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RESUMEN

La regulacién de la concentracién intracelular de Ca®* ([Ca®']c) participa en la
fisiopatologia del cancer. Particularmente, la entrada capacitativa de calcio
(SOCE), cuya via de entrada de Ca®" es la mas frecuente en células no
excitables, se ha relacionado con la proliferacion, migracion y apoptosis de
diferentes estirpes tumorales.

El adenocarcinoma de pancreas, séptimo cancer mas incidente en Espafia,
presenta una mediana de supervivencia de 11 meses, debido a su
quimiorresistencia y a sus bajas tasas de resecabilidad (Unico tratamiento
curativo). En el carcinoma de pancreas se han hallado aumentos en la
expresion de ORAI1 y STIM1, canales implicados en SOCE, asi mismo, la
disminucién de la [Ca*']c se relaciond con una menor migracion celular y con
una mayor apoptosis ante el tratamiento quimioterdpico actual con 5-FU y
Gemcitabina.

En el presente estudio se han realizado ensayos de proliferacion con la linea
celular de carcinoma de pancreas, PANC-1, usando los inhibidores selectivos
de SOCE: BTP2 y 2APB. Seguidamente se ha estudiado el efecto inhibitorio de
estos farmacos sobre SOCE a través de la medida de la [Ca**]c con imagen de
fluorescencia usando la sonda Fura-2.

Los resultados demuestran que existe una inhibiciébn significativa de la
proliferacion celular y de SOCE en células PANC-1 con el uso de 2APB y
BTP2. Ademas, BTP2 actia a menor concentracion y se ha demostrado una
accion dosis dependiente.

Estos experimentos demuestran la importancia de SOCE en la proliferacion
celular en el cancer de pancreas, hecho que concuerda con las pruebas
acumuladas en otros canceres. Por otro lado, ahonda en la necesidad de
seguir estudiando esta via de sefalizacion con la intencion de trasladar a la

practica clinica nuevos farmacos que mejoren el prondstico de esta neoplasia.
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INTRODUCCION

ENTRADA CAPACITATIVA DEL CALCIO (SOCE)

El calcio es un ion que ejerce como segundo mensajero involucrandose en el
control de diferentes procesos fisiolégicos”. A diferencia de otros segundos
mensajeros, no se sintetiza o metaboliza en el interior de las células, sino que
se regula mediante el transporte a través de canales especificos o bombas
situados en la membrana plasmatica o endomembranas de organulos como el
reticulo endoplasmatico (RE) o la mitocondria. La concentracion citoplasmatica
de calcio ([Ca®']c) es muy baja (10'M) de manera que pequefios cambios en la
conductancia de canales de Ca®" produce rapidos cambios. Esta baja
concentracion se consigue gracias a la accion de bombas que, mediante el
consumo de ATP, expulsan Ca®" al lumen del RE (SERCA, sarco/endoplasmic
reticulum Ca**-ATPase) o al espacio extracelular (PMCA, plasma membrane
Ca**-ATPase) donde en ambos casos las concentraciones son muy superiores
en el entorno mM®,

Existen diversas vias de entrada de Ca*' al citosol, canales operados por
voltaje, operados por receptor, acoplados a proteinas G, sensibles a estimulos
mecanicos... pero la entrada capacitativa del calcio, ilustrada en la figura 1,
supone la mayor via de entrada de calcio en células no excitables. También se
denomina “store operated calcium entry” (SOCE) porque se activa con el
vaciado de los depdsitos intracelulares de calcio (principalmente el RE)®. Este
proceso puede ocurrir por la llegada de un estimulo a la célula, por ejemplo una
hormona, que inicia una cascada de transduccién de sefiales.

Recientemente se han descrito las principales proteinas implicadas en la
activacion de SOCE. Son las familias proteicas STIM y ORAI. STIM1 es una
proteina transmembrana situada en el RE que detecta la disminucién de los
niveles luminales de Ca?* (a través de un dominio mano EF) sufriendo un
cambio de conformacién que induce su oligomerizacién®. Los oligémeros de
STIM interactian con el canal de Ca** de la membrana plasméatica ORAI1

produciendo su apertura y, por tanto, la entrada de Ca®* desde el espacio
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extracelular al citoplasma. Esta corriente que puede ser detectada mediante
técnicas electrofisiolégicas se denomina Icrac®.

