que generara un 

alentamiento del ciclo celular en la línea celular C1/KD-Z.1. 

Figura 22. Diferencia en la densidad celular entre las líneas PANC-1 y C1/KD-Z.1. 

En la imagen se observa una diferencia en la cantidad de células presentes, aun 

cuando se sembraron el mismo número de células. Cada imagen representa un 

cultivo independiente. Las fotos se tomaron a las 96 horas de haber sembrado 5 x 

103 células por pozo. La barra de medición representa una longitud de 100 µm. 
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Para saber si la muerte celular programada, la apoptosis, era la 

responsable del menor número de células observado en la clona C1/KD-Z.1, 

se realizaron ensayos de Western Blot contra proteínas que participan en la 

apoptosis Figura 23. Por lo que inicialmente, evaluamos el procesamiento de 

la caspasa 3, las cual es una caspasa maestra que requiere ser escindida para 

actuar sobre sus sustratos y así dar inicio al proceso de apoptosis50. Así mismo 

se evaluó la presencia de PARP, ya que PARP es un sustrato de la caspasa 3 

activa (procesada). Además de que PARP es una proteína asociada a la 

reparación del DNA y que al ser escindida pierde su función, propiciando así 

señales de activación de apoptosis51. Finalmente, se evaluó la presencia de 

survivina, la cual es un regulador negativo de la apoptosis al interactuar con la 

caspasa 3 y evitar así su activación52. Sin embargo, como se observa en la 

imagen, no hay presencia de alguna banda correspondiente al peso molecular 

de la caspasa 3 procesada, PARP procesada y, por el contrario, se observó 

en las tres líneas celulares la presencia de survivina. 

Figura 23. El KD de la isoforma H2A.Z.1 no induce la activación de la apoptosis.  

Extractos totales de las líneas celulares PANC-1, C1/KD-Z.1 y PANC-1/KD-GAPDH 

fueron analizadas por WB para identificar la presencia de Caspasa 3 procesada, 

PARP, PARP procesada y Survivina; estas en respuesta a apoptosis. La actina fue 

usada como control de carga. 
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 Por lo que todos estos resultados sugieren que la apoptosis no es el 

mecanismo responsable de la menor tasa de crecimiento observado en la línea 

C1/KD-Z.1, por lo para averiguar si esto se debía a que había un problema en 

la proliferación celular, se realizó una cinética de crecimiento usando la línea 

parental (PANC-1), la línea KD para la isoforma H2A.Z.1 (C1/KD-Z.1) y la línea 

control transducida con un shRNA no relacionado (PANC-1/KD-GAPDH). Para 

la cual se sembraron 5x103 células de cada línea celular en placas de 24 pozos 

y se contó el número de células cada 24 horas durante cinco días. Como se 

aprecia en la Figura 24A, una diferencia significativa en el número de células 

se apreció a las 72 horas de la cinética. Sin embargo, la diferencia más 

significativa se apreció a las 120 horas cuando la línea C1/KD-Z.1 presentó un 

menor número de células con respecto a la línea parental y a la línea control 

de aproximadamente tres veces. Estos resultados se corroboraron mediante 

un ensayo clonogénico Figura 24B, en donde nuevamente se obtuvo un menor 

número de colonias en la línea C1/KD-Z.1 con respecto a la línea parental, lo 

cual se corroboró al cuantificar el colorante cristal violeta que se unión a la 

colonias que crecieron de la línea parental en comparación con las células KD 

C1/KD-Z.1, en donde la absorbancia fue seis veces mayor para PANC-1 que 

el de la clona C1/KD-Z.1. 

Finalmente, para demostrar la viabilidad de las líneas celulares, se 

realizó un ensayo de MTT, partiendo del mismo número de células para las 

tres líneas celulares y realizando su medición cada 24 horas. Como se observa 

en la gráfica que se muestra en la Figura 24C, se presentó una menor 

absorbancia en la línea celular C1/KD-Z.1 desde las 48 horas, lo cual fue 

evidente a las 120 horas al compararla con la línea celular parental y la línea 

control. Al comparar el ensayo de MTT con la cinética de crecimiento Figura 

24A, podemos observar que ambas gráficas muestran una tendencia muy 

similar, lo cual se puede traducir en que a pesar de que la línea C1/KD-Z.1 

presente un menor número de células durante la cinética, presenta una 

actividad metabólica proporcional a la cantidad de células. Todos estos 

resultados sugieren que la menor tasa de proliferación de la clona C1/KD-Z.1 
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podría deberse a una alteración durante la replicación del DNA, que estaría 

afectado su progreso a lo largo del ciclo celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. El KD de la isoforma H2A.Z.1 provoca una proliferación celular más 

lenta.  

A) Gráfica que representa la cinética de crecimiento. El número de células se 

evaluó cada 24 horas por 5 días. Los datos son representativos y muestran la media 

± SEM de tres experimentos independientes con triplicados de cada muestra. B) 

Imagen que representa el ensayo clonogénico. En las fotografías inferiores se 

muestran el número de clonas. En la gráfica superior se observa el resultado de la 

medición de absorbancia del cristal violeta a 580 nm. Los datos son 

representativos y muestran la media ± SEM de dos experimentos independientes. 

C) Gráfica que representa el ensayo metabólico. La absorbancia se midió cada 24 

horas por 5 días. Los datos son representativos y muestran la media ± SEM de tres 

experimentos independientes con triplicados de cada muestra. En la figura se 

presentan la línea celular de cáncer de páncreas (PANC-1), la línea celular KD-Z.1 

(C1/KD-Z.1) y la línea PANC-1 transducida con un shRNA no relacionado (PANC-

1/KD-GAPDH). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. 
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 Para identificar específicamente en qué fase del ciclo celular se 

encuentra la alteración que está afectando la proliferación celular de la clona 

C1/KD-Z.1, se realizó un ensayo de incorporación de Bromo-dUridina, lo que 

nos permitiría saber si existe alguna alteración en la síntesis del DNA, mientras 

que el marcaje con yoduro de propido nos permite conocer la cantidad de DNA 

en las células. Para este ensayo las células se evaluaron a las 0 horas, 72 

horas y 120 horas post-sincronización, pues en estos últimos dos puntos fue 

donde se observó una mayor diferencia en el número de células durante la 

cinética de crecimiento Figura 24A.  

