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RESUMEN

El adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP) es el mas importante cancer
pancreatico y sigue siendo uno de los canceres mas letales con una alta tasa de
mortalidad debido a su crecimiento agresivo, alta tasa metastasica y recurrencia.
Estudios recientes sobre células madre cancerosas (CTC) han sugerido que el
crecimiento agresivo, la alta tasa metastasica y la recurrencia pueden ser causados
por la capacidad de las células troncales cancerosas (CTC) de autorrenovarse,
diferenciarse e impulsar la tumorigénesis. Por lo tanto, se espera que las CTC sean
un objetivo terapéutico para el ACDP. Por lo que entonces entender los mecanismos
moleculares que participan en la autorenovacion, pluripotencia y diferenciacion de
las células troncales es muy importante. Dentro de los mecanismos moleculares
gue regulan estas propiedades en las CTCs, se encuentran los miRNAS, una clase
de RNAs pequefios no codificantes, que modulan varias actividades biolégicas de
las CTCs que van desde la invasion, metastasis, asi como la resistencia a farmacos.
Por lo que la identificacion de los miRNAs presentes en las células troncales
pancréaticas (paCTC) seria importante ya que estos en un futuro podrian ser
empleados como blancos terapéuticos contra este cancer tan fatal. Con esta idea
en mente procedimos a enriquecer a las paCTC, mediante la técnica de formacién
de esferas a partir de la linea celular PANC-1. Se demostro6 el enriquecimiento de
49 veces mas de las células paCTC en las esferas mediante la presencia de tres
marcadores de superficie especificos para las paCTC (CD44, CD133 y CD24).
Ademas de que las células obtenidas a partir de las esferas tuvieron una mayor
capacidad tumorigénica in vivo que las células crecidas en monocopa. Mediante la
técnica de FACS se aisld a la poblacion paCTC*-like (triple positiva) y a la poblacion
nopaCTC: (triple negativa). Ensayos de RT-gPCR demostraron que las paCTC*-like
presentaron mayores niveles de expresion de los factores de transcripcion
pluripotentes Oct4, KlIf-4 y Sox2 que las células nopaCTC-. Para conocer el perfil de
MIRNAS presentes en las células paCTC*-like se utilizé un microarreglo de miRNAs.
El miRNoma de las células paCTC*-like se establecié por comparar los miRNAs de
las paCTC*-like con los miRNAs provenientes de las células nopaCTC". Se

identificaron 42 miRNAs diferencialmente expresados en las paCTCs*, (p<0.001 y
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un FC<?2), todos ellos expresados a la baja. Los analisis de enriquecimiento de vias
y GO (Gene Ontology), mostraron que estos miRNAs regulan procesos como: ciclo
celular, varias vias de transduccion de sefial y de manera importante la via que
regula la pluripotencia de las células troncales. En donde, solamente 11 de los 42
mMiRNAs identificados participan en esta via. Analisis bioinforméticos sugieren que
estos 11 miRNAS podrian tener como RNA mensajeros blanco componentes de las
vias de transduccion de sefial como Wnt, Hedgehog, Notch,, BMP y FGF y también
a RNAs mensajeros de factores de transcripcion pluripotentes como Myc, Klf4 y
Lin28. Finalmente, y tomando en cuenta que algunos de estos miRNAs se han
encontrado sobreexpresados en el proceso de diferenciacion de las células
troncales y los datos obtenidos con el software TargetScan. Nosotros sugerimos
que estos 11miRNAs presentan una expresion disminuida para permitir que los
factores de transcripcion pluripotentes se expresen y dejen que las paCTCs
mantengan un estado pluripotente y menos diferenciado. Por lo que de corroborarse
esto, se podria desarrollar una terapia dirigida hacia estos 11 miRNAs para
incrementar sus niveles de expresion y de esta forma inducir la diferenciacion de las

CTCs reduciendo la poblacion de células troncales.
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ABSTRACT

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most important pancreatic cancer
and it’s one of the most lethal cancer, with a high mortality rate principally cause by
its aggressive growth, high metastatic rate and recurrence. Recent studies in cancer
stem cells (CSC) had suggested that the aggressive growth, high metastatic rate
and recurrence it can be caused by the CSC capacity to self-renew, differentiate and
promoting tumorigenesis. Therefore, is expected that CSC could be a therapeutic
target for PDAC. For that reason, understanding the molecular mechanisms that
participate in self-renew, pluripotency and stem cell differentiation is essential. Within
the molecular mechanisms that regulate the properties in CSC are the miRNAs, a
type of small non-coding RNA, they are molecules that modulate diverse biological
activities of CSC, from invasion, metastasis, to drug resistance. So, identification of
the miRNAs that are present in pancreatic cancer stem cell (paCSC) would be
important in order to use them as therapeutic target against this lethal cancer. We
proceed to enrich the paCTC population, for that we employ the sphere formation
assay using the cell line PANC-1. We demonstrate an enrichment of 49 times more
of paCSC from the sphere through the presence of three specific surface markers
for paCSC (CD44,CD133 y CD24). Furthermore, the obtained cells from the spheres
had a greater tumorigenic capacity in vivo in contrast with adherent cells. Through
the method of FACS we isolated the population paCSC+like (triple positive) and the
population no paCSC-(triple negative). RT-gPCR assays demonstrated that
paCSC+like had greater expression levels of the pluripotent transcription factors
Oct-4, KIf-4 and Sox-2 in comparison with nopaCTC- cells. To know the profile of
MiRNAs expression in paCSC+-like we used an microarray of miRNAs. The
paCSC+-like miRNoma was established to comparing the miRNAs of the
paCSC+like with the miRNAs from the nopaCSC-. We identified 42 miRNAs
differentially expressed in paCSC+ like (p<0.001 and FC<2). All 42 miRNAs were
decreased in their expression. The pathway and GO (Gene Ontology) enrichment
analyzes showed that these miRNAs regulate process such as cell cycle, several

transduction signals pathways and importantly the signaling pathways regulating
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pluripotency of stem cells. In which 11 of the 42 miRNAs identified were participating
in this pathway. Bioinformatic analyzes suggested that these 11 miRNAs could have
as targets mRNA that are components of transduction signals such as Wnt,
Hedgehog, Notch, BMO and FGF, as well have targets of mRNA of pluripotent
transcription factors as Myc, KIf4 and Lin28. Finally, and taking into account that
some of these miRNAs have been founded overexpressed in the process of
differentiation of stem cells and the data obtained from Target Scan software, we
suggested that this 11 miRNAs whose expression are reduced allowing the
expression of the pluripotent transcription factor to let that paCSC maintain a
pluripotent state less differentiate. So, if this is corroborated, it could be developed
a guided therapy toward increasing the expression of these 11 miRNAs in order to

induce the differentiation of the CSC and reduce the population of stem cells.
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INTRODUCCION

Generalidades del pancreas (Anatomia)

El pancreas es una glandula alargada, retroperitoneal que se encuentra adosada a
la pared posterior del abdomen en una ubicacion prevertebral detras del estbmago.
Posee un tamafio de alrededor de 14-25 cm de largo y un peso de aproximadamente
100 g. Por su singular posicion contacta de forma directa con el intestino delgado y
el higado, se comunica con una gran cantidad de vasos sanguineos y linfaticos; asi
como de estructuras nerviosas tanto propias como de los 6rganos que lo rodean.
En el pancreas se distinguen 4 secciones anatomicamente diferentes que son: 1) la
cabeza, constituida por el extremo ancho derecho del pancreas, se encuentra
dentro de la curva duodenal; 2) el cuello, que es la porcion estrecha del pancreas
gue une la cabeza y el cuerpo; 3) el cuerpo, compuesto por la porcion izquierda
del pancreas que se extiende hacia arriba y 4) la cola, la cual es la extremidad
izquierda del pancreas y es la prolongacién del cuerpo dirigida hacia el hilio del
bazo (Fig. 1) (1,2).

Figura 1. Anatomia del pancreas. Imagen con las cuatro secciones anatémicas que
conforman el pancreas (3).

El pancreas se considera una glandula mixta por estar constituida por dos
componentes glandulares estructuralmente distintos, que son el componente

exocrino y el endocrino.
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El componente exocrino comprende mas del 95% de la masa pancreética y es el
encargado de producir, almacenar y secretar enzimas digestivas hacia el duodeno,
esta formado por los acinos y el sistema ductal, su unidad funcional esta compuesta
por células acinares, centroacinares y células ductales, las cuales estan asociadas
con tejido conectivo. Las células acinares se agrupan formando acinos que
contienen granulos de zimégenos acidofilos, los cuales sintetizan, almacenan y
secretan enzimas y proenzimas digestivas pancreaticas, como son tripsinégeno,
quimotripsinégeno, proelastasa, amilasa, lipasa y carboxilesterasa (4). Respecto a
las células ductales, estas contienen anhidrasa carbonica y algunas de ellas se
proyectan hacia la luz del acino. De esta manera, las enzimas de las células
acinares son liberadas en una solucion rica en bicarbonato que es secretada por las
células centroacinares y ductales, viajando por el sistema ductal hacia el duodeno
(1,5).

En lo que respecta al componente endocrino, este constituye del 1-2% del total de
la masa pancredtica y estd conformado por pequefias agrupaciones celulares
conocidas como islas pancreaticas (islas de Langerhans). El pancreas humano
puede contener mas de un millén de isletas distribuidas a lo largo de la glandula,
pero principalmente se localizan en la cola. Estas islas estdn compuestas por
aproximadamente 1000 células, dentro de las cuales se pueden distinguir varios
tipos segun las hormonas que secretan, células alfa (a) productoras de glucagoén,
células beta (B) productoras de insulina, células delta (&) productoras de
somatostatina, células PP productoras de polipéptido pancreético y células épsilon
(¢) productora de ghrelina (5). Estas hormonas pancreaticas tienen un papel
fundamental en la regulacion del metabolismo de los nutrientes en el organismo y

mantienen la homeostasis de la glucosa (6).

Debido a la importante funcién que desempefia este organo, alteraciones en el
mismo llegan a repercutir gravemente en la homeostasis del organismo y conduce
al desarrollo de enfermedades como la diabetes mellitus, la pancreatitis y el cancer

de pancreas.
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Epidemiologia

A pesar de no tener una incidencia comparable con la de otros tipos de céancer la
tasa de mortalidad del adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP), es la mas alta
de entre todos los tipos de cancer con una supervivencia promedio de 6 meses al
momento del diagnostico y una sobrevida de 5 afios menor al 8% (7). Se estima que
de continuar la tendencia como hasta ahora para el afio 2030 el ACDP sera la
segunda causa de mortalidad producida por cancer a nivel mundial (8).De acuerdo
con estimaciones del GLOBOCAN en el afio 2018, el cancer de pancreas se ubica
en el 12° lugar en incidencia en el mundo, con 458,918 nuevos casos (Fig. 2), de
los cuales 432,242 mueren a causa de esta enfermedad, por lo que esto, posiciona
al cancer de pancreas en el 7° lugar de muertes producidas por cancer (9). El cancer
de pancreas se considera una de las neoplasias mas letales, ya que, a pesar de los
avances en el manejo y la deteccion del cancer de pancreas, la tasa de
supervivencia a los 5 afios es de tan solo 8%. Esto se debe a que los pacientes

presentan sintomas cuando la enfermedad ya esta muy avanzada (9,10).

Numero estimado de nuevos casos de cancer a nivel mundial, ambos sexos, todas las edades

Pulmon
Mama

Colon y recto
Prostata
Estémago
Higado
Eséfago
Cuello uterino
Tiroides
Vejiga
Linfoma No hodking

pancreas [

Leucemia

Rifion

Cuerpo uterino
0 400000 00000 1200000 1600 000 21000000 2400000

Nimeros

Figura 2. NUmero de nuevos casos a nivel mundial de distintos tipos de cancer (9)
Gréfica de barras donde se observa que el cancer de pancreas ocupa el 12° lugar en
incidencia.
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En México el cancer de pancreas se ubica en el 12° lugar en incidencia con 4,849

casos nuevos en el 2018 y el 7° en mortalidad con 4,475 muertes en el 2018 (Fig. 3
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Figura 3. Epidemiologia del cancer en México en el 2018. A) NUmero de nuevos casos
de cancer en México en el 2018 B) Muertes asociadas a diferentes tipos de cancer. Como
se aprecia en la gréfica, el cancer de pancreas ocupa el 12° lugar en incidencia en México

y el séptimo lugar de muertes asociadas a cancer (9).

22



Etiologia

No se tiene suficiente informacion de cuales son las causas exactas que conducen
al cancer de pancreas, sin embargo, se han identificado ciertos factores de riesgo
gue aumentan la probabilidad de desarrollar este cancer. Entre estos factores se
encuentran el tabaquismo, diabetes, dieta rica en grasas, inactividad y su fondo
genético. A continuacién, describiremos brevemente cada uno de estos factores de

riesgo.

El tabaquismo. Aproximadamente el 20% de todos los canceres de pancreas son
atribuibles al tabaquismo. Los fumadores poseen un riesgo de aproximadamente 2
veces de desarrollar cancer pancreatico comparado con las personas que nunca
fumaron, y este riesgo persiste por 10-20 afios después de dejar de fumar. Ademas,
este riesgo se incrementa proporcionalmente con el nimero de cigarros fumados
por dia y los afios que han fumado. Se piensa que riesgo de desarrollar ACDP por
los fumadores se debe a que el tabaco es una mezcla compleja que contiene al
menos 50 carcindgenos conocidos los cuales probablemente inicien y faciliten el

desarrollo de los tumores pancreaticos (10,11).

Otro factor de riesgo es la diabetes, ya que se ha estimado que el 80% de pacientes
diagnosticados con cancer de pancreas padecen de intolerancia a glucosa o
diabetes (12). Aunque la diabetes se ha considerado como un factor de riesgo, este
podria ser una consecuencia del cancer de pancreas. Por lo que la apariciéon de

diabetes podria servir como un indicador en la deteccién de cancer pancreético (12).

El incremento en el indice de masa corporal también incrementa el riesgo de cancer
de pancreas entre individuo obesos (13). Un mecanismo propuesto que explica el
incremento del riesgo en personas con un indice de masa corporal alto es la
resistencia a la insulina, esto lleva a una mayor secrecion de insulina resultando en
hiperinsulinemia y en un incremento en los niveles del factor de crecimiento
insulinico (IGF-1) el cual inhibe apoptosis y promueve al desarrollo de tumores

pancreaticos (14).
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Otro factor altamente asociado es el consumo de alcohol, ya que se ha demostrado
qgue el consumo excesivo de alcohol esta asociado con pancreatitis (15), un factor
de riesgo establecido para el cancer pancreatico. La inflamacion y el dafio causado
por una pancreatitis cronica pueden llevar al desarrollo de cancer pancreético (16).
Sin embargo, individuos con cancer de pancreas también experimentan pancreatitis

como consecuencia del cancer.

Finalmente, uno de los mas fuertes factores de riesgo para desarrollar cancer
pancreatico es la historia familiar, ya que se ha encontrado que el riesgo incrementa
6.79 veces entre individuos con familiares de primer grado que padecen cancer
pancreético. Aproximadamente del 5 al 10% de los casos de ACDP se presentan
en pacientes con una historia familiar con este tipo de cancer y esto se atribuye a
factores genéticos heredables. Ademas, un alto riesgo de un cancer pancreatico
esta asociado a sindromes heredables donde se presentan alteraciones en genes
como PRSS1, TP53, CDKN2A, BRCA1 y BRCA2. Sin embargo, esto debe tomarse
con ciertas reservas ya que en diversos canceres pancreaticos, mutaciones en
genes como: KRAS, BRAF y SMAD4 no son parte de sindromes heredables (17,18).

Cancer pancreético

Debido a que el pancreas es un 6rgano mixto se generan dos tipos de tumores: 1)
los tumores endocrinos pancreaticos, los cuales tienen su origen en las células
endocrinas y representan menos del 5% de todos los casos de cancer de pancreas
y 2) los tumores exocrinos que tienen su origen en las células exocrinas del
pancreas y representan aproximadamente el 95% de los canceres pancreéticos
(11).

El tipo de cancer pancreatico exocrino mas comun es el ACDP y constituye el 90%
de todos los casos de tumores exocrinos, El ACDP puede desarrollarse a partir de
cualquiera de las tres células del tejido exocrino del pancreas (células ductales,

células acinares y células centroacinares), teniendo al final un fenotipo ductal (19).
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El ACDP puede desarrollarse en cualquier porcion del pancreas, aunque mas
frecuentemente se origina en la cabeza del pancreas. Después del ACDP la
neoplasia mas comun son los tumores neuroendocrinos los cuales comprenden el
5%. Las neoplasias neuroendocrinas pueden llevar a una produccion activa de
hormonas y como consecuencia a la aparicibn de sintomas graves como
hipoglicemia y eritema necrolitico migratoria (20). Por todo lo anteriormente
expuesto, es evidente que el ACDP es de suma importancia a nivel de salud publica
por lo que a continuacion describiremos mas detalladamente a este tipo de cancer.

Adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP)

El ACDP son lesiones que forman masas que se infiltran en el tejido suave del
parénquima pancreatico. Estos carcinomas pueden invadir el ducto biliar, el ducto
principal pancreatico o ambos, lo que resulta en una atrofia en el parénquima
pancreético. La mayoria de los ACDP ocurren en la cabeza del pancreas y en menor
proporcion en el cuerpo y la cola (21). Cuando aparece en la cabeza de la glandula
puede resultar en la aparicion de ictericia dado por la invasion o compresion de
ducto biliar, también aparecen otros sintomas como pérdida de peso y dolor
abdominal. Mientras que la aparicion de ACDP en el cuerpo o cola de la glandula,

usualmente son asintomaticos, por lo que se dificulta su diagndstico.

El ACDP se caracteriza por la capacidad de infiltracion de las células neoplasicas,
las cuales pueden aplanarse y crecer en la superficie endotelial de los vasos,
tomando la apariencia de un ducto; otra caracteristica del ACDP es la formacion de
estroma desmoplasico denso lo que impide que la quimioterapia llegue a las células
neoplasicas (21,22). El hecho de que el diagndstico de este cancer en el 52% de
los casos se realice en etapas avanzadas de la enfermedad, (cuando el cancer ya
se ha diseminado y creado metastasis) se debe a la ausencia de sintomas
especificos que permitan detectarlo en etapas tempranas y a la falta de
biomarcadores lo suficientemente sensibles y especificos para realizar un
diagndéstico temprano cuando la reseccion quirdrgica del tumor representa la Unica

opcion de tratamiento potencialmente curativa para los pacientes. Por lo que
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entonces, solamente del 15-20% de los pacientes diagnosticados con ACDP son
candidatos para que se realice la pancreatectomia. No obstante, alun en esas
circunstancias la tasa de sobrevida para estos pacientes a 5 afios se mantiene por
debajo del 20% incluso con quimioterapia adyuvante (7,23).

Otro factor que impacta en la agresividad del ACDP, es que es un tumor altamente
resistente a la quimioterapia convencional y a la radiacién. Actualmente la
gemcitabina, es la opcion mas empleada para el tratamiento del ACDP. Sin
embargo, su empleo no ha mostrado aportar un beneficio a la sobrevida de estos
pacientes, por lo que existe una urgente necesidad en desarrollar nuevas terapias
que estén dirigidas especificamente a las vias alteradas mas relevantes en la
patobiologia del ACDP (24).

Lesiones precursoras de ACDP

Yachida en el 2010 sugiere que los cambios genéticos observados en el ACDP y
metéstasis toman alrededor de 12 afios desde la mutacion inicial hasta el desarrollo
de un ACDP invasivo. Es decir, es un cancer que pasa por lesiones preneoplasicas
antes de considerarse un ACDP. Hasta la fecha, tres diferentes tipos de lesiones
precursoras han sido identificadas que dan origen al ACDP como son: Neoplasia
Intraductal Papilar Mucinosa (IPMNs), Neoplasia Quistica Mucinosa (MCN), y
Neoplasia Intraepitelial Pancreéatica (PanIN). Todas estas lesiones precursoras
poseen los criterios para ser consideradas como lesiones precancerosas, ya que
exhiben una morfologia multipasos y progresién a carcinoma invasivo (Fig.4)
(25,26).
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Figura 4. Modelo de progresién de cancer pancreatico. Sobreexpresion de HER-2/neu
y mutaciones puntuales en K-Ras ocurren en una etapa temprana, la inactivacion de p16
ocurre en una etapa intermedia, y la inactivacién de p53, DPC4 y BRCA2 ocurren
tardiamente (25).

Neoplasia intraepitelial pancreatica (PanIN)

La neoplasia intraepitelial pancreéatica (PanIN) es el precursor mas comun del
ACDP. Los PanIN pueden encontrarse en un 82% de los carcinomas invasivos
pancreaticos, un 60% en pancreatitis cronico y un 16% en pancreas normal. Las
lesiones PanIN son neoplasias epiteliales, no invasivas y microscopicas de un
tamafio menor a 1 cm y se encuentran situados principalmente en la cabeza del
pancreas. Sin embargo, debido a su tamafio pequefio su deteccidn por técnicas de

imagenologia es muy dificil.

Dependiendo de su grado de atipia celular los PanIN se clasifican en tres grados:
PanIN-1, PanIN-2, y PanIN-3. La PanIN-1 a su vez se divide en PanIN-1A y PanIN-
1B. Las PanIN-1A presentan una arquitectura plana mientras que las PanIN-1B
poseen una arquitectura papilar. Las PanIN-1 presentan un bajo grado de atipia,
se caracterizan por presentar un epitelio columnar mucinoso. En el caso de las
PanIN-2 se definen por mostrar una displasia moderada, pérdida de polaridad y una

arquitectura epitelial papilar. Finalmente, las PanIN-3 poseen una marcada atipia,
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figura mitética, pérdida de la polaridad y una arquitectura micropapilar o aplanada.
Las lesiones PanIN-3 se encuentran casi exclusivamente asociadas a

adenocarcinoma (27).

Por lo que actualmente se acepta que la progresion de los tipos de PanIN 1 a 3 es
el resultado de la acumulacion de alteraciones genéticas y epigenéticas tal y como

se esquematiza en la figura 4 (25).

Neoplasia intraductal papilar mucinosa (IPMN)

Otra lesién preneoplasica que puede conducir al ACDP son los IPMN y representan
tan solo del 3-5%, es una neoplasia usualmente papilar, productoras de mucina y
dependientes del epitelio ductal, con un tamafio de al menos 1.0 cm. La IPMN puede
desarrollarse en el ducto pancreatico principal o en algunas de sus ramas
accesorias. Cuando ocurre en el ducto principal es mas probable que se presenten
sintomas. Las IPMNs pueden clasificarse de acuerdo al conducto pancreatico de
donde se originan: del ducto pancreatico principal (IPMN-MD), de los ductos
ramificados (IPMN-BD) y los que involucran el ducto principal y los ductos
ramificados (tipo mixto). De todos estos, los que poseen un mayor grado de
malignidad son los provenientes del ducto pancreético principal, ya que el 62% de
los IPMN-MD tienen un alto grado de displasia en comparaciéon con un 24% de los
IPMN-BD (28).

Neoplasia Quistica Mucinosa (MCN)

La Neoplasia Quistica Mucinosa son las lesiones precursoras menos comunes
(>5%) se presentan con mayor prevalencia en mujeres (26,27), y al igual que las
dos anteriores pueden llevar al desarrollo del adenocarcinoma ductal invasivo. Las
MCN son neoplasias formadoras de quistes las cuales no se encuentran en contacto
con el sistema ductal pancreético, varian en tamafio de uno a varios centimetros y
cuentan con pared fibrosa. El contenido del quiste con frecuencia es mucoide. Estos
quistes semejan a las neoplasias mucinosas de ovario. Los quistes estan revestidos
por epitelio cilindrico productor de moco rodeado de estroma similar al ovario. Estas

neoplasias pueden presentar diferentes grados de atipia arquitectural y citologica,
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en un espectro que va desde displasia leve hasta carcinoma in situ. A diferencia de
las IPMN gque se originan principalmente en la cabeza del pancreas, las MCN se

localizan tipicamente en el cuerpo y cola del pancreas

Aspectos clinicos de cancer de pancreas

Manifestaciones clinicas

Como se ha mencionado anteriormente, el cancer de pancreas en una etapa
temprana es asintomatica, o bien los sintomas que se presentan son inespecificos
y pueden ser confundidos con otras enfermedades. La enfermedad se hace
evidente después de que el tumor invade los tejidos circundantes u ocurre
metastasis en oOrganos distantes. Algunos sintomas son: orina oscura, heces
palidas, pérdida de peso sin causa conocida, dolor abdominal, nduseas, vomito,
debilidad o sensacion de cansancio, ictericia obstructiva. Sin embargo, estos
sintomas pueden ser causados por otro tipo de cancer o por otros problemas de
salud. Por lo que es necesario que el paciente informe a su médico para ser

diagnosticado a tiempo (29).

Diagndstico en cancer de pancreas

El diagnéstico de este tipo de cancer es un reto debido a su localizacion inaccesible
en el abdomen. Actualmente, en la clinica se cuenta con tres herramientas de
diagndéstico, las cuales ademas de detectar la presencia del tumor, ayudan a la
estadificacion de la enfermedad. Estos métodos de diagndstico son: 1) los estudios
de imagenologia, los cuales son importantes para la deteccion de la masa tumoral,
2) los estudios de laboratorio que se encargan de detectar marcadores tumorales
en muestras biolégicas como sangre y jugo pancreatico, y 3) los estudios
histoldgicos realizados en biopsias del tejido canceroso, los cuales confirman los

dos estudios anteriores, razon por la cual es considerada como el estandar de oro
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para el diagnostico del cancer de pancreas (29,30,31). A continuacion

describiremos cada uno de ellos.