En condiciones normales existe un mecanismo de control de SOCE de manera
que el exceso de la [Ca*]c inactiva el canal ORAILl. Sin embargo, estos
incrementos locales de la [Ca®*]c pueden activar el uniportador mitocondrial de
Ca?* (MCU) en mitocondrias préximas provocando la entrada de Ca** citosélico
al interior mitocondrial y, por tanto, tamponando dicho exceso, manteniendo

abierto ORAI1 durante mas tiempo.
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Figura 1. Entrada capacitactiva de calcio (SOCE) El vaciamiento de los depdésitos
de Ca*" del RE al citoplasma por activacion de IPsR genera un cambio conformacional
en STIM1 que interactiia con ORAI permitiendo el paso de Ca?* al citoplasma a favor
de gradiente electroquimico.

Ademas de los canales ORAI, se ha descrito otra familia de proteinas que
también forman canales en la membrana y participan, en diferentes células, en
la entrada capacitativa de calcio. Son la familia de canales cationicos
denominados TRPCs. Habitualmente estos canales permiten el paso de Na* al
interior del citoplasma. Sin embargo, también presentan paso del catién Ca®*
cuya corriente se la conoce como lIsoc. Se trata por tanto de canales
inespecificos de Ca®" alin en estudio, que podrian interacciéon con SOCE. La
bibliografia acumulada sugiere que TRPC1 es un canal operado por depdsitos
en estrecha relacion con ORAI1 y STIM1. De modo que la inhibicion de este

canal o su sobreexpresion, reduce o aumenta SOCE respectivamente.



Planteando la hipotesis de que las tres proteinas puedan conformar un

complejo ternario®.

SOCE Y CANCER

El aumento de la [Ca?']c promueve actividades celulares como su proliferacion
0 migracion siendo este mecanismo estudiado en primer lugar en el proceso de
activacion de los linfocitos T.(? Este hecho hace que, cambios en la
homeostasis del Ca* intracelular mediados por SOCE puedan contribuir a la
fisiopatologia del cancer. Ya que afectaria a parte de las caracteristicas
distintivas del cancer (hallmarks of cancer)®: Mantenimiento de la sefial
proliferativa, la inmortalidad replicativa, la migracion, la metastasis, la induccién
de la angiogénesis, la evasién de la apoptosis y de los supresores del
crecimiento®. Por ejemplo, existe sobreexpresién de ORAIL en el carcinoma
microcitico de pulmén®®, carcinoma de colon® y en el carcinoma escamoso

@2 | a inhibicion de ORAIL y STIM1 reduce la proliferacion y la

esofagico
migracion del carcinoma renal®™, melanoma™, rabdomiosarcoma®®,
adenocarcinoma de prostata®®, carcinoma gastrico®”, carcinoma colon,

células Jurkat™® y la proliferacién y la apoptosis de células de glioblastoma*?.

ADENOCARCINOMA DE PANCREAS

El cancer de pancreas es la cuarta causa de muerte por cancer en Europa®®.
Se estima una incidencia anual de 6,5 casos por cada 100.000 y la esperanza
de vida a los 5 afios ronda el 5%?Y. En Espafia las cifras son similares siendo
el séptimo cancer en incidencia, pero el tercero en mortalidad®. Los
principales factores de riesgo para desarrollar cancer de pancreas son el
tabaco (RR~2) y la edad (la incidencia se incrementa a partir de los 65 afos).
También se ha relacionado con la obesidad, la pancreatitis crénica o la
diabetes mellitus. Menos del 10% se deben a mutaciones en la linea germinal
heredadas, siendo BRCA2 probablemente el gen mas frecuentemente
alterados en casos de cancer pancreético familiar®.

El adenocarcinoma ductal de pancreas constituye la neoplasia pancreatica mas
frecuente (~80%). Se caracteriza por producir una intensa reaccion estromal
que se piensa, pueda actuar como barrera contra la quimioterapia®®. La clinica

suele ser tardia e inespecifica. Lo mas habitual es pérdida de peso, ictericia y



abdominalgia. Los tumores localizados en la cabeza del pancreas (~60%)
pueden producir clinica precoz por efecto masa®®.

La reseccion quirdrgica es el Unico tratamiento curativo para esta enfermedad.
Sin embargo, solo el 15-20% de los pacientes son candidatos a
pancreatectomia debido a que esta enfermedad suele detectarse en estadios
avanzados que contraindican la cirugia (presencia de metastasis, invasion de
vasos). La alternativa en esos casos es la quimioterapia con 5-FU,
Leucovorina, Oxaliplatino e Irinotecan (FOLFIRINOX) con una mediana de
supervivencia global de 11 meses (frente a los 6 meses del antiguo tratamiento
con Gemcitabina)®?.