Como se observa en la Figura 25, para el caso de la línea celular C1/KD-

Z.1 existe un mayor porcentaje de células que se encuentra en la fase G1 y un 

menor porcentaje de células tanto en fase S como en fase G2, en comparación 

con la línea PANC-1 y la línea control PANC-1/KD-GAPDH. El aumento en el 

porcentaje de células que se encuentran en la fase G1 se pudo observar tanto 

a las 72 horas como a las 120 horas post-sincronización. Estos resultados nos 

sugirieron que el kock down de H2A.Z.1 contribuye a que se genere un retraso 

en el ciclo celular debido a un arresto em la progresión del punto de control 

G1/S. 
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Figura 25. El KD de la isoforma H2A.Z.1 induce un retraso en la progresión de la 

fase G1/S.  Ensayo de progreso del ciclo celular mediante la incorporación de BrdU 

y marcaje del DNA con IP de las líneas celulares PANC-1, C1/KD-Z.1, PANC-1/KD-

GAPDH a las 0hrs, 72 hrs y 120hrs después de la sincronización, realizada al 

eliminar el SFB del medio por 24 hrs. Los datos son representativos un único 

experimento independiente. 
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La línea celular PANC-1 y la línea celular C1/KD-Z.1 poseen perfiles 

transcripcionales distintos 

 Finalmente, para poder evaluar los genes que son desregulados, tanto 

directa como indirectamente, por la sobreexpresión de la isoforma H2A.Z.1 se 

realizaron los análisis de microarreglos de transcriptoma completo de tres 

replicas biológicas tanto de la línea celular PANC-1 como de la línea celular 

C1/KD-Z.1. De este análisis se identificaron 24399 genes diferencialmente 

expresados (DEG), de los cuales al establecer un punto de corte de p < 0.005 

y un “Fold Change” <-1.5 y > 1.5 nos quedamos solamente con 228 genes, de 

los cuales 169 genes se encuentran disminuidos en su expresión y 59 genes 

se encuentran sobreexpresados, esto lo podemos observar en la Figura 26 

donde se presenta el heatmap de los genes diferencialmente expresados y se 

remarca que existe un patrón particular y diferencial entre la clona C1/KD-Z.1 

y la línea parental PANC-1. 
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 Para conocer la relevancia funcional de estos genes diferencialmente 

expresados entre PANC-1 y la clona C1/KD-Z.1, estos 228 genes 

desregulados se introdujeron en la base de datos “DAVID” (Database for 

Annotation, Visualization and Integrated Discovery) para realizar un análisis de 

ontología de genes (GO) y así poder identificar los procesos biológicos que se 

encuentran desregulados, tanto al alza como a la baja53, 54. En la Figura 27A 

se muestran los procesos biológicos desregulados que presentaron un valor 

de p < 0.05.  

Este análisis indicó que los mRNAs que se encuentran aumentados en 

la C1/KD-Z.1 están asociados al inicio de la replicación del DNA, reparación 

del DNA, transición de la fase G1/S del ciclo celular y síntesis del DNA 

asociada a reparación. Estos procesos se esperaba que estuvieran alterados 

según los resultados observados en la cinética de crecimiento Figura 24 y en 

los análisis de ciclo celular Figura 25, donde se observó una alteración en los 

procesos que regulan la proliferación celular, específicamente en el paso de la 

fase G1 a la fase S, pero la expectativa eres que estos procesos se 

encontraran disminuidos y no aumentados como se observó en la Figura 27A. 

Brevemente, ya se ha reportado que al encontrarse sobreexpresados 

reguladores positivos de la replicación del DNA estos son capaces de inducir 

a un fenotipo de senescencia. Esto se describirá a profundidad en la discusión.  

Con respecto a los mRNAs que se encuentran disminuidos, estos se 

encuentran asociados a procesos como la regulación de la transcripción, 

regulación de la proliferación celular, vía de señalización asociada al TGF-β, 

comunicación celular, mantenimiento de células troncales, entre otros, los 

cuales son procesos que podríamos asociar con una célula no transformada. 

 

 

 

 

Figura 26. Existe una expresión diferencial de genes entre las líneas PANC-1 y 

C1/KD-Z.1.  Heatmap del perfil de expresión de 228 genes diferencialmente 

expresados entre las líneas PANC-1 y C1/KD-Z.1. Los genes sobreexpresados se 

muestran en rojo (59 genes) y los genes disminuidos se muestran en verde (169 

genes). Tres replicas biológicas son mostradas. Los genes presentan una p < 0.005 

y un FC <-1.5 y > 1.5. 
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Figura 27. Procesos y vías de señalización alteradas por la expresión diferencial 

de genes (DEG) en la C1/KD-Z.1. A) Ontología de genes (Procesos biológicos) de 

los genes diferencialmente expresados en C1/KD-Z.1. Los procesos biológicos 

sobreexpresados se muestran en rojo y los procesos biológicos disminuidos se 

muestran en verde. Los grupos enriquecidos tienen un valor de p < 0.05. B) Rutas 

biológicas a las que pertenecen los genes diferencialmente expresados en C1/KD-

Z.1. Las rutas biológicas sobreexpresadas se muestran en rojo y las rutas biológicas 

disminuidas se muestran en verde. Los grupos enriquecidos tienen un valor de p < 

0.05. 
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 Finalmente, con base en las vías de señalización del “KEGG” (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes) se identificaron las vías biológicas en 

las cuales se encuentran participando estos genes desregulados 55, 56, 57. En la 

Figura 27B se puede resaltar que se encontró que vías como la replicación del 

DNA y reparación del DNA se encuentran sobreactivadas en la línea C1/KD-

Z.1, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en la ontología de genes. 

