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RESUMEN

El cancer de péncreas y, sobre todo, el adenocarcinoma
pancreatico es uno de los mas mortiferos que existen con una
supervivencia a los 5 anos de menos del 5% en estadios avanzados (11T y
IV). Este hecho se debe en gran mayoria a retraso en su diagndstico y a

su gran agresividad y quimiorresistencia.



El selenito sédico es una oxo-sal inorgéanica fuente de selenio. Se
trata de un compuesto toxico para el ser humano a dosis elevadas pero
con un rango terapéutico que permite su utilizacién como antitumoral
en diversos tumores s6lidos como demuestran diversas investigaciones
realizadas en los tltimos afios. El dafio celular ocasionado por el selenito
sddico se atribuye a su capacidad para deplecionar el glutation reducido
y la tiorredoxina reducida y, por tanto, con la desproteccion celular
frente a las especies reactivas de oxigeno lo que activa mecanismos de
muerte celular por dano sobre las proteinas y acidos nucleicos celulares.
Este poder antitumoral se ha descrito como selectivo con las células
tumorales y sobre todo con aquellas que expresan mecanismos de

resistencia a agentes quimioterapicos.

Dado que no existen estudios con selenito sédico en células y
tumores pancreaticos y teniendo en cuenta la quimiorresistencia,
prondstico ominoso y eficacia limitada de los tratamientos sistémicos, el
objetivo de la presente tesis doctoral es testar el selenito sodico s6lo y en
combinacion con quimioterapia (gemcitabina) en cancer de pancreas in

vitro e in vivo.

Para ello se llevaron a cabo estudios in vitro: de proliferacion

celular y citotoxicidad con sulforrodamina B con las lineas celulares
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PANC-1 (humana) y Pano2 (murina), estudios de ciclo celular con
yoduro de propidio y DIiC1, ensayos de inmunofluorescencia para la
translocacién de AIF e inhibiciéon con benzamida (B, estudios de
Western-Blott para detectar fosfo-p38, ensayos de colonias y migracion
celular, estudios de formacion de esferos de CSCs, estudios sobre
esferoides tumorales multicelulares (MTS) y ensayos de angiogénesis
tumoral. Por otro lado, se desarrollaron estudios in vivo con animales
de experimentacion (ratones albinos) a los que se inocularon tumores
subcutaneos con la linea Pano2 y se trataron durante 10 ciclos de
tratamiento con selenito, gemcitabina y combinacion de ambos. Se
llevaron a cabo estudios de volumen tumoral, crecimiento tumoral,
actividad metabdlica tumoral, supervivencia e histologia tumoral con

técnicas histologicas basicas e inmunofluorescencia.

Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto la potente
capacidad antitumoral in vitro del selenito so6dico solo y sinérgica en
combinacion con gemcitabina. Estos estudios mostraron asimismo que
la actividad antitumoral del selenito no ocasiona paradas destacables en
el ciclo celular y si afecta a la despolarizacion mitocondrial. Al analizar
el mecanismo de muerte celular pudo comprobarse que es dependiente
de la activacion de la enzima reparadora PARP y de la traslocacién

nuclear del factor mitocondrial AIF. Por otro lado, pudo comprobarse
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que la sinergia entre el selenito y la gemcitabina se encuentra
relacionado con que el selenito es capaz de activar el factor p38 que se
encuentra intimamente relacionado con la muerte celular tumoral
ocasionada por la gemcitabina. Al analizar pardmetros de agresividad
tumoral pudo comprobarse como el selenito tanto solo como en
combinacién con la gemcitabina es capaz de disminuir la migracién
celular tumoral, la formacién de colonias, la formacién de esferos de

CSCs, el crecimiento de los MTS y la angiogénesis tumoral.

Todos estos hechos quedaron demostrados con los estudios con
animales de experimentacion donde se comprobd que el selenito tanto
solo como en combinacién con gemcitabina, en este dltimo caso, de
forma mas acentuada, inhibe el crecimiento tumoral, la actividad
tumoral, incrementa la supervivencia de los ratones y ademaés
disminuye in vivo los paradmetros de agresividad tumoral como

marcadores proliferativos, de invasividad y angiogénesis.