Por todo ello, la comunidad médica ha puesto su foco en este proceso tumoral

con la necesidad de encontrar nuevas vias de actuacion quimioterapico.

ADENOCARCINOMA DE PANCREAS Y SOCE

El carcinoma de pancreas presenta las caracteristicas distintivas del cancer.
Por lo que cabe preguntarse si SOCE también se encuentran aumentada en
esta neoplasia y si la inhibicion de esta via, inhibe la proliferacién, migracion o
apoptosis.

Kondratska et al. demostraron mediante técnica de western blot que la
expresion de ORAIL1 y STIM1 se encuentra aumentada en lineas celulares de
carcinoma de pancreas, especialmente PANC-1. Y que su inhibicibn mediante
transfeccion aumentaba la apoptosis de estas células al tratamiento
quimioterapico con Gemcitabina y 5-FU®®. Por otro lado, Okeke et al,
comprobaron mediante inmunofluorescencia el aumento de expresion de IP3R
y STIM1 en las células de PNAC1 en migracion. Y que su migracion se reducia
al incubar éstas con los farmacos xestospongin-B, inhibidor competitivo de
IP3R y GSK-7975A, inhibidor de ORAI1?Y. Respecto a TRPC1, se demostrd su
implicacion en el aumento de la [Ca**]c como respuesta al factor de crecimiento
TFGB y su relacién con la invasion del cancer de pancreas.®)

Sin embargo, hasta el momento actual, nunca se ha comprobado si SOCE esta

implicado en la proliferacion celular del adenocarcinoma de pancreas.

OBJETIVOS



Cuantificar el grado de inhibicién farmacologico de SOCE por BTP2 y 2APB en
células de adenocarcinoma de pancreas.

Demostrar in vitro la inhibicion de la proliferacion celular del adenocarcinoma
de pancreas mediante la inhibicion farmacologica directa de SOCE. Y verificar

y calcular su dosis dependencia con el farmaco BTP2.

MATERIAL Y METODOS

LINEA CELULAR PANC-1

Linea celular establecida a partir del adenocarcinoma ductal de un hombre
caucésico de 56 afios. Su cariotipo es hipertriploide y es ampliamente usado
como modelo in vitro para el estudio de la carcinogénesis®®. PANC-1 fueron
cedidas por la Dra. Maite Iglesias Badiola de la Univarsidad Francisco de
Vitoria.

Se cultivaron en frascos de cultivo NUNC en medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) con glucosa 1 g/L, suplementado con 10% de suero
bovino fetal (FBS), L-glutamina al 1%, estreptomicina 100 ug/mL y penicilina
100 U/mL y se incubaron a 37°C en atmodsfera de CO;, al 10%. Las células
PANC-1 se subcultivaron una vez por semana lavando con PBS (phosphate
buffered saline), incubando 4 min con tripsina-EDTA, centrifugando a 1200g
durante 4 min y resuspendiendo en medio de proliferacion. La proliferacion
celular fue controlada en cada subcultivo mediante conteo celular en una

camara de Neubauer al microscopio Nikon Eclipse TS100.

FARMACOS

2APB: Molécula 2-Aminoethoxydiphenylborane. Inhibidor inespecifico a dosis
altas de SOCE. Puede actuar como antagonista de IP3R y bloquear TRPC1
entre otros canales.®”

BTP2: Molécula N-{4-[3,5-bis(Trifluoromethyl)-1H-pyrazol-1-ylJphenyl}-4-methyl-
1,2,3-thiadiazole-5-carboxamide. También llamada YM-58483. Caracterizada
en linfocitos T, es un inhibidor especifico de Icrac que no interactia con las
bombas de Ca?*, la sefializacién mitocondrial de Ca?", la liberacién de Ca?" del

RE ni las bombas de K*.?8:29)



PROLIFERACION CELULAR

Para estimar la proliferacion celular, las células PANC-1 fueron sembradas en
placas de 6 pocillos en medio DMEM+10%FBS en 2mL a una densidad
aproximada de 14x10” células/pocillo. Por cada experimento se cultivaron tres
replicados en ausencia (control) o presencia de los siguientes farmacos: 2APB
100 uMy BTP-2a 10 uM, 5 pM y 2.5 pM.