Por otro lado, en las vías que se encuentran disminuidas se puede remarcar 

la presencia de la vía de desregulación transcripcional en cáncer, lo cual 

estaría respaldando los resultados observados en la literatura sobre la 

participación de la isoforma H2A.Z.1 en el desarrollo de distintos tipos de 

cáncer. 
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DISCUSIÓN 

 El Adenocarcinoma Ductal Pancreático (PDAC), es uno de los tipos de 

cáncer de mayor importancia, ya que en el 2018 se ubicó a nivel mundial en el 

11vo lugar en incidencia (afectando a ~ 458,000 individuos) y en el 7mo lugar en 

mortalidad (muriendo ~ 432,000 de los afectados), lo que se traduce en una 

fatalidad del 94.32%. Por otro lado, México se ubicó como el 4to país con mayor 

incidencia en América, con un índice de fatalidad de 0.96. Es decir, se estima 

que el 96% de los pacientes diagnosticados mueren en un periodo de 

alrededor de 2–6 meses, mientras que sólo del 4 al 5% de los pacientes 

presentan una sobrevida de cinco años3, 5.   

 El inicio y la progresión del PDAC se han asociado con la acumulación 

de alteraciones genéticas bien caracterizadas, pero hasta hace poco se 

demostró la contribución de los mecanismos epigenéticos en este proceso 19-

24. Hasta la fecha, de los siete mecanismos epigenéticos descritos en 

eucariontes (Metilación del ADN, modificaciones postraduccionales en las 

histonas, las variantes de histonas, la presencia de complejos remodeladores 

de la cromatina dependientes de ATP, los RNAs no codificantes, la proteólisis 

del extremo amino terminal de la histona H3 y la arquitectura nuclear), 

solamente se ha estudiado la participación de la metilación del DNA, las PTMs 

de histonas y los ncRNAs 25, 26. Sin embargo, para otros tipos de cáncer, como 

el cáncer de mama58, próstata59 y vejiga60; ya se ha estudiado la participación 

de la variante de histona H2A.Z y en casos como el de hepatocarcinoma 

incluso se determinó que la isoforma que contribuye al desarrollo de este 

cáncer es la H2A.Z.135. Mientras que, en melanoma se estableció que la 

isoforma H2A.Z.2.1 es la orquestadora de la desregulación de genes del ciclo 

celular 49. 

 En lo que atañe al PDAC, no se había realizado ningún estudio sobre la 

participación de H2A.Z en la aparición y progresión de este tipo de cáncer. No 

fue hasta que en nuestro grupo de trabajo se determinó que los niveles de la 

proteína H2A.Z, estaba incrementada tres veces en líneas celulares 
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provenientes de cáncer de páncreas con respecto a una línea celular de 

páncreas no transformado, así como en biopsias de pacientes con esta 

enfermedad. Posteriormente, mediante RT-qPCR se identificó que las tres 

isoformas de H2A.Z se encontraban sobreexpresadas con respecto al tejido 

de páncreas no transformado 62. Sin embargo, aún faltaba entender cuál era 

la contribución de cada una de las isoformas en la aparición del PDAC. 

 Por lo que con el objetivo de empezar a averiguar la contribución de 

cada una de estas isoformas en el desarrollo del PDAC, es que en este trabajo 

se buscó identificar la influencia que tiene la sobreexpresión de la isoforma 

H2A.Z.1 en la desregulación de genes en el PDAC.  

Participación de H2A.Z en el PDAC 

 En un estudio previo realizado en el laboratorio donde se obtuvo el 

knock down de las tres isoformas de H2A.Z en la línea celular de cáncer de 

páncreas PANC-1. Se encontró que la disminución en los niveles de expresión 

de las tres isoformas de H2A.Z inducen un fenotipo senescente, arresto del 

ciclo celular en la transición G2/M, un incremento en los niveles de expresión 

del inhibidor de CDKN2A, alteración en la expresión de genes asociados al 

control del ciclo celular y reparación de DNA. Además, la deficiencia de la 

variante H2A.Z propició la reducción del tamaño de tumores en modelos in vivo 

y sensibilizó a las células de PDAC al tratamiento con gemcitabina. Por lo que, 

todos estos datos sugirieron que la sobreexpresión de las tres isoformas de 

H2A.Z permite a las células sobrepasar la barrera oncoprotectora que 

representa la senescencia, favoreciendo el desarrollo del PDAC y la 

quimioresistencia62. 

 Sin embargo, aún permanece la pregunta ¿Cómo contribuye cada una 

de estas isoformas para generar este fenotipo? 

 En este trabajo, tras generar la línea knock down para la isoforma 

H2A.Z.1 denominada C1/KD-Z.1, observamos que había un menor número de 

células en la línea knock down con respecto a la línea parental PANC-1 y a la 
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línea control PANC-1/KD-GAPDH, aun cuando se inició el cultivo con el mismo 

número de células. Para explicar esta diferencia en la cantidad de células 

existían dos posibilidades: 1) que las células entraran en apoptosis o 2) que 

existiera un arresto en el ciclo celular. 

 Para demostrar si las células se dirigían a una muerte celular 

programada (apoptosis), se evaluaron mediante Western Blot tres proteínas 

distintas que se encuentran regulando este proceso Figura 23. Los resultados 

obtenidos, sugieren que el knock down de H2A.Z.1 no propicia la activación 

de la apoptosis. Esto contrasta con trabajos previos 35 61 donde mediante la 

generación de líneas knock down se evaluó la participación de la isoforma 

H2A.Z.1 en dos tipos distintos de cáncer de hígado: carcinoma hepatocelular 

(HCC) y colangiocarcinoma intrahepático (ICC). A pesar de enfocarse en la 

misma isoforma en la que se basa nuestro trabajo, en estos dos trabajos se 

sugiere que el KD de Z.1, propicia que las células se conduzcan a apoptosis, 

ya que en ambos casos se observa el procesamiento de la caspasa 3, 

generando así una caspasa activa que puede actuar sobre sus sustratos 50. 