Estudios de imagenologia

El diagnoéstico del cancer de pancreas en la mayoria de las instituciones se realiza
mediante técnicas de imagen, como son: la ultrasonografia endoscépica (UES),
tomografia computarizada (TC), resonancia magnética (RM) y laparoscopia (32).
Las pruebas por imagen permiten a los médicos determinar la ubicacion del cancer
y si se ha diseminado desde el pancreas hacia otras partes del cuerpo. EI ACDP,
en las etapas iniciales puede ser dificil de reconocer por imagenologia. Sin
embargo, la tomografia computada (TC) reproduce imagenes de alta calidad que
facilitan la deteccion de la enfermedad avanzada y metastasica. El protocolo TC
trifasica, para el ACDP, es la mejor prueba diagndéstica inicial, proporciona una
precision del 80%. Por su parte, el ultrasonido endoscépico también es muy preciso
para el diagnostico de ACDP, y ademas durante el ultrasonido se puede realizar el
muestreo para el diagnostico citologico. Por otro lado, la laparoscopia puede
detectar metastasis peritoneales, pero no se realiza rutinariamente antes de
proceder con la cirugia pancreatica (31,17). Sin embargo, las pruebas por imagen
no detectan tumores menores a 1 cm por los que no es el método méas apropiado
para detectar a las lesiones preneoplasicas mas frecuentes (90%) que conllevan al
desarrollo del ACDP, las PaniN.

Estudios de laboratorio

Ademas del diagnéstico por imagenologia, existen los estudios de laboratorio que
se encargan de detectar marcadores tumorales en muestras biol6gicas como
sangre y jugo pancreatico. Existen 2 tipos de marcadores, los antigénicos y los
moleculares. Entre los antigénicos se incluyen marcadores sanguineos como:
antigeno carbohidrato de 19-9 (CA19-9), antigeno de cancer 50 (CA-50), antigeno
monoclonal tipo 2 pancreatico de Duke (DUPAN-2), mucinas asociadas a
superficies celulares, antigenos carcinoembrionarios y proteinas de choque térmico.

Entre los marcadores moleculares se encuentra la deteccion de genes como K-RAS,
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p53, DPC4 y BRCA2 (32). No obstante, estos estudios son costosos y poco

especificos ya que estas moléculas estan presentes en varios tipos de cancer.

Estudios Histologicos

Hasta la fecha, el diagndstico definitivo de los pacientes con sospecha de tumores
pancreéaticos depende de la obtencién de material mediante biopsias del tejido
canceroso para sus estudios histolégicos o citolégicos. Estos estudios sirven para
confirmar el hallazgo de los estudios de imagen. Ademas de que permiten descartar
tumores benignos presentes en el pancreas. Por lo que este método se considera
el estdndar de oro para el diagndstico de esta enfermedad.

Finalmente, los médicos utilizan estas pruebas diagndsticas para averiguar la etapa
clinica del cancer ya que esto ayudara a determinar cuél es el mejor tratamiento y

a predecir el prondstico de un paciente.

Etapificacion del ACDP

La etapificacion es primordial para el manejo adecuado del cancer de pancreas, de
esta forma se pueden identificar pacientes que pueden ser candidatos a tratamiento
quirargico ademas de predecir el prondstico del paciente, es decir, la probabilidad

de recuperacion.

El sistema de etapificacion mas reconocido para el ACDP es el propuesto por la
union internacional contra el cancer (UICC) conocido como el sistema TNM. Este
sistema, se basa en el tamafio y extension del tumor primario (T). En donde, la N,
describe la propagacion hacia los ganglios (nédulos) linfaticos regionales y la M,
indica si el cancer ha hecho metastasis a otros 6rganos del cuerpo (32).
Dependiendo de lo avanzado que se encuentra el cancer en el momento del
diagnéstico, se pueden asignar grados a estas categorias. Posterior a la asignacion
de la categoria TMN se asigna una etapa general que va de la etapa | a la etapa IV
(Tabla I).
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En la Tabla | se muestra las caracteristicas macroscopicas de cada etapa, asi como
el porcentaje de sobrevida para cada una de ellas. Finalmente, toda esta
informacion ayudara al médico para establecer el tratamiento mas adecuado para
el paciente.

Tabla |. Clasificacion del cancer de pancreas por estadios (32).

Estadio Clasificacion | Clasificacion clinica Distribucion por| Supervivencia
estadios a5 afnos

0 Tis NO MO Resecable 7.5% 15.2%

IA T1 NO MO Resecable 14%

IB T2 NO MO Resecable 12%

A T3 NO MO Resecable 7%

1IB T1-3 N1 MO | Localmente avanzado| 29.3% 6.3%

1 T4 NO-1 MO | Localmente avanzado 3%

\Y Tis-4 NO-1 M1 | Metastasico 47.2% 1.6%

Tumor (T) Tis: Carcinoma in situ, T1: El tumor esta limitado al pancreas y mide < 2
cm de diametro, T2: El tumor esta limitado al pancreas y mide =2 cm en su diametro,
T3: El tumor se extiende mas alla del pancreas, pero sin implicacion de arterias, T4:
El tumor se extiende a arterias (irresecable). Ganglios linfaticos regionales (N).
NX: Los ganglios linfaticos regionales no son evaluables, NO: No hay metastasis a
los ganglios linfaticos regionales, N1: Existe metastasis a los ganglios linfaticos
regionales. Metastasis (M). MX: La metéastasis a distancia no puede evaluarse, MO:

No hay metastasis a distancia, M1: Existen metastasis distante del origen.

Otro método que se emplea para clasificar el cancer de pancreas se basa en la

posibilidad de extirparlo con cirugia y las partes a las que se ha diseminado:

Extirpable

Este tipo de cancer de pancreas puede extraerse quirirgicamente. A menudo, la
cirugia se realiza enseguida después del diagndéstico. A veces, se puede
recomendar un tratamiento adicional antes de la cirugia. El tumor puede estar
ubicado Unicamente en el pancreas o extenderse mas alla, pero no ha crecido hasta

afectar arterias o venas importantes del area. No hay evidencia de que el tumor se
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haya diseminado a otras areas fuera del pancreas. Entre el 10 % y el 15 % de los

pacientes, aproximadamente, reciben el diagnéstico en este estadio.

Extirpable limite

Esta categoria describe un tumor que posiblemente sera dificil, o imposible, de
extirpar quirdrgicamente, cuando se lo diagnostica por primera vez, pero si la
quimioterapia y/o la radioterapia pueden reducir el tumor en primer lugar, es posible
que se extirpe en el futuro con margenes negativos. Esto significa que no quedaran

células cancerosas visibles.

Localmente avanzado

Este tipo aun esta ubicado Unicamente en el area alrededor del pancreas, pero no
se lo puede extirpar quirargicamente porgue ha crecido hasta afectar arterias, venas
u organos cercanos. Esto significa que no se puede extirpar con cirugia porque el
riesgo de dafar estas estructuras cercanas es muy alto. No hay signos de que se
haya diseminado a ninguna parte distante del cuerpo. Entre el 35 % y el 40 % de

los pacientes, aproximadamente, reciben el diagndstico en este estadio.

Metastasico

El tumor se ha diseminado mas alla del area del pancreas y a otros érganos, como
el higado, los pulmones u otras areas alejadas del abdomen. Entre el 45 % y el 55
% de los pacientes, aproximadamente, reciben el diagnostico en este estadio. Al
clasificar los diferentes tipos de cancer en una de estas categorias, el equipo de

atencion médica puede planificar la mejor estrategia de tratamiento.

Tratamiento

Una vez confirmado el diagnéstico del ACDP, el medico puede optar por varios
tratamientos dependiente de la etapa en la que se encuentre el paciente. El manejo
del cancer de pancreas en casos selectos y en un estadio temprano, es mediante
el tratamiento quirdrgico, el cual es el Unico con posibilidad curativa. Este

tratamiento depende de que el paciente sea un candidato adecuado, por lo cual es
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necesario un estudio histoldgico previo. Las técnicas usadas segun la extension del

tumor de pancreas son: pancreatectomia parcial o total y cirugia radical.

El alto riesgo de recurrencia de la enfermedad local y sistematica, establecen la
base para el tratamiento adyuvante. El tratamiento adyuvante se basa en el uso de
quimioterapia (32). Durante decenios, la gemcitabina ha sido el valor de referencia
(estdndar de oro); sin embargo, ahora hay varias opciones més efectivas que los
médicos tratantes pueden considerar. La eleccion del tratamiento debe adaptarse
al paciente, teniendo en cuenta su estado funcional y los perfiles de efectos
secundarios de los agentes de quimioterapia. Resultados han demostrado que en
el cancer de pancreas avanzado, la gemcitabina es superior al 5-fluorouracilo (FU);
y que en comparacibn con la gemcitabina sola, las combinaciones
multimedicamentos mejoran los resultados de supervivencia y las tasas de
respuesta en el ACDP. ElI FOLFIRINOX, el GEMOXEL vy Ila
gemcitabina/cisplatino/epirubicina y el 5FU son regimenes activos. Estos datos
indican que, en los pacientes adecuados, los regimenes multimedicamentos pueden
ser apropiados, aunque debe tenerse en cuenta la posibilidad de una mayor
toxicidad (33)

El tipo de radiacion que se usa con mas frecuencia para tratar el cancer de pancreas
es la radioterapia de rayo externo que enfoca la radiacion desde una fuente externa
al cuerpo en direccién hacia el cancer. Cada tratamiento dura sélo unos minutos y
se administran 5 dias a la semana por varias semanas. Los efectos secundarios de
este tratamiento pueden incluir nausea, vomito, diarrea o estreflimiento, cansancio,
mareo, pérdida de apetito, pérdida de peso dolor muscular y de articulaciones (32).
Para el tratamiento de cancer de pancreas que se encuentra localmente avanzado,
se utiliza la administracion de quimioterapia y radioterapia y para un cancer de
pancreas diseminado, la estrategia a seguir es el uso combinado de gemcitabina

con otros farmacos (32).

Sin embargo, pese al empleo de estos tratamientos existe una alta resistencia y
recurrencia de este tipo de cancer y se cree que esto se debe a la presencia de una

pequefia subpoblacién de células troncales cancerosas (CTCs) presentes en el
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tumor. Pero antes de definir a las células troncales y sus implicaciones en el cancer
revisaremos brevemente que son las células troncales y los mecanismos

epigenéticos que regulan a esta subpoblacion de células.

Células troncales

Una de las razones por la que las células madre son importantes se debe a que el
desarrollo humano se da a partir de células troncales.

Las células troncales se definen por su capacidad de auto-renovacion y su potencial
para diferenciarse en distintos tipos celulares. Tienen la capacidad de dividirse
asimétricamente, formando una célula troncal y una célula progenitora la cual se
somete a diferenciacion, o bien de dividirse simétricamente donde la célula troncal
se divide y las dos células indiferenciadas contintan como células troncales la
divisibn simétrica es usada por las células troncales normales cuando ellas
necesitan expandir su niUmero, ya que como mencionamos previamente esta clase

de divisién genera solo células troncales.

Las células troncales pueden dividirse en dos tipos generales: las células troncales
embrionarias, las cuales estan presentes en etapas tempranas de desarrollo y las
células troncales somaticas o adultas, las cuales aparecen durante el desarrollo fetal

y permanecen a lo largo de la vida (34).

Las células troncales embrionarias (CTE) son células derivadas de la masa celular
interna del estadio de blastocito del embrion, estas células poseen dos propiedades
importantes que las definen: pluripotencialidad y auto-renovacion. Esta
pluripotencialidad permite que puedan diferenciarse en todas las posibles células
de las tres capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo) (35). Para
mantener el destino de las CTE es necesario una red compleja de factores

intrinsecos y extrinsecos en conjunto con la remodelacién de la cromatina
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En el caso de las células troncales adultas, estas son células indiferenciadas cuyo
principal papel es reponer las células que van muriendo y reparar el tejido dafiado.
Tienen la capacidad de autorenovarse con el fin de mantener un “pool” de células
indiferenciadas y también son multipotentes, lo que significa que tienen la habilidad
de diferenciarse en tipos celulares limitados al tejido u 6rgano de donde se

originaron (35).

Regulacion intrinseca del estado de pluripotencia

Se han identificado reguladores muy importantes de la pluripotencialidad, los cuales
son proteinas que reconocen secuencias especificas de DNA y que regulan la
sintesis del RNA. Hasta la fecha se han identificado méas de 100 genes involucrados
en pluripotencialidad, de los cuales se encontraron que tan solo tres factores como
Oct4, Sox2 y Nanog permiten a las células troncales permanecer en un estado de
pluripotencia. En células troncales humanas se ha demostrado que estos tres
factores de transcripcion (FT) tienen un circulo de retroalimentacién positiva entre
ellos ademas de que comparten muchos de los genes que regulan. Sox 2 se
expresa de manera mas abundante que los otros dos FTs. Sin embargo, la
presencia de Oct4, el cual se encuentra en baja expresion permite que Sox2 y Oct4
formen heterodimeros y que se unan al promotor de Nanog, permitiendo su
transcripcion. Una vez presentes los tres factores promueven la transcripcion de
genes propios de las células troncales embrionarias, ademas de unirse a sus
propios promotores,formando un circulo de retroalimentacion positiva consigo

mismos y con los otros dos FTs (36)(Figura 5).
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Figura 5. Circuito central de pluripotencialidad celular. Circuito formado por los factores
de transcripcion Oct4, Sox2 y Nanog, FTs que forman un triple circuito de retroalimentacién
positiva que estabiliza ese estado celular (36)

Més tarde en el trabajo de Boyer y colaboradores publicado en el 2005, fue
propuesto el esquema de regulacion en forma de cascada (Figura 6).
Encontrandose que cada uno de estos FT regulan la expresion de un gran nimero

de genes (37) Figura 6.

] Genes del circuito de pluripotencialidad:
Numero de Activados Oct3/4, Nanog, Sox2, UTF1, Sall4, Kif4, Sox15, Rex1
genes blanco e |c-MyC, Stat3, B-catenina, Grb2, TCL1, Eras, ECAT1, ESG1
P Fbx15, DNMT3L, ECATS, GDF3, Dppad, ECAT15-2, Fthi17
Stella, Cripto
Nanog |—» 1687 Marcadores de pluripotencialidad:
SSEA1(en raton), SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-8
TRA-2-49, TRA-2-84, GCTM-2, AP, telomerasa, TRF-1
Oct3/4 |—» 623 TRF-2 Foxd3

Sox2 E— 1271 .
Genes de linaje celular:

Ectodermo: MAP2, PAXS, ES4, olLIG2
{ | Endodermo: GATAZ, GATA4, GATAS, AFP, FOXAZ2,
Reprimidos SOX17. CK18
Mesodermo: Brachyury, MSK1, NKX2.5, NKX3.1, BMP4,
HAND1, ME2

Figura 6. NUumero de genes regulados positiva y negativamente por Oct4, Sox2 y
Nanog. Junto a cada uno de los genes se observa el nimero de genes que tienen sitios de
unién en promotores y enhancers para el factor en cuestion (37).

Por ejemplo, Oct4 interactia con los promotores de 623 genes blancos, incluyendo
Oct4, Sox2, Nanog, LEFTY2/EBAF, CDX2, HAND1, DPPA4, GJA1/CONNEXINA43,
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FOXO1A, CRIPTO/TDGF1, ZIC3, Ibx15. Mientras que Sox2, se une a promotores
de 1271 genes; por su parte Nanog se une a 1687 genes. Es notable que los tres
factores coinciden en la ocupacion de 353 promotores. De estos genes blanco en
células pluripotentes, aproximadamente el 50% sirven para autorenovacion y
pluripotencialidad, mientras que el otro 50% son genes especificos de linaje (la
mayoria son genes de homeodominio) que codifican factores de diferenciacion para
las tres capas embrionarias y también para células extraembrionarias (37). Esto
quiere decir que Oct4, Sox2 y Nanog activan a los promotores de genes que
mantienen la pluripotencialidad y reprimen los promotores de genes especificos de
diferenciacion. Por lo tanto, el mismo grupo de reguladores transcripcionales
presenta una accion dual de activador/represor, activando el circuito de
pluripotencialidad y reprimiendo el circuito de diferenciacion.

Ademas de los tres genes previamente descritos se sumaron a esta red
transcripcional genes conocidos por su contribucion a la carcinogénesis tales como
c-Myc y KIf4. Actualmente se sabe que para la induccién de la pluripotencialidad a
partir de células diferenciadas solo es necesaria la expresion de los factores Oct4,
Sox2, KIf4 y c-Myc. A las células pluripotenciales generadas con esta metodologia

las nombraron “induced pluripotent stem cell” iPSC (38).

En células diferenciadas, los genes de pluripotencialidad no se expresan, porgue
son silenciados por mecanismos epigenéticos los cuales se describiran a

continuacion.

Epigenética en células troncales

Se ha demostrado que la regulacion a nivel epigenético define el estado de
troncalidad en las células. Cambios como modificaciones quimicas de la cromatina,
alteraciones en los constituyentes de la cromatina y cambios en la organizacién 3D
de la cromatina, y los RNA no codificantes (ncRNA), incluyendo tanto largos

(IncRNA) como cortos entre los que se incluyen los microRNAs (miRNA) regulan el
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estado de troncalidad, estado definido por sus propiedades de autorenovacion y

pluripotencialidad (39).

Todos estos mecanismos trabajan en conjunto para regular el funcionamiento del
genoma, alterando la arquitectura de la cromatina al regular principalmente su nivel
de compactacion y por ende la accesibilidad de la maquinaria de transcripcion,

reparacion y replicacion hacia sus genes blanco (40). ¢ Pero como ocurre esto?

Esto se entiende mejor si partimos de que el ADN en el nucleo forma parte de la
cromatina. La cromatina a su vez se compone de unidades repetidas de
nucleosomas, las cuales consisten de ~146 pares de bases de ADN enrollados 1.7
veces alrededor de un octdmero de histonas, conformado por un tetramero H3-H4
y dos dimeros de H2A-H2B (23)

Las células troncales pluripotentes poseen una cromatina abierta e hiper-dindmica
(eucromatina) la cual llega a transformarse a una cromatina mas compacta y

restrictiva (heterocromatina) durante la diferenciacion. (41)

Pero esta regulacion epigénetica no solamente ocurre en un contexto de cromatina,
sino que también se lleva a cabo en el DNA. Uno de los mecanismos claves en la
regulacion epigenética es la metilacion del ADN, este mecanismo proporciona un
silenciamiento estable de los genes. La metilacion del ADN interfiere con la unién
de factores de transcripcion y simultdneamente atraer proteinas con dominio de
unién a metil-CpG (MBD) que inicia la compactaciéon de la cromatina y el
silenciamiento de genes (41). Las enzimas encargadas de metilar al ADN son
llamadas ADN metiltransferasas (DNMT1,DNMT3a y DNMT3b) y son las
responsables del agregar el grupo metilo para mantener o crear los patrones de
metilacion (23) Un ndmero creciente de evidencias muestran que en células
troncales embrionarias de ratbn Dnmtl-/-, Dnmt3a-/-, Dnmt3b-/-, son incapaces de
diferenciarse in vitro debido a una apoptosis excesiva resultado de la deficiencia de
Dnmtl o por la falta de represion en genes pluripotentes tales como Oct4 y Nanog
a causa de la deficiencia en Dnmt3a y Dnmy3b (39). Por lo que entonces la

regulacion en la metilacion del ADN es necesaria para que las células troncales
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salgan de un estado de pluripotencialidad y puedan diferenciare apropiadamente.
(42).

Otro mecanismo epigenético que ocurre a nivel de la cromatina son las
modificaciones post-traduccionales (PTMs), de las histonas, las cuales incluyen
metilacion, acetilacién, ubiquitinacién, sumoilacion y fosforilacion de residuos
especificos de los extremos amino y carboxilo terminal de las histonas con

diferentes grados de modificacion (40).

Las PTMs de las histonas, alteran la arquitectura de la cromatina, resultando en
cambios en la estructura del nucleosoma y en la accesibilidad de la maquinaria de
transcripcion. Las modificaciones de las histonas pueden llevar a activar o reprimir
la expresion de un gen dependiendo de que residuos son modificados y el tipo de

modificacion que se lleve a cabo (40)

En células troncales, reguladores de la expresion de genes linaje-especifico se
encuentran reprimidos pero “poissed” con el fin de obtener una respuesta rapida al
momento de la diferenciacion. Estas areas de cromatina se les denomina dominios
bivalentes, los cuales poseen marcas opuestas, como son la trimetilaciéon en la lisina
4 de la histona 3 (H3K4me3) que esta asociada con activacion transcripcional, la
cual es llevada a cabo por el complejo tritorax (SET1A/B, MLL) y la trimetilacion de
la lisina 27 de la histona 3 (H3K27me3) asociada con el silenciamiento
transcripcional (42) realizada por el complejo Polycomb (PRC2/PRC1). Esta
bivalencia juega un papel importante durante la diferenciacion de las células
troncales embrionarias y un papel decisivo en el momento de activar o reprimir la
expresion del gen (42). En el estado bivalente, los estimulos activadores y los
complejos represivos se equilibran entre si en un equilibrio metaestable
(denominado estado poissed). La activacion de TF en conjunto con las demetilasas
H3K27 y las enzimas H2.A-desubiquitinasa (DUB) desplazan el equilibrio hacia la
activacion, eliminando los factores represivos y convirtiendo los loci bivalentes en
genes activos. Por el contrario, la eliminacion de los estimulos activadores que estan
presentes en niveles bajos de dominios bivalentes desplaza los genes a un estado

reprimido, un proceso que requiere una fuerte actividad de la H3K4 demetilasa. La
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trimetilacion de H3K9 y la metilacion de ADN pueden reforzar la represion (Figura
7) (43).

Bivalente

/

Reprimido

Figura 7. Bivalencia en la expresion génica. La bivalencia representa un equilibrio
dindmico entre la activacion y la represion que mantiene los genes en un estado plastico e
inducible (43).

También se ha encontrado que las modificaciones en la estructura 3D de la
cromatina también tienen un papel importante en la regulacion epigenética. El
genoma en interfase se encuentra en dominios asociados topoldgicamente (TADSs)
los cuales son las unidades estructurales y funcionales de la cromatina. Las TADs
se forman gracias a proteinas como CTCF- cohesina, las cuales delimitan una TAD
de otra, permitiendo asi establecer limites y restringir la propagaciéon de las marcas
epigenéticas. Estudios en humanos indican que las interacciones entre TADs
también se encuentran organizados en loops conectados llamados vecindades
aisladas (“insulated neighbourhoods”), las cuales representan clusters de sub-
TADs. En células troncales embrionarias “naive”, las cuales representan el estadio
de preimplantacion del blastocisto, y “primed”, que representan al blastocisto post-
implantacion que aunque bien sigan siendo pluripotentes tienen un bias hacia el
ectodermo , son estados celulares cercanas, y las interacciones entre sub-TADs
son estables. Sin embargo, cuando las células troncales se encuentran en
diferenciacion, estas interacciones de sub-TADs cambian drasticamente (44). Por

lo que en conclusion todos estos hallazgos sugieren que diferentes mecanismos
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epigenéticos participan en regular regulan las propiedades de autorenovacion y

pluripotencialidad de las células troncales cancerosas (42).

Papel de los miRNAs en las CTs

Dentro del control epigenético también se ha demostrado que los miRNAs son
importantes en regular el desarrollo de las células troncales y tienen un papel critico
en el mantenimiento y la diferenciacion de las células troncales (35). ¢ Pero cédmo
los mIRNAS regulan estas funciones?, para entenderlo describiremos como se
sintetizan los mMiRNAs y como estos regulan postranscripcionalmente la expresion

de casi el 60% de los transcritos que codifican para proteinas (45).

Biogénesis de los miRNAs y su papel en la regulacion postranscripcional

Los microRNA son una clase de RNA no codificantes cortos los cuales participan
en el control postranscripcional de la expresién de genes. Se estima que existen
aproximadamente 2300 miRNAs en el humano (46), los cuales influyen en el control
de la expresién de una gran parte del proteoma celular. Los miRNAs cumplen su
funcién de regulacion al inhibir la sintesis de proteinas, ya sea mediante represion
postranscripcional que ocurre cuando el miRNA se une a su RNA mensajero
(RNAm) blanco, promoviendo asi la degradaciéon del RNAmM o mediante la inhibicién
de la traduccion del RNAm blanco (45).

En el nucleo el miRNA se transcribe por la RNA polimerasa Il como un precursor
primario denominado pri-miRNA . Después este pri-miRNA es procesado por las
enzimas DROSHA en complejo con DGCRS, esta ultima es una proteina de unién
a RNA que mide el punto de corte, como resultado del corte se forma los precursores
pre-miRNA los cuales tienen una estructura de horquilla de un tamafio
aproximadamente de 65 nt. Posteriormente este precursor es reconocido y
exportado al citosol por la proteina Exportina 5 (Exp5). En el citosol este pre-miRNA
es procesado por DICER y se asocia con la proteina ARGONAUTA formando el
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC). A través del complejo RISC,
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el miRNA maduro dirige el reconocimiento especifico a su RNAm blanco. De esta
forma induce el silenciamiento por la unién al sitio que se encuentra en la regién no
traducida 3" (3"-UTR) del RNAm blanco (47). Esta represion puede darse a través
de tres mecanismos: 1) Inhibicién del inicio de la traduccion, 2) inhibicion de la
elongacion en la traduccion, 3) degradacion del RNAm, que recluta complejos de
deadenilacion causando inestabilidad en el RNAmM y su degradacién (48). Mas
recientemente se ha descrito que en muchos casos los miRNAs interaccionan no
solamente con la region 3’ no traducida (3’UTR) de su mensajero blanco para inducir
la degradacion del mMRNA o su represion traduccional. Sin embargo, interacciones
del miRNA con otras regiones de su mRNA blanco que incluyen su region 5 UTR,

la region codificadora y el promotor del gen han sido descritas (49).

mMiRNAs y células troncales

Para mantener el destino de las CTEs (células troncales embrionarias), es hecesario
la actividad conjunta de factores de transcripcion y de miRNAs. Se han definido
factores de transcripcidbn que juegan un papel central en el mantenimiento y
adquisicion de troncalidad “stemnes”, entre los que se encuentran Oct4, Sox2 y
Nanog. Los cuales son factores de transcripcion centrales capaces de activar los
promotores de diversos miRNAs en CTEs, que incluyen a los clusters miR-290-295,
miR-302/367 y miR-92, miR-106b-25 y miR-106a-363. Algunos de los cuales
participan en regulan el ciclo celular (miR-290-295) al facilitar la transiciéon G1/S (34);
promueven la pluripotencialidad (miR-302/367) y la diferenciacion (miR206 y
miR486) (Tabla Il). Es decir que hasta ahora la funcion de los miRNAs en las células

troncales puede clasificarse en tres mecanismos:

1) Participacion en el mantenimiento de la autorenovacion y pluripotencialidad
traves de la inhibicion de factores que controlan estos eventos; 2) iniciacion de la
diferenciacion de las células troncales a través de la inhibicién de factores de
pluripotencia maestros; 3) mantenimiento de la definicién de linaje por restringir la

expresion de genes de otro linaje
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Tabla Il. miRNAs involucrados en la biologia de las células troncales (34,35).

restringiendo el potencial proliferativo

miRNA Blanco | Efecto Funcion
clusters miR | Ciclina Facilita transicion G1/S
290-295 D- .
Autorenovacion y
CDK4/6,
proliferacion
RB
miR-20a p21 Promueve transicion G1/S
miR-302 NR2F2 Expresion incrementada de Oct4
miR-367 MECP1- | Facilita la transcripcion de genes . o
. Pluripotencialidad
p66, pluripotentes o
y mantenimiento
MECP2
miR-125a Bak-1 Inhibicion de apoptosis
miR-124 Sox9, Induce neurogénesis
REST
miR-1, miR- | Pax7 Promueve la diferenciacion a
206 and miR- mioblastos y células satélite Diferenciacion
486
miR-203 p63 Promueve diferenciacion epidermal

¢, Pero como estos miRNAS realizan estas funciones?