Al inicio del experimento se tomé una muestra de 50 ul de cada pocillo para su
recuento con camara de Neubauer. Las células se incubaron durante 120h en
atmosfera al 10% CO,. Transcurrido ese periodo, se levantaron de cada pocillo
con tripsina-EDTA 37°C, 4 min y se contaron de nuevo con camara de
Neubauer. Para medir la proliferacion se determing la tasa de proliferacion:

[n de céls(t = 120h) — n° de céls (t = Oh)]

TASA DE PROLIFERACION = 120

REGISTRO DE SOCE POR IMAGEN DE FLUORESCENCIA

La monitorizacién de la [Ca®']c a tiempo real en células vivas, se realiz por
medio de imagen de fluorescencia usando la sonda fluorescente fura-2/AM .
Esta molécula es un derivado del quelante de Ca** fluorescente fura-2 mas un
grupo penta-acetoximetil ester. Este grupo es hidréfobo, confiriendo a la
molécula la capacidad de atravesar la membrana plasmatica al ser incubada.
En el citosol fura-2/AM es de-esterificado por enzimas liberando fura-2 &cido.
Dicha molécula esta cargada negativamente, por lo que no puede atravesar la
membrana plasmatica y salir del citosol. Fura-2 tiene alta afinidad por el Ca®*y
su union aumenta la emisién de fluorescencia al ser excitado a longitudes de
onda de 340 nm y disminuye al ser excitado a 380 nm como se ilustra en la
figura 2. Por lo que se puede medir el cociente ratiométrico 340/380, que
aumentara cuanto mayor sea la [Ca?*]c®.

Para las medidas de SOCE, las células fueron sembradas en cubreobjetos de
12 mm de diametro tratados con poli-L-lisina (0,01 mg/ml) a una densidad de
20x10% células/ml en gota y cultivadas en medio DMEN enriquecido en placas
de 4 pocillos. Pasadas 24 horas, se retira el cubreobjetos del medio y se lava
en medio externo completo con calcio (MEC Cal: NaCl 145mM, KCl| 5mM,
MgCl, 1mM, CaCl, 1mM, glucosa 10mM, 10 HEPES/NaOH pH 7.42) y se

incuban las células en MEC Cal con fura-2/AM 4 uM durante 1h en oscuridad



10

(para evitar que se produzca el foto-apagamiento) y a temperatura ambiente. A
continuacion, se lava de nuevo el cubreobjetos en MEC sin calcio (MEC Ca0,
elaborado a partir de MEC al que se omite el calcio y se afiade EGTA 0,5M en
TRIS-HCL) y se trata las células en MEC Ca0 con tapsigargina 1uM (Inhibidor
suicida de la bomba SERCA) durante 10min, en oscuridad y a temperatura
ambiente. De este modo se logra vaciar pasivamente los depdsitos de Ca?®* del
RE y activar SOCE.

A continuacion, los cubreobjetos se vuelven a lavar en MEC Ca0 y se dejan
incubar otros 10 min en MEC Ca0 sin (control) o con los siguientes farmacos:
2APB 100 pM y BTP2 a 10 uM, 5 pM, 2.5 uM, 0.5 pM y 0.1pM.

Por ultimo, los cubreobjetos con las células tratadas se montan en la platina
termostatizada a 37°C de un microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss
S100TV), con un sistema de perfusion continuado (Warner Instruments,
Hamden, CT) que contiene MEC Ca0 con o sin los farmacos. Por el sistema de
perfusion se hace pasar MEC Cal a 1mM durante 1min y posteriormente se

reperfunde MEC Ca0 sin farmaco durante 6 min.

Tiempo Control Farmaco
Incubacion 10 min MEC Ca0 MEC Ca0 + farmaco
0" perfusion MEC Ca0 MEC Ca0 + farmaco
1" perfusion MEC Cal MEC Cal + farmaco
2" perfusion MEC Ca0 MEC Ca0
7" perfusion Fin Fin

Una lampara de xenon (Zeiss X-Cite Series 120) ilumina las células con luces
monocromaticas a 340 y 380 nm alternativamente gracias a una rueda de filtros
de excitacidn sincronizada (Sutter Instruments, Novato, CA). Las imagenes de
fluorescencia emitidas se visualizan a través de un objetivo de inmersion en
aceite 40x, atraviesan un espejo dicroico que refleja luz de longitud mayor a
520 nm y un filtro de emisién a 520 nm. Para finalmente ser capturadas por una
camara Orca-ER de Hamamatsu Photonics (Hamamatsu, Japon). Figura 2.