En el caso del ICC se observa una disminución de Bcl-2 que es un regulador 

negativo de la apoptosis, un aumento de la porina Bak y de la caspasa 9 que 

es la encargada de activar a la caspasa 3 61. Mientras que, en el HCC se 

observó el procesamiento de PARP alterando así la reparación del DNA 35.  

Sin embargo, los resultados que obtuvimos en el presente trabajo 

difieren de los reportados 35 61 por lo que, para conciliar estas diferencias, 

nosotros sugerimos que el efecto que tiene H2A.Z.1 podría depender del 

órgano y tipo de cáncer en el que participa. Además de que en PDAC, nosotros 

encontramos que se sobreexpresan las tres isoformas mientras que, en los 

trabajos realizados en el cáncer de hepático, así como en el de 

colangiocarcinoma intrahepático no se determinó si las otras dos isoformas 

están presentes. Por lo que de no existir las otras dos isoformas la 

transformación dependería solamente de la expresión de una de ellas.  
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Por otro lado, para poder atribuir que el lento crecimiento de la línea 

C1/KD-Z.1 se debía a una menor proliferación celular se realizó una cinética 

de crecimiento, un ensayo clonogénico y un ensayo de MTT. Todos estos 

ensayos mostraron que la línea parental PANC-1 presentaba una proliferación 

más rápida que la línea KD de H2A.Z.1. Algo muy similar fue reportado por 

Kim y colaboradores 60, donde evaluaron la participación de la sobreexpresión 

de H2A.Z en cáncer de vejiga. Ellos demostraron que había una correlación 

entre la sobreexpresión de H2A.Z y la proliferación celular en la línea celular 

de cáncer de vejiga LD611 (que sobreexpresaba H2A.Z), con respecto a la 

línea no transformada UROtsa, siendo la primera de ellas la que presentaba 

una mayor proliferación. Estos resultados los respaldaron con dos 

experimentos distintos al realizar la expresión ectópica de H2A.Z en la línea 

UROtsa y compara la cinética de proliferación con la línea UROtsa 

transfectada con el vehículo, así como al generar el KD de H2A.Z en la línea 

LD611 y comparar con la línea LD611 transducida con un “shRNAscrambled”. 

En ambos casos se observó una mayor proliferación para la línea que 

presentaba los niveles más elevados de H2A.Z, lo que les permitió sugerir que 

H2A.Z ejerce una función clave en el control de la proliferación. 

Adicionalmente, este comportamiento ya ha sido reportado en otros cánceres 

35, 61, 49. 

Arresto en la transición G1/S induce un retraso en el ciclo celular 

 Una vez que observamos una alteración en la proliferación celular, era 

importante identificar si esto se debía a un problema durante la replicación del 

DNA. Con este propósito, realizamos un ensayo de incorporación de BrdU y 

marcaje con yoduro de propidio, para finalmente evaluar las células por 

citometría de flujo. En estos resultados, logramos observar que en la línea 

knock down C1/KD-Z.1 había un mayor porcentaje de células en fase G1 en 

comparación con la fase S y G2 del ciclo celular, lo cual nos indica que la 

disminución de los niveles de H2A.Z.1 generan un arresto en el punto de 
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control G1/S afectando así el progreso de la línea C1/KD-Z.1 a lo largo del 

ciclo celular. 

 Este mismo resultado ya había sido reportado anteriormente por Dhillon 

y colaboradores en el 2006, quienes emplearon cepas de levadura en donde 

se eliminó el gen de H2A.Z (htz1Δ), observaron que las células KO 

presentaban un retraso en el proceso de replicación con respecto a las cepas 

WT. Además, demostraron que este retraso se debía a un problema en el inicio 

de la replicación y no a un alentamiento durante la elongación. Este grupo fue 

el primero en reportar que H2A.Z se encuentra regulando directamente la 

expresión de genes que controlan la progresión del ciclo celular, como las 

cinasas dependientes de ciclina CLN2 y CLB5; así como la disminución de 

reguladores negativos como Sic1p y Rad53p63. 

Sin embargo, este arresto en la fase G1 no solamente puede ser 

atribuido a la isoforma H2A.Z.1, ya que Vardabasso reportó que la disminución 

de la expresión de H2A.Z.2 en líneas celulares de melanoma, provocó una 

reducción en la proliferación, marcada por un arresto en la transición G1/S del 

ciclo celular, definida por la disminución de la fosforilación de la proteína de 

retinoblastoma (Rb) y la disminución de la expresión de las ciclinas E y A, 

reguladoras positivas del ciclo celular 49.  

 Esta diferencia en la isoforma que se encuentra regulando los mismos 

procesos celulares respalda la propuesta anteriormente hecha sobre la 

heterogeneidad de H2A.Z dependiendo del tipo de cáncer del que se trate. 

 En conclusión, hasta este punto, tanto los antecedentes como nuestros 

resultados nos estarían sugiriendo que la sobreexpresión de H2A.Z.1 en el 

PDAC podría estar participando en regular la expresión de reguladores 

positivos del ciclo celular. 
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La disminución en los niveles de expresión de la isoforma H2AZ.1 

promueve la sobreexpresión de genes implicados en el metabolismo del 

DNA 

 Con el propósito de identificar qué genes son desregulados 

exclusivamente debido a la sobreexpresión de la isoforma H2A.Z.1, se realizó 

la extracción de RNA total de tres cultivos independientes de la línea parental 

PANC-1 y la línea knock down C1/KD-Z.1. Estos RNAs fueron empleados para 

realizar los microarreglos de transcriptoma completo y comparar el perfil 

transcripcional de ambas líneas celulares. En los resultados se identificaron 

sobreexpresados procesos biológicos como: la iniciación de la replicación del 

DNA, reparación del DNA, síntesis de primers de RNA para replicación, 

transición G1/S, elongación de la hebra de DNA, biosíntesis de DNA. Todos 

estos datos indicaban que la sobreexpresión de H2AZ impactaba 

preferentemente en varios mecanismos implicados en el metabolismo del 

DNA. Este resultado sumamente inesperado indicaba que al menos en el 

cáncer de páncreas la isoforma H2AZ.1 participa de manera diferente a lo ya 

reportado, probablemente porque en este cáncer las otras dos isoformas 

H2A.Z.2.1 y H2A.Z.2.2 también contribuyen con el desarrollo de esta 

enfermedad. 