El cluster miR-290, que consiste en los miRNAs miR-291a-3p, miR-291-3p, miR-

294 y miR-295, se encuentran sobreexpresado en las mCTEs (células troncales

embrionarias murinas) indiferenciadas de raton, pero su expresiéon disminuye

rapidamente durante la diferenciacion. Las células troncales pueden entrar

rapidamente a la fase S, ya que los miembros del cluster miR-290-miR-295 tienen

como blanco a las ciclinas D-CDK4/6 y de manera indirecta regulan al complejo

ciclina E-CDK2 (Tabla Il) (34). regulando de esta forma una rapida transicion G1/S

en las mCTE (Tabla Il).También el cluster miR-290-295 afecta el ciclo celular por

disminuir la expresion de algunos inhibidores del ciclo celular tales como p21 y
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Lats2, lo que promueve la transicion de la fase G1 a S (50) Otra manera en la que
esta involucrado este cluster en las mCTEs es mediante la inhibicion de la apoptosis
ya que su blanco es la caspasa 2, la cual tiene funciones en la muerte celular
inducida por estrés (34).En humanos el cluster de miRNAs 371/372/373 y su
homologo en raton (miR290/295) se les conoce como mMIRNAs enhancers del
proceso de reprogramacion ya que promueven la expresion de los factores
maestros de pluripotencia (Oct4, Sox2 y Nanog) (51).

Otros miRNAs que tienen un papel importante en la pluripotencialidad de las CTEs
es el cluster miR-302-367, se encuentra altamente expresados en los
estadios tempranos del desarrollo embrionario. Este cluster disminuye la
expresion de desmetilasas de lisina y proteinas de union a CpG MECP1-
p66 y MECP2, facilitando la transcripcién de genes pluripotentes lo cual
contribuye al mantenimiento de la pluripotencialidad en CTEs (34). El factor
de transcripcion Pax 7 tiene un papel central en la supervivencia, a la
autorenovacion y a la proliferacién de las células satélites. Las células
satélites disminuyen la expresion de Pax7 durante la diferenciacién y una
manera de regular este factor para la transicién de estas células a células
diferenciadas miogénicas es a través de miRNAs, entre ellos se encuentran
los miRNAs -206 y 1, estos se inducen durante la diferenciacion a mioblasto
y regulan negativamente a el factor de transcripcion Pax7, al unirse a la
region 3'UTR de Pax7 (52).

Células troncales cancerosas caracteristicas

Desde hace afios se sabe que los tumores son masas celulares con un crecimiento
anomalo, que causan invasion y destruccion de organos y tejidos. Sin embargo, la
masa tumoral esta constituida por una poblacion altamente heterogénea de células
en diferentes etapas de diferenciacion (52). Esto tienen un impacto muy importante
en esta enfermedad, ya que se ha demostrado que los pobres resultados que se
obtienen después del tratamiento contra el cancer se deben a que estos provocan
un enriguecimiento de una pequefia subpoblacion de células, denominadas células

troncales cancerosas (CTCs), las cuales son resistentes a la quimioterapia y
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promueven la metastasis por lo que se considera son las responsables de la
recurrencia del tumor (54). Ademas, se ha demostrado que las CTCs que
sobreviven a los tratamientos eventualmente dan lugar a nuevos tumores en los
sitios primarios o metastésicos.

Dependiendo del microambiente, una subpoblacién de CTCs son quiescentes, lo
cual las protege de los agentes quimioterapéuticos que se dirigen a las células en
division activa (54). Alternativamente, una subpoblacién de CTCs puede dividirse y
generar células hijas que dan lugar a todos los tipos de células que se encuentran
en un volumen particular del tumor, y / o0 generar células hijas que no se diferencian,
pero mantienen el potencial completo de diferenciacién como célula madre original
(auto-renovacion). De esta forma, la capacidad de auto-renovacion mantiene el
namero de CTCs dentro del tumor, mientras que su progenie constituye la mayor
parte del tumor (54).

Las CTC son mas resistentes que las células troncales normales a los tratamientos
de quimioterapia y radioterapia porque tienen niveles de expresibn mas altos de
proteinas antiapoptoticas, transportadores ABC y genes de resistencia a multiples
farmacos (55). Estas células residen en un nicho, un microambiente hipéxico /
necrotico especifico que incluye diferentes tipos de células (cada una con
propiedades metabdlicas distintas), como las células fibroblasticas, inmunes,
endoteliales y perivasculares, asi como componentes de la matriz extracelular,
citocinas y factores de crecimiento. En este entorno, los CTC protegen y
reprograman su metabolismo y responden al metabolismo de las células
circundantes, aumentando el crecimiento tumoral y preservando la plasticidad
fenotipica (56) La induccion y el mantenimiento de los fenotipos CTC estan
relacionados con mas de 20 factores de transcripcion diferentes, incluidos NF-kB y
los factores inducibles por hipoxia (57,58). Ademas, las CTC ajustan su
metabolismo a su microambiente mediante la adquisicion de fenotipos metabdlicos
intermedios o0 el cambio de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) al efecto de la
glucolisis /Warburg. Los CTC también se caracterizan por un alto flujo autofagico,

gue esta involucrado en la resistencia al estrés del microambiente, como la hipoxia
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(59). Por lo tanto, se supone que la autofagia desempefia un papel importante en la
resistencia a la terapia anticancerigena relacionada con las CTC (60).

Otra diferencia entre las CTC y las células troncales normales involucra la
composicion del nicho. Los nichos de las troncales normales,CT, son supresivos al
tumor, ya que consisten de varias vias de sefial activadas para arrestar el
crecimiento. En contraste, el nicho de las CTC incluye fibroblastos asociados al
cancer que estimulan el crecimiento de las CTC y su diferenciacion a través de la
secrecion de factores de crecimiento o activacion de vias de sobrevida a través de

interacciones célula-célula.

MiRNAS y su papel en las vias de sefializacion en las CTC

Existen diversas vias de sefializacion que participan en la biologia de las CTC, entre
ellas se encuentran vias que pueden estar activadas o inactivadas para estimular o
inhibir el desarrollo de las CTCs. Entre las que estimulan la formacion de CTCs
estan la activacion de la via Wnt/B catenina, la cual al promover la desdiferenciacion
permite que las células adquieran el fenotipo de CTC; la activacion de ciclina D1,
STAT3, y la via de sefalizacion Notch, promoviendo -caracteristicas como
autorenovacion; o la inactivacion de PTEN, lo que promueve una mayor capacidad
de formacién de esferas y mayor capacidad de autorenovacién. Con respecto a la
inhibicion en el desarrollo de CTC estan: la inhibicion de ADAM, encargado de la
protedlisis de ligandos de Notch, llevando a la inactivacion de la via de Notch vy
promoviendo la diferenciacion de las células; la activaciéon de la via de las caspasa
promoviendo la muerte celular; la inhibicion de BM1 que lleva a la pérdida de
autorenovacion; y la inhibicibn de mTOR , cuya actividad es importante para
autorenovacion (61). En conjunto existen varias vias que pueden llevar al desarrollo
de CTCs, entre los mecanismos que regulan estas vias estan lo miRNAs, ya que

Sus mensajeros blancos son participantes de estas vias descritas (Figura 8).
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Figura 8. miRNAs que regulan caracteristicas de células troncales cancerosas
(CTCs), através de laregulacion de diversas vias de sefalizacion. Los miRNAs pueden
estimular o inhibir las CTC dependiendo de los mensajeros que tengan como blanco (61).

También los miRNAs pueden modular/desregular la expresion de genes funcionales
y de sus productos los cuales pueden estar asociados a vias de sefializacion los
cuales son esenciales para el mantenimiento, crecimiento y funcion de las CTCs,

tales como Wnt/pB catenina y Notch, entre otros (61).

Se han descrito diversos miRNAs que regulan caracteristicas de las CTC por tener
blancos participantes en diversas vias de sefalizacion, estos miRNAs pueden
actuar como supresores o activadores de caracteristicas de células troncales tales
como autorenovacion, formacion de esferas, recurrencia, migraciéon, invasion y
quimio y radio resistencia. Entre estos miRNAs se encuentran los que tienen como
blanco la via de sefalizacion Wnt/B catenina, algunos ejemplos son miR-19, miR-
501-5p y miR-744 los cuales al estar aumentados activan 3-catenina, por lo que es
translocado al nucleo y promueve la expresién de genes tales como MDR1 y
Survivina, promoviendo de esta manera la resistencia a la quimio y radioterapia. Por
el contrario, el aumento en la expresion de miR-708-5p y miR-142-3p inhibe la

activacion de B-catenina y previene que se acumule en el citoplasma. Otra via de
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sefalizacion que es blanco de miRNAs es la via AKT/PI3K/PTEN, cuyos tres
MiRNAs miR-221/222, miR-21 y miR-106b-5p inhiben la funcion de PTEN,
promoviendo la activacion de la via AKT/PI3K; en donde el miR-21 estimula
directamente la activacion de AKT/PI3K, promoviendo la auto-regulacion, mientras
gue en contraste el miR-128 inhibe su activacion. Finalmente, el miR-106b actia en
la via TGF-B a través de Smad promoviendo el fenotipo EMT. Por el lado de la via
de Notch la disminuciobn del miR-200c estimula su activacion, promoviendo
caracteristicas de las CTCs como autorenovacion. Otra via de sefalizacion
asociada con el desarrollo de las CTC es la via JAK/STAT. El aumento de miR-196-
5p y miR-500a-3p y la disminucién miR-218 estimula la activacion de STAT3 y
puede llevar al desarrollo de caracteristicas como invasion. Ademas, la inhibicion
de miR-136 estimula al desarrollo de las CTCs como resultado de la activacion de
diversas proteinas que incluyen NF-kB, survivina, ciclina D1 y Bcl2, promoviendo la
supervivencia de las CTCs, otro miRNA que activa NF-kB es miR-155, lo que lleva
la activacion de factores pluripotentes como Sox2 y factores EMT como Snail. Como
podemos observar las caracteristicas de las células troncales pueden ser

estimuladas o inhibidas por la regulacion de los mensajeros mediante miRNAs
(Fig.9)
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Figura 9. Mecanismo general de regulacion de vias de sefializaci6on mediante
miRNAs en células troncales cancerosas. Los miRNAs pueden regular diversas
propiedades de las CTCs (61).

MiRNAs diferencialmente expresados en las CTCs

Mediante la caracterizacion de los perfiles de miRNAs que se encuentran en las
CTCs comparados con células cancerosas o poblaciones de células troncales
provenientes del mismo tejido, se ha podido determinar que existe un patron
especifico de miRNAs que se encuentran tanto sobreexpresados o disminuidos en
CTCs. Este patron varia dependiendo del tejido de origen (35), como se muestra

en la Tabla Ill.
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Tablallll. Listade miRNA que regulan la agresividad del tumor, invasién y propiedades
de las CTC (35).

Sobreexpresado en tumores Disminuido en tumores

agresivos y CTC agresivos y CTC

miRNA Tipo de céancer miRNA | Tipo de cancer
miR-130b Higado miR-125b | Glioma

miR-17-92 Leucemia miR-200s | Pulmon, ovario, corazon,

cuello,higado, pancreas, mama.

C19MC Tiroides, mama let-7 Pulmén, mama, higado, y cuello

miR-371-373 Higado, tiroides, Mama | miR-34 Pancreas, estomago, glioma, Prosta

miR-145 | Sarcoma Ewing

Ademas, se han identificado algunos miRNAs, entre los cuales destaca la familia
let-7, que regulan las propiedades de auto-renovacion y diferenciacion de las CTC.
La familia let-7 desempefia una funcion supresora de tumores y esta reprimida en
muchos tipos de tumores incluido el cancer de mama. En el tejido normal let-7
participa en regular la auto-renovacion y actia como un miRNA pro-diferenciacion,
ya que la disminucion de let7 conlleva a la sobreexpresion de oncogenes como
MYC, RAS, HMNGA2 y BLMP1 (34). También se han identificado otros miRNAs
que regulan negativamente a los factores maestros de la pluripotencia como
mMiR145. La sobreexpresion del cual al estar dirigido al RNAm de KIf4, Sox2 y Oct4
promueve que la célula troncal salga de su estado pluripotente e induce la

diferenciacion

El factor esencial para capacidad de auto-renovacion, Bmil es regulado por miR-
200, de tal forma que la represion de la expresion miR-200 en CTCs, conduce al
aumento de la expresion de Bimlque a su vez suprime los genes codificados en el
locus Inkd4a, pl6inkd4a y pl9Arf encargados de regular, el ciclo celular, la

senescencia y la apoptosis.

Otros miRNAS que se encuentran diferencialmente expresados en las CTCs, es la
familia miR-17-92. Estos miRNAs se caracterizan por tener como blancos RNA
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mensajeros que codifican para proteinas involucradas en la replicacion del ADN, en
la regulacion del ciclo celular y en la transcripcion del RNA. También la familia miR-
34a, by c, estdn implicados en el control del ciclo celular, su expresion se encuentra
disminuida en diferentes tipos de cancer incluyendo adenocarcinomas, cancer de
colon y cancer de higado. Por ejemplo, miR-34a, induce el arresto celular en la fase
G1/S1 y también promueve apoptosis via caspasa 3, por lo que aumenta la
sensibilidad a tratamientos anti-cancer. Importantemente, mir-34a también reprime

la expresion de genes pluripotentes como NANOG, SOX2 y MYC (34).

Células troncales cancerosas pancreaticas

Recientemente, la comprension de la carcinogénesis pancreatica ha mejorado y se
han sugerido algunas nuevas opciones terapéuticas. Por ejemplo, se ha
demostrado que FOLFIRINOX, un régimen de quimioterapia compuesto por cuatro
medicamentos (acido folinico, 5-fluorouracilo, irinotecan y oxaliplatino) o nab-
paclitaxel mas gemcitabina proporciona un beneficio de supervivencia sobre la
gemcitabina sola (62). Sin embargo, todavia estamos lejos de tener una esperanza
de vida sustancialmente mejor para los pacientes, ya que estas nuevas opciones
terapéuticas aumentan la supervivencia media en solo unos pocos meses.

Un creciente cuerpo de evidencia sugiere que la resistencia a los medicamentos y
la metastasis de ACDP estan influenciadas principalmente por la presencia de
células madre cancerosas pancreaticas (paCTC).

Las CTC pancreéticas, descritas por primera vez en 2007 (63), representan menos
del 1% de todas las células de cancer pancreéatico (64).Las paCTC pueden
identificarse mediante marcadores de superficie, como CD133, CD24, CD44, ESA/
EpCAM (antigeno epitelial especifico), c-Met, ALDH1, DclK1, CXCR4 y Lgr5. Sin
embargo, todavia falta una firma universal (57,65).

Las principales vias de sefalizacion de las paCTC, que son esenciales para la
autorrenovacion, son el proceso de transicion de epitelio a mesenquimales (EMT),

y la resistencia a las terapias convencionales incluye Wnt/B-catenina, Sonic
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Hedgehog (SHH) y Notch. Ademas, se ha demostrado que otros aspectos
bioldgicos, como la autofagia, la proteina M1 de caja de horquilla (FoxM1), diana de
rapamicina en mamiferos (MTOR), Bmi-1, NODAL / ACTIVIN, NF-kB y PTEN, estan
implicados en paCTC actividad.

Es importante destacar que las paCTC coexisten con otros componentes celulares
y no celulares que constituyen el microambiente tumoral (incluidos los fibroblastos
asociados con el cancer, las células estrelladas pancreéticas y los macrofagos
asociados con el tumor). Comprender la relacion entre paCTC y todos estos
componentes es extremadamente importante para mejorar el conocimiento de la
biologia de paCTC (62). Recientemente, se ha demostrado que las paCTC tienen
un cross-talk altamente dinamico con las células parenquimatosas ACDP (66)
necesarios para el inicio y mantenimiento de la infiltracion y metastasis del ACDP.
En particular, el secretoma de las paCTC inhibe paracrinicamente el crecimiento de
las células parentales y estimula autocrinamente su propio crecimiento y
vascularizacion, mientras que el secretoma de las células parentales inhibe
paracrinamente el crecimiento de las paCTC y autocrinamente inhibe su propio
crecimiento. Esta claro que, para tener un impacto sustancial en el cancer de

pancreas, es necesario erradicar las paCTC con terapias dirigidas (66,67).

MiRNASs presentes en células troncales de cancer de pancreas

Sin embargo, a pesar de la importancia que tiene las paCTC, hasta la fecha
solamente dos trabajos han sido realizados con el propoésito de identificar el perfil
de miRNAs presentes en las paCTC. Uno de estos trabajos fue ejecutado por el
grupo de Young Song en el 2011 y otro mas reciente, por Zhaocong Yang (68,69).
En ambos trabajos, obtuvieron el miRNoma de las de las pancreo-esferas. El
primero mediante microarreglos y el segundo mediante secuenciacion masiva. Sin
embargo, en ambos trabajos el haber obtenido el perfil de miRNAs a partir de
pancreo-esferas, (las cuales estan constituida minoritariamente por las células

troncales <20% y el resto por células no troncales), condujeron a que los miRNAs

53



identificados no correspondan solamente a los miRNAs presentes en las células
troncales, sino que en su mayoria estos miRNAs provienen de las células no
troncales. Por lo que entonces, en este trabajo planteamos obtener el perfil de
mMiRNAs a partir de solamente las células troncales cancerosas con la idea de que
este conocimiento en un futuro ayude en el disefio de mejores estrategias que

ayuden a la erradicacion de las paCTC.
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JUSTIFICACION

Los miRNAs poseen un papel importante en las células troncales cancerosas, ya
que participan en la proliferacion, diferenciacion y formacion de tumores. Por lo que
el desarrollo de terapias dirigidas hacia las CTC mediante el uso de estos miRNAs

seria de gran utilidad ya que permitiria prevenir recurrencias.

HIPOTESIS

Existen microRNAs que se encuentran diferencialmente expresados en las células

troncales cancerosas pancreéticas
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OBJETIVO GENERAL

Identificar el perfil de miRNAs (miRNoma) de células troncales cancerosas

pancreaticas provenientes de la linea celular PANC-1.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Enriquecer a la poblacién de células troncales cancerosas mediante la

formacion de esferas.

2) Verificar la presencia/enriquecimiento de células troncales cancerosas en el

modelo de esferas.
3) Aislar las células troncales cancerosas pancreaticas.
4) Caracterizar a las células troncales cancerosas aisladas a partir de esferas.

5) ldentificar los miRNAs que se encuentren expresados diferencialmente en

las paCTCs mediante microarreglos.
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MATERIALES Y METODOS

Estrategia Experimental

A) Enriquecimiento de la poblacion de células B) Caracterizacion de CTCs mediante Inmunofluorescencia y citometria de flujo
troncales cancerosas mediante ensayo in vitro de
formacion de esferas Aisiamient de poblaciones

FACS
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Figura 10. Estrategia experimental empleada en este proyecto. A) Para identificar los
MiRNASs gue se encuentran involucrados en la regulacion de CTCs primero se enriguecio
la poblacién de CTCs mediante la formacion de esferas a partir de la linea celular
pancreatica cancerosa PANC-1. B) Se verificé el enriquecimiento de las CTCs presentes
en las esferas mediante la presencia de marcadores de superficie especificos de CTC
como: CD44, CD133 y CD24 mediante Inmunofluorescencia y citometria de flujo. C) Para
aislar a las CTC presentes en las esferas se utilizo la técnica de FACS (clasificacién de
células activadas por fluorescencia) empleando nuevamente los tres marcadores de
superficie previamente descritos. Una vez que se obtuvieron las CTCs se extrajo su RNA'y
se realizaron RT-qPCR para saber si factores stemness Oct4, KFL4 y Sox2 estaban
enriquecidos en esta subpoblacion de células D) La caracterizacion del perfil de microRNAs
se realizé mediante el uso del microarreglo miRNA 4.0 y para su analisis se utilizo el
programa “Transcriptome Analysis Console” (TAC) y mediante el analisis de Gene
Ontology se identificaron los procesos bioldgicos regulados por los miRNAs.
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Cultivo celular de la linea cancerosa pancreatica PANC-1

La linea celular PANC-1(ATCC® CRL-1469™) se utilizd para la obtencion de las
CTC porque esta linea (proveniente de un adenocarcinoma localizado en la cabeza
del pancreas metastasica), es capaz de formar tumores en ratones desnudos
atimicos y pancreo-esferas (70,71). Brevemente, la linea celular PANC-1, se crecio
en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma D-5030),
suplementado con suero fetal bovino (SFB, Gibco 10437028) a una concentracion
final del 10% y en presencia de 1X de penicilina/estreptomicina (100x) (Gibco,
10378016).

Formacion de “pancreo-esferas”

Diversos métodos para la obtencion de pancreo-esferas han sido descritos (71,72).
Por lo que, para obtener las esferas, que nos permitiera enriquecer a las células
troncales cancerosas en este trabajo, se emple6 el protocolo descrito por Ishiwata
y que a continuacion describiremos (73). Brevemente, la linea celular PANC-1 se
cultivo en placas P100 (Corning® 430167), hasta obtener una confluencia del 80%.
Posteriormente se descarté el medio y se realiz6 un lavado con PBS 1X (137 Mm
de NaCl, 27 mM de KCI, 10 mM de Na2HPO4, 1.8 mM de KH2PO4), para
posteriormente tripsinisar las células durante 5 minutos a 37°C con 2 mL deTripsina
EDTA (BIOWEST L0931-500). Después, se inactivo la tripsina con 5ml de medio
DMEM (suplementado con SFB). Las células se recuperaron en un tubo de 15mL,
y se centrifugaron a 1500 rpm por 5min. Se desecho el sobrenadante y el botén se
resuspendio en un mililitro de medio DMEM (SFB 10%), del cual se tomaron 10ul
de la suspension y 90ul de azul de tripano (dilucién 1:10), y se realiz6 el conteo de

células con ayuda de una camara de Neubauer.

Para la obtencién de las esferas. Se colocaron 5000 células de PANC-1 por pozo

en una placa de 96 pozos de ultrabaja adherencia (Sigma CLS3474) y a cada pozo
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se le adicionaron 200ul de medio DMEM. Una vez sembradas las células, se
incubaron a 37°C en una atmosfera de CO2al 5% por 7 dias. Para permitir que las
esferas crecieran mas se opt6 por transferir las esferas a placas de P60 (Corning®
430166) con 3mL de medio DMEM nuevo y se incubaron nuevamente a 37°C en

una atmosfera de CO2zal 5% por 7 dias mas.

Deteccidon de marcadores de superficie especificos a CTCs

Una vez obtenidas las esferas se procedio a aislar las CTCs, presentes en ellas.
Para esto se emplearon distintos marcadores de superficie que han sido asociados
a un fenotipo de células troncales cancerosas en cancer de pancreas, tales como
CD24, CD44,y CD133, (72) mediante la técnica de citometria de flujo. Brevemente,
se recolectaron las esferas en tubos de 50mL, se centrifugaron a 1500rpm por 5min,
se descart6 el sobrenadante, y el botdn se resuspendié en 1 mL de PBS y las células
se transfirieron a un tubo de 1.5 mL y se centrifugaron a 1500rpm por 5 min.
Nuevamente las células se lavaron con 1 mL de PBS 1X y se centrifugaron a
1500rpm por 5 min. Posteriormente, se descartd el sobrenadante y al boton de
células se le afiadié 1mL de TrypLE™ Express Enzyme (Gibco™ 12605010) por
cada millon de células para disgregar las esferas y se incub6 durante 20min.
Durante este tiempo cada 5 min se pipetearon las esferas para facilitar la
disgregacion. Concluidos los 20 min la muestra se centrifugd a 1500rpm por 5min.
Se descarto el sobrenadante, y el botdn celular se lavé con 1 mL PBS1X y las
células se resuspendieron con pequefios golpes al tubo. Las células se bloguearon
con 1 mL de PBS-SFB 3% por 20 minutos a temperatura ambiente. Después del
bloqueo, se retird el sobrenadante y se agregaron 100 pL de la mezcla de
anticuerpos (anti-CD24 (BD, 555427), anti-CD44 (BD, 555479), anti-CD133
(Miltenyi, 130-113-106) y DAPI (Invitrogen, D3571) diluidos en PBS 1X con SFB al
1.5%. Después de 20 minutos de incubacién a temperatura ambiente se agrego 1
mL de PBS 1X para lavar las células con agitacion suave, este paso se repitié dos

veces y se centrifug6 a 1,000 rpm durante 5 minutos para obtener el boton celular.
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Antes del analisis en el citometro, las células se filtraron en una membrana con poro
de 40 micrometros para retirar las células aglomeradas y evitar problemas con el
sistema de fluidos del citbmetro. El conteo celular se realizé en el citometro BD
FACSCanto™ II. Los datos se analizaron en el software FlowJo v10, donde se
determind el porcentaje de la poblacion CD24*CD44+*CD133*, correspondiente a las
paCTC. Los resultados se graficaron en el software GraphPad Prism v6.01
(GraphPad Software, San Diego, CA), donde se represento la mediatSEM de dos

replicas bioldgicas.