Las imagenes se analizaron utilizando el software Aquacosmos 2.6

(Hamamatsu Photonics).
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Figura 2. Imagen A; Espectro de excitacion del fura-2, el aumento de Ca** produce un
aumento de la fluorescencia excitada a 340nm y disminuye la excitada a 380nm.
Imagen B; Representacion del equipo de imagen de fluorescencia, (1) lampara de
fluorescencia, (2) rueda de filtros monocromados de excitacion (A=340 y 380nm), (3)
espejo dicroico inclinado 45°, (4) objetivo de inmersion 40x, (5) camara termostatizada
con células, (6) espejo dicroico, (7) filtro de emisién (A=520nm), (8) camara Orca-ER.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico y las representaciones graficas se han usado los
programas Microsoft Excel 2016 y Origin 7. Los resultados se muestran como
la media + error estdndar de la media. Cuando se han comparado dos medias
se ha utilizado la t de Student para muestras pareadas o no pareadas, segun
correspondiese. Para la comparacion de datos incluidos en dos o mas grupos
se ha empleado el andlisis de la varianza ANOVA de dos vias. Las diferencias
se consideraron significativas cuando p<0,05.

RESULTADOS

2APB Y BTP2 INHIBEN LA ENTRADA CAPACITATIVA DE Ca2+ EN PANC-1
BTP2 es un inhibidor selectivo de la corriente Icrac que no interactia con las

bombas de Ca?", la sefializacion mitocondrial de Ca?*, la liberacion de Ca®" del

(2829 por estas

(15,18)

RE ni las bombas de K*, caracterizado en linfocitos T.
caracteristicas esta ampliamente extendido su uso en el estudio de SOCE
Por otro lado 2APB a dosis altas es un inhibidor de SOCE menos especifico
que también se ha estudiado como antagonista de IP3R y bloqueador del
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TRPC1, entre otros canales®”. A pesar de estas consideraciones previas,
resulta necesario demostrar esta inhibicion en células de cancer de pancreas,
para lo cual se estimé la [Ca**]c mediante imagen de fluorescencia con la
sonda fura-2, cuyos resultados se expresan en las graficas de la figura 3.

Para activar SOCE y de este modo poder valorar el grado de inhibicién con los
diferentes farmacos durante los experimentos de imagen, se vaciaron los
depdsitos de Ca®* del RE mediante el uso de tapsigargina. La incubacion
celular con tapsigargina inhibe de forma irreversible la bomba SERCA, de
modo que las pequefias pérdidas constantes de Ca®* desde el lumen del RE al
citoplasma no se reponen, vaciando los depésitos de Ca** de forma pasiva y
activando por consiguiente SOCE.® Para poder comparar estadisticamente el
grado de inhibicién de SOCE se realizaron experimentos en ausencia (Control)
0 presencia de 2APB 100uM y BTP2 10uM, 5uM, 2,5uM, 0,5uM y 0,1uM. Se
midieron los picos maximos del valor del ratio F340/F380 desde la linea basal y
se expresaron como porcentaje de inhibicibn asumiendo que los valores del
control son el 100%®? figura 3, C.

2APB inhibe claramente SOCE a dosis 100uM, como se expresa en la figura 3,
A, en la que aparece un experimento representativo cuyo trazo representa la
media del ratio F340/380 de 22 (control) y 29 (2APB) células. Esta inhibicién es
estadisticamente significativa (p<0,05) como se puede observar en el gréfico
de la figura 3, C, donde se compara la X+ EEM del porcentaje de inhibicién de
tres experimentos independientes.