 Para entender cómo la sobreexpresión de estos genes impacta en el en 

el arresto del ciclo celular, describiremos la función general de cada uno de 

estos. 

a) CDC6 

 Entre los genes sobreexpresados asociados a la replicación del DNA se 

encuentra CDC6, que fue identificado por primera vez en levaduras y se 

observó que, cuando este gen era mutado inducía el arresto del ciclo celular 

64. Casi dos décadas después Williams identificó un homólogo de CDC6 en 

humano65 y actualmente se sabe que CDC6 está conservado en cada 

organismo eucariote y que su expresión es controlada por los factores de 

transcripción RB/E2F66, 67, 68, ejerciendo así la regulación de la replicación al 
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controlar el ensamblaje del complejo prereplicativo (pre-RC) en la parte final 

de la fase G1 del ciclo celular 69 70. Una vez que se ha formado el pre-RC y 

una vez que se han activado las CDKs promotoras de la fase S, estas CDKs 

fosforilan a CDC6 promoviendo su translocación del núcleo al citoplasma 71. 

Esta deslocalización de CDC6 del núcleo al citoplasma es importante porque 

evita la reactivación del origen de replicación dentro del mismo ciclo celular, 

impidiendo así la re-replicación del DNA e hiperploidía celular 72, 73. Una vez 

que CDC6 es llevado al citoplasma este es ubiquitilado y degradado por el 

complejo proteosoma 74, 75.  

 Además, CDC6 es capaz de interaccionar con la ciclina A2, la cual a su 

vez se une y activa a las cinasas Cdk1 y Cdk2 promoviendo de esta forma la 

transición de la fase G1 a la fase S. Considerando las funciones que tiene 

CDC6 en la replicación y en la transición de las fases G1/S del ciclo celular no 

es raro que su desregulación tenga un impacto negativo en la integridad del 

genoma. 

 Además, se ha observado que la sobreexpresión de esta proteína 

conduce a una replicación forzada que contribuye a generar inestabilidad 

genómica conduciendo a la progresión de una fase S ineficiente y fomentando 

rearreglos cromosomales aberrantes, todo esto ocasionado por una 

replicación imperfecta 76, 77, 78. Se ha propuesto que esta replicación imperfecta 

es capaz de generar estrés celular e inducir el estancamiento o colapso de las 

horquillas de replicación, activando la respuesta de daño al DNA (DDR) y de 

esta forma conduce a las células a un estado de senescencia 79, 80, 81. 

 Tomando como base estos antecedentes y para explicar los resultados 

obtenidos en los microarreglos, nosotros proponemos que la disminución en 

la expresión de la isoforma H2A.Z.1 promueve una replicación aberrante del 

DNA, que conlleva a inestabilidad genómica y daño al DNA, lo que podría 

conducir a las células a un fenotipo de senescencia y de esta forma explicar 

porque la clona C1/KD-H2A.Z.1 presenta una menor tasa de proliferación. 

Aunado a lo anterior, si tomamos en cuenta que CDC6 también interacciona 
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con a ciclina A2, al encontrarse desregulada CDC6 podría tener preferencia 

por unirse a las proteínas que participan en la replicación como ORC1, PRC2, 

MCM3 y MCM7 y no interaccionar con la ciclina A2 y de esta forma ya no  

conduciría a que la células C1-KD-Z.1 se quede arrestada en la fase G1, por 

lo que para demostrarlo tendríamos que realizar un WB utilizando el 

anticuerpos dirigido contra la ciclina E. 

b) EXO1 

 En los resultados obtenidos a partir de los microarreglos también se 

observaron niveles incrementados de genes asociados a la reparación del 

DNA, deslocalización de la hebra de DNA y síntesis del DNA, tres procesos en 

donde se encuentra involucrado el gen EXO1, sugiriéndolo como un gen 

importante.  

La exonucleasa 1 (Exo1), como su nombre lo menciona, posee una 

actividad exonucleasa 5’→3’ que contribuye en la regulación de los puntos de 

control y en diversas vías de reparación, por ejemplo, reparación de mismatch 

(MMR), síntesis de DNA asociada a translesión (TLS), reparación por escisión 

de bases (NER), reparación de rupturas de doble hebra (DSB) y reinicio de 

horquillas de DNA estancadas82-87. Todos los tipos de daño anteriormente 

mencionados son capaces de inducir la respuesta de daño al DNA (DDR) lo 

que ocasiona el arresto del ciclo celular y la expresión de genes necesarios 

para la reparación88. 

 En lo que respecta al papel de EXO1 en las lesiones del DNA, se sabe 

que estas deben ser procesadas por nucleasas para generar DNA de una 

hebra (ssDNA) 89. Por ejemplo, en humanos el complejo MRN (Mre11-Rad50-

Nbs1) colabora con Exo1 en generar tramos de ssDNA al final de las DSB para 

un proceso de reparación por recombinación homóloga 90-94. En este punto el 

ssDNA es cubierto por la proteína de replicación A (RPA)95, que recluta a la 

cinasa ATR96. Posteriormente, el complejo clamp Rad17-Mec3-Ddc1) y el 

complejo de carga “clamp loader” (Rad24-RFC) son requeridos para la 

reparación del DNA. Lo que a su vez que permite activar al mediador Rad9 97 
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y este a su vez a la cinasa Rad53, así como a la cinasa del punto de control 1 

(Chk1) 98, 99. Una vez que Rad53 es hiperfosforilada es capaz de frenar la 

progresión del ciclo celular e inducir la reparación del DNA100, por lo que su 

sobreexpresión podría conducir a una catástrofe replicativa y arresto del ciclo 

celular.  

