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Introduccion

El adenocarcinoma ductal pancreatico (PDA),
posee una elevada tasa de mortalidad debido
a su agresividad clinica y diagnéstico tardio
[1]. Representa el 2,7% de todos los
canceres Yy es la séptima causa mas comun
de muerte) [2]. Su tasa de supervivencia
anual a los 5 afios es del 6% [3, 4]. Su
tratamiento se basa en la reseccion
quirurgica que solo puede llevarse a cabo en
el 20% [6]. La cirugia se complementa con el
uso de quimiorradiacién o de quimioterapia
[7]. La gemcitabina (GEM) y 5-fluorouracilo
(5-FU) son los agentes mas utilizados en
estadios no metastasicos [8], e irinotecan, 5-
FU, oxaliplatino y leucovorina (FOLFIRINOX)
en estadios metastasicos [9].

El fracaso del tratamiento quimioterapéutico
en PAD se debe en gran medida al
desarrollo de resistencia a los
medicamentos. En este contexto, la
existencia de células madre en el cancer
(CSCs) es uno de los factores esenciales ya
que este tipo celular desarrolla mecanismos
de resistencia que evitan la accion de los
citotoxicos. Ademas, las CSCs postula
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parecen responsables de la recurrencia del
tumor y metastasis (migracién celular) [10].
Algunos de estos mecanismos implica la
sobreexpresion de proteinas P-
glicoproteina, BCRP y MRP, que expulsan
drogas al exterior de la célula, NFkB vy
STAT3 que evitan la apoptosis o la poli-ADP
ribosa polimerasa (PARP) que es capaz de
reparar del ADN lesionado por los
citotoxicos [11]. La sobre-expresion de
PARP-1 ha sido encontrada en diferentes
tumores humanos, como el colorrectal,
mama, piel, pulmoén o hepatocelular [12]. No
obstante, poco se sabe en cuanto a PARP-1
y su relacion con CSCs. Algunos estudios
han relacionado la PARP-1 con los
procesos iniciales de reprogramacion celular
y pluripotencialidad en células madre [13].
No obstante, el desarrollo de farmacos
inhibidores de PARP-1 idependientemente
de su presencia en CSCs si parece que
actuan como quimio y radio sensibilizador
[14]. Uno de los mas estudiados ha sido
Olaparib (15). Finalmente, las CSCs se
caracterizan por su alta expresion de la
enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH),
su habilidad de mantenerse quiescente y por
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ser moduladas por el microambiente tumoral
[16,17,18,19,20]. Por tanto, las CSCs
parecen una buena diana a tratar en los
tumores, para permitir una respuesta mas
efectiva y duradera en el tiempo, y evitar asi
recidivas tumorales.

Presentamos un estudio preliminar de la
presencia de CSCs en una linea de
adenocarcinoma de pancreas y los efectos
del tratamiento con olaparib en las
caracteristicas biologicas de estas células.

Metodologia

1. Cultivos celulares y reactivos

En este estudio se uso sélo la linea celular
tumoral PANC-1 (cancer de pancreas)
procedente del Banco de Células del Centro
de Instrumentacién Cientifica de Ia
Universidad de Granada. La linea PANC-1
fue mantenida en medio de cultivo DMEM
(Dulbeco’s  modified Eagle’s medium,
Biowest) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (FBS, Fetal Bovine Suerum) y
antibidticos (100 U/mL de penicilina y 100
Mg/mL de estreptomicina). Los cultivos se
mantuvieron en un incubador a 37 °C, en una
atmosfera saturada de humedad y con 5% de
CO2, cambiando el medio de cultivo,
tripsinizando y replicando los cultivos cuando
las  condiciones de  confluencia lo
determinaban. Estas células se caracterizan
por su alta expresion de PARP-1 (21). Las
células se trataron con Doxorubicina (1
pug/ml). El tratamiento con Olaparib (10 pM,
72h) se realizd para inhibir PARP-1 vy
siguiendo el protocolo establecido por Hou
et al. (22).

2. Formacion de tumorosferas

Ademas de mantener la linea parental de
PANC-1 en medio de cultivo normal
(parentales), estas células fueron cultivadas
también en medio de esferas (ME):
DMEM:F12 suplementado con 1% de
estreptomicina/penicilina, Hidrocortisona (1
pug/ml), Heparina (4 ng/ml), ITS (insulina, 10
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pg/ml), B27 (concentracion 1x), EGF (10
ng/ml) y FGF (20 ng/ml). Se usaron en una
placa de 96 pocillos. La concentracion de
partida de 500 células. Una vez formadas
las  tumorosferas  (en suspension) se
centrifugaron, se anadié 1 ml de tripsina y se
disgregaron. Después de neutralizar la
tripsina con medio con suero normal, se
centrifugaron de nuevo y estas células
disgregadas volvieron a sembrarse en
medio de esferas (CSC). Ademas, estas
células también se sembraron en medio
normal denominandose excancer stem cells
(ExCSC).