Es por ello, que el selenito sodico tanto solo como en
combinacién con gencitabina posee una prometedora actividad
antitumoral contra el cancer de pancreas tanto in vitro como in vivo con
animales de experimentacidn, justificindose por ello la realizacion de

ensayos clinicos en humanos de cara a confirmar estos hallazgos.
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SUMMARY

Pancreatic cancer and, above all, pancreatic adenocarcinoma is
one of the deadliest with a 5-year survival of less than 5% in advanced
stages (IIT and IV). This fact is largely due to a delay in its diagnosis and

its great aggressiveness and chemoresistance.

Sodium selenite is an inorganic oxo-salt source of selenium. It is
a compound toxic to humans at high doses but with a therapeutic range

26



that allows its use as an antitumor in various solid tumors, as shown by
various investigations carried out in recent years. The cellular damage
caused by sodium selenite is attributed to its ability to deplete reduced
glutathione and reduced thioredoxin and, therefore, with the cellular
deprotection against reactive oxygen species, which activates
mechanisms of cell death due to protein damage. and cellular nucleic
acids. This antitumor power has been described as selective with tumor
cells and especially with those that express resistance mechanisms to

chemotherapeutic agents.

Given that there are no studies with sodium selenite in
pancreatic cells and tumors and taking into account the
chemoresistance, ominous prognosis and limited efficacy of systemic
treatments, the objective of this doctoral thesis is to test sodium selenite
alone and in combination with chemotherapy (gemcitabine) in

pancreatic cancer in vitro and in vivo.

For this, in vitro studies were carried out: cell proliferation and
cytotoxicity with sulforhodamine B with the PANC-1 (human) and
Pano2 (murine) cell lines, cell cycle studies with propidium iodide and
DIiC1, immunofluorescence assays for AIF translocation and inhibition

with benzamide, Western-Blott studies to detect phospho-p38, colony
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and cell migration assays, CSC spherical formation studies, multicellular
tumor spheroids (MTS) studies, and tumor angiogenesis assays. On the
other hand, in vivo studies were carried out with experimental animals
(albino mice) which were inoculated with subcutaneous tumors with the
Pano2 line and were treated for 10 treatment cycles with selenite,
gemcitabine and a combination of both. Tumor volume, tumor growth,
tumor metabolic activity, survival and tumor histology studies were

carried out with basic histological techniques and immunofluorescence.

The results obtained showed the potent in vitro antitumor
capacity of sodium selenite alone and synergistically in combination
with gemcitabine. These studies also showed that selenite's antitumor
activity does not cause notable cell cycle stops and does affect
mitochondrial depolarization. When analyzing the mechanism of cell
death, it was found that it is dependent on the activation of the repairing
enzyme PARP and the nuclear translocation of the mitochondrial factor
ATF. On the other hand, it was found that the synergy between selenite
and gemcitabine is related to the fact that selenite is capable of activating
factor p38, which is closely related to tumor cell death caused by
gemcitabine. When analyzing tumor aggressiveness parameters, it was
possible to verify how selenite both alone and in combination with

gemcitabine is capable of reducing tumor cell migration, colony

28



formation, CSC spherical formation, MTS growth and tumor

angiogenesis.

All these facts were demonstrated with studies with
experimental animals where it was found that selenite both alone and in
combination with gemcitabine, in the latter case, in a more accentuated
way, inhibits tumor growth, tumor activity, increases survival of the
mice and also decreases in vivo tumor aggressiveness parameters such

as proliferative markers, invasiveness and angiogenesis.

That is why sodium selenite both alone and in combination with
gemcitabine has promising antitumor activity against pancreatic cancer
both in vitro and in vivo with experimental animals, thus justifying the
performance of clinical trials in humans in order to confirm these

findings.
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1. 1. Cancer. Generalidades y caracteristicas del cancer

El cancer consiste un conjunto de enfermedades que se
caracterizan por presentar diversas alteraciones a nivel celular y
molecular que provocan un exceso de proliferacion y supervivencia de

las células malignas (American Cancer Society, 2021).

La apoptosis o muerte celular programada consiste en una serie
de procesos moleculares que lesionan, destruyen y eliminan células
alteradas o envejecidas con el objetivo de mantener la celularidad
habitual de los tejidos. Cuando este proceso se ve alterado, por causas
moleculares o genéticas, las células proliferan de forma descontrolada
dando lugar a tumoraciones benignas que pueden desembocar en una
transformaciéon maligna (carcinogénesis) (Peters y Gonzalez, 2018;

Zhang y Weinberg, 2018).