Ademas, se corrobora que el inhibidor de Icrac, BTP2, inhibe SOCE en células
de carcinoma de pancreas a dosis crecientes como aparece en la figura 3, B,
donde se muestran graficas de experimentos representativos de cada
concentracion de farmaco expresados como la X+ EEM del ratio F340/380 de
entre 30 a 50 células. Esta inhibicibn es practicamente del 100% a
concentraciones superiores a 2,5uM y de entorno al 50% a 0,5uM, como se
aprecia en la figura 3, C, donde se compara la X+ EEM del porcentaje de
inhibicion a dosis crecientes de farmaco. Estos experimentos demuestran que
los farmacos BTP2 y 2APB inhiben la entrada capacitativa de calcio en células

de adenocarcinoma de pancreas.
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Figura 3. Efectos 2APB y BTP2 sobre SOCE de células PANC-1

Los trazos de las graficas representan el ratio F340/F380 que es directamente
proporcional a la [Ca?']c con el tiempo. Son un experimento representativo de tres. En
los gréaficos se especifica el minuto en el que se expone a las células a medio con
Ca®. A, Se compara SOCE control y 100uM 2APB. El trazo expresa la X + EEM de
n=22 y n=29 células. B, compara SOCE control y BTP2 a concentraciones crecientes.
El trazo expresa la X+ EEM de n=28, n=18, n=28, n=24, n=36, n=43 células
respectivamente. Abajo, imagenes representativas del pico maximo de ratio
F340/F380 segun la concentracion de BTP2. La escala de pseudocolor muestra
valores del ratio de 0 a 1. La barra de calibracion representa 20um. C, Representa los
porcentajes de inhibicién en tanto por cien respecto al control, X + EEM (n=3). 2APB
100uM inhibe de forma estadisticamente significativa SOCE (p<0,05) * . Por otro lado
BTP2 presenta una inhibiciéon dosis dependiente de SOCE. Todas las concentraciones
salvo 0,1uM muestran significacion estadistica respecto al control (p<0,05)* . Ademas
0,5uM lo es también para el resto de concentraciones (p<0,05)T. El ICs, calculado
mediante regresion lineal es de 5,3uM.
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2APB Y BTP2 INHIBEN LA PROLIFERACION DE PANC-1

Para estudiar el posible efecto anti-proliferativo de los inhibidores de SOCE
(BTP2 y 2APB) se cultivaron las células Panc-1 en presencia y ausencia
(control) de estos farmacos durante 120h. Se trata de un modelo in vitro de
tratamiento crénico. Empleamos 100uM de 2APB, misma concentracion que
habiamos usado en el experimento de calcio. Y 10uM, 5uM y 2,5uM de BTP2,
concentraciones semejantes a las usadas en otros canceres para inhibir su
proliferacion®**!9 Ademas se pudo valorar la dosis respuesta del farmaco y
calcular el ICso (Concentracion de farmaco a la que se inhibe el 50% de la
proliferacion). Los resultados mostrados en la figura 4 demuestran que tanto
2APB como BTP2 inhiben la proliferacion de células de cancer de pancreas. Y
al igual que ocurria en los experimentos de imagen BTP2 obtiene mismas tasas

de inhibicion de la proliferacién que 2APB pero a menor concentracion.
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Figura 4. Efectos de BTP2 y 2APB en la proliferaciéon de las células Panc-1.

Efectos de diferentes concentraciones de BTP2 y 2APB sobre la tasa de proliferacion
medida en células por hora. Las barras expresan la tasa de proliferacion expresada
como X = EEM, obtenida de 4 experimentos independientes (n=4), salvo BTP2 5uM
(n=3). A, La tasa de proliferacion de 2APB 100uM fue significativamente menor
respecto al control (p<0,05)%. B, La tasa de proliferacion muestra diferencias
significativas (p<0,05) ¥ entre todas las concentraciones usadas de BTP2: 2,5uM, 5uM
y 10uM frente a control. BTP2 5uM y 10uM son estadisticamente significativos

(p<0,05) Tt frente 2,5uM. Y BTP2 10uM presenta diferencias significativas (p<0,05)§
frente a 5uM. A la derecha, imagenes representativas del efecto de BTP2, obtenidas
por microscopio invertido. La barra de calibracion representa 100um. C, Se representa
mediante regresion lineal la relacion entre el tanto por cien de inhibicion respecto al
control (siendo el control el 100% de crecimiento) frente a la concentracién de BTP2,
obteniendo un ICs, de 6,2+1,3uM.
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DISCUSION

Los estudios por imagen de calcio han permitido comprobar que BTP2 y 2APB
inhiben la entrada capacitativa de calcio en las células de carcinoma de
pancreas PANC-1. BTP2 inhibe esta entrada de Ca®* de igual manera pero a
una concentracion hasta 40 veces menor que 2APB. Esto podria explicarse
porque BTP2 actia mas especificamente sobre ORAI y STIM1, inhibiendo
lcrac®®, mientras que 2APB se cree que actla bloqueando TRPC1 u otros
canales de menor especificidad®”’, También se comprueba que a
concentraciones superiores a 2,5uM, BTP2 inhibe SOCE totalmente, hecho que
concuerda con el Unico experimento encontrado en la literatura en el que se ha
estudiado la inhibicién con BTP2 de SOCE en carcinoma de pancreas®. Sin
embargo, a diferencia del estudio citado, en nuestro trabajo se ha demostrado
la dosis dependencia de esta inhibicion, al usarse concentraciones menores de
este farmaco, estimandose que la concentracion de BTP2 a la que se inhibe el
50% de la entrada capacitativa de calcio corresponde a Cso=5,3uM.