3. Estudios de aldefluor en los
diferentes cultivos celulares

Para asegurar la proporcion de CSCs en los
diferentes cultivos, se usé la actividad de la
enzima aldehido-deshidrogenasa (ALDH)
utilizando el kit ALDEFLUOR™ (StemCell
Technologies, Vancouver, Canada),
siguiendo el protocolo del kit. Células
tripsinizadas fueron centrifugadas (250 g
durante 5 min a4 °C), y resuspendidas en
tampodn. Se les afiadio
dietilaminobenzaldehido (DEAB) (10 pl/ml)
para inhibir la actividad ALDH, se anadi6
ALDEFLUOR™ (5 pl/ml) y se incubaron a 37
°C, 40 minutos en oscuridad. Tras
centrifugacion (250 g, 4 °C, 5 minutos), se
resuspendieron en 0,5 ml de tampon. La
actividad de ALDH se analiz6 mediante
FACS Aria Il (BD Bio- Sciences) con modulo
de separacioén (Sorting) celular. Las células
separadas en funcién de sus niveles de
ALDH, fueron contenidas en tubos con
medio DMEM separados en “ALDH
positivas” y “ALDH negativas”.

Resultados y discusion

Analisis de células aldefluor
positivas en diferentes cultivos de
PANC-1

De los cultivos de la linea tumoral PANC-1
se obtuvieron 3 tipos de células diferentes
denominadas parentales, células derivadas
de esferas (CSCs) vy células derivadas de
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esferas en cultivo normal (exCSC). El estudio
de la actividad ALDH+, demostré que las
células derivadas de esferas (CSCs)
presentaban la mas alta actividad ALDH,
muy superior a la de las parentales y que las
exCSCs (figura 1) y que las exCSCs fueron
las que presentaron menor marcaje.

40

% ALDEFLUOR

Figura 1. Porcentaje de células ALDEFLUOR +
en células PANC-1 parentales, derivadas de
esferas (CSCs) y derivadas de esferas en cultivo
normal (exCSC).
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Modulacion de la actividad de la
Doxorubicina en cultivos de PANC-
1

Dado que las células PANC-1 presentan
expresion constitutiva de PARP-1, se realizd
un estudio de mediante tratamiento con
Olaparib, que bloquea PAR-1, y el agente a
Doxorubicina para ver la modulacién de su
actividad. Como se observa en la Figura 2,
las células derivadas de las esferas (CSCs)
y con mayor presencia de células ALDH+,
fueron muy resistentes a Doxorubicina
mientras que las ExCSCs, con la menor tasa
células ALDH+, fueron las mas sensibles.
Por otro lado, el inhibidor de PARP-1
Olapararib, potencian débilmente la muerte
celular de Doxorubicina en CSCs. Este
efecto no pudo ser observado en las
ExCSCs.

Los estudios en la linea tumoral PANC-1
permitieron obtener tres cultivos diferentes,
parental, esferas y exCSC en los que se
realizaron analisis del porcentaje de células
ALDEFLUOR positivas, observando una
mayor proporcion de ALDH positivas en las
esferas, lo cual se relacionaria con una
mayor proporcion de CSC en comparacion
la linea parental. El estudio de la
resistencia de las esferas y las ExCSC se
realizd mediante la  exposicion a
Doxorubicina con y sin Olaparib. Los
resultados mostraron que las esferas
presentaban una mayor resistencia al
farmaco, lo cual podria indicar que la
proporcion de CSC en ellas es mucho
mayor. Ademas, se observd que la adicion
de Olaparib provocaba una sensibilizaciéon
de estas células al farmaco, mientras que en
las ExCSC no se observaban diferencias
significativas, hecho descrito por otros
autores. Por tanto, Olaparib representa una
opcidon interesante para su uso especifico
frente a las CSCs.
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Figura 2. Resistencia a Doxorubicina en presencia o ausencia de
Olaparib. Doxorubicina 1 pyg/mL. Olaparib 10 yM. * P < 0,05.

En conclusion, en este muy prelimar estudio,
las esferas de la linea celular PANC-1
presentan mayor resistencia a farmacos que
las ExCSC y una mayor expresion de
marcadores relacionados con la pluripotencia
y que olaparib en las en tumorosferas
potencia el efecto citotoxico de Doxorubicina.
Estos resultados deben ser confirmados y
completados con estudios mas profundos
que diluciden la importancia de CSCs en
ADP, la funcion de PARP-1 y los efectos de
Olaparib.
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