 Otro papel de Exo1 en el arresto del ciclo celular y para la reparación 

del daño al DNA, atañe al mantenimiento de los telómeros. Los telómeros 

ejercen un efecto protector que asegura la estabilidad genómica protegiendo 

a los cromosomas de su degradación, recombinación y/o fusión101. El DNA 

telomérico consta de una región de dsDNA con repeticiones en tándem  del 

tipo AGGGTT, el cual se extiende hasta fuera del duplex creando un pequeño 

ssDNA 3’ sobresaliente102. A esta hebra de DNA se le une la proteína Pot1, 

que protege los extremos teloméricos y permite el reclutamiento del complejo 

shelterina103. 

  El mantenimiento disfuncional de los telómeros y/o el acortamiento de 

estos desencadenan la respuesta de daño al DNA, de manera similar al que 

se genera por la ruptura del DNA de doble cadena (DSB), lo que podría 

conducir a senescencia como un mecanismo supresor de tumores 104, 105. 

Morin y colaboradores demostraron el papel de los telómeros en la activación 

del sistema de reparación. Se observó que Exo1 es capaz de crear ssDNA en 

telómeros descubiertos “uncapped” y que esta acumulación de ssDNA activa 

la respuesta de las proteínas reguladoras del punto de control, resultando en 

el arresto del ciclo celular. También propusieron que Exo1 es fosforilado e 

inactivado por Rad53, generando un ciclo de retroalimentación negativa para 

limitar los fragmentos de ssDNA y daño al DNA106. 

 Por lo que tomando en base las funciones de Exo1 y que en este trabajo 

la encontramos sobre expresada en la clona KD para la isoforma H2A.Z.1, 

nosotros proponemos que su sobreexpresión en lugar de que ayude a reparar 

el daño celular exacerba el daño al DNA, por lo que la célula al tratar de reparar 

este daño arresta el ciclo celular como un mecanismo oncoprotector.  

https://en.wikipedia.org/wiki/Adenine
https://en.wikipedia.org/wiki/Adenine
https://en.wikipedia.org/wiki/Guanine
https://en.wikipedia.org/wiki/Guanine
https://en.wikipedia.org/wiki/Thymine
https://en.wikipedia.org/wiki/Thymine
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RFC5 

En la sección anterior ya se mencionó al RFC (Factor de replicación C) 

como un modulador de punto de control asociado a la respuesta de daño al 

DNA. El RFC es un complejo proteico de unión a DNA que actúa en el 

reconocimiento de los “primer” o cebadores de RNA para que la DNA 

polimerasa lleve a cabo la replicación del DNA107Sin embargo, también juega 

un papel importante en procesos asociados a la reparación del DNA, en 

regular los puntos de control del ciclo celular y proliferación, así como en el 

crecimiento bajo estímulos de estrés108 

El RFC es un complejo formado por 5 subunidades RFC1 (140 kDa), RFC2 

(40 kDa), RFC3 (38 kDa), RFC4 (37 kDa) y RFC5 (36 kDa)109, altamente 

conservado en eucariotes110-113. Los distintos miembros del complejo RFC 

pueden estar involucrados en el mantenimiento de telómeros, reparación de 

mismatch y reparación por escisión de nucleótidos, dependiendo de las 

subunidades que se asocien y las proteínas con las que interactúen. Por 

ejemplo, el RFC puede cargar al antígeno nuclear de células proliferativas 

(PCNA) y a la DNA polimerasa para formar el complejo DNA-RFC-PCNA-DNA 

Pol, el cual elonga al DNA a lo largo del templado114, 115. 

Por otro lado, el RFC se puede unir a proteínas del punto de control del 

ciclo celular para iniciar la transducción de la señal de daño a DNA116. Se ha 

reportado que las subunidades RFC2-5 se pueden unir a la proteína Rad17, 

para formar el complejo pinza y parte del complejo que lo carga117, donde 

RFC5 es necesaria para abrir la pinza durante la replicación del DNA118. De 

igual forma, puede cargar al complejo Rad9-Hus-Rad1 al ssDNA para iniciar 

la señal de daño a DNA119, 120. Por otro lado, se ha descrito la asociación con 

el factor de fidelidad de transmisión cromosómica 18 (Ctf18)-RFC y su papel 

al establecer la cohesión entre cromátides hermanas en la horquilla de 

replicación para prevenir la formación de triple hebra, evitando un retraso en 

las fases S y G2/M y promoviendo la estabilidad genómica121. 
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Específicamente, al interactuar RFC5 con Ctf18 pueden inhibir o estimular la 

síntesis de DNA durante la fase S del ciclo celular122 

Por sus características, resulta lógico que la sobreexpresión de RFC esté 

biológicamente activa en el desarrollo de diversos tumores malignos, jugando 

un papel en la regulación de la proliferación, progresión, invasión y 

metástasis123, 124. Retomando los datos de la literatura y los resultados 

obtenidos en el presente trabajo, sugerimos que la sobreexpresión de este 

factor conduce a una ineficiente síntesis del DNA, a un arresto del ciclo y daño 

al DNA, que en caso de que la célula no lo resuelva lo podría llevar a apoptosis, 

senescencia o cáncer. 

Con respecto a este último punto ya se ha descrito que la sobreexpresión 

de RFC5 promueve el desarrollo de varios tipos de cáncer como: cáncer de 

cabeza y cuello y cáncer de próstata. Por lo que en caso de también aplicar 

para el KD de H2A.Z.1 en el tejido pancreático, la sobrexpresión de RFC5 

conduciría a un proceso oncogénico125. 

c) POLQ 

Otro gen que se encontró sobreexpresado en la línea C1/KD-Z.1 es POLQ, 

que codifica para la polimerasa theta (pol θ).  

Las DNA polimerasas no sólo actúan en la replicación genómica del DNA 

(pols α, δ, ε), sino también en procesos de reparación del DNA y 

mantenimiento del genoma. En las células de mamíferos se han identificado a 

DNA polimerasas asociadas a la reparación por escisión de nucleótidos (pol 

β), replicación y reparación mitocondrial (pol γ) y a la reparación no homóloga 

(pols λ, µ, θ), así como a la tolerancia a daño por síntesis de translesión (pols 

η, ι, κ, ζ). Algunas de estas DNA polimerasas funcionan en más de una vía de 

procesamiento del DNA126, 127. 