Inmunofluorescencia en pancreo-esferas

Con el fin de comprobar el enriquecimiento de CTCs dentro de las pancreo-esferas
se realizaron ensayos de inmunofluorescencia por emplear los anticuerpos dirigidos
contra los marcadores de superficie CD24, CD44 y CD133. Para lo cual se
recolectaron las pancreo-esferas en tubos de 15 mL y para evitar disgregar a las
esferas estas se dejaron sedimentar durante 5 minutos. Posteriormente, se
recupero el botén en 1 mL PBS/frio y se trasladaron a tubos de 1.5 mL, las esferas
se fijaron con paraformaldehido al 4% por 20 minutos a temperatura ambiente.
Concluida la incubacion se procedio a lavar tres veces las esferas con PBS 1X (cada
lavado se realizd con pequeiios golpes al tubo y dejando sedimentar por 5 minutos
entre cada lavado). Después las esferas se bloquearon con PBS1X-BSA 3% por 20
minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacién se marcaron
las esferas con anticuerpo acoplado con fluoréforo por 20 minutos a temperatura
ambiente 0 a 4°C durante toda la noche, después se realizaron lavados con PBS (2
veces por inversion por 5 minutos), se marcaron con DAPI (300nM) y se incub6 por
10min a temperatura ambiente, después se realizaron 2 lavados con PBS Tween
0.05% durante 5 minutos cada uno. Posteriormente se realizo un ultimo lavado con
PBS1X durante 5 minutos para eliminar el exceso del Tween. Finalmente, las

esferas se montaron en portaobjetos siliconizados y se llevaron a la Unidad de
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imagenologia- IFC, UNAM, para su observacion en el microscopio confocal Zeiss

LSM 800. Las imagenes se capturaron utilizando el objetivo 10X.

Aislamiento de poblaciones mediante Fluorescencia de clasificacion de
células activadas (FACS)

Una vez que corroboramos que las esferas tenian células troncales pancreaticas,
procedimos a aislar a la poblacion de células que tuvieran los tres marcadores
(triples positivas) CD24*, CD44*, CD133+ o células troncales, asi como a las células
que carecen de estos tres marcadores de superficie denominadas células triple
negativas o no troncales mediante la técnica de FACS. El FACS (Fluorescent
Activated Cell Sorter) es un tipo especializado de citometria de flujo, que ordena
una poblacién de células en subpoblacion utilizando etiquetado fluorescente. Al
igual que la citometria de flujo convencional, se recopilan los primeros datos FS, SC
y fluorescentes. A continuacién, la maquina aplica una carga (negativa o positiva) y
un sistema de desviacion electrostatica (electroimanes) que facilita la recoleccion
de gotas cargadas que contienen células en tubos apropiados. El FACS es una
técnica de eleccién para purificar las poblaciones de células de fenotipo conocido,
es el método preferido cuando se requiere una alta pureza de la poblacién deseada
(74).

Brevemente, las pancreo-esferas fueron disociadas enzimaticamente con 1mL de
TrypLE™ Express Enzyme (1X) (Gibco12605010) para disgregar a las células que
constituyen a las esferas y se incubaron 20min a temperatura ambiente procurando
pipetear a las esferas cada 5 min para facilitar la disgregacion. Después de este
tiempo las células se centrifugaron a 1500rpm por 5min, se descarto el
sobrenadante, se realizé un lavado con 1mL de PBS1X y después se centrifugo a
1500 rpm por 5 min y se descarto el sobrenadante. Hecho lo anterior se procedio a
bloquear con 1mL PBS 1X-SFB 3% por 20 minutos a temperatura ambiente.
Después las células se incubaron con los anticuerpos primarios anti-CD133-APC,
anti-CD24-FITC, anti-CD44-PE por 30min a temperatura ambiente y 1ul de

61



anticuerpo por cada millon de células, a una dilucion de 1:100 y DAPI (300nM)
(Tabla IV). Transcurrida la incubacién, la muestra se centrifugé a 1500rpm por 5min,
se decanto6 el sobrenadante y el botdn celular se resuspendié en 1mL de PBS. Los
controles incluyeron células sin tefiir que fueron empleadas para tener un control de
autofluorescencia (autofluorescencia), perlas con solo un anticuerpo primario
(compensacion), y células sélo con DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindo). Esta tincion

permite discernir entre las células muertas y las células vivas.

Tabla IV. Anticuerpos primarios conjugados

CD133/1 ] _ L 1:100
Raton o Miltenyi Biotec/
(AC133)-APC, APC (aloficocianina)
lgG1k 130-113-106
Human
FITC Mouse | Raton | FITC . 1:100
_ o BD Pharmingen™/
Anti-Human lgG2a, | (isocianato de
) 555427
CD24 K fluoresceina)
PE Mouse | Raton . 1:100
. . o BD Pharmingen™/
Anti-Human IgG2b, | R-ficoeritrina (PE)
555479
CD44 K

Después, las muestras se filtraron al hacerlas pasar por tela organza con el fin de
separar las células, después se transfirieron a la maquina de FACS (FACS Aria Il
BD Biosciences 643180, Tabla V) y se recuperaron las células en tubos para
citometria de 5ml. Durante el procedimiento de citometria de flujo, se excluyeron
todas las sefales positivas para DAPI. Al igual se utilizaron los parametros “forward
scatter” (FSC) “side scatter” (SSC) altura, anchura y mediciones de area para excluir
todas las células potencialmente apoptoticas. Células individuales y vivas fueron
analizadas y aisladas mediante FACS por las sefiales CD133, CD24 y CD44. Las

células se recuperaron en tubos de citometria para su extraccion del RNA (74).
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Tabla V. Configuracién de laseres y filtros del citbmetro FACS Aria ll

Azul Rojo Violeta
Laser
_ (488 nm) (633 nm) (407 nm)
| Filtro =~ 530/30 | 576/26 | 610/20 695/40 | 780/60 | 670/30 | 780/60 @ 450/40 @ 530/30
FITC PerCP ' ' ' '
5E : | ARG Cv7 P. Blue Pacific
2¢ CFSE PE PE/ | PECy5 APC APCIAE Pacific
g8 PE Cy7 AF 405 | Orange
5 GFP AF 555 | Tx Red | PECY5.5 AF 847 730 DAPI | BV510
WE 1 AF 488 7AAD APCIHT

4

Evaluacion de la capacidad tumorigénica de las paCTC

Para determinar si las paCTC recuperadas a partir de las lineas celulares de PANC-
1 tienen capacidad para generar tumores se realizd un ensayo de xenoinjerto en
ratones de la cepa NOD/SCID. Estos experimentos fueron realizados de acuerdo a
los lineamientos de la Unidad de Producciéon y Experimentacién de Animales de
Laboratorio (UPEAL, CINVESTAV. Ciudad de México, México) y a los estandares
marcados en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 "Especificaciones
Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio”. El
protocolo fue aprobado por el comité de ética de la UPEAL, CINVESTAV (numero
de aprobacion: 0258-17).

Este ensayo se realizd de la siguiente manera. Brevemente, las esferas fueron
disgregadas con 1 mL TrypLE Express a 37°C por 20 minutos hasta obtener células
individuales. Se generaron 4 grupos de ratones macho de 5-6 semanas de edad de
la cepa NOD/SCID, los cuales fueron inoculados con 1,000, 5,000, 10,000 y 50,000
paCTC por via subcutanea utilizando agujas de grosor 25G. Después de la
inoculacion, los ratones fueron examinados 3 veces por semana monitoreando el
crecimiento tumoral. Los ratones fueron sacrificados por inhalacion de CO2 y una
vez recuperados los tumores se enviaron al Laboratorio de Histologia y Microscopia
Confocal del INMEGEN donde realizé la inclusibn en parafina y los andlisis

histolégicos.
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El crecimiento tumoral se graficé en el software GraphPad Prism v6.01 (GraphPad
Software, San Diego, CA), donde se representd la mediatSEM de los tumores

analizados.

Extraccién de RNA

A partir de la poblacion de células triple positivas (CD24*, CD44*, CD133") y triple
negativa (CD24-, CD44", CD133"), se extrajo el RNA total por emplear el reactivo de
Trizol (Tiocinato de guanidino-fenol-cloroformo) (Invitrogen™, 12034977). Este
reactivo permite la recuperacion del RNA, DNA y proteinas a partir de la misma
muestra (75). Las células triple positivas se recuperaron en tubos de citometria en
medio DMEM (SFB 10%, Pen/Estr 1%), y se centrifugaron por 10 min a 1500rpm a
temperatura ambiente. Concluida la centrifugacion se retiré el medio y al boton se
le afiadié 200uL de Trizol y se incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, se recupero la mezcla en tubos de 1.5mL y a este se le
afiadi6 40ul de cloroformo (0.2mL de cloroformo por cada 1mL de Trizol). La mezcla
células-trizol y cloroformo se homogeneiz6 con la ayuda del vortex por 15 segundos
y se incubd durante 2-3 minutos a temperatura ambiente. Después de esto la
muestra se centrifugd a 12,0009 a 4°C durante 45 minutos lo que permitié obtener
una fase acuosa superior en donde se encontraba el RNA y una fase organica
inferior que contenia a las proteinas y al DNA. Se recupero la fase acuosa y el RNA
fue precipitado por afiadir 100l de isopropanol y se incub6 toda la noche a 4°C. Al
dia siguiente la muestra se centrifugé a 12,000g (~11100rpm) a 4°C durante 45
minutos. El boton obtenido se lavé con 200ul de etanol al 70-80% (1mL de etanol
por cada 1mL de Trizol) y la muestra se centrifugd durante 10 min a 10,000 g a 4°
C. Concluida la centrifugacion se retiré el sobrenadante y el boton se dejo secar al
aire. Finalmente, el RNA se resuspendio en agua DEPC (75).
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Cuantificacion de RNA

Se determino el rendimiento del RNA obtenido mediante su cuantificacion en un
espectrofotometro a una longitud de onda 260nm y 280nm. Esto nos permitid
conocer la pureza y su concentracion. La muestra de RNA con una buena pureza
debera tener una relacion 260/280 por encima de 1.8. Las mediciones se realizaron
en el Thermo Scientific™ NanoDrop 2000, el cual permitio realizar la cuantificacion

y la evaluacion de la pureza del RNA.

Integridad del RNA

Posteriormente la integridad del RNA se verificd por medio de geles de agarosa
desnaturalizante de acuerdo con el protocolo descrito por Kyes S (76). Para lo cual
se prepard un gel de agarosa al 1.2%, por pesar 0.36g de agarosa, los cuales se
disolvieron en 30mL de buffer TBE 1X, preparado con agua DEPC. Al mismo tiempo,
se pesaron 118 mg de tiocianato de guanidina, los cuales se disolvieron en 1 ml de
agua DEPC, de los cuales se tomaron 150 ul para adicionarlos a la agarosa
previamente fundida para que este reactivo nos quede a una concentracion final de
5 mM. Posteriormente esta mezcla (agarosa/TBE/isocianato de guanidina) se vertié

en un molde y el gel se dejé reposar durante 1 hora antes de correr las muestras.

Por otra parte, 2ug de RNA se mezclaron con un volumen igual de formamida
(Relacion 1:1). La muestra se incubo a 65°C durante 2 minutos y se centrifugd a
12,000rpm 1 minuto. Finalmente, la muestra se cargd en los pocillos del gel de
agarosay en un pocillo libre se colocé buffer de carga para poder seguir la migraciéon
de las muestras en el gel. El gel se corrio6 empleando las siguientes condiciones:
110 Volts durante 15 minutos y posteriormente se corrié a 80 Voltios empleando
TBE 1X como buffer de corrida. Una vez que concluy6 la migracién de la muestra,

el gel se tifié en una solucién de bromuro de etidio (0.5 ug /ml) durante 10 minutos.

65



Transcurrido este tiempo se lavé el gel con TBE 1X. Finalmente, el gel se observé

en el transiluminador o fotodocumentador para evaluar la integridad del RNA (76).

Sintesis de cDNA

Para evaluar la expresion de los factores de transcripcion maestros de la
pluripotencialidad Oct4, KIf-4 y Sox-2 en las muestras de las poblaciones triple
positivas (CTC*) y triples negativas (CTC") se realizaron ensayos de RT-gPCR, para
lo cual inicialmente se procedié a realizar la sintesis del cDNA, de acuerdo al

siguiente protocolo.

Primero eliminamos las trazas de DNA contaminante que pudieran contener las
muestras de RNA obtenidas. Por lo que se realiz6 el tratamiento con DNAasa | libre
de RNAasa a 2 ug de RNA total, al que se le agreg6 agua DEPC a un volumen final
de 43 L, después se agregaron 5 pL de buffer de DNasa 5X y 2 yL de DNAse |
RNAse free (1 U/uL) (Thermo Fisher, EN0521). La reaccion se mezcld suavemente
y se incubd en bafio Maria a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente se agrego 1
uL de DNasa (1 U/uL) y se incubé por otros 30 minutos mas a 37°C, para garantizar
una completa degradacion del DNA. Para detener la reaccion se agregaron 5.5 pL
de perlas con inactivador de DNasa (Ambion, am1907) y se incubaron por 5 minutos
a temperatura ambiente. Después, la muestra se centrifugé a 3,000 rpm durante 2
minutos y se recuperé el sobrenadante que contiene el RNA libre de DNA en un
eppendorf nuevo. Posteriormente, se cuantific6 el RNA procurando mantenerlo
siempre en hielo. Después a los 200ng de RNA tratado con DNasa I, se le
agregaron 1.5ul de oligo — dT 0.5ug/uL, 1.25L de dNTPs 10mM (concentracién final
0.5mM) y se incubd a 70°C durante 5 minutos. Después de este tiempo el vial se
coloco inmediatamente en hielo. Posteriormente a esta muestra se le agregaron
2.5ul de DTT 0.1M, 5ul de Buffer 5X y la reaccién se llevéd a un volumen final de 25pl
con agua DEPC. Esta mezcla se incub6 a 42°C por 2 minutos. Para sintetizar el
cDNA, se agreg6 1pl de la enzima SuperScript 1l (Invitrogen™, 18064014) y se
incubo la mezcla a 42°C durante 90 minuto y posteriormente a 70°C durante 5
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minutos para inactivar la enzima. Finalmente, el cDNA se cuantifico y se guardé a -

20°C hasta su posterior uso

PCR cuantitativa (Sybr Green)

Para conocer el nivel de expresion de los transcritos de Klf4, Sox2 y Oct4, utilizando
como templado el cDNA obtenido a partir de las células triple positivas y negativas
se realizaron ensayos de PCR cuantitativa (QPCR), empleando oligonucleétidos

especificos para cada transcrito (Tabla VI).

Las reacciones de gPCR se realizaron utilizando Power SYBR® Green PCR Master
Mix 2X (Applied Biosystems, 4367659). Para cada reaccién se utilizaron 2 yL de
cDNA a una concentracion de 50 ng/pL (concentracion final de 100 ng/uL), 0.4 pL
del mix de oligonucleétidos (10 mM), 5 uL de Power SYBR® Green PCR Master Mix
2X y 2.6 pL de agua inyectable. Se realizaron 3 réplicas técnicas por corrida y 3
réplicas biolégicas para tener una significancia estadistica. Para cada reaccion se
consider6 un control negativo el cual contiene todo lo anterior excepto el cDNA. Las
reacciones de gPCR se corrieron en el equipo StepOne™ (Applied Biosystems).
Las condiciones de corrida fueron: 95°C por 10 minutos para activar la enzima, 40
ciclos de: 95°C por 30 segundos y 60°C por 30 segundos, y posteriormente la curva
de disociaciéon. Finalmente, para cuantificar los niveles de expresion se utilizé el

método de DDCt (77). Para lo cual se siguieron los siguientes pasos:

1) DCt= Ct del gen de interés — Ct del gen housekeeping (GAPDH en todos

los casos)
2) DDCt= DCt de la muestra problema - DCt de la muestra control
3) 2*-DDCt

Para representar los resultados, se utilizd el software GraphPad Prism v6.01

(GraphPad Software, San Diego, CA), donde se represento6 la mediatSEM.
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Tabla VI. Oligos usados pararealizar la PCR cuantitativa de factores de transcripcion.

Factor de

transcripcion

Oligo Forward

Oligo Reverse

SOX-2

TACAGCATGTCCTACTCGCAG

GAGGAAGAGGTAACCACAGGG

F OCT-4

GCAGCGACTATGCACAACGA

CCAGAGTGGTGACGGAGACA

KLF4

GCAATATAAGCATAAAAGATCACCT

AACCAAGACTCACCAAGCACC

Caracterizacion del perfil de miRNAs mediante microarreglo

Una vez aislada la poblacién de CTCs se extrajo el RNA total, mediante la extraccion
por Trizol como se describié previamente. Una vez obtenido el RNA de las células
triple negativas y positivas se cuantificd y se resuspendio en 8pl a una concentracion
final de ~80ng/pl. Todo este material se llevo a la Unidad de Microarreglos en el
INMEGEN. El microarreglo que se utilizo para el desarrollo de este proyecto fue el
de GeneChip™ miRNA 4.0 Array (Thermo Fisher Scientific, 902412). Este
microarreglo permite evaluar la expresion de multiples miRNAs de forma paralela al
cuantificar por niveles de fluorescencia la hibridacion entre la sonda y el miRNA de
interés. De esta manera se obtuvo un perfil del miRNoma perteneciente a las células
troncales pancreéticas. EI GeneChip™ miRNA 4.0 Array cuenta con todos los
mMiRNAs maduros del miRBase Release 20, los cuales son 30424 miRNAs maduros,
y posee informacién sobre los genes blancos validados de los miRNAs. Para este
estudio se utilizaron dos muestras independientes de CTCs y dos muestras

independientes de CTC negativas.
Las reacciones empleadas se describen a continuacion

Se utilizaron 130 ng de RNA los cuales se llevaron a un volumen final de 8ul con
agua libre de RNasas (vial 11). A esta muestra se le agregaron 2ul de oligo control
(vial 8) y se coloco en hielo. Al mismo tiempo y de manera independiente en otro

tubo se diluy6 el mix de ATP (vial 3) en 1mM de Tris a 1:500. Hecho lo anterior en
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un tubo nuevo libre de RNasas se mezclaron los reactivos mostrados en la tabla VII

para obtener un master mix.

Tabla VII. Master Mix para adicién de PoliA alos miRNAs.

Componente Volumen por arreglo miRNA
Buffer 10X (vial 1) 1.5pl
MnCI2 25nM (vial 2) 1.5pl
Mezcla ATP  (vial 3 diluido
. 1.0 ul
previamente)
Enzima PAP (vial 4) 1.0ul

Este master mix fue empleado para realizar una reaccion en donde se le agrego
una cola de poliA a los miRNAs en su extremo 3’. Para esto a los 5 pl de este master
Mix se le agregaron 10 pl de RNA/oligo control para tener un volumen de 15 pl,
todos los reactivos se mezclaron suavemente y se centrifugaron. Posteriormente
esta mezcla se incubo a 37°C por 15 minutos, de tal manera que ahora este tubo
contenia el RNA con cola poliA en su extremo 3. Después a estos miRNAs
poliadenilados se les ligd una sonda de DNA marcada con biotina. Para ello se
agrego a la muestra de miRNAs 4 pl de Flash Tag Biotin HSR Ligation Mix (vial 5) y
2 pl de T4 DNA ligasa (vial 6). Todos estos reactivos se mezclaron suavemente y
se centrifugaron. Después, se incubo a 25°C por 30 minutos y se detuvo la reaccion
agregando 2.5 pl de HSR Stop Solution (vial 7). Los 23.5 pl de la muestra de RNA
gue ahora tiene ya ligada la sonda con biotina se mezclé y se centrifugd. Esta
mezcla permanecié en hielo mientras que los componentes de la tabla VIli
alcanzaran la temperatura ambiente para preparar el master mix de hibridaciéon. Una
vez que los reactivos alcanzaron la temperatura ambiente estos fueron agregados
al tubo que contenia la mezcla (23.5ul) del RNA/ sonda con biotina en el orden como

se muestra en la tabla VIII .
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Tabla VIII. Master mix de hibridacioén.

Componente Volumen por arreglo | Concentracién final
RNA/ sonda con biotina 23.5

Mix Hibridacion 2X 66 pl 1X

Formamida 27.5 % (vial 12) | 19.2 pl 4%

DMSO 12.8 l 9.7%

Controles de hibridacién 20X | 6.6 pl 1X

Oligo control B2 3nM 2.2 ul 50 pM

Agua libre de nucleasas 3.7 pl

Volumen total 134.0 ul

Realizada esta mezcla la muestra se incub6 a 99°C por 5 minutos y concluida la

incubacion se colocé dentro del arreglo. Se cubri6 el arreglo con 1/2” Tough-Spots

para minimizar la evaporacion y prevenir que se secara la muestra. El microarreglo

se coloco dentro de un horno de hibridacion modelo 640 (Affymetrix) en donde se

incubo a 48°C y a 60 rpm de 16 a 18 horas. Después de este tiempo de incubacién

se removio el arreglo del horno. Se retir6 el cocktail de hibridacion y se transfirié a

un tubo nuevo para su almacenamiento a -80°C. EIl arreglo fue equilibrado a

temperatura ambiente con Array Holding buffer antes de su lavado y tincién. Para

realizar el proceso de tincion y lavado el microarreglo se coloco en una estacion de

fluido y se continud con el protocolo que se describe en la tabla IX.
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Tabla IX. Protocolo de lavado y tincion del microarreglo.

Protocolo

Lavado post hibridacion 1

10 ciclos de 2 mezclas /ciclo con Wash buffer A a
30°C.

Lavado post hibridacion 2

6 ciclos de 15 mezclas/ciclo con Wash Buffer B a
50°C.

Tinciéon 1

Tincién del arreglo por 5 minutos con Coctel de
tincion 1 a 35°C.

Lavado post tinciéon

Lavado por 10 ciclos de 4 mezclas/ciclo con Wash
Buffer A a 30°C.

Tincion 2 Tincion del arreglo por 5 minutos con Coctel de
tincion 2 a 35°C.

Tincion 3 Tincion del arreglo por 5 minutos con Céctel de
tincion 1 a 35°C.

Lavado final 15 ciclos de 4 mezclas/ciclo con Wash buffer A a

35°C.

Holding Buffer

Colocar en el arreglo Array Holding Buffer.

Después del lavado y tincion de las sondas del arreglo, se procedio a su lectura en

un escaner de microarreglos modelo 3000 7G con autoloader y estacion de trabajo

(Affymetrix).

Para el analisis de los datos y para conocer la expresion diferencial de los miRNAs

se utilizé el programa “Transcriptome Analysis Console” para el analisis de los

resultados del microarreglo y se utilizaron los siguientes parametros para el analisis

de los datos: Fold Change=>2 0<2, p-value<0.001 y FDR <0.005. Este analisis tiene

como objetivo encontrar los genes diferencialmente expresados que sean
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estadisticamente significativos. En este caso TAC cuenta con Limma que es un
método parameétrico que usa modelos lineales bayesianos empiricos (78). Con ello
se hicieron graficos para visualizar los miRNAs candidatos que son diferencialmente
expresadas. Estos graficos (heatmap y grafica de volcéan) se obtuvieron a través de
la plataforma TAC.

Validacion de miRNAs en poblacion CTCs

Se realiz6 PCR cuantitativa (Sybr Green) para la validacion de los miRNAs que se

encuentran expresados diferencialmente en las CTCs.

A partir del RNA obtenido de las CTCs obtenidas de las esferas (como previamente
se describi6), se obtuvo el cDNA. Con estos cDNAs, se realizaron ensayos de RT-
gPCR de acuerdo al protocolo descrito por Busk P. Este método se basa en adicién
de colas de poly (A) a las secuencias de los miRNAs y la transcripcion reversa con
el uso de un “primer” poly (T), de una gPCR empleando dos “primers” especificos
para cada miRNA (79).

Para la adicion de la cola de poly(A) se utilizé la polimerasa poly (A) de E. coli en
conjunto con su buffer de reaccion de E.coli polimerasa poly (A). Para la formacién
de cDNA a partir del RNA se utilizé la transcriptasa reversa M-MuLV y un oligo
universal : RT-“primer” 5" CAGGTCCAGTTTTTTTTTTTTT TTVN, donde V se refiere

a los nucledtidos A, Cy N a los nucledtidos A, C, G,y T. A esta mezcla se le afiade

la muestra de RNA (10pg a 100ng) y se lleva a un volumen de 10uL con agua libre
de RNAsa. Se incubd por 1hr a 42°C. Los componentes de la reaccion se
adicionaron en el orden y cantidades descritas en la Tabla X. Una vez concluida la
reaccion se inactivo la transcriptasa reversa por incubarla a 95°C por 5 min.
Finalmente, el cDNA resultante fue diluido entre 4 a 8 veces en agua libre de

RNAsas (80). La PCR cuantitativa se realizé como se describié anteriormente.
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Tabla X. Componentes para la transcripciéon reversa de miRNA

Componente Concentracion | Volumen por
reaccion

Buffer poly A polimerasa 10X 1l

Adenosina trifosfato ATP 1 mM 1

RT primer 10 pm 1l

dNTP mix (Stratagene, USA) 1 mM dATP, 1|1yl

mM dCTP, 1
mM dGTP, 1

mM dTTP
Transcriptasa reversa (New Englans | 200 U/ul 0.5 ul
Biolabs, USA)
Poly A polimerasa (New Englans | 5000 U/mL 0.2 ul
Biolabs, USA)
Agua -

Diseno de “primers”

Después de que se obtuvo el cDNA de las células triple positivas, asi como el de
las células triples negativas se realizé un ensayo de PCR cuantitativo con SYBR
Green para amplificar los miRNAs presentes en nuestras células. Se utilizaron pares
de “primers” especificos para los miRNAs identificados en los microarreglos
realizados en este trabajo. El disefio de los primers se realizé de acuerdo con las

reglas descritas por Balcells I. en el 2011 (79) y por emplear el software miRprimer
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v2.0. De acuerdo con Balcells I., se siguieron los siguientes pasos para el disefio de

los “primers”(79,80):

1. Se eliminaron todas las A’s del extremo 3" de la secuencia del miRNA hasta
que la mayoria de las bases fueran C, G, 0 T.

2. Se disefio el “primer forward” lo mas largo posible (12-20 bases) dejando al
menos 4 bases al final del 3'para el disefio del “primer reverse”, donde se
tomaron en cuenta los siguientes criterios:

A. El “primer”incluye un residuo A o T en las dos bases cercanas al extremo
3.
B. El “primer” incluye uno o dos residuos A o T en las tres bases cercanas al

extremo 3".

C. El “primer” incluye dos o tres residuos A o T en las cinco bases cercanas

al extremo 3.