Los tumores, ademas de presentar una proliferacion celular
desmedida, establecen un microambiente tumoral donde se producen
interacciones celulares que promueven su crecimiento, supervivencia,
agresividad y quimiorresistencia. Este microambiente se encuentra
compuesto por células tumorales, estroma tumoral, vasos sanguineos,
células inflamatorias y otras células asociadas (Arneth, 2019; Wu y Dai,

2017). Este microambiente le proporciona al tumor la capacidad para
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evadir al sistema inmune (Whiteside, 2008) habiéndose incluso
propuesto que la pérdida de la inmunovigilancia tumoral es uno de los
pasos necesarios en la aparicion de los tumores malignos (Binnewies y
cols., 2018). Las células tumorales secretan factores como citoquinas o
quimiocinas que son capaces de reprogramar las células estromales
inmunes pertenecientes a la respuesta inmune innata (macréfagos,
neutrofilos, células dendriticas, células linfoides innatas, células
supresoras derivadas de mieloides y células natural killer) y a la
respuesta inmune adaptativa (células T y células B). Estas células
podrian establecer una comunicaciéon intercelular con las células

tumorales que favoreceria su agresividad (Hinshaw y Shevde, 2019).

Por otra parte, las células tumorales son capaces de influir sobre
su propio microambiente para favorecer la formacién de nuevos vasos
(angiogénesis) y mejorar la irrigacion y el aporte nutricional al tumor.
El equilibrio existente entre moléculas anti- y pro-angiogénicas, que
regulan este proceso en tejidos no tumorales, se encuentra inclinado
hacia el lado de la angiogénesis en el tumor y su microambiente, donde
se secretan gran cantidad de factores pro-angiogénicos. (Viallard y
Larrivée, 2017) provocando una neo-vascularizaciéon desorganizada y
bizarra. Entre estos factores destacan el VEGF, factor de crecimiento de

fibroblastos 2 (FGF-2), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
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(PDGF) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) (Liy

cols., 2018; Zanotelli y Reinhart-King, 2018).

Dentro de las poblaciones celulares heterogéneas que componen
un tumor, destacan las células madre tumorales (CSCs) que son
responsables de la autorrenovacion de la poblacion celular, de la
recurrencia tumoral y de la generacion de metastasis. Estas células
poseen marcadores de superficie propios como ALDH, CD44, CD24 o
CD133 y se caracterizan por ser resistentes a los tratamientos habituales
de quimioterapia y radioterapia. Actualmente gran parte de los
esfuerzos en investigacion oncoldgica se focalizan en buscar métodos
que inhiban o destruyan estas poblaciones celulares (Barbato y cols.,

2019; Nassar y Blanpain, 2016; Yu y cols., 2012) (Figura 1).
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Célula Madre Tumorales (CSCs)

. Célula tumoral

Matriz extracelular

% Neovascularizacién

L
- Células de la inmunidad innata y adquirida

| Poblacién heterogénea = CSC ‘

{ Microambiente tumoral ‘

M Angiogénesis

T
[ Proliferacion celular descontrolada ‘

Figura 1. Representacion grafica de las principales caracteristicas tumorales:
proliferacion celular desmedida, incremento de la angiogénesis, poblacién
celular heterogénea con presencia de CSCs, presencia de un microambiente

tumoral y evasi6on inmune. Figura generada con BioRender.

Hanahan y Weinberg (2011) resumieron de forma muy acertada
los conocidos como “hallmarks of cancer” o caracteristicas de una célula
o tejido tumoral que incluyen la proliferacion desmedida, la inactivaciéon
de supresores tumorales, la inactivacion de la apoptosis celular, la
disregulacion energética, la inmortalidad celular, la hipermutacion e
inestabilidad gendmica, la angiogénesis, la migraciéon e invasividad

celular, la evasion del sistema inmune y las CSCs (Figura 2).
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Figura 2. Resumen de los principales “hallmarks of cancer”. Figura generada

con BioRender.

1. 2. Cancer de Pancreas

1. 2. 1. Epidemiologia del cancer. Cancer de Pancreas

El cancer constituye una de las principales causas de morbi-
mortalidad del mundo. En 2020 se detectaron unos 19 millones de casos
nuevos de cancer a nivel mundial, estimindose unos 30 millones de

casos anuales para el afio 2040 (Cancer today, 2021). Entre los tumores
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mas frecuentemente diagnosticados en el afio 2020 se encuentran los
de mama (primera posicién), pulmoén, colon y recto, prostata y
estobmago, (Siegel y cols., 2020). En Espaiia, la incidencia de esta
patologia es también muy elevada, estimandose para el afio 2021 el
diagnostico de 276.239 casos (REDECAN, 2021), siendo los de colony
recto, prostata, mama, pulmon, los mas frecuentes si tenemos en

cuanta ambos sexos (Figura 3).