Los mecanismos que principalmente utilizan las células eucariotas para la 

reparación de DSB son: recombinación homóloga (HR), en donde para reparar 

el daño al DNA  emplea una copia de DNA no dañado128, 129, 130, o la unión a 
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extremos no homólogos (NHEJ), la cual es la forma de reparación más común 

en las células de mamíferos y consiste en la unión de los extremos de DNA 

mediada por el complejo Ku70-Ku80, que inhiben el procesamiento de los 

extremos libres131, 132. Si las rupturas no son reparadas por el mecanismo 

NHEJ entonces se emplean las nucleasas para generar ssDNA en los 

extremos 3’133, 134. 

La principal función de la pol θ es reparar el daño al DNA de doble cadena, 

donde un defecto en esta polimerasa tiende a conducir a la inestabilidad 

genómica. Una de las manifestaciones de tal inestabilidad es el incremento en 

la aparición de micronúcleos (MN)135. Sin embargo, también se le han atribuido 

funciones asociadas a las horquillas de replicación, pues se ha visto que la 

expresión de la DNA POLQ correlaciona con la expresión de genes asociados 

al ciclo celular136. Además de que la eliminación de pol θ en líneas celulares 

humanas altera considerablemente el tiempo de replicación137, posiblemente 

como resultado de la participación continua en la reparación de daño 

endógeno ocasionado por el estancamiento de las horquillas. Esto es 

consistente con los reportes en donde células deficientes de pol θ pierden su 

capacidad de reponerse al estancamiento de las horquillas de replicación, e 

incluso desencadenan en el colapso de estas138. 

Adicionalmente, la pol θ es la única polimerasa conocida que incluye un 

dominio de helicasa, teniendo 7 motivos conservados de la superfamilia II de 

helicasas de DNA y RNA139. Sin embargo, no ha habido evidencia alguna de 

su actividad helicasa140, existiendo la posibilidad de llevar a cabo esta actividad 

sobre sustratos que aún no han sido probados o en conjunto con factores 

accesorios que desencadenen esta función. 

Además, se ha demostrado que la sobreexpresión de POLQ afecta la tasa 

de progresión de la horquilla de replicación, ya que un exceso de pol θ reduce 

la velocidad de la horquilla de replicación e induce daño al DNA, lo que 

conduce a la activación de punto de control de daño al DNA.  Es decir que el 

daño al DNA puede ser consecuencia de una síntesis defectuosa del DNA141. 
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 Por lo que la sobreexpresión de la pol θ podría conducir a una mala 

reparación, estancamiento de la horquilla y rearreglos genómicos, lo que 

causaría una inestabilidad genómica que la célula puede resolver por entrar a 

apoptosis o a senescencia. 

d) XRCC2 

Finalmente, otro gene sobre expresado en la clona KD de H2AZ.1 es 

XRCC2. Esta proteína participa en la reparación de daño al DNA por 

recombinación homóloga y tiene una función importante en el mantenimiento 

de la estabilidad genética de las células. En particular, la proteína Rad51 está 

altamente conservada desde levaduras hasta humanos142, 143, mientras que 

las mutaciones en esta causan severos defectos en recombinación e 

incrementa la sensibilidad de las células a agentes que dañan al DNA144. 

Walker y colaboradores identificaron una secuencia motivo que se encuentra 

altamente conservada entre los miembros de esta familia145, que ha sido ligada 

a la interacción con el ATP. En células somáticas de mamíferos hay cinco 

proteínas adicionales que forman parte de la familia de “Proteínas tipo Rad51”: 

XRCC2, XRCC3, Rad51L1, Rad51L2 y Rad51L3146.  

El gene XRCC2 fue identificado por su habilidad para complementar el 

fenotipo de sensibilidad a daño del DNA de la línea celular de hámster irs1147, 

148, 149. Esta línea celular es sensible a agentes como radiación ionizante, luz 

U.V., agentes alquilantes y agentes causantes del entrecruzamiento de 

DNA150. Así mismo, esta línea presentó una alta inestabilidad genética 

espontánea con una incrementada frecuencia de mutaciones151, aberraciones 

cromosómicas152 y no disyunciones cromosómicas153. 

Anteriormente154, se había especulado una asociación indirecta entre 

Rad51 y XRCC2. En el 2001 O´Regan y colaboradores155 atribuyeron a 

XRCC2 el papel de establecer una conexión entre Rad51 y el DNA, siendo 

XRCC2 el encargado de localizar a Rad51 en los sitios de daño a DNA, 

observándose una disminución en la formación de focos de Rad51 en células 

deficientes de XRCC2.  
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Todos estos antecedentes sugerirían que en nuestra línea celular C1/KD-

Z.1, efectivamente, hay una señal de daño al DNA y el aumento en la expresión 

de genes como XRCC2 nos permitiría pensar que las células se encuentran 

en un proceso de reparación del DNA, provocado tal vez por una inestabilidad 

genómica. 

En conclusión, los resultados obtenidos con el microarreglo y en base a los 

datos publicados en la literatura, nosotros esperaríamos que la clona C1/KD-

Z.1, se comportara más como una célula transformada con una división celular 

descontrolada. Sin embargo, nuestros datos de cinética de crecimiento, 

clonogénico y MTT indican todo lo contario. Entonces, ¿Cómo podemos 

conciliar nuestros resultados? 

 Según los resultados de transcriptoma obtenidos a partir de los 

microarreglos y tomando en cuenta los datos publicados en la literatura 

podemos sugerir lo siguiente: 

 Que la sobreexpresión de genes como CDC6 y polimerasa θ podrían 

provocar una enorme cantidad de proliferación que conduciría a que se 

perdiera el control sobre la replicación del DNA, lo que resultaría en múltiples 

inicios de replicación que surgen del mismo origen de replicación, lo que 

conduciría a una ineficiente progresión de la horquilla. De tal manera que la 

alta frecuencia de horquillas de replicación colapsadas o arrestadas activarían 

la respuesta de daño al DNA (EXO1, RFC5 y XRCC2), por ruptura del DNA de 

doble cadena o de una sola cadena por acortar los extremos de los telómeros. 