3. Se calculd la Tm mediante el método “nearest neighbor” con una
concentracion de 115mM de NacCl.

4. Sila Tm del “primer forward” era menor a 59°C, se anadieron uno a uno las
bases G, A, C, G, y C al extremo 5" del “primer”, hasta llegar a una Tm de 59°C.
5. Sila Tm del “primer forward” era mayor a 59°C se removieron uno a uno
bases del extremo 5" hasta alcanzar una Tm de 59°C.

6. Se eligio el “primer reverse” mas largo posible (4-8 bases) que no fuera
complementario al extremo 3 del “primer forward”.

7. Se eligio el “primer reverse” con el mejor extremo 3" de acuerdo con los
criterios del paso 2.

8. Se anadieron 15 residuos T al extremo 5° del “primer reverse”.

9. Calcular la Tm del “primer reverse” como en el paso 4.

10. Si la Tm del “primer reverse” era menor a 59°C, se afiadieron uno a uno las
bases G, A,C,C, T, G, G, A,y C al extremo 5 del “primer”, hasta llegar a una Tm
de 59°C Finalmente, también se empled un “primer” para amplificar el RNA RNUG6
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(RNA, U6 Small Nuclear), el cual fue disefiado para normalizar la reaccion durante

la tesis de maestria de Alvarez L. en el 2018 (81). Latabla con los oligos empleados

en este trabajo se describen en la Tabla XI.

Tabla XlI. Oligos de los miRNAs que se utilizaron para amplificar los 11 miRNAs

identificados en este trabajo.

mMiRNA Forward Reverse
miR-24-3p AGTGGCTCAGTTCAGCA GTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCTGTTC
miR-103a-3p | GCAGAGCAGCATTGTACAG GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCATAG
miR-320a CAGAAAAGCTGGGTTGAGA CAGTTTTTTTTTTTTTTTCGCCCT
miR-26a-5p GCAGTTCAAGTAATCCAGGAT | GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTAGC
AG
miR-107 GCAGAGCAGCATTGTACAG GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTGATAG
miR-93-5p GCAAAGTGCTGTTCGTG GTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCTACCT
miR-15b-5p GCAGTAGCAGCACATCA CCAGTTTTTTTTTTTTTTTGTAAACCA
miR-196a-5p GCAGTAGGTAGTTTCATGTTG | GTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTCCCA
T
let-7a-5p GCAGTGAGGTAGTAGGTTG GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTAACTAT
AC
let-7¢c-5p GCAGTGAGGTAGTAGGTTGT | GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTAACCA
let-7e-5p GCAGTGAGGTAGGAGGTTG GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTAACTAT
AC
let-7d-5p CGCAGAGAGGTAGTAGGTTG | GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTAACTAT
G

Evaluacion de blancos mediante programas predictivos (In silico)

Hasta la fecha existen un gran numero de programas para la prediccion de los

RNAmM blancos para un miRNA en particular. Entre los que se encuentran:

TargetScan, PicTar, miRanda, PITA y RNA22. Al mismo tiempo se han establecido
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bases de datos que recolectan informacién de blancos experimentales y blancos
validados, como son TarBase y miRecords. Para este proyecto se utilizaron dos
bases de datos (miR TarBase y TarBase 8.0) para identificar blancos probables y
corroborar los datos arrojados por TAC. Otro andlisis que se realizo fue el
enriqguecimiento de vias a través del programa KEGG Pathway, esto con el fin
conocer cuales son los miRNAs involucrados en vias relacionadas con la biologia

de las células troncales cancerosas.

Para identificar si algunos de los miRNAs identificados en este trabajo tenian como
blanco el RNAmM de genes maestros de la Pluripotencia empleamos la matriz
desarrollada por Yanni Ma. 2015 (82). Esta matriz permite predecir si un miRNA
tienen como blanco factores de transcripcion asociados a pluripotencia. Ademas de
que  estas interacciones  (MIRNA-FTpluripotente),  fueron  validadas

experimentalmente.

Finalmente, para evaluar las interacciones entre miRNA y mRNA se utilizo el
programa TargetScan Release 7.2, programa que predice los blancos bioldgicos de
mMiRNAs mediante la busqueda de la secuencia del mMRNA blanco complementaria

a la region semilla de cada miRNA (83).

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados en el programa GraphPad Prisma 6.01.
La correlacion estadistica de los datos entre los grupos fue analizada por analisis
de varianza de una cola (ANOVA) o por la muestra de T de student segun fuera el

caso.
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RESULTADOS

El cancer de pancreas mas comun es el ACDP, el cual es una neoplasia infiltrante,
casi siempre mortal, refractaria a los tratamientos convencionales y, en
consecuencia, tiene una tasa de supervivencia de tan solo cinco afios en el 8% de
los pacientes. Ademas de que los pacientes rara vez presentan sintomas. Por lo
tanto, el diagnéstico temprano de este tumor es muy dificil. De hecho, la mayoria de
los pacientes son diagnosticados cuando se han producido eventos metastasicos o
cuando la enfermedad estda muy avanzada. Actualmente, la cirugia junto con la
guimioterapia o la radioterapia son los principales tratamientos, aunque ninguno de
ellos presenta resultados satisfactorios (84) ya que la enfermedad puede persistir o
reaparecer con metastasis locales y distantes. La mayoria de los pacientes
sometidos a reseccion del tumor mueren por metastasis a los cinco afios de
tratamiento (85). En lo que respecta a la gemcitabina (un analogo de pirimidina), a
pesar de su baja eficacia, fue la estrategia quimioterapéutica de primera eleccion
para el combate contra el ACDP avanzado durante muchos afios (86). Esta
guimioterapia resulto ser efectiva en tan solo el 23.8% de los casos de ACDP (87)
debido principalmente al denso estroma tumoral y a la escasa difusion del farmaco
aunado a el posterior desarrollo de quimiorresistencia a esta droga (88).
Recientemente, la comprension de la carcinogénesis pancreatica ha mejorado y se
han sugerido algunas nuevas opciones terapéuticas. Por ejemplo, se ha
demostrado que FOLFIRINOX, un tratamiento de quimioterapia compuesto por
cuatro farmacos (acido folinico, 5-fluorouracilo, irinotecan y oxaliplatino) o nab-
paclitaxel mas gemcitabina proporciona un beneficio de supervivencia en
comparacion con el empleo de solamente la gemcitabina (62). Sin embargo, todavia
estamos lejos de tener una esperanza de vida sustancialmente mejor para los
pacientes, ya que estas nuevas opciones terapéuticas aumentan la supervivencia

media en tan solo unos pocos meses.

Recientemente se ha demostrado que células madre cancerosas juegan papeles
criticos en la resistencia a tratamiento contra el cancer y son responsables de la

metastasis en varios tumores malignos humanos, incluyendo ACDP (54). Las CTC
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son células tumorales inmortales que se encuentran en tal solo el 1% de las células
gue constituyen la masa tumoral que tienen la capacidad de autorrenovarse,
producir progenie diferenciada, formar tumores en ratones y formar esferoides no
adherentes llamados esferas tumorales in vitro (54). Por lo que entonces, esté claro
que, para tener un impacto sustancial en el cancer de pancreas, es necesario
erradicar las paCTC. Por esta razon, una caracterizacion molecular completa de las
CTC pancreéticas es fundamental. Sin embargo, los mecanismos moleculares que
subyacen a la biologia CTC en otros tipos de céancer estdn comenzando a ser
entendidos. En este contexto, se ha encontrado que para otros tipos de canceres
los microRNA (miRNA) ocupan un lugar destacado ya que participan activamente
en el mantenimiento y diferenciacion de las CTC regulando de esta forma la
funcionalidad de esta poblacién de células (61). Por lo que entonces el objetivo de
este trabajo consistié en la identificacién de los microRNAS presentes en las CTC
pancreaticas con la finalidad de que en un futuro este conocimiento permita el

desarrollo de terapias dirigidas hacia esta pequefia poblacion de células

Obtencién de pancreo-esferas

Una herramienta importante para el desarrollo de este trabajo consistiéo en obtener
las paCTC a partir de la linea celular PANC-1, la cual ya ha sido reportado es capaz
de formar esferas y tumores en ratones inmunodeficientes (89). Sin embargo, un
obstaculo importante en la investigacion de las CTCs es la obtencién de un nimero
suficiente de células por lo que decidimos implementar un método que nos
permitiera enriquecerlas. El ensayo de formacion de esferas es un método in vitro
comunmente utilizado para identificar CTC y estudiar sus propiedades(90), ya que
ha sido demostrado que las CTCs, tienen la habilidad de proliferar y formar esferas
(estructuras tri-dimensionales) cuando se crecen en condiciones no adherentes,
mientras que las células no troncales mueren por anoikis (91). Por esta razén se
cultivaron 5000 células/ pozo de la linea celular PANC-1 durante 7 dias en una placa
de ultra baja adherencia de 96 pozos (Figura 11A).
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Figura 11. Obtencién de pancreo-esferas. A) Esquema con los pasos para la obtencion
de pancreo-esferas B) Imagenes representativas del primer dia de cultivo en comparacién
a 7 dias de cultivo (10X).

Como se aprecia en la figura 11B, la mayoria de las células formaron esferas en
cultivo en suspension, y estas esferas empezaron hacer evidentes a los 3 dias hasta
convertirse en grupos mas grandes alcanzando su maximo tamafio a los 7 dias
(Figura 11B)

Enriquecimiento de las CTCs obtenidas de las pancreo-esferas

Las CTCs de pancreas (paCTC), se pueden identificary aislar gracias a la presencia
de marcadores de superficie bien definidos tales como CD24*CD44*CD133* (92).
Por lo que entonces para saber si las esferas obtenidas tenian células troncales
pancreaticas enriquecidas con las proteinas de superficie CD44, CD24 y CD133
(de aqui en adelante denominadas triple positivas), se realizaron ensayos de |FA.
Para los cual las esferas se incubaron con los anticuepos conjugados contra a-
CD44-PE, a-CD133-APC, a-CD24-FITC y se visualizaron en el microscopio

79



confocal. Un ejemplo representativo de estas IFAs, se observa en la figura 2 en
donde se aprecia la sefial de CD44 (en amarillo), la de CD133 (en rojo), y la de
CD24 (en verde), y al realizar el empalme de las tres sefales (amarillo) se aprecia
gue estos receptores colocalizan principalmente en el centro de la esfera (indicado

por la flecha), lo que sugiere que en las esferas existen células triple positivas que

pudieran corresponder a células paCTC-like (Figura 12).

Figura 12. Inmunofluorescencia de esferas provenientes de la linea celular PANC-1.
Marcados con anticuerpos conjugados (CD44-PE, CD133-APC, CD24-FITC). La flecha
indica la region dentro de la esfera en donde esta enriguecida la subpoblacién triple positiva.

Otra manera de averiguar si las esferas obtenidas a partir de la linea PANC-1
realmente tenian células triple positivas y ademéas averiguar si hubo un
enriguecimiento de estas células en la esfera en comparacion con el cultivo 2D es
a través de un analisis de citometria de flujo. Para ello nuevamente se realiz6 el
marcaje de las células contenidas en las esferas con los anticuerpos (a-CD44-PE,
a-CD133-APC y a-CD24-FITC), asi como el de las células PANC-1 crecidas en
monocapa (2D). Estas células se pasaron a través de un citbmetro para identificar
a las células que presentaban estos tres marcadores de superficie. En la figura 13A
se observa los plots obtenidos en la linea celular PANC-1 crecida en monocapa.
Inicialmente se seleccionaron a las células positivas a CD44 (17.2%) y a partir de
esta poblacién de células se seleccionaron a las células que presentaban en su
superficie los marcadores CD133 y CD24. Para de esta forma obtener las células

triple positivas la cuales se encontraron en un porcentaje de 0.27 %. Por parte, las
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células provenientes de las esferas al igual que en la monocopa, se seleccionaron
inicialmente a las células CD44* (23.1%) y a partir de esta poblacion se
seleccionaron a las células CD133* y CD24", obteniendo asi a las triples positivas.
Las cuales en la esfera constituian el 13.3 % (Figura 13A). Por lo que este dato
claramente indica que en las esferas hubo un enriquecimiento de las paCTCs
(13.3%), con respecto a las células triple positivas obtenidas del cultivo 2D de
PANC-1 (0.27%) de hasta de 49.5 veces como se muestra en el histograma (Figura
13B). Lo que indica que en las esferas obtenidas a partir de la linea celular PANC-

1 tenemos células triple positivas que podrian corresponder a las paCTC-like
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paNCY ./ . DRI I (L e 3
monocapa | .. j - w 4 a Z 10.27]
{2D) E B I R , |-
P e | e . b
. : cod4 £o133
PANC-1 S | R TS 1) ) B
Esferas { =T - T AT 8 L leEa
e | e | & | ]
' ' cha4 Co133
B) FANCA

Figura 13. Citometria de flujo de células obtenidas de esferas y de monocapa a partir
de la linea celular PANC-1. A) Se muestran los “gates” de las dos condiciones, PANC-1
en monocapay PANC-1 de esferas, demostrando un enriquecimiento de las triples positivas
(CD44, CD133, CD24) en las células derivadas de las esferas B) Grafica de barras
representando el porcentaje de células triple positiva obtenidas en las esferas con respecto
a las células crecidas en 2D.
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Aislamiento de paCTCs mediante FACS

Una vez que confirmamos el enriquecimiento de las paCTCs a partir de las esferas
y con el objetivo de poder identificar a los miRNAs presentes en esta poblacién de
células procedimos a aislar y purificar a las paCTC mediante la técnica de FACS
(Fluorescent Activated Cell Sorter) .Para lo cual las células obtenidas de las esferas
se marcaron con los anticuerpos (a-CD44-PE, a-CD133-APC y a-CD24-FITC)
conjugados con fluoroforos. Las células marcadas se llevaron a Centro Médico para
realizar el sorting con la ayuda del citometro FACS Aria llu. Después de haber
realizado el sorting, se recuperaron a las células triple positivas que representan a
las paCTCs*-like y a las células triple negativas (no- paCTC-like), las cuales se
usaron para obtener el RNA. En la Figura 14A se muestra una imagen
representativa del gate FSC vs SSC que fue empleado para excluir células muertas
y debris. Mientras que en la figura 14B se muestra como a partir de las células que
conformaban las esferas inicialmente se selecciond la poblacion CD44+ (23.1%) y
a partir de ella las células positivas para CD133 y CD24, obteniendo de esta forma
a la poblacion triple positiva (13.3%). Por otra parte, y a partir de la misma muestra
también se obtuvo a la poblacion negativa a CD44-(76.2%) y a partir de esta, se
seleccionaron a las células negativas a CD133 y CD24, para recuperar a las células

triples negativas (79%).
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Figura 14. Aislamiento mediante FACs, para obtener las poblaciones triple positivas
(CD44+, CD133+y CD24+) y triple negativas (CD44-, CD133-y CD24-). A) Se muestran
los gates para la seleccion de las células, y los gates para controles de viabilidad y
autofluorescencia B) Seleccion y porcentaje de las células triple positivas y triple negativas.

Tumorigenicidad in vivo

Para evaluar la capacidad de iniciacién tumoral de las células triple positivas y triple
negativa obtenidas de las esferas se intento inocularlas en diferentes cantidades en
ratones desnudos NOD/SCID. Sin embargo, debido a que después del sorting las
células no eran viables decidimos inocular diferentes cantidades de células

provenientes de las esferas. Para lo cual 1,000, 5,000, 50,000 y 100,000 células
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provenientes de las esferas se inyectaron subcutdneamente en el flanco derecho
del ratdén, mientras que las células adherentes de Pancl se inocularon en el flanco
izquierdo. Después de 12 semanas de su inoculacion, las células provenientes de
las esferas de Pancl dieron lugar a tumores de 2000-3000 mm a partir de las 5,000,
10,000 y 50,000 células (Figura 15). Consistentemente, el tamafio del tumor fue
proporcional al nimero de células inoculadas (Figura 15). En contraste, los ratones
que fueron inoculados con las células de PANC-1 provenientes de un cultivo 2D, no
se observo la formacion de ningan tumor (Figura 15). Esto no fue tan inesperado ya
gue en el laboratorio se ha demostrado que la cantidad minima de células de PANC-
1 crecidas en 2D necesarias para generar un tumor es de al menos 1,000,000 de
células. Por lo que entonces estos resultados sugieren que las células obtenidas a
partir de las esferas tienen una mayor tumorigenicidad in vivo que las células
adherentes de PANC-1 (Figura 15).
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Figura 15. Ensayo de tumorigenicidad in vivo a partir de células provenientes de
esferas. Las células obtenidas de las esferas presentaron una mayor capacidad de
iniciacion tumoral que las células crecidas en monocapa.

Aislamiento del RNA de las células Triple positivas y triple negativas

Con el objetivo de conocer la expresion diferencial de miRNAs entre las células triple
positivas con respecto a las triple negativas, inicialmente se obtuvo el RNA total de
ambas poblaciones, asi como el RNA obtenido a partir de la linea celular PANC-1

crecida en monocapa y se migré en un gel desnaturalizante de agarosa para
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verificar su integridad. Como se observa en la Figura 16, se aprecian la presencia
de dos bandas las cuales corresponden al RNA ribosomal 28S y 18S, lo que nos
indicd que la muestra de RNA era de buena calidad, y que podia ser utilizada para
los ensayos de RT-gPCR.

«—285
185

Figura 16. Imagen que muestra la integridad de las muestras del RNA usado. En
flechas se indica las bandas correspondientes al RNA ribosomal 28S y 18S.
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Las paCTC* presentan una mayor expresion de factores de transcripcién
(SOX-2, KLF4y OCT4) asociados a pluripotencia

Una vez obtenido nuestro RNA y antes de proceder a realizar los microarreglos para
identificar los miRNAs presentes en las células paCTC-like, quisimos averiguar si
tres factores de transcripcion como Oct4, Sox2y Klf4, claves para la inducir la
pluripotencia y cuya expresion se encuentra elevada en las CTs (93), estaban
incrementados en las células paCTC* pero no en las no-paCTC ni en las células

obtenidas a partir de un cultivo 2D de PANC-1 mediante ensayos de RT-gPCR.

Para lo cual, estos RNAs fueron tratados con DNAasa | libore de RNAsas y

posteriormente cada uno de ellos se utilizaron para obtener el cDNA de cada una
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de las tres diferentes células para finalmente llevar a cabo los ensayos de RT- gPCR
para estos tres factores de transcripcion. Como esperabamos las células paCTC-
like pero no en las no-paCTC ni en las células obtenidas de un cultivo 2D de PANC-
1 presentaron una mayor expresion de estos factores de transcripcién, Por lo que,
considerando los resultados obtenidos con el sorting, los tumorigénicos y los de RT-
PCR nos sugieren fuertemente que las células paCTC-like poseen fenotipo de

células troncales (Figura 17).
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Figura 17. PCR de tiempo real para determinar la expresién de Sox2, KIf4y Oct4. En
la grafica se muestran los niveles de expresion relativa de los factores de transcripcién Sox-
2, KIf4 y Oct4 (n=2)

Identificacion del perfil de miRNAs de CTCs mediante microarreglos

Una vez que confirmamos que las paCTCs-like poseian el fenotipo de células
troncales procedimos a determinar cuales miRNAs se encuentran diferencialmente
expresados en las muestras paCTC-like en comparacion con las células no-paCTC
mediante un microarreglo de miRNAs. Para lo cual, se utilizo la version miRNA 4.0
de Affymetrix, la cual contiene alrededor de 30,000 grupos de sondas que incluye
tanto mMiIRNAs maduros (2578 grupos de sondas) y pre-miRNAs de humano (2025

grupos de sondas) reportados en miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk). La
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busqueda de miRNAs se realizd por emplear duplicados del RNA obtenido de

manera independiente de las poblaciones paCTC-like y nopaCTC-.

Con el objetivo de eliminar la sefial obtenida de hibridaciones inespecificas y para
tener la certeza de que la intensidad que se midi6 es proporcional al nivel de
expresion de los miRNAS, los datos de expresion crudos se procesaron y se
normalizaron con el método de RMA (94). Con estos datos y utilizando
Transcriptome Analysis Console (TAC) se analizé la expresion del miRNoma. Con
el objetivo de contar con los miRNAs que se expresaran con mayor certeza y para
eliminar miRNAs que fueron falsos positivos se tomo en cuenta el FDR. El (False
Discovery Rate) que permite determinar la tasa de falsos positivos. También se
consideraron parametros como el P. value (<0.05) y un fold change >2 y <-2.
Tomando en cuenta todos estos parametros se identificaron 42 miRNAs con
expresion diferencial significativa entre la poblacion paCTC* en comparacion con
las no-paCTC. Inesperadamente estos 42 miRNAs muestran una expresion
diferencial a la baja y no se identifico ningin miRNA sobreexpresado (Figura 18 y
tabla XII).

Esta expresion diferencial entre estos dos tipos de células se aprecia mejor en el
heat map donde claramente se observa una disminucion en la expresion de los 42
mMiRNAs (verde) en las paCTC*-like con respecto a las nopaCTC-like (rojo) (Figura
18A). Esta disminucion en la expresion de estos miRNAs va desde -5.84 (hsa-miR-
6848-5p) hasta -648 para hsa-let-7b-5p como se aprecia mas facilmente en la
gréafica (Figura 18B) y Tabla XIl.
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Figura 18. miRNAs expresados diferencialmente en la poblacién paCTC*-like A)
Heatmap de 42 miRNa expresados diferencialmente entre paCTC* y paCTC’, miRNAs
sobreexpresados (rojo) y disminuidos (verde). Representacion de agrupacion jerarquica de
los 42 miRNAS identificados entre células paCTC y no-paCTC B) Cambio de expresion de
los 42 miRNAs expresados diferencialmente entre paCTC* y paCTC".
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Tabla XIl. miRNAs diferencialmente expresados en las paCTCs*-like

MiRNA Fold Change P-value FDR

hsa-let-7b-5p -648.56 4.35E-06 0.0018
hsa-let-7a-5p -230.54 3.83E-07 0.0014
hsa-miR-191-5p -187.49 6.19E-06 0.0022
hsa-miR-23a-3p -183.57 5.02E-07 0.0014
hsa-let-7c-5p -164.27 8.28E-07 0.0014
hsa-miR-24-3p -129.79 3.73E-06 0.0018
hsa-let-7e-5p -125.74 1.61E-06 0.0018
hsa-miR-23b-3p -05.84 3.33E-06 0.0018
hsa-miR-103a-3p -59.29 7.97E-07 0.0014
hsa-let-7d-5p -58.84 2.37E-05 0.0039
hsa-miR-31-5p -56.11 1.21E-05 0.0029
hsa-miR-3195 -52.26 2.15E-06 0.0018
hsa-miR-432-5p -50.7 1.99E-06 0.0018
hsa-miR-320b -46.24 2.96E-05 0.0042
hsa-miR-1246 -45.07 2.23E-06 0.0018
hsa-miR-320a -44.4 5.80E-06 0.0022
hsa-miR-193b-3p -37.49 1.09E-05 0.0029
hsa-miR-320c -37.21 2.86E-06 0.0018
hsa-miR-935 -35.76 3.48E-06 0.0018
hsa-miR-26a-5p -32.98 5.91E-06 0.0022
hsa-miR-193a-5p -30.39 2.94E-05 0.0042
hsa-miR-107 -28.91 1.47E-05 0.0031
hsa-miR-3175 -28.35 2.71E-05 0.0042
hsa-miR-151a-5p -23 1.14E-05 0.0029
hsa-miR-127-3p -22.61 6.57E-06 0.0022
hsa-miR-4443 -22.56 3.33E-06 0.0018
hsa-miR-210-3p -22.35 1.68E-05 0.0033
hsa-miR-15b-5p -21.38 9.67E-06 0.0028
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hsa-miR-3687 -21.02 3.06E-05 0.0042
hsa-miR-196a-5p -20.77 1.93E-05 0.0036
hsa-miR-361-5p -20.47 3.33E-05 0.0045
hsa-miR-4485 -16.11 4.31E-06 0.0018
hsa-miR-106a-5p -14.07 1.06E-05 0.0029
hsa-miR-1275 -14.04 2.04E-05 0.0036
hsa-miR-106b-3p -11.57 3.75E-05 0.005

hsa-miR-1229-5p -11.34 1.48E-05 0.0031
hsa-miR-7150 -10.96 1.49E-05 0.0031
hsa-miR-1231 -10.74 1.83E-05 0.0035
hsa-miR-6819-5p -10.28 1.56E-05 0.0031
hsa-miR-409-3p -9.64 2.55E-05 0.004

hsa-miR-4656 -6.94 2.18E-05 0.0037
hsa-miR-6848-5p -5.84 2.96E-05 0.0042

Genes blancos de los miRNAs expresados diferencialmente

La represion a nivel postranscripcional del mMRNA es el mecanismo que permite a

los miRNAs llevar a cabo la desestabilizacion de su mRNA blanco. Por ello es

importante la identificacion de los mensajeros blanco de estos miRNAs para

comprender su funcion y su papel biolégico en las paCTCs. Para esto se realiz6 una

basqueda de los mRNA blancos de los 42 miRNAs identificados en dos bases de

datos (TarBase v.8 y miRTarBase Release 7.0), las cuales proveen informacion de

las interacciones miIRNA-mMRNA que han sido validadas experimentalmente. Con

esta herramienta tomamos en cuenta solo aquellos mRNAs blanco con una

evidencia experimental fuerte En la tabla XlIl se muestran los blancos de algunos

de los 42 miRNAs.
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Tabla Xlll. MRNA blancos de miRNAs validados experimentalmente.

miRNAs  Mensajero blancos

1; AATF; ABCB10; ABCBS; ABCCL; ABCF1; ABHDLTC; ABLL; ABT1; ACACA; ACER2; ACOTS; ACPP; ACSLL; ACTAL; ACTB; ACTG; ACTN4; ACVRY; ADCK2; ADCY1;