Al igual que se ha evidenciado en estudios de proliferacion en otros tipos de
canceres 131518193339 13 reducciéon de SOCE provoca una menor tasa de
proliferacion en el adenocarcinoma de pancreas. En nuestro trabajo, BTP2
inhibe esta proliferacion igual que 2APB pero a concentraciones 15 veces
menores. Ademas se comprobd que la inhibicién de la proliferacién celular es
dosis dependiente para BTP2 al igual que lo es respecto a SOCE, hallazgo que
refuerza la idea sobre que esta via de Ca*"es clave en la proliferacién celular
del cancer de pancreas. Calculando su ICsy en 6,2+1,3uM. Sin embargo,
debemos destacar también que 2APB 100uM inhibe SOCE en un 85,6 + 2,6%
(1IC95%) mientras que a la misma concentracion inhibe la proliferacién celular
solo en 56,2 + 4,9% (IC95%). Por otro lado 5uM BTP2 inhibe SOCE en un 92,4
+ 2,9% (IC95%) pero a igual concentracion inhibe la tasa de proliferacion
celular solamente en 34,2 + 5,9% (IC95%). La explicacion a por qué se inhibe
méas SOCE que su proliferacion en las células PANC-1 nos induce a pensar
gue aunque esta via de sefalizacion es clave en la proliferacién celular de este
cancer, no es la Unica via. Y por tanto hay que seguir investigando. También se
podria explicar por las posibles diferencias a nivel agudo (SOCE) y cronico
(proliferacion) del tratamiento con el farmaco.
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Otros autores han utilizado xestospongin-B y GSK-7975A como bloqueadores
de SOCE en el estudio de la migracién de células de cancer de pancreas®”. En
nuestro trabajo hemos usado 2APB y BTP2 por varios motivos. En primer lugar,
xestospongin-B es un inhibidor competitivo de IP3R, en principio selectivo®. El
receptor IP3R se encuentra en el RE y se activa al unirse al inositoltrifosfato.
Esta unidn vacia los depdsitos de calcio del RE activando SOCE. Figura 1. Sin
embargo, en los experimentos de imagen que usan tapsigargina, como el del
presente trabajo, no puede apreciarse esta inhibicion de SOCE, ya que los
depésitos de Ca?* estan ya deplecionados por accién de la inhibicion de la
bomba SERCA con tapsigargina. En sustitucion, se prefiri6 usar 2APB que
inhibe este receptor pero también actia sobre TRPC1#”, el cual si es valorable
por medio de experimentos con tapsigargina. Por otro lado GSK-7975A,
considerado un inhibidor selectivo de la corriente Icrac por el bloqueo de
ORAI1®® es un farmaco con el que no se tiene mucha experiencia de uso y
aunque también se ha utilizado en el estudio de células acinares de
pancreas®’, se prefiri6 usar BTP2, también inhibidor selectivo de lcrac Y
ampliamente testado en SOCE, cancer y proliferacion.

El carcinoma de péancreas tiene uno de los méas funestos prondésticos al
diagndstico. Este hecho se relaciona con las bajas tasas de resecabilidad y la
falta de respuesta efectiva al tratamiento quimioterapico. Nuestro trabajo
relaciona SOCE con la proliferacion celular del tumor. Este hecho sumado a la
creciente bibliografia hasta el momento actual en el que se ha relacionado
SOCE con la resistencia al tratamiento quimioterapico® y con la invasién®*2)
plantea importantes cuestiones a estudio. La profundizacién en el conocimiento
de esta via podria dilucidar cuestiones sobre la fisiopatologia del cancer de
pancreas, convirtiéndose en una posible nueva diana terapéutica. El uso de los
inhibidores de SOCE, BTP2 y 2APB2 podria plantearse en un futuro como
posibles tratamientos quimioterapicos. De hecho un estudio en ratones ha
demostrado que BTP2 podia administrarse de forma sistémica hasta
concentraciones 30mg/kg sin cambios aparentes en su estado de salud®®.