Para de esta forma activar los puntos de control ATR/ChK1, ATM/ChK2 y 

γH2AX que conducen a un arresto del crecimiento y a reparación del DNA. 

Esta respuesta induce distintos mecanismos de reparación asociados a 

recombinación homóloga (HR), unión a extremos no homólogos (NHEJ), 

mantenimiento de telómeros, reparación de mismatch (MMR), entre otros; que 

con el fin de mantener la estabilidad cromosómica y generar un mecanismo 

oncoprotector induciría el arresto de la progresión de los puntos de control, 

deteniendo el ciclo celular lo que podría conducir a las células a un estado 
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conocido como senescencia o a trasformación celular. A este proceso se le 

consideraría como un primer mecanismo de defensa para evitar proliferación 

descontrolada y transformación.  

 Sin embargo, en este punto del trabajo sólo podemos decir que la célula 

en donde la isoforma H2A.Z.1 fue disminuida no entra en apoptosis, por lo que 

aún queda abierta la pregunta si el fenómeno que está siendo inducido en la 

línea celular C1/KD-Z.1 por el estrés replicativo conduce a senescencia o 

tumorogénesis. Nosotros proponemos que para demostrar que realmente hay 

un daño al DNA provocado por estrés replicativo, deberían realizarse ensayos 

de WB en donde se determine si la histona H2AX esta fosforilada (γH2AX), así 

como determinar si la proteína ChK2 también esta fosforilada en la Treonina 

68 y los niveles de la proteína p53 fosforilada. 

 En el siguiente modelo se muestran las vías que podrían ser 

desreguladas por varios genes implicados en el ensamblaje del complejo de 

preinicio de la replicación (CDC6), en la elongación (pol θ, XRCC2) y en el 

arresto de la horquilla de replicación (Exo1, RFC5). Todas estas funciones 

tienen como propósito detener la replicación y el ciclo celular en la fase G1 

tardía, antes de su entrada en la fase S, con el objetivo de reparar el daño al 

DNA. Sin embargo, la sobreexpresión de todas estas proteínas lleva a un 

atascamiento de la horquilla, una reparación del daño al DNA descontrolada y 

a una gran inestabilidad genómica, que la célula tratará de resolver, pero si no 

es capaz de hacerlo entonces la célula tomará uno de dos posibles 

mecanismos:1) destruir a estas células por apoptosis o 2) que las células 

entren en un estado de senescencia. Finalmente, si ambos mecanismos 

fracasan, entonces las células sufrirán un proceso de transformación.  
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Figura 28. Una replicación aberrante puede desencadenar en uno de dos 

fenómenos distintos: Transformación o senescencia (Modificada)81. Las células 

en proliferación utilizan el punto de control de la replicación del DNA para 

garantizar la duplicación ordenada y controlada de su genoma. Su mal 

funcionamiento debido a una sobreexpresión de genes implicados en replicación 

y reparación del daño al DNA puede provocar una interrupción catastrófica del 

genoma, incluida la activación no programada de los orígenes de la replicación, el 

bloqueo y el colapso de las horquillas de replicación, así como la rotura masiva del 

DNA. Con el propósito de reparar el daño al DNA, la célula detendrá la replicación 

y el ciclo celular en la fase G1 tardía, antes de su entrada en la fase S. Para activar 

los puntos de control, ATR/ChK1, ATM/ChK2 y γH2AX conducen a un arresto del 

crecimiento y a reparación del DNA. En caso de no repararse el daño al DNA la 

célula tratara de eliminar a estas células mediante apoptosis o bien entraran en 

senescencia. En caso de que esto no ocurra la célula iniciara un proceso de 

transformación.   
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CONCLUSIONES 

1.- Las células knock down para la isoforma H2A.Z.1 “C1/KD-Z.1” se replica 

más lentamente que la línea parental de cáncer de páncreas PANC-1  

2.- El menor número de las células observado en el cultivo de la C1/KD-Z no 

se debe al proceso de muerte celular programada (apoptosis). 

3.- La disminución en los niveles de expresión de la isoforma H2A.Z.1 en la 

línea celular C1/KD-Z.1 conduce a una alteración en la proliferación provocado 

por un arresto en la fase G1 del ciclo celular. 

4.- La disminución en los niveles de expresión de la isoforma H2A.Z.1 en la 

línea celular C1/KD-Z.1 genera la sobreexpresión de genes que propician la 

transición de G1/S del ciclo celular e inicio de la replicación del DNA (CDC6, 

PRIM1, PRIM2), genes que propician la reparación del DNA por recombinación 

homóloga (XRCC2), por unión a extremos no homólogos (POLQ), genes que 

propician el mantenimiento de telómeros (RFC5) y genes que se asocian con 

la reparación de mismatch y desencadenar la respuesta a daño del DNA 

(EXO1). 

6.- Nuestros resultados sugieren que la sobre expresión de estos genes 

asociados a la progresión del ciclo celular, inicio de la replicación y reparación 

del DNA generan un fenómeno denominado “estrés replicativo”. Que conduce 

a un arresto en la fase G1 del ciclo celular. 
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PERSPECTIVAS 

1.- Validar mediante RT-qPCR el nivel de expresión de los genes que se 

identificaron desregulados en la línea celular knock down C1/KD-Z.1 en los 

resultados de los microarreglos. 

2.- Validar el daño al DNA por inmunofluorescencias dirigidas a la variante de 

histonas γH2A.X, ensayo de TUNEL y/o ensayo de cometa, en la línea celular 

knock down C1/KD-Z.1.  Así como identificar a la proteína ChK2 fosforilada en 

la treonina 68, y a la proteína p53 fosforilada.  

3.- Determinar si la disminución de los niveles de expresión de la isoforma 

H2A.Z.1 conduce a senescencia por realizar ensayos de β-galactosidasa, así 

como identificar a las IL-6 y IL-8 como representativas del proceso secretorio 

inducido por senescencia (SASP). 
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