HS; ADIPOR2; ADNP: ADRM; AFF4; AGFG; AGL; AGO1; AGO2; AHCTFL; AHCYLL; AHCYL2; AHR; AIDA; AK4: AKAPS; AKRIAL AKT2; ALDHTAL ALG3; AMDI; AMPH,
APCL; ANKRD17; ANKRO46; ANKRDS2; ANKZFL; ANP32E; ANTIRY; ANXAS; ANXABLL ANXABL2; AP1S1; AP3ML; APPLL; APRT; AR; ARCNY; ARELL; ARFIP2; ARHGAPLT,
AP26; ARHGEFS; ARID3A; ARID38; ARI1; ARL1S; ARLEIP1; ARLSE; ARPP19; ASCC3; ASICL; ASNAL; ASPA; ASPSCR1; ATAD38; ATEL; ATG12; ATG48; ATGSA; ATOXL;
TPIAL; ATP2A2; ATPG;; FAML26A FAMI314; FAMI36A; FAML78A; FAM203A; FAM2134; FAM2228; FANM3A,, GGCT: GGPSL; GLBL; GLOL; GLTPDL; GLTSCRY; GNAS;
NBL; GNGS; GOLGA4; GPATCHY; GPATCH4; GPHN; GPI,; NFKBIA; NFUL; NHLRC2; NHLRC3; NHSLL; NIPBL; NLE1; NME4; NMES; NOAL, NOLS; NOLCL; NOM1; NOMO3;
0P14; NPTN; NR2EL; NRGAL; NRAS; NRDL; NSA2; NSDL; NSMCE4A; NSUN2; NTSDC2; NUBP2; NUCB2; NUCKS1; NUDTLS), SCSD; SCAR4; SCAFS; SCAMP1; SCAMP3; SCO;
12; SCRN1; SCYLL; SDADY; SOR42€1; SECILA; SECIGA, SEC238; SEMAAC; SEMG2; SEPT4; SERBP1; SETDS; SF3B1; SFMBTL; SH3GLBL, SH3PXD2A; SIGMARL; SIKEL, SKI
0A3; SLC10AT: SLC11A2; SLCI2AT; SLC1649; SLC19A3; SLC1Ad: SLC20AL: SLC25A1; SLC25AL2; SLC25AL3; SLC2SALS; SLC25A24; SLC25A32; SLC25A4; SLC27AZ:

; SLC30AT, SLC3SF1; SLC3BAL, SLC3BA2; SLC3BAS; SLC3BAT, SLCSAB; SLCIA3RY; SMARCAL; SMARCA4; SMARCADY; SMARCBY; SMARCC; SMARCC2; SMARCOL,;
CIA; SMCR7L: SMCRS; SMGL: SMGT: SNAP23; SNRPA: SNRPE: SNX12: SNX17: SOCS: S002: SON:

DK6, MYC,BCL2, NKIRAS2,ITGB3 NF2 NRAS KRAS PROM1, TRIM71, FOXAL NRLI2,VOR RAVER2 HMGAZ HMGA1 AGO4 APP E2F 1 UHRF2,DICERY HRAS IGF2, LIN28A NFKBL,Z
P36L1, THBS1, TUSC2, SLC20A1, NEFM MEIS1, EGR3 HNRNPOL AMMECR1, CASP3,CASP8, CASPS IL6, E2F2,CCND2, IGF28P1,COC34 EWSR1 MPL CCR7, TMED?, COKNIA HAS2 £
FR RIOK3,2C3H18 OTULIN, TMEM39A,UPP2, SYNPR ATPGY182, MEPCE, PSMA2 NDUFAF3,GPS, GPNL, UTP4 ZNFSSS, UBE3C, LHFPL MRPLLS, HIST2H28F, CEP1708 SMPOL3E,
IST2H2BE, COCT SMARCAD1,C0X2,BCAT1 RRM2, FNDC3A,2CCHC,C0276, PHFS FAM13C NOLCL ACVRIB, PTP4AL BAZ2A UBAP2, RPLS, TRIMS, DNAJCS GLUL HISTIHAD, FO
3,PHTF2,ACTB NID2 ANOG,CS BTBO1, NCBP1, LMINA RBMXLE JAZF1, RPS3A ZNF629 SIKL, HISTIHLD, IN28A SESN2,EIF3C, GPMEB RPL30 ARLEIPG, FBXW2,POU3F2, TTC22 L
TA2 GCN{IVD,CNOT9 KIAA2026,COXL NAA3S SHMT2 ATPE GTF2I KRTAP19-1 RPL4 TMEM165 GTF3CS KIAALL4T

; ACSLL; ACSS1; AGL; ATFe; BCOR; BICD2; BRAF; BZW?2; CASCS; CCOCESC; CCND2; COKS; CEBPS; CTDSP2; CYTH2; Cdlké; DCAF1S; DCUNAO2; DHCR24; EGRY; EIF3I;
MX2; ENAH; FN3KRP; GATSL; GBA; GOLGAT; HNRNPAZBL; HNRNPM; HNRNPULL; HSO17812; ILLA; IRS4; LRRCBA; MCFD2; MOM4; MFAP3; MPST: MTSSLL, NOSTS;

) DHAL, PI4KB; PPLALYG; PPPIR1AC, PSAP; PSMA2; PURB; RABLE; RAD21; RCC2: RPIA; RPL37: RRN3; SATBL; SLC16A2; SLCTAL, SOX4; SPATA2; SRGAP2; TARS; TLEL, TMC?
hsa-miR-191-5p  vevaz.Tieoa: Uske Us37: B3

COC25A TGFBR1, TRIM71, HMGA2, MYC DICER1 BCL2L1 NRAS MPL COPS8, GPS1, COPS6, RSHOM2, IPEK1, RFWD3,CEPA70B ACTB, ZNF614 SAFB,FOXO3 ND2, METAP2 KIAR01
f1,CCNF, CSorf24, CSTFT,TAZ ND4L, PRRC2A COX3 RYR2 ACTNA SMARCD1, INTS14 RAB10,PRPFS SRCAP, PPP2RSE,BCOR CACNGS, CDC428PA,CBL ATPS PEX6 RPSAY1 NMES
DCAF7 RPL18ANUDT2L KRTAP191, PAK4, LECT2 TMEM165 NDS, ITGAL0, ONAICLE, METTL2S, GATAD28 SLK EIF3C EIF3A SLC25A1 EWSR1, DUSP7,00X18,CACHD1, MBTPS!,
CNOT3 IPO7 EYA3, 3805, RPL3, WOR61, NO4 SIRT1, RABSE, CCNC, SN, COPS3, FKBP10,GSK3A PTP4A2 PSMG2,C0X1,BS0C1 ACVR1B RPS13 FAM103AL, TAFSL SLC10A3 SH3
D19,8R02 ATP2A2,(S0rf40 SLC35A4 ZNFS81 ANKRD17, JARID?, CBX6, GORASP2, TMEM 1848, CHSTS,CHD1, SUPT16H NUPSS, LTA4H,TUT1, PCGF3, BPTF ARMICS ARLGIPL, LOH
Psa-1et-70-50 | nuaas PTGEs LAMTORSFLB AUWEL NACE SUPN 5384 XFLL NORS RN

FEN1, COK4,CCNA2 AURKB MYC E2F2, NOTCH1, DHFR MAPK14 TRIB3 HNF4A ACVR18 MLEC, COKN2A BRCAL POLD1, COKN1B KHSRP NFATS,OND1, TGFB1 FURIN FAF1 ZNF2
17 ST7L,VRK,NOPSE, TBPLL, TNPO3 SNRPB2, DDHD2, THOP1, UBE2C, GNPAT METAP2, PUM3, UGDH, URM, GTF2E1, MED22, USP10,FKBP18,SCML1, CNDP2, MCM10,TOP1, K2
AFX TOMM22,HBQ1, PRIM1, PSMD1 AUNIP NARF MALSU], TCEA3 ADRM AGFG1 ACD RCE1 SUMO3 CYP20A1 TYMSOS MIS184 GLYRI, NAE1 ACTLGA NCBP2, SLC29A4 JAD
E3,6YG2,SLC7AZ,EXOSCB TDRP, R3HDM4,0CAR4, TAF1S, VPS25 NROB2, NASP STRADB, MTF2 PHOSPHO2 ATAD3A CCOCSS VPS35, PAF1, CIRBP S100P ARHGEF7 PROSER,

p——y 3 !M?,KIMOIN,TWMN,CTG,EIHG3,SLCSZAZ,KHNYN)\DDIJBED1,KlHLZB,SUI.TZAI,ISM12,PDPK1,CAR010,PPMIF,NRIPI,ARHGEFIS,FI‘HB,PAM,KPNAG,BCLZLZ,PSTPIP
-MIR-24- m

hsa-let-7b-5p

hsa-let-7a-5
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hsa-miR-23a-3p

JAARSZ; ABCCL; ABCC4; ABCFL; ACATL ACSS3; ATNA:; ADAMLT: ADANZS, ADD3; AKAPLL: ALDOA; AMOTLL; ANKRDLT; AP4BL ARFIPL; ARLGIFL; ATFIP; ATG1Z:
WTPLAL: ATPSAL; ATKNAD; ATYNTL38; BBS12; BCLILL; BCL7S; BCS1L, BLOCISZ: BRWDL; CONBZ; CCT7; CO30Z; CDC20; CDCT3; COCAS; COKZ; CELFL CENPM; CEF104
CEPSTLL; CPSF3L; CPSFT: CRKL; CRLSL; CSDEL; CULAA: CYBSEADL; DCPZ; DOX27; DOXAT: DECRZ; DHX33; DHXST; DIAPHI; DMTN; DNAICZIEZFL: E2F4; ECHI EEFIAL
EIFSAL; EMCL; EN2: EP300; ERBB2IP: ETNKL, FLNA; FNIPL: FOXR2; FUTS: G3BP1: GANAB; GAPDH, GHITM; GIAL; GNALD; GNBILL: GNS; GTF2I; HAPLNL; HERC3; HIFLAN;
HIST2H4E; HCL: HMGA2; HMGE2: HMGCSL; HNRNPK: HNRNPL: HNRNPULL; HS2STL ILFY: ILVEL; IMPDH2: INPP4A: [TFGL: [TPR3; JAKL, IMUDAC; KANSLL: KDMLA;
KIAALZ10; KIAALZ73: KLF10; KLHL2: LASPL: LER; LMANZ; FCMTDZ; POCDEIP; PDIAS; PHFLD; PIAKE; PIGM: PLAGL; PLAU; PLODL; PNN; PNRCZ; POM121C; PPARGCIE;
PPIC; PPAALA; PPP1CB; PRAPL; PROX1: PRKACE; PRPFS; PRR14L; PSAP: PSMD14; PTEN; PTGFRN; FTK28; PTPDCL PTPN14; OSERL; SERINC3; SESH, SLCIGAL S
TMEMZL704; TNFAIP3; TNFAIP; TNPOL; TNRCA; TNRCEE; TOPEPL: TORLAIPL; TRCN1: TPMS; TRIMSY; TSAX; TSRL; TUSCT; UBR3; UNCASA; UOCRCZ; UOCRFSL; USP3L;
LUSPS; VAV3; VCAML VHL WORS4; WEEL; WWPZ; XPOL; ZCCHCZ; ZEBL; ZICS; ZIKL: IMYMZ; INF1L7: ZNF138; ZNF208: ZNF253; ZNFIST; INF267; ZNF268; INFLTE;
ENF275; ZNF281; ZNF319; ZNF425; ZNF4BS: ZNFSS0; ZNFSTS; ZNFGES: ZNF582; ZNF70L; ZNF704; ZNFK1

hsa-let-7e-5p

HIMGAZ,FIF3],SMCLA WNTL,CCNDL MPL MYCN, TECAD31, FAMZ198,C1 LorfaL CENPF, TMEML07 SREBFL, DAAM DGCRS, RAPLA RPAL SKIVL AGOL RPSZ7 ARNTZ,GPMER
TTLL12, HIST2H2BF CELF2, AGO2,VPS130,RPLLD,SPCS2, DCAFS, CTCL, NAABD, PHF3, TUBALB, SHANK,SKAZ SPTBNLNDZ MED13L, RCDR3, MACFL RD¥, PCEP2, UBAP2L CDCA3
CABLEST BTRC C120rf49 TIMP3,RCCIL SLC2A11 NFL LRRCEA RUNXITL DTNE, SCMHL YWHAG, RHEDDZ NDS NDSTLIGF2BP3 EIF4A1 BAHCCA, CARMY, DYRK2,ND3 PIGS Al
(513 RPN RPL12,NME4,IVD,JAZFL, ND4, VARS, RNF26, LHFPL2 ARCN1, 0OK1, SLC1244, AEBP2,GATB, UROCL,IGFAR, BSDCL PTK2,COCSL EN2 558, SLCO3AL RRAGC,INF235, 5
IMA4B,SERBPY, ¥IAF, GTF21 IMIDIC, OTUDS, NOLCA, PRIG, PSMD2,UGGTL, VAMP2,L5R, KIAA0355, RPSA DCAFS UHRF1BPL OTUBL, PIGR, LMLN, PPP2RL1A HIPK1, SERF2, REM4,RA
14 HMGE:L, GMPS, DIAPH,STAM YWHAC, APPLL MARCHS SOLE TIMMS0, NDUFA3 NDUFSS, NRSN2, SALLL COX3, RABLS, SUPTAH1, PACS2 MTMR14, LUZPY, PRAS, SUZL2, PA
P04, 0SOXL SPATAL3, DHI(S7 KATNBL COLGAL DHILS MTCHZ KIAADI00,SUGPZ NCLN

hsa-miR-103a-3p

PGPDL, CCNEL CDK2,CREBL DICERL, CAVL KLF4,DAPKL PTEN, CYP2CE, TIMP3,ID2,SCAF L, NSF ARFS, MEX3C, MITF3, NG ZETB3A, SPATS2, EDC3, SYS1.ZNFSD6 ADGRLL, FLCN SL
(05242 /VNSLABP, OIPS, CEPSS KATNALL TMEN100,SLCI3A10,RPSSKE1, BFAR NIN STK40 ZRANBL ENPP4 KLHL13 C200rF27, KCNG3 MAP3KT, CAAPL ATGIA KIFSE SMADT F
AML71A1 ZNRF3,CDC25A, SDCBP, LATS1, GATADZA IGSF3, ABL2, PROM,GOPC,LUZFL HNRNPAZBL, RIMIS3, IBN2 AVLS SIPALL2 NDELL SUIN2,SALLL ZNRF2, DNAIB4 \THDCL,
PI4BP1 ATP13A3,2HX 1 6TE34,INSIGL SRSFL IFT74, MIS188P L, RIF, LARPAB, STAMBPLL PHC3, BCKDK, C.L1arfS8, CITEDZ, YAFZ LAMPZ,FAMSEA, FMCL NUFIFZ, USP42 ARLAC,
FURIK, FAM122B,SLC25A39,TLES, CDV3, AEBP2, YIFLB FAML22A FAMBIA HOXAZ TM2C, SVIP, DMTFL HIST2HZBE HOKC10,VEZT, GLRY, SIRT4,RECK, ATPSG3, SON SLOSA PR
IAR24, MYOSA AADAT PPP1R12C,RPRD1B, PDEAD ABCFZ ANKFY1, GABARAPLL AP2AL PPPSR3 G3BP2 SAVI PPPIRLL RABLE KPNAL SLC35B2 SMARCEL CYBSS1A3 CARDID,
PLPBP, ACVRZE, TMCCL CLIPLSNXLG, CUL4A ARL3 ATG14 DVRK2 ZNF&22,PIP4PL

hsa-let-7d-5p

HIiGA2, APP DICER SLC11A2 FDGFA,IL13 MPL EIF4G2,CALCOCO?, GPRES, FAM 1354 CPNEL NR4A1, BUE3 TECLDSB,LARP4B, NAAZD, FEXO3 ZNF763,FCNP HOMERL REM
D KIMT24,CBR4, THESA, TLES, TOMM20, TMEDS,AKAPS, TST, GPR137B, RALGAPS, IGF2BP3 RPUSD2, ZBTB24, SPATA GOLTLE ERCL SREK1IPL RFXS, BIN3 CEP120.ZNFS25,SL1 P
(OLR20, MIEF, NEMP1, KATNALL, C120rf4 TMEMZ DLC1 TVTC3, SREKL,ZNF3548,ZNF200, ADCYS, TNRCSA, STK40 POGFS ZBTB33, LING2 RADSA ARRDCA, SLCI0AG, LBR, CARN

MTL,ESPLL ABT1,NHLRC3 GLMN,JGDCCA ZNF44, C110rf57 FAM104A SPRYDY, ARIDAA SLCL0AT, ONECLTZ,USP24 SMARCADY TGFRY, HANDL KPNAS,IGF1R TMEM135, 5L
2041 ZNF2508 LIN2SB, IGF28F1, CACNGE, PRR13 ZNF746, SLCI5A4 RPLI1 TRDS2L2 MRPLS1,CTP RPSK SENPS PAXEPL, DHXS7 H2AFY, DSC3,CIZL NCOAL LRRCAZ UTPE A
DIFORZ, TKLNA FNDC3A, ARID3B SACRE Z0CHCS, BACHY, GRPELY

hsa-miR-320a

POLR3D, TACL, TFRC, MCLL HSPBG, AGPL,AQP4 NPRL MAPKLSYF2, DIRC, ZFP37, PROXG, MED23 PPP4C, NPEPPS, IGF2BPL COSZ, ARF3, TMENTL0L RPL30,C200rf27 HISTLHZEL,
IXTPAF2, CTNALL PANK3, PPIA IGF28P3, NUDT21, EPHA VKORCL GTFACA,TSC2202 ZNFG00,TMEMSS, NANOG ZNFI55 ANKHD1 TOP3A DTX3, CSDEL HISTIHZEH HISTIHLA
ECH1, HISTLH2BK AGO1,GGAL DVL3 KMT2D,CDKN2A PTTI3L ZEB2,CBXS, PRR12, TNRCGE, ORCL HESE RPSAX, RANBPS, FMOZ, TEAD1, TCP1,CDK4, ARHGEF2, PIGR RPL7A IBAR
2 MARCH4 YRDC,RPL134 MYOSC,LONPZ, GPNL,SMCLA DCLRE1E ND4,DLISP PROK3, IMP4,ARLS, CCNI, RNFL03, GHSR, HSPAS ANKRDS2,CYLD, SAMD4B DCP2, H2ARK EIF3F §
EC14L1,ERC1, DHRSK PAPOLA BRD4,TCF3,ZNF282 ZNFA496, UBE2G 1, SINHCAF HNRNPULL GNAS NTSC3A, ANP324 MEOK2,TFAP2A, WARS, SF1,SEPTL, HAUISS TMEMSS,CD44,
IMCII4 5LCEAB RPLS,LISP16 EWWSRLNTSC PRIF KDMSC PRR14L

hsa-miR-26a-5p

HIGAZ HMGAL CCNE2,COND2,COKS, COCS, LIF PTEN EZH2, PLAGL, SEREPL SMAD, MAP3K2 RB1, SMADS IYC,CTGF STRADE,IFNE1, G538, CPEEZ, CPEB3, CPEBS, GDAPL M
IDH,COKS, CCNEL ESR1, ABCAL ARL4C,EZF7 NOSZ,ILG HISTLHAE ZNFB14 ZNF233, ABCE7, SCRNL, NABF1, FAMZOB, ARCN1, AND3, TFAM,FER, MFSD14A PPPLCC,SLC35B4 RASAL
COK1,MSL3, GEAZ, GITZ DNMTL MFHASL, UBAZ, DCAFT, MTRFL RCCLL NUAKL, TUTL FNMAZ, ACTLS, HSPAB, DHXLS TCP1, SLCI5AS LSM144, CAMKY, ALG108 TYW1,RPLI3A,
IAB01, TYLNG, RABLS, RPS274 RPS26, PIKFYVE, TPS3INFL, ZNFT03 MTRFLL ZNFSDS, KCTDS, CTCL, TKT,LYST RETREGZ, NKXZ5, AURKAIFL ATPLAL COASY CTR,COXS, ELOVLS P
(5T, T3, ARHGEFL, SHC2 PSMAS, PTTG1 RPS24, SPTENL, UBTF BTRD3, AHR, EEF1B2 MRPLS1 SETDZ, LRPS, RHOBTEL HISTLHA) MYO10,ATFTB,KAT1S, RBM3S,C140ri37 5FM
ETL,GPALPPLABCBI ADM,

hsa-miR-107

PLAGL BACEL, CDKE, MYB, VEGFA HIFLA ARNT CDCA2, CCNEL RAB1B,CRKL FBXWT,GRN, NFLA DICER L DAPYL KLF4 PTEN AKINZ, CYP2CE, CHRML NOTCH2, SATLGUCDL AGD
0 RPL27 NINJL,METRNL AGO3, INSIGL,[ERZIPL, ZDHHC4, AGDL, CSNK1G2 MRPL2 ADDZ MRPLLZ, C21arf58, GANAB, TUBALE SNXE DHYLE ATXN1L TUBB, BABAM1, PCSKS, RPA|
I, PHEDH, RPSA ZADHZ, TCF13,FAM2074, TMSSFL,COPSTA PSMBS, WOR, GNS, GPRESE, TMEMETA, PRECE, FOKOL,COKS, CAVL, LATSZ SNCS, DPRML, JAKL L5, CNNMZ PLEKH
41, ZDHHC16,TARBP2 MTFR1L DYRKZ, FCF1 ARIHL, SNTB2, VES4A, C160rfT2 RPSEKE1 SOWAHC, UBR3 YWHAH NUPSO

hsa-miR-15b-5p

[CCNEL RECK, BCLZ, CCNDL VEGFA EIFAAL, AXINZ, IFNG, PLRA, MAPZHE, C5ar715, MTWIRG, APSSL, MRFS L, NI, EIFZAKZ, CO44, TMESF3, HNRNFK, SERBF 1L AIGLFOUZFL RAB1
B, RPS3A NAAZ0,SYNIT, FAXC PLSCRS, MUPZ10,URS2, EEF1AL PYIMP2 RLIN TMCT, FAM2144 TMEMS3E, LIACA TAR2, RPLIZA WAC, CHMIPT,COKS, VDAC2 PGD,PIKC28, MPHO)
SPHE MPP1 MARCKS, NAB1 MESD, ATPEVOEL RPSS, TPDS2, TTC1, LINZEE, TARDBP, PHLDB3, TNPO3, PFTCT VPS13A, ORICHL, SCCPDH NDFIFL, TCP1, DHFR, DSG2,EDC4,ECHSL H
MRNFM, PFILL TANGOS, FORKL KMT2C, L5144 MAPKL,CYBA, BEXL, CYPS 1AL DNAJCS, CLONE, SEFTZ, BRATL HSPAS, TSPAN, CHEKL, FADD ZCCHC14, IT3A8,DOXS, MYCERZ, L
RCA1,IFIH1, TERFZ, RPLFO,NURZ14 STT38, THLMA, B4GALTL, SFT201, FEXO30,JAKT, TWEN3, CKAPS, CRE, DHX30, TGOLNZ, HNRNFH3, BSK38, PRES, PTARL, UVSSA, AGRATS PAT
| ZNF217,HL3L YPS35, COIL RAE],UBE38,PPIL2, APZMI, ZNRFL, 57383, 5LC35A14, CHPF, ATP2A2, NUF 160, MDH1, PPR1CE, SMADT, RANBP0, THRA, APRT, QARS, AFDH, STHEF L,
OPPLMCPH1, HSPS0AR1 FSMD7 SUFT3H DHXZ7,DENR, TCAF2 SLC1AS, BAMB] PRFACE LETR] TRAPPCL CFOK RBMZ27 ARIDZ,ZFANDS EIFSE

hsa-miR-196a-5p

FRR2C, 510045, KRTS ANKAL HOXBS, HORAT, HOKDS HONCE, HOXET BACHL, HMOK,COKNAB, HMGAT HMGAZ HOXAS, POCDH,SRRT, DIEKF, ZBTB24, NRAAL ABT1, SPATAZ NH
LRC3,RPUSDZ,CEP120,PHC3 ZBTBS, CARNNITL, PHP,COPS3, NUPSO,ZNF763, FOKIZ, BING, C120rf4, RADSA PCGFS, KATNALL SLCI0AT LBR, BCL11A GLMN STK40 TMEM135, GG
143, POLR2D,LGR4, IGF2BP3,ESPLY, RFXS, 5YT9,PEX13 IGFIR, MIEF1, SLC30A5, RAB31, KPNAS, SLCZ0A1, TIMMZ3, IGDCC4 SMARCAD, CONT2, 0CND2, USP 24 TRPC3, SMC3, TMEM
2 RDH10,C11arfS7, RTLAC, PRUNEZ, SPRYD4, TMEM 1518 CPER3 FANII04A RAB2S ITGAV,CPD,ZNFI54E NEMPY, EPHAT MAP3KZ1, DFFA TSPAN1Z LINISE, ARHGAP2S, IGF2ER
1, CCDC4T HANDL,LLELL PEAMI, PSMC3, TMX2, KLHLT,RFC2, GLUL NRXMA, GST1 HISTZHAB,SPEN, TAF1S, SAP1S, SNRFD1, MSL3, TSKU KNIT2C, LYRM2, UBEZZ, PROSERS,LRF2,
DAL NKX61, BRMIS1L RS2, REMY, ZFP64,REEF 2, MEDL3, MYCEF2, TRAPFCS, DNTTIFZ, VDACS ZNF523 EWSRL, ATPEVAEZ RDHL APF FROSER], HISTIHIBE TABZ TUBALB,US
19,0043, PSMDB TRAZE MRPLIS
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Una vez que se conocian los probables mRNA blancos de estos 42 miRNAs, se
averigu6 su probable funcion biologica. Para lo cual se introdujeron los mRNAs
blanco de estos 11 miRNAs en la base de datos de DAVID para realizar un
enriguecimiento de vias biolégicas. Esta base de datos mediante algoritmos permite
agrupar a los genes de acuerdo a las vias y procesos bioldgicos en comun. En la
figura 19 se muestran algunas vias con importancia en la biologia de las células
troncales que se vieron enriquecidas, tales como vias de céancer , del ciclo celular
ya que la mayoria de las CTCs se encuentran en un estado quiescente el cual es
regulado por el eje pRb-E2F-p21, y se caracteriza por un arresto en la progresion
de la fase G1 a S del ciclo celular (95) , vias de transduccion de sefial que ya han
sido reportadas que se encuentran involucradas en el desarrollo y mantenimiento
de las CTCs como Wnt, HIF-1, PI3k-Akt, mTOR (96), y la via de sefializacién
reguladoras de pluripotencia de células troncales, via que engloba a todas las vias
que participan en mantener la pluripotencia, lo cual seria de gran importancia para
estudiar y caracterizar a las células troncales cancerosas. Es por esta razén que

decidimos enfocarnos en los miRNAs que participaban en esta via.
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vias de mayor enriqguecimiento

PI13K-Akt signaling pathway
AMPK signaling pathway
Ubiquitin mediated proteolysis
Adherens junction

— Wnt signaling pathway
ErbB signaling pathway
—> HIF-1 signaling pathway
MAPK signaling pathway

Hippo signaling pathway

E— mTOR signaling pathway
Pancreatic cancer
Insulin signaling pathway
Human immunodeficiency virus 1 infection

AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications

Spliceosome

—> Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells
p53 signaling pathway

Human papillomavirus infection

Focal adhesion

Human T-cell leukemia virus 1 infection

Colorectal cancer

Neurotrophin signaling pathway

Thyroid hormone signaling pathway

Hepatocellular carcinoma
RNA transport

Chronic myeloid leukemia
Prostate cancer
Autophagy

FoxO signaling pathway
Viral carcinogenesis
Hepatitis B
Proteoglycans in cancer
Cellular senescence

Cell cycle

Pathways in cancer

-log (p-value)

Figura 19. Vias de mayor de enriquecimiento para los mRNA blancos de los miRNAs
expresados diferencialmente en paCTC-like.
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11 miRNAs participan en las vias de sefalizacion que regulan la
pluripotencia de las células paCTC*-like y que regulan la expresion de

factores de transcripcion involucrados en la pluripotencia

Dentro de esta via de regulacidbn encontramos que participaban 11 de los 42
MIRNAS previamente identificados, los cuales fueron: hsa-let- 7a-5p, hsa-let-7c-5p,
hsa-miR-24-3p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-103a-3p, hsa-let-7d-5phsa-miR-320a, hsa-
miR-26a-5p, hsa-miR-107,hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-196a-5p. Nuevamente, al
introducir los MRNAs blanco de los 11 miRNAS en la via de sefializacion que regula
la pluripotencia en el programa KEGG. obtuvimos el resultado que se muestra en la
figura 20 en donde de manera esquematica nos muestra las vias implicadas y los

genes alterados que encontramos en este trabajo marcados en rojo (Figura 20).
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Figura 20. Esquema de vias involucradas en laregulacién de pluripotencia en células

troncales. En rojo se destacan los mensajeros blancos de los 11 miRNAs seleccionados.
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Por lo que este resultado sugiere que los mMiIRNAS podrian tener como posibles
MRNA blanco, varios genes cuyas proteinas participan en distintas vias de
sefalizacion como Wnt, Hedgehog, Notch, Fgf, los cuales ya se sabe participan de
manera importante en regulan la autorenovacién de las CTC (Figura 20) (97).