En cualquier caso resulta imprescindible realizar mas estudios en esta linea
con la intencidén de trasladar a la practica clinica nuevas terapias que mejoren

el prondstico de esta neoplasia.
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CONCLUSION

2APB y BTP2 inhiben la entrada capacitativa de calcio en el adenocarcinoma
de pancreas.
La reduccion de la entrada capacitativa de calcio, mediante el uso de 2APB y

BTP2 inhibe la proliferacion celular de adenocarcinoma de pancreas.
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INTRODUCCION

La regulacion de la concentracion intracelular de calcio ([Ca2*]c) participa en la fisiopatologia del
cancer. En especial, la entrada capacitativa de calcio (SOCE. Figura 1) se ha relacionado con la
proliferacién celular de distintas estirpes tumorales.

El adenocarcinoma de pancreas presenta un pronostico muy malo por su quimiorresistencia y su
baja tasa de resecabilidad (Unica terapia curativa). En el cancer de pancreas, al igual que en otros
canceres, estudios epidemioldgicos correlacionan una menor tasa de incidencia con el consumo de
AAS y ofros AINEs. Esta accion no puede ser explicada unicamente por su efecto antiinflamatorio.
Se ha propuesto que estos farmacos podrian inhibir SOCE ya que actian como desacoplantes
mitocondriales impidiendo la capacidad de la mitocondria de aclarar los incrementos de calcio

22

INSTTUTO DEe sioLoGla
~ Genemica moLecuLar

Figura 1. SOCE, Entrada
capacitactiva de calcio

El  vaciamiente de los
| depositos de Ca®* del reticulo
endoplasmatico genera un
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interaccién con el canal ORAI
La activacién del canal ORAI
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Ademés, existen farmacos que actian bloqueando directamente el canal implicado en SOCE. > Reticulo gradiente electroguimico. En
En este trabajo se ha estudiado la relacién entre la entrada capacitativa del calcio (SOCE) y la ~ Endoplasm.| condiciones  normales el

proliferacion de células de adenocarcinoma de pancreas, PANC-1

MATERIAL Y METODOS

Se cultivaron células de adenocarcinoma de pancreas humano PANC-1 y se estudiaron los efectos
de diversos farmacos sobre la proliferacion celular y la entrada capacitativa de calcio

La tasa de proliferacion se obtuvo mediante contaje celular en camara de Neubauer. Para estimar
SOCE se monitorizo la [Ca?*]c a tiempo real mediante imagen de fluorescencia usando la sonda de
calcio fura-2/AM vy el inhibidor de la bomba SERCA, tapsigargina. Mitocondria Nucleo (
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CONCLUSIONES

El blogueo de la entrada capacitativa de calcio por BTP2 y 2APB inhibe la proliferacion celular de adenocarcinoma de pancreas.

Figura 5. Efectos FCCP, salicilato
y sulindac sobre SOCE de
células PANC-1

Cada trazo expresa la ratio
F340/F380 lo que es directamente
proporcional con la [Ca®*]. en el
tiempo. Se refleja en cada caso un
experimento representativo (n=3) y
se representa como el promedio
(X +EEM) de 2040 células. A,
FCCP 1 y 10uM. B, Salicilato
500pM. Se acompafia de tres
imégenes de pseudocolor. C,
Sulindac 1, 10 y 100uM. Se
acompafia de tres imagenes de
pseudocolor que representan SOCE
a la concentracion de sulindac
correspondiente. Las imagenes se
acompafian de escala de
pseudocolor (valores de ratio 0 a 1)
y barra blanca de calibracion
(representa 10um).

La despolarizacion mitocondrial inducida por aspirina y otros AINEs inactiva la entrada capacitativa de calcio e inhibe la proliferaciéon de

células de adenocarcinoma de pancreas.
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RECURSOS AUDIOVISALES
La figura 6 consiste en un cédigo QR que permite al lector acceder a contenido

multimedia complementario.

Figura 6. Codigo QR de acceso a material audiovisual

Permite el acceso a la visualizacion de contenido multimedia en la plataforma Youtube,
con material inédito relativo al presente trabajo.

URL: https://www.youtube.com/channel/UCYeFjINrCuscVPID8MDqw3Q/videos