Mundial, ambos sexos

25.000.000
2 20,000.000 Mundial
2018 | 18.078.957
'f 15.000.000 2040 | 29.532.994 (+63.1%)
§
3 10.000.000

5.000.000

2018 2020 2025 2030 2035 2040

Ao

Figura 3. Numero estimado de casos de cancer a nivel mundial en 2020 y

2040. Adaptado de Cancer Today, 2018 (gco.iarc.fr/today).

Por otra parte, y a pesar de los avances en investigacion basica y
clinica, el cancer sigue siendo una de las primeras causas de muerte a
nivel mundial. Segin datos de la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS), el cancer fue la segunda causa de fallecimiento a nivel mundial
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con mas de 8 millones de defunciones en 2017 (Cancer Today, 2021)

(Figura 4).

Number of deaths by cause, World, 2017

R RN IRy ___—————— I
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Lower respiratory infections I .56 million
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Neonatal disorders [ 1.78 million
Diarrheal diseases I 1.57 milion
Diabetes I 1.37 million
Liver diseases I 1.32 million
Road injuries N 1 on
Kidney disease N 1 n
Tuberculosis I 1.18 million
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Hepatitis |
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0 2 million 6 million

10 million 14 million

Figura 4. Principales causas de muerte a nivel mundial en 2017. Our World in

data (database). Tomado de Cancer Today, 2017 (gco.iarc.fr/today)

Segun los datos de la OMS en 2020, los 5 cancer con mayor
mortalidad son el cancer de pulmén (1,79 millones), seguido del cancer
colorrectal (935.173), céncer hepatico (830.180), cancer gastrico

(768.793) y cancer de mama (684.996) (Cancer Today, 2021) (Figura 5).
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Lung 1,796,144

Colorectum 935,173

Liver 830,180
Stomach 768,793
Breast 684,996
Oesophagus 544,076
Pancreas 466,003
Prostate 375,304
Cervixuteri 341,831
Leukaemia 311,594
MNon-Hodgkinlymphoma 259,793
Brain,centralnervoussystem 251,329
Bladder 212,536
Ovary 207,252

Kidney 179,368

Figura 5. Nimero estimado de fallecimientos a nivel mundial por tipo
tumoral. Tomado de Statista, 2020 (statista.com/statistics/288580/number-

of-cancer-deaths-worldwide-by-type).

En este contexto, el cancer de pancreas no es uno de los
cancer mas frecuentes a nivel mundial (noveno segin datos de la OMS)
pero si uno de los que causan mayor mortalidad, situandose en cuarto
lugar tanto en hombres como mujeres. Unas 57000 personas son
diagnosticadas al afio en el mundo de cancer de pancreas, de las que

fallecen unas 47000. En Espaiia, el nimero de casos nuevos cada afo
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ronda los 4000 (American Cancer Society/Information and Resources

about for Cancer, 2021)) (Figura 6).

La elevada mortalidad de céncer de pancreas se encuentra
relacionado con la dificultad diagnostica que plantea en fases precoces,
ya que las 34 partes de los casos se diagnostican es estadios irresecables
o metastasicos. Asimismo, este tipo tumoral se caracteriza por ser
resistente a los tratamientos habituales en fases avanzadas
(quimioterapia). De hecho, la terapia en cancer de pancreas no ha
cambiado sustancialmente en los tltimos 20 anos. Todo ello se relaciona

con una supervivencia a 5 anos que apenas alcanza el 5% (Malvezzi y

cols., 2014).

Cancer incidence in 2020* Cancer deaths in 2020*

Lung Lung
11.4%0— — 18.0%¢" Other cancer
Breast 42.9% ©35.7%
MN.7%o— i
6.9%
0
I [
Colorectal | !
y ! Colorectal X
10.0%" ‘-jv ¥ 9.4%C :
Prostate Prostate
0/ - 3- O ) / Pancreas
7'34?:'71@:}\ Cervix uteri ifﬁ*ach ‘4.7%
5.6%" ‘ 1 o 7.7%— ;
Liver Esophagus Liver / \ Esophagus