De todas estas vias de sefializacion 10 de los 11 miRNAs podrian participar en
regular la via de Wnt a nivel de su ligando (Wnt) (let-7a-5p,let-7c-5p,let-7e-5p, miR-
103a y miR-26a); del receptor Frizled (FZd) (let-7a-5p,let-7c-5p,let-7e-5p, miR-24,
miR-103a, let-7d-5p, miR-107 y miR-15b); de la proteina dishevelled (Dsv) que
recibe la sefal del receptor FZD (let-7a-5p,let-7c-5p,let-7e-5p, miR-24, miR-103a,
let-7d-5p, miR-320a), de la proteina [B-catenina (miR-320a) y el factor de
transcripcion Tcf3 (let-7e-5p, miR-24,miR-107 y miR-15b). Diferentes evidencias
han demostrado que la inactivacion de esta via lleva a la perdida de la habilidad de
las CTCs por lo que estos miRNAs al estar disminuidos permitirian que las proteinas
se expresen activando a esta via la cual es importante para promover la
autorenovacion de estas células (97) (Figura 21). Con respecto a la via Hedgehog
(Hh) se encontré que el miR-302a podria estar regulando el RNAm de la proteina
Bmil. Sin embargo, al estar disminuida la expresién de este miRNA permite que
Bmil participe en regular la expresion de genes implicados en el mantenimiento de
la troncalidad y la auto-renovacion de las CTCs (98) (Figura 21). Por lo que respecta
a la via de Notch,, nuestro analisis sugiere que 7 de los 11 miRNAs previamente
identificados ( Figura 21) participan en regular esta via a diferentes niveles, 2 de
ellos a nivel del ligando TACE (miR-24,miR-26a), 5 a nivel de receptor (let-7¢c-5p ,
miR-24,miR-107, miR-15b, miR-196a) .y tres regulando factores de transcripcion
implicados en esta via como HAT,CSL(miR-26a, miR-320a y miR-15b) Figura 21.
Sin embargo al estar disminuida la expresion de estos miRNAs permite que esta via
se encuentre activa y que no bloque la funcién del receptor Notch y de dos factores
de transcripcion ayudando de esta forma a la mantenimiento de las células CTC
(99).También se encontraron disminuidos miRNAs que regulan la expresion de
RNAmM blancos que participan en la regulacion de la diferenciacién, ya que se ha
visto que la via BMP coordina la union del factor de transcripcion SMAD, lo cual es
importante para el compromiso en la diferenciacion a un linaje especifico (100).
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Ademas de un miRNA gue actua a nivel de ligando y otros dos a nivel del receptor
(89). Finalmente también se identificaron 9 miRNAs (let-7a-5p, let-7¢c-5p,let-7e-5p,
let-7d-5p, miR-26a, miR-107, miR-15b, miR-196a) que podrian actuar sobre la via
FGF (factor de crecimiento de fibroblastos) que junto con la via de Wnt y Hh se
consideran las vias mas importante en el mantenimiento y autorenovacion de las
CTC (96). Por lo que al estar la expresion de estos 11 miRNAs disminuida permite

la activacion de estas vias que es fundamental para el mantenimiento de las CTCs.

Al mismo tiempo que encontramos que estos miRNAs podrian estar regulando vias
de sefializaciébn también nuestro analisis bioinformatico sugeria que estos 11
miRNAs podrian regular factores de pluripotencia como Nanog, Klf4 c-Myc, Smad4,
GATA.Todos ellos factores de transcripcion de pluripotencia, que son reguladores
criticos de auto-renovacion, pluripotencialidad en células troncales y mediadores de

la proliferacién en tumores (100) como se muestra en la Figura 20 y figura 21.
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Regulacion de auto-renovacion de las CTC
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Regulacion de la
diferenciacion
de las CTC

Figura 21. Esquema que muestra de cOmo podrian estar interactuando los miRNAs
con sus mensajeros blancos, en vias de sefializacion importantes para el
mantenimiento y diferenciaciéon de las CTCs.
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Para averiguar si realmente estos miRNAs podrian regular estos factores de
transcripcion utilizamos una matriz obtenida por Yannin en el 2015 (Tabla XIV) que
nos indica el miRNA y el tipo de factor de pluripotencia con el que puede
interaccionar (MRNA blanco). Con la ayuda de esta matriz, encontramos que los
11 miRNAs identificados podrian tener como mMRNA blanco varios factores de
pluripotencia tales como: c-Myc, Lin28A/B, Sall4, Oct4, Smad4, GATA3/6 y Nanog
(Tabla XV).

Tabla XIV. Matriz de miRNAs que interaccionan con factores de transcripcion (50)

mMiRNLAs with binding sites to the mRNA of pluripotency-associated factors
Total
conserved sites poorly conserved sites Context
score

Aggrega
te PCT

- 7me 7mer- 7me 7mer-
Gene MIRNA Total 8mer —-ms 1A Total8mer -8 1A
oct4 MiR-1955-5p
oct4 miR-674/3473d
oct4 miR-881
oct4 miR-212-5p
oct4 miR-484
oct4a MiR-673-5p
oct4 miR-3971
oct4 miR-5104
oct4 miR-3106
oct4 mMiR-4661-5p
oct4a miR-343
oct4a MiR-669pl/669af-5p
oct4 miR-466k/466di-5p
oct4 miR-511-5p
oct4 miR-802
oct4 miR-692
oct4 miR-762
oct4 mMiR-3085-5p
oct4 miR-1943
oct4 miR-218
oct4a miR-24
oct4 miR-138
oct4 miR-324-5p
oct4a miR-542-3p
oct4 miR-421
oct4 miR-186

-0.47 N/A
-0.35 N/A
-0.32 N/A
-0.19 N/A
-0.15 N/A
-0.14 N/A
-0.13 N/A
-0.13 N/A
-0.12 N/A
-0.12 N/A
-0.11 N/A
-0.11 N/A
-0.1 N/A
-0.08 N/A
-0.07 N/A

-0.04 N/A
N/A N/A
N/A N/A
N/A N/A

-0.32 =0.1

-0.12 <= 0.1
N/A = 0.1
-0.22 N/A
-0.18 N/A
-0.08 N/A
-0.06 N/A

RO

sox2 MiR-150/5127 -0.24 0.2
sox2 miR-182 -0.18 0.3
sox2 mMiR-129-5p -0.15 = 0.1

sox2 mMiR-21/590-5p -0.14 0.27
sox2 miR-204/211 -0.14 0.15
sox2 miR-200bc/429 -0.13 0.57
sox2 mMiR-132/212-3p -0.09 0.11

sox2 miR-216b -0.07 =0.1
sox2 miR-145 = 0.1
sox2 miR-450a -0.8 N/A

-0.34 N/A
-0.33 N/A
-0.16 N/A
-0.11 N/A
-0.11 N/A
-0.1 N/A
-0.02 N/A
-0.02 N/A
-0.58 N/A
-0.53 N/A
-0.4 N/A
-0.32 N/A
-0.28 N/A
-0.27 N/A
-0.26 N/A
-0.23 N/A
-0.23 N/A
-0.23 N/A
-0.22 N/A
-0.22 N/A
-0.21 N/A
-0.21 N/A
-0.21 N/A
-0.2 N/A
-0.19 N/A
-0.18 N/A
-0.17 N/A
-0.16 N/A
-0.16 N/A
-0.16 N/A
-0.16 N/A
-0.15 N/A

sox2 mMiR-361-5p
sox2 MiR-290-5p/292-5p
sox2 miR-488
sox2 miR-382
sox2 miR-431
sox2 mMiR-384-3p
sox2 mMiR-590-3p
sox2 mMiR-340-5p
sox2 MiR-3093-5p
sox2 miR-719
sox2 mMiR-511-5p
sox2 miR-1900
sox2 mMiR-1894-5p
sox2 MiR-466nN-3p
sox2 mMiR-666-3p
sox2 miR-678
sox2 miR-718
sox2 MiR-669h-5p
sox2 mMiR-490-5p
sox2 miR-684
sox2 mMiR-3082-3p
sox2 mMiR-3080-5p
sox2 mMiR-1968
sox2 miR-1954
sox2 mMiR-323-5p
sox2 miR-694
sox2 miR-1930
sox2 miR-703
sox2 miR-546
sox2 MiR-669f-3p
sox2 miR-3059
sox2 miR-3473c
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Tabla XV. Los 11 miRNAS identificados en este trabajo con sus probables mRNAs
blanco

miRNAs disminuidos en
mRNA Blanco
paCTC
hsa-let-7a-5p Myc, Lin28A/B, ciclina D2, cdc34, Sall4
hsa-let-7c-5p Myc, Lin28A/B, ciclina D, Sall4
hsa-let-7e-5p Myc, Lin28A/B, NOCT, Sall4
Myc, Lin28A, OCT, Nanog, Smad4, GATA3/6,
hsa-miR-24-3p
Oct4
hsa-miR-103a-3p KlIf4, Myc, Lin28A
hsa-miR-320? Myc, Nanog
hsa-miR-26a-5p Myc, Lin28B, Smad4, Klf4
hsa-miR-107 Myc, Lin28B, KiIf4
hsa-miR-15b-5p Myc, Lin28B, Sall4, RexO1
hsa-miR-196a-5p Myc, Lin28B,GATAG6
hsa-let-7d-5p Myc, Lin28A/B, ciclina D2, Sall4

Estos resultados fueron corroborados al comparar nuestros miRNA con los miRNA
identificados en dos estudios realizados en mCTE por Wang en el 2007 y por Yanni
en el 2015 en donde se identificaron mMIRNAS implicados en diferenciacion de
células troncales (82,101), los cuales estan disminuidos en las células troncales y
se incrementan durante la diferenciacion de las mismas, ya que regulan
negativamente la expresion de factores de pluripotencia. Nosotros, identificamos al
menos a 4 de nuestros 11 miRNA (let-7c, let-7d, miR-24-3p y miR-26a) (Figura 22).

Lo que nos permite sugerir que al menos estos 4 miRNAs podrian regulan
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A)

negativamente la expresion de genes de pluripotencia (c-Myc Lin28A/B, Sall4, Oct,
Nanog Smad4, GATA3/6 y KIf4). Por lo que entonces su disminuida expresién no
les permite ejercer su efecto supresor sobre el mMRNA de estos FT y por lo tanto las

células mantiene su estado stemness y no se diferencian.

B)

paCSC

1l

Let-7c, let-7d, miR-24-3p, miR-26a

Figura 22. Cuatro de los 11 miRNAS identificados se comparten con miRNAs que
participan en la diferenciacion de las células troncales embrionarias de ratéon. A)
miRNAs que se encuentran involucrados en el proceso de diferenciacion B) Diagrama de
Venn mostrando que muestra como 4 miRNAs de nuestro andlisis se comparten con
miRNAs que participan en la diferenciacion de las células troncales embrionarias de raton
con dos trabajos previos (115,116)

Para conocer si realmente estos miRNAs podrian interaccionar con factores de
transcripcion implicados en pluripotencia se usé el programa TargetScan. Como
esperdbamos todos estos mIRNAS tienen una secuencia complementaria con
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varios factores de transcripcion implicados en pluripotencia en su region 3UTR.
Ejemplos representativos se muestran en la figura 23 en donde podemos apreciar
que varios factores de transcripcion como c-Myc, Nanog y Oct4 podian ser blanco
de un mismo miRNA, ya que todos estos FT tienen la secuencia UGAGCC en su
region 3’UTR que es complementaria a la secuencia semilla ACUCGG del miR-24.
También encontramos que varios miembros de la familia Let-7a/c/e y el miRNA24-
3p pueden tener como mMRNA blanco al factor de transcripcion c- Myc. Asi como
varios mRNA blancos implicados en vias de sefializacion todos ellos controlados
probablemente por un solo miRNA (Let-7e-5p). Por lo que entonces todos estos
datos nos indican que los 11 miRNAs identificados parecen estar involucrados en

regula vias de transduccion de sefial y factores de pluripotencia de las paCTC.

Factores de transcripcion Varios miRNAs un mismo mRNA Un misma miRNAS varios mRMA blancos

aaaaaaa

Gt I 5 LUAAGL ALY W
Heny 5 LGUUACHUALIGAIG ¢
Ul FUCCILGRGCAUGI Lk
AR YOACAMBGACGACUGACICERY §

Figura 23. Interacciones miRNA-mRNA blanco, predichas a través de Target Scan.

Por lo que estos datos sugieren que efectivamente estos miRNAs podrian estar
presentes en las paCTC-like y participar en el proceso de diferenciacion de estas,
al igual que regulando la pluripotencialidad de las CTC, mediante la regulacién en
la expresion de factores de transcripcion o a mensajeros que codifican a las

proteinas que participan en vias de sefalizacion.
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DISCUSION

El ACDP, es el mas importante cancer pancreatico y sigue siendo uno de los
canceres mas letales con una alta tasa de mortalidad debido a su crecimiento
agresivo, alta tasa metastasica y recurrencia. Estudios recientes sobre células
troncales cancerosas (CTC) han sugerido que el crecimiento agresivo, la alta tasa
metastasica y la recurrencia pueden ser causados por la capacidad de las CTC de
autorrenovarse, diferenciarse e impulsar la tumorigénesis. Por lo tanto, se espera
que las CTC sean un objetivo terapéutico para el ACDP. Por lo que entonces
entender los mecanismos moleculares que participan en la autorenovacion,
pluripotencia y diferenciacion de las células troncales es muy importante. Dentro de
los mecanismos moleculares que regulan las propiedades stemness de las CTCs
se encuentran los miRNAS, una clase de RNAs pequefios no codificantes, que
modulan varias actividades biolégicas dé las CTC que van desde la invasion,
metastasis, asi como la resistencia a los farmacos Por lo que la identificacion de los
MiRNAs presentes en las paCTCs es importante ya que estos en un futuro podrian

ser empleados como blancos terapéuticos contra este cancer tan fatal.

Sin embargo, una enorme limitante en el estudio de estas células es el numero tan
reducido de células troncales que constituyen al tumor el cual es menor al 1% (102).
Por lo que en un principio y para empezar el estudio de las CTCs en otros tipos de
cancer se comenzaron a utilizar medios sintéticos bien definidos suplementados con
factores de crecimiento o citoquinas. Hoy en dia, la mayoria de los cultivos de
células troncales usan medios sin suero que contienen varios factores de
crecimientos. Por ejemplo, uno de los principales factores solubles agregados al
medio de cultivo para regular la autorrenovaciéon de las células madre en humano
es el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF). Otro factor empleado en el
cultivo de células madre incluye miembros de la familia BMP, el cual junto con LIF
soportan la autorenovacion de las células troncales en raton. Mas importante aun,
actualmente también se emplea un coéctel de tres inhibidores de moléculas
pequefias CHIR99021, SU5402, y PD184352 dirigido hacia la glucogeno sintasa
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quinasa-3, al receptor de FGF, a las tirosinas quinasas y a la cascada ERK
respectivamente, las cuales participan en la autorrenovacion de las mCTEs (103).
Por lo que esto ultimo sugiere que las CT pueden replicarse constitutivamente in

vitro en ausencia de factores de crecimiento o citocinas.

En el caso del ACDP, el aislamiento de paCTC ha sido dificil debido a que el nimero
de paCTCs presentes en cultivos 2D de lineas de células de cancer pancreatico es
muy pequefio (0.1 al 1%) (63). Por esta razon en este trabajo se optd por utilizar un
ensayo de formacion de esferas que permitiera la proliferacion celular en
condiciones no adherentes (anoikis) (104). Esto porque ya ha sido publicado en
otros tipos de cancer que la formacion de esferas es particularmente util para
enriquecer a esta pequefia subpoblacion celular (91). Inicialmente las pancreo-
esferas se cultivaron usando medio sin suero suplementado con el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos FGF-2 un
protocolo que fue descrito originalmente para las neuroesferas (105). Sin embargo,
recientemente, fue publicado por el grupo de Toshiyuki en el 2019 que la linea
celular de cancer de pancreas PANC-1, es capaz de forman grandes esferas en
medio que contiene solamente suero fetal bovino (SFB) al 10% y que ademas las
esferas obtenidas muestran los mismos marcadores de superficie, capacidad
tumorigénica, presencia de factores de transcripcion pluripotentes (Oct4, Nanog,

Sox2), que las esferas cultivadas en medio suplementado con EGF y bFGF2 (90).

En este trabajo decidimos utilizar solo medio suplementado con suero fetal bovino
al 10% para obtener esferas a partir de la linea PANC-1. También crecimos a las
células PANC-1 en presencia de EGF y bFGF2. De manera similar a lo reportado
por el grupo de Toshiyuki, encontramos que las esferas obtenidas con el medio
suplementado solo con el suero fueron mas grandes que las que se obtuvieron con
el medio suplementado con factores de crecimiento (datos no mostrados). Ademas
de que estas células también mostraron una alta capacidad tumorigénica en ratones
desnudos, enriquecimiento de marcadores de superficie tipico de células troncales
pancreaticas (CD24+, CD44+ y CD133*) y niveles elevados de los factores de
transcripcion Oct, Sox2 y KIf4. Por lo tanto, todos estos datos nos sugieren que el
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suero presente en el medio es suficiente para obtener las esferas y enriquecer las
paCTC. Esto es posible porque ya sea reportado que en algunos tipos celulares por
ejemplo las CT neurales se pueden obtener neuroesferas usando solo dos factores
Oct4 y Nanog debido al elevado nivel de expresion endégena de Sox2 y c-Myc
(106,107). Por lo que entonces nosotros sugerimos que probablemente las células
de PANC-1 al igual que en las CT neurales podrian tener niveles elevados de estos
factores de pluripotencia y que junto con algunos de los factores de crecimiento
presentes en el suero son suficiente para obtener esferas enriquecidas en células
paCTC-like. Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que el ensayo de formacion de
esferas usando medio que contiene solamente suero puede ser (til para para
enriquecer las paCTCs que ayudaran a descifrar las caracteristicas de las paCTC,
que permitiran desarrollar terapias anti-CTC contra el ACDP.

microRNAS implicados en la diferenciacién de las células paCTC

El mal pronéstico del ACDP se debe principalmente a que en el 80% de los casos
esta enfermedad es diagnosticada en etapas tardias cuando el tumor ya no es
resecable y solo la quimio o radioterapia son empleadas para combatir esta
enfermedad. Sin embargo, en la mayoria de los casos los pacientes generan
resistencia a ambos tratamientos. Esto se debe a que una pequefia poblacién de
células que constituyen al tumor denominadas paCTC, son resistentes a estos
tratamientos y eventualmente dan lugar a nuevos tumores en los sitios primarios o
metastasicos (84,92). Por lo que creemos que una terapia dirigidas a las paCTC
serviria como tratamiento para prevenir la aparicion de tumores nuevos. Es por esta
razon que en este trabajo nos dimos a la tarea de identificar a los microRNAs
presentes en las células paCTC. Para lo cual empleamos un microarreglo de
Affymetrix V4 que nos permitié identificar 42 miRNAS presentes en las células
paCTC-like obtenidas en este trabajo. De estos 42 miRNA solo 11 de ellos estan
relacionadas con las vias que regulan la pluripotencia por lo que decidimos trabajar

con estos11 miRNAS. Un analisis de las posibles vias en las que estos 11 miRNAs
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pudieran estar involucrados arrojo que estos podrian regular vias de transduccion
de sefiales como Wnt, Hedgehog (Hh), Notch, FGF y BMP (Figura 21). Este
resultado no fue tan inesperado ya que sea demostrado que varias vias de
transduccion de sefial como Wnt / B-catenina, Notch, Hedgehog y BMP juegan un
papel clave en la biologia de las CTCs al regular diferentes propiedades como la

autorenovacion, diferenciacion, decision de linaje, y sobrevida (108).

Una de las vias en donde 10 de los 11 miRNAs identificados parecen estar
involucrados es la via candnica de Wn/B-catenina. Esta via promueve la iniciacion
del tumor, progresion y quimioresistencia y se encuentra activada de manera
aberrante en diferentes tipos de cancer y ademas se ha encontrado que es una via
importante en la biologia de las CTC (109). De manera normal cuando el ligando
de Wnt se une al receptor Frizzled (Fz) y/o a la proteina relacionada con el receptor
de lipoproteina de baja densidad 5/6 (LRP-5/6), el dominio citoplasmico de LRP es
fosforilado y secuestra a GSK3B y Axin para posteriormente reclutar a la proteina
Disheveled (Dvl) a la cual fosforila , en consecuencia, se libera la 3-catenina del
complejo de destruccion [formado por Axin, poliposis coli adenomatosa (APC),
caseina quinasa 1a (CK1a) y glucdégeno sintasa quinasa 3 (GSK-38), y ahora esta
se acumula en el citoplasma para translocarse hacia el nacleo, donde, junto con los
factores de transcripcion TCF / LEF, activara la expresion de sus genes blanco
(WNT3A, TCF4, OCT4 y c-MYC), los cuales participan en regular la expresion de
genes de pluripotencia (110) . Por lo que entonces la sobreexpresion de B-catenina
permite enriquecer la poblacién de células troncales cancerosas. En este trabajo
encontramos que en caso de las paCTCs 10 de los 11 miRNAs identificados regulan
a diferentes niveles la via de Wnt (Figura 21). Ocho de estos miRNAs (Let7a/c/d/e-
5p; mir24-3p, miR-103a-3p, MmiR-107 miR15b-5p), de acuerdo con nuestro andlisis
informatico podrian regulan negativamente al receptor FZD. Mientras que los
MIRNAS (Let7a/c/e-5p; miR103-3p y miR26a-5p), actian negativamente sobre el
ligando Wnt. También se encontraron siete miRNAS (Let7a/c/d/e-5p; mir24-3p,
miR-103a-3p y miR-320a) que podrian regular negativamente a DVL, un miRNA
que regula negativamente a B-catenina (miR-320a) y cinco miRNAs (mir24-3p, let-
7e-5p, miR-320a, mir-107 y miR.15b-5p) que disminuirian la expresion del mRNA
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que codifica para el factor de transcripcion TCF (Figura 21). Esto ultimo es
importante si consideramos que se ha encontrado que TCF3 en ausencia de [3-
catenina funciona como un represor de Oct3/4, Sox2 y Nanog, mientras que una
vez que [-catenina se une a TFC3 inhibe esta represion al convertir a Tcf3 en un
activador. Ademas de que B-catenina activa interacciona con Oct4 y mejora su
actividad de manera independiente de Tcf3. Sin embargo, al estar estos 10 miRNAs
disminuidos no ejercen su expresion sobre los MRNA blanco permitiendo entonces
que esta via se encuentre activa y desregulada para que asi la via de Wnt este
constitutivamente activa y permita la expresion de genes implicados en la
sobrevivencia y mantenimiento de células paCTC tales como los factores maestros

de pluripotencia Oct4 y c-Myc.

La segunda via mas regulada por los 11 miRNAS identificados en este trabajo
corresponde a la via de Notch. La via candnica de Notch tiene cuatro receptores
Notch (Notchl-4) y cinco ligandos (DLL1, 3-4, Jagged 1-2), es una via de
sefalizacion celular evolutivamente conservada que desempefia papeles
importantes en la determinacidén del destino celular, la diferenciacién, desarrollo,
proliferacion celular y muerte. Porque el papel de Notch depende del tejido y
contexto celular, las alteraciones dentro de esta via pueden conducir a fenotipos
supresores de tumores u oncogénicos. La via de Notch es activada cuando un
ligando expresado en una célula se une al receptor presente en la célula adyacente.
Esta interaccién inicia la ruptura proteolitica del dominio citoplasmico del receptor,
primero por una desintegrina y metaloproteasa (TACE/ADAMS) y después por la y-
secretasa. Esta doble ruptura, libera al dominio intracelular de Notch en el
citoplasma para posteriormente translocarse al nucleo y unirse a una proteina
reguladora de genes que pasa de ser un represor transcripcional a un activador
transcripcional activando entonces una serie de genes de respuesta a Notch como
por ejemplo c-Myc, ciclina D1, p21, NFkB2, 1fi201, 1fi204 y ADAM19 (111). Los
cuales participan de manera importante en regular genes de pluripotencia a través
de Myc y regular el ciclo celular de las CTC, asi como activar otras vias de
transduccion de seifal que permiten mantener el estado de pluripotencia de las

CTCs. Ademas de que la activacion de Notch es necesaria para mantener el estado
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no diferenciado de las células CTC y la autorenovacion, crecimiento y metastasis
de las CTCs (96). En el caso del cancer de pancreas, ya se ha reportado que la via
de Notch es la que se encuentra mas activada en las paCTC y que esto incrementa
la autorenovaciéon de las paCTC en el ACDP (112). Por lo que nuestros datos
refuerzan nuevamente el papel que la via de Notch puede tener en la biologia de
las paCTC. Sin embargo, en nuestro trabajo encontramos que Wnt es la via mas
regulada por estos 11 miRNAS, mientras que en el caso de la via de Notch sélo 7
(let-7c-5p, mi-24-3p, miR-320a, miR-26a-5p, miR107, miR15b-5p y miR-196a-5p)
de los 11 miRNAS identificados parecen estar participando en esta via a diferentes
niveles. 5 miRNAs (let-7c-5p, mi-24-3p, miR107, miR15b-5p y miR-196a-5p)
parecen que ejercen su funcion sobre el receptor (Notch) , 2 miRNAs (mi-24-3py
miR-26a-5p), sobre la metaloproteasa TACE vy cuatro sobre factores de
transcripcion (miR-320a, miR-26a-5p, miR15b-5p y let-7¢c-5p). Nuevamente todos
estos miRNAs los encontramos disminuidos en nuestras células paCTC (Figura 21).
Nosotros proponemos que entonces al estar disminuidos estos miRNAS no pueden
actuar sobre su mRNA blanco y por lo tanto dejan que las proteinas se expresen lo
gue conduce a que la via quede activada sosteniendo de esta forma el fenotipo de
las paCTCs y evitando llevarlas a células diferenciada. Esto se ve apoyado porque
se ha demostrado que al menos 4 de los mIRNAS identificados pertenecientes en a
la familia let-7 en el intestino mMIRNAs Let7c, también se encuentran disminuidos en
las células troncales presentes en las criptas del intestino y que el incremento de
estos MiIRNAs conduce a la inhibicion de la via de Notch y conlleva a su

diferenciacion en células caliciformes (113).

Otra via implicada en la autorenovacion y mantenimiento de las células CTC es la
via de Hedgehog (Hh). Durante el desarrollo de tumor, la via de Hh tiene tres
principales funciones: 1) conducir el desarrollo del tumor 2) promover el crecimiento
del tumory 3) regular las células de cancer residuales después de la terapia. Basado
en estas funciones la via Hh aberrante juega un papel causal en las CTC y realiza
funciones clave en el mantenimiento del stemness, la autorrenovacién vy
regeneracion de las CTC. La proteina Hh secretada actia de manera dependiente

de la concentracion y el tiempo para iniciar una serie de respuestas celulares, como

107



supervivencia celular, proliferacion y diferenciacion. Después de recibir la sefial Shh,
el receptor de proteina transmembrana PTCH bloquea la inhibicion de la proteina
transmembranal SMO, que induce que Glil/2 se separe de SUFU y entre en el
nucleo para regular la transcripcion de genes como BM1, Wnt2, ALDH1, Twist 1, c-
Myc, Snail, Nanog, Oct4 y Jagged-1. De esta forma al activar la expresion de varios
genes implicados en la transicion epitelio mesénquima (EMT) (por ejemplo., Snail
Twist), promueve el proceso de transicion epitelio mesénquima EMT para adquirir
fenotipos stem cell-like. También esta via regula la expresion de dos factores de
pluripotencia (Nanog y Oct4),los cuales como se explicé en la introduccién
promueven la expresion de genes implicados en pluripotencialidad. Hasta la fecha,
se conocen varios miRNAs que regulan esta via de sefalizacién en Glaucoma. Por
ejemplo, un incremento del miR-214 reprime la inhibicion de SUFU sobre las
proteinas Gli; mientras que la disminucion en los niveles del miR-324-5p, miR-326
y miR-125b conducen a una sobreexpresion de los factores de transcripcion Smo 'y
Gli (114). En el caso del cancer de pancreas, recientemente se reportd que la via
de Hh se encuentra activa en células de cancer pancreético derivados de tumor que
exhiben propiedades de CTC y que la inhibicién de la via de Hh a través del
knockdown de SMO bloquea la autorenovacion, EMT, invasion, quimioresistencia y
tumorogénesis de las paCTC. Por lo que todos estos antecedentes sustentan que
la via de Notch es indispensable para las paCTC. Sin embargo, en este trabajo y en
contraste con los MiIRNAS que podrian regular a las vias de Wnt y Notch, solamente
1 de los 11 miRNAS estudiados en este trabajo (miR-320a), se encontré que podria
regular negativamente al factor de transcripcion BMI1. BMI1 es un componente
clave del complejo Polycomb (PC). Esta proteina se encuentra sobre-expresada en
adenomas colorectal y en carcinomas y su pérdida en CT intestinales decrece su
proliferacion y promueve su diferenciacion (115). Ademas, BMI1 promueve la
proliferacion por suprimir la expresion de p16 y p14 disminuyendo de esta forma el
check-point del ciclo celular en las células CTC. Ademas de que BMI induce la EMT
por actuar sobre el gen supresor PTEN e induciendo la EMT. Por lo que entonces
en las CTC BMI-1 juega un papel importante en el EMT y el proceso de stemness

(116) Por lo que el miR-320a al estar disminuido no ejerce su funcién negativa sobre
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las paCTC y permite que BMI-1 mantenga la autorenovacion y metastasis en
paCTC.

Finalmente, también encontramos que las vias BMP y FGF, podrian ser reguladas
por estos 11 miRNAS. Las BMP pertenecen a la superfamilia del factor de
crecimiento de transformacion beta (TGFB). Hasta la fecha se ha encontrado que
la via BMP bloqguea la diferenciacion neuronal de las células ES y mantiene la
pluripotencia de las células hES al establecer un equilibrio con la sefializacién del
factor de crecimiento basico (bFGF). Esta via ademas regula la proliferacion celular,
la diferenciacién y la apoptosis (117). Ademas de que FGF coopera con BMP en
regular la auto-renovacion de las células hES a través de la via Erk / P38 MAPK o
la sefalizacion bFGF / Stat3.

BMP funciona a través de la sefializacion intracelular mediada por el receptor y
posteriormente influye en la transcripcion del gen objetivo. Se requieren dos tipos
de receptores en este proceso, tipo | y tipo Il. Si bien solo hay un receptor BMP tipo
I (Bmprll), hay tres receptores tipo I: Alk2, Alk3 (Bmprla) y Alk6 (Bmprlb). Las
diferentes combinaciones de tipo Il con cualquiera de los receptores de tipo | pueden
determinar la especificidad y dar lugar a diferentes consecuencias. Hay dos vias de
sefializacion bien definidas involucradas en la transduccion de sefiales BMP. La via
candnica de BMP la cual ocurre a través de la fosforilacion mediada por el receptor
| de Smadl, Smad5 o Smad8 (R-Smad). Dos R-Smads fosforilados forman un
complejo heterotrimérico con un Smad4. El complejo heterotrimérico se transloca al
ndcleo y coopera con otros factores de transcripcion para modular la expresion de
genes (118-122). Una via paralela a la sefial de BMP es la mediada por la tirosina
quinasa 1 activada por TGFB1 (TAK1, una MAPKKK) y a través de la proteina
quinasa activada por mitégeno (MAPK) (118,119,123), que también implica
conversaciones cruzadas entre las vias BMP y Wnt (124-127) indispensable para

mantener el estado stemness de las CTCs.

En este trabajo también encontramos que 9 de los 11 miRNAs identificados (let-
7alcle-d-5p, miR24-3p, miR-26a-5p, miR-107, miR15b-5p y miR-196a-5p) regulan

factores de transcripcion tales como STAT, FOXO y FOS, los cuales junto con la via
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FGF participan en regular la proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis.
Por lo que una vez mas al estar disminuida la expresion de estos 9 miRNAs, no
actuan sobre sus mRNA blanco y permiten mantener el estado no diferenciado de
las paCTC.

De esta forma estos miRNAs contribuyen a mantener una expresion alta de cada
una de las vias las cuales entre si actian de manera concertada para incrementar
la expresion aberrante de estas vias (Figura 24). Por lo que nuestros datos apoyan
gue los miIRNAS desempefian un papel vital en diversos mecanismos de desarrollo
y regulacion de las células madre, por regular de manera coordinada la accion de

varias vias de sefializacion
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Figura 24. Diagrama que esquematiza las vias de sefializacion de células troncales.
en A) Comunicacion entre vias de sefializacion Wnty FGF. B) Comunicacion entre las vias

de sefializacion BMP y Hedgehog (127).
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CD133 como un marcador de seleccion de células paCTC no diferenciadas

Uno de los resultados mas inesperados de este trabajo fue el haber identificado 42
MIiRNAs que se encuentran expresados diferencialmente a la baja con respecto a
las células no paCTC-like triple negativas. La pregunta que surgié en ese momento
fue ¢como habiamos logrado seleccionar esta poblacion de células? Al revisar la
literatura encontramos que CD133 es una proteina transmembranal que es
frecuentemente expresada en las células CTC y que mantiene las propiedades de
las CT por suprimir la diferenciacion de estas en el cancer colorectal y pancreatico
(128,129). La manera en que CD133 logra esto es porque la expresién del marcador
de superficie CD133+ en las células CTCs es modulada por la activacion o represion
de las vias de transduccion de sefial como Wnt, Notch, Hh, BMP y FGF. La
disfuncién de estas vias contribuye a que de manera anormal en las células CTC
CD133+, se promueva su autorenovacion, proliferacion, resistencia a apoptosis,
guimioterapia, incremente su invasividad, metastasis y recurrencia del cancer, pero
no su diferenciacion (130,131). ¢ Pero como cada una de estas vias contribuye para
lograr esto? Se ha demostrado que CD133 puede promover proliferacion clonal por
controlar la via de Wnt al regular los niveles de 3-catenina(132). Por otro lado, la via
de Notch induce la expresion de CD133 en melanoma lo cual promueve la migracién
celular y angiogénesis (133). Ademas de que la sobre activacion de la via de Notch,
aumenta los niveles de CD133 lo cual a su vez activa a la via MAPK y esto conduce
a la expresion de las metaloproteasas 2/9 y del factor de crecimiento endotelial
(133). Para la via de sefalizacion Hh, esta se encuentra anormalmente activada en
células CTC CD133+ de cancer de higado y esto les permite a las CTC mantener
el estado stemness (134). Finalmente, la via de sefializacion BMP tiene un papel
clave en regular a las células CTC CD133+ ya que una menor expresion de BMP4
incrementa la expresion de CD133 y disminuye la diferenciacién de las CTC (135).
Por lo que en base a todo lo anterior nosotros creemos que al haber seleccionado
células CD133+ pudimos recuperar una poblacion de células paCTC que pueden
autorenovarse pero no diferenciarse y que esta es la razén por la cual tenemos

muchos miRNAs implicados en la diferenciacién que en las paCTCs obtenidas en
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este trabajo su expresion esta disminuida permitiendo de esta forma mantener el

fenotipo de troncalidad.

11 microRNA estén presentes en las paCTC que promueven su

diferenciacién

Las células troncales sufren divisiones simétricas y asimétricas para generar células
diferenciadas y mas células troncales. El balance entre autorenovacion y
diferenciacion de las células troncales es controlado por factores de transcripcion,
mecanismos epigenéticos entre los que se encuentran los microRNAS. Los miRNAs
estan involucrados en regular la autorenovacion y diferenciacion de las células
troncales por actuar sobre mRNAs que deciden el destino de las células troncales
(136).

Sin embargo, durante mucho tiempo solo fueron estudiados y caracterizados los
mMiRNAs que promueven la pluripotencia y la autorenovacion de las CTC y cuya
expresion es regulada por factores de transcripcion como OCT4, Sox2, Nanog y
KIf4, los cuales participan de manera importante en regular la expresion de genes
importantes para el mantenimiento de la stemness (38,100). Pero ademas y de
manera inesperada se encontré que estos miRNAS a su vez regulan la expresion
de estos factores stemness para promover su autorenovacion (137). Por ejemplo,
la expresion de cluster miR302-367 es incrementada en las células troncales y
decrece después de la diferenciacion. La re-expresion del cluster miR-302-367
reprograma a células somaticas de ratdbn y humano a un estado de pluripotencia
(138) con alta expresion de los factores de transcripcion OCT3/4, Sox2 y Nanog.
Adicionalmente, se encontré que la expresion de este cluster puede ser regulada
por dos factores de transcripcion requeridos para el mantenimiento de las células
troncales Oct4 y Sox2. Es decir, hay un loop de retroalimentacion que permite
promover la expresion de estos miRNAS los cuales a su vez mantienen la expresion
de estos factores de pluripotencia. Por lo que entonces Oct4/Sox2-miR302 pueden

jugar un papel importante en mantener la pluripotencia y autorenovacion de las
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células troncales. Otros miRNAs bien estudiados que participan en la
autorenovacion de las células troncales son los miRNAs que regulan el ciclo celular
de las células troncales denominados miRNAs ESC, un ejemplo de estos es el
cluster miR-520, miR-92(139).

Sin embargo, el estudio de los miRNAs que puedan suprimir la autorenovacion y
promover la diferenciacion en las CTC ha sido poco estudiado y no fue hasta el 2008
que se identificaron y estudiaron los primeros miRNA implicados en la diferenciacién
de las células troncales en raton (140-142). Un ejemplo de un miRNA implicado en
la diferenciacion es el miR-21(140), cuyos niveles de transcripcibn aumentan
después de la induccion de la diferenciacion de células ES de raton. Esto se debe
a que la secuencia semilla de este miRNA tiene sitios de unién potenciales para la
region 3'UTR de los RNA mensajeros que codifican para Nanog, SOX2 y
posiblemente OCT4. Tres proteinas clave que participan en regular la expresion de
genes implicados en la autorrenovacioén y pluripotencialidad de las células ES. Al
mismo tiempo se identificaron otros tres MiRNAs relacionados con la diferenciacion
de las células CT, miR-134, miR-296 y miR-470, los cuales también tienen como
MRNA blanco las regiones codificadoras del RNA mensajero de Nanog, SOX2 y
OCT4 (141). Siendo la primera vez que se demostraba que los miRNAs pueden
regular la expresion de genes no solo por reconocer la region 3’UTR de sus
mensajeros blanco sino también por reconocer secuencias presentes en las
regiones codificadoras. Por lo tanto, los miRNA especificos de células ES
relacionados con la diferenciacion parecen promover la diferenciacion al actuar
dentro de estas células troncales por reducir las concentraciones de proteinas clave
involucradas en la autorrenovacion y pluripotencia (142). En el 2015 Yannin, por
comparar los patrones de expresiéon de miRNAs presentes en CTE de ratén en un
estado indiferenciado con los miRNAs que se encontraban expresados en las CTE
diferenciadas los llevo a identificar 40 miRNAS y mediante ensayos funciones
encontraron 15 nuevos miRNAs que favorecian la formacién de colonias
diferenciadas, inhibian la expresion de factores de pluripotencia y disminuian la
proliferacion celular y su capacidad de autorenovacion. Ellos demostraron

experimentalmente que estos mMiRNAS ejercen un efecto negativo sobre los mRNAs
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gue codifican para genes como OCT, Sox2, c-Myc , Klf4 , Sal4 al unirse a la region
3UTR de los RNAm de estos genes. En este trabajo nosotros identificamos que 4
de los 11 miRNAs identificados en las paCTC-like. (miRNAs let-7c, let-7d, miR-24-
3p y miR-26a) podrian estar involucrados en promover la diferenciacion de las
paCTC nuevamente tomando en base los datos reportados previamente por Yannin
y Wang (82,101).

En el caso de miR-24 identificado en este trabajo, se le considera un miRNA anti-
pluripotente ya que tiene como blanco las regiones 3’"UTR de factores esenciales
en la red de pluripotencia como Oct4, Nanog, Klf4 y c-Myc (143). Ademas de que
se ha demostrado experimentalmente que la introduccion de este miRNA en las
células troncales de raton conduce a la diferenciacion de estas células y disminuye
la expresion de factores de pluripotencia. Por lo que tomando en base lo reportado
en la literatura proponemos que en el caso de las paCTC los niveles disminuidos de
este miRNA promueven la expresion de los factores de pluripotencia promoviendo
el mantenimiento de las paCTC.

Otro miRNA identificado en este trabajo fue el miR-26a, este tiene como blanco al
MRNA del gen HOXC9 el cual promueve la metastasis y un fenotipo stem cell-like
en cancer gastrico, y estos fendmenos son revertidos al restauran la expresion de
miR-26a (144). Ademas de que Wang en el 2007 encontré que miR-26a promueven
la diferenciacién de mESC, y que se encuentra disminuido en las mESC (101). Por
lo que en nuevamente en base estos datos creemos que la disminucién del miR-
26a promueve el fenotipo stemness de las paCTC y bloquea la diferenciacién de

células troncales cancerosas pancreaticas.

Otra manera en que la funcién de los miRNAs puede ser regulada es a nivel de la
biogénesis del miRNA. El ejemplo mas estudiado es lo que ocurre en el miRNA-Let
7. let 7 es una familia de miRNAs constituida por 12 miembros (let-7-al, a2, a3, b,
c, d, e, f1, 12, g, i y miR-98) localizados en 8 cromosomas diferentes. Los miembros
de esta familia participan en la diferenciacion de las células troncales, por lo que se
encuentran disminuidos en las células troncales. El bloqueo en el procesamiento

de pri y pre-miRNAs de la familia let-7 a su forma madura ocurre a través de la
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proteina Lin28.La cual se une especificamente a nucleétidos conservados en la
region del bucle del pri-miR-let-7 e inhibe la actividad de Drosha y Dicer. La ausencia
de let-7maduro no permite que identifigue a su RNAm blanco y entonces ya no
promueve la diferenciacion de las células CTC. Por lo que entonces niveles
elevados de miembros de la familia Let-7 conduce a la diferenciacion de las células
stem cells. Lin28 se encuentra frecuentemente sobre expresado en cancer y
promueve la transformacion neoplasica mediante la represion de let-7, el cual actda
como tumor supresor inhibiendo la expresion de oncogenes clave como RAS, MYC
y HMGAZ2 (145,146).

Otro proto-oncogen que es blanco de let-7 es MYC, dicho gen puede regular la
proliferacion celular, apoptosis y su desregulacién frecuentemente aparece en
diversos tumores y es asociado con un estado avanzado del cancer y a un mal
prognosis (147). c-Myc ha sido reconocido como un importante regulador en la
biologia de las células troncales, la introduccion de este factor con otros factores
(Oct3/4, Sox2 y KIf4) genera células troncales pluripotentes inducidas(iPSC) a partir
de células diferenciadas. Mientras que la exclusion de c-Myc de esta combinacion,
drasticamente se reduce la eficiencia de la produccion de iPSC (38), lo que confirma
su papel importante en el mantenimiento de las células troncales. Se ha observado
que existe una sobreexpresion de c-Myc en células cancerosas de colon (148), al
igual que en células troncales cancerosas de glioma, en donde se reporté que
regulaba la autorenovacion y la supervivencia de estas células(149). Por lo que
nuevamente al estar los micro RNAS de la familia let7 disminuidos permiten la
expresion de Myc y de esta manera se promueve y mantienen las células CTC.

Por lo que en nuestro trabajo la disminucion de miembros de la familia let-7 podria
evitar la diferenciacion y mantener las células en un estado troncal y promover

caracteristicas como la autorenovacion.

Hasta ahora ya han sido reportados algunos miRNAs involucrados en regular a las
paCTC tales como miR-21, miR-34, miR-1246, miR-221, el cluster miR17-92, y las
familias de Let-7 y miR-200 (38). De manera importante cinco de los 11 miRNA
identificados en este trabajo (miR-103a-3p. miR-320a, miR-107, miR-15b-5p y miR-
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196a-5p), no habia sido identificados en las paCTC. Por lo que el estudio de estos
mMiRNAs en la biologia de las paCTC es una pregunta que queda abierta. Pero para
tener una idea de los posibles blancos de estos 5 miRNAs se realizé un analisis in
silico utilizando el programa Target Scan. Los resultados obtenidos revelaron que
posiblemente todos ellos se pueden unir a la region 3’'UTR del RNA, de Nanog, Myc
y Lin28 principalmente asi como Klf4 (Tabla XVI). Todos ellos factores que juegan
un papel importante en el mantenimiento, autorenovacion y pluripotencialidad de las
células troncales pancreaticas.

Tabla XVI. Los miRNAs miR-103a-3p. miR-320a, miR-107, miR-15b-5p y miR-196a-5p
5 podrian reconocer la region 3’ UTR de genes implicados en pluripotencia

miRNA 3° agUAUCGGGACAUGUUACGACGa| 5"
miR-103a-3p NEEE I LIS
KLF4 5' ccAAAGTTTT-CAAACTGCTGCA 3°
miRNA 3° agcgGGAGAGUUGGGUCGAaaa 5°
miR-320a-3p 1] 1 1HDT
NANOG 5' tcagClTCCOGA-GCAGCTgsg 2°
miRNA 3°' acUAUCGGGACAUGUUACGACGa S5°'
miR-107 W e | 1111
KLF4 5' ccAAAGTTTT-CAAACTGCTGCa 3'
. miRMA 3' acaUUUGGUAC-UAC--ACGACGAU 5°
LIN2BE 5' agcACACC-TGTATGTATGCTGTTc 3'
. miRNA 3' ggGUUGUUGUACUULGAUGGAU 5°
mir-196a-5p NI
MYC 5' agCCATAATGT-AMACTGCCTc 3°

Por lo que en conjunto todos estos datos y en analogia con lo reportado en otros
tipo de células troncales. Proponemos que todos estos 11 miRNAs podrian
participan en promover la diferenciacion de las células troncales al regular de
manera negativa a los factores de pluripotencia. Por lo que en las células troncales
los niveles de estos mMIRNAs estdn disminuidos para que los factores de
plutipotencia puedan permitir la expresion de los genes que permiten mantener el

estado de pluripotencia y autorenovacion de las CTC. Sin embargo, cuando las
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paCTC reciben el estimulo para diferenciarse estos miRNAs incrementan su
expresion y ahora pueden ejercer su efecto inhibitorio sobre los factores de
pluripotencia reduciendo su expresion y permitiendo que las paCTC se diferencien
(Figura 25).

CSC Acinares
Hin < y ;
ALY
i o L. ’_c.“ |
0
v <»1(.‘
TF TF A.,E;'L.-;;a\
Pluripotencia Diferenciacion
let-7a-5p /\ Myc let-7a-5p [] Myc
let-7c-5p Lin28A let-7c-5p Lin28A
let-7d-5p Lin28B let-7d-5p Lin28B
let7e-5p Sall4 let7e-5p Sall4
miR-24-3p Oct4 miR-24-3p Oct4
miR-103a-3p Nanog miR-103a-3p Nanog
miR-320d GATA3 miR-320d GATA3
miR-26a-5p Nanog miR-26a-5p Nanog
miR-107 GATAG6 miR-107 GATAG6
miR 15b-5p kif4 miR 15b-5p kif4
miR-1962-5p || Smad4 mMiR-1962-5p \/ Smad4

Figura 25. Los 11 miRNAS identificados en este trabajo miRNAs regulan
negativamente a los factores de pluripotencia promoviendo de esta forma la
diferenciacién de las paCTC.

Un escenario similar podria estar ocurriendo cuando estos miRNAs se unen a
receptores, ligandos, intermediarios y FT que son promovidos por las vias de
transduccion de Wnt. Hh, Notch, FGF y BMP. En donde cuando estos miRNAs estan
disminuidos permiten que estas vias de sefalizacion se sobre-expresen y
mantengan el estado stemness. Mientras que cuando los niveles de estos miRNAs
se incrementan la homeostasis y regulacion de estas vias ocurre y las paCTC se

diferencian (Figura 26).
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Figura 26. Los 11 miRNAs identificados en este trabajo podrian estar regulando
negativamente vias de sefializacién que permiten regular la autorenovacion y
diferenciacion de las paCTC.

Por lo que entonces, de corroborarse estos resultados estos miRNAs podrian ser
utilizados para disminuir la poblacion de células paCTC por incrementar los niveles
de expresion de estos miRNAs y de esta manera inducir que las paCTCs se

diferenciaran previniendo de esta forma la aparicion de nuevos tumores.
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CONCLUSIONES

¢ Los miRNAs identificados en las paCTC, tienen un papel en el mantenimiento
del fenotipo de pluripotencia en las células troncales cancerosas
pancreéticas.

e Estos miRNAs tienen como mensajeros blancos genes que codifican para
proteinas que son componentes de las vias de sefalizacién de Wnt, Hh,
Notch, BMP, los cuales esta implicados en el mantenimiento de las células
troncales cancerosas asi como factores de transcripcion pluripotentes como:
Myc, Nanog, Klf4 y Sox2

e Estos 11 miRNAS, podrian actian como represores de los factores de
transcripcion pluripotentes por lo que al encontrarse disminuidos no regulan
negativamente dichos mensajeros, promoviendo su expresion y
favoreciendo de esta manera un estado de pluripotencia en las paCTCs.

e Nuestros resultados sugieren que al estar disminuidos estos 11 miRNAs en
nuestro modelo de paCTCs los componentes de las vias de sefializacion
sobre los cuales actian estos miRNAs se sobreexpresan y mantienen
activas las vias de Wnt, Hh, Notch, BMP. Promoviendo asi la
pluripotencialidad y autorenovacion de las paCTCS

e De corroborarse lo anterior,estos miRNAs podrian ser empleados como
blancos terapéuticos para disminuir la poblacién de CTC en el

adenocarcinoma ductal pancreatico.
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PERSPECTIVAS

e Validacién del microarreglo por RT-gPCRs.

¢ |dentificacion de 11 miRNAs en cultivos primarios de adenocarcinoma ductal
pancreatico.

e Realizacidén de ensayos de sobreexpresion de miRNAs a través de mimics

para evaluar su funcion.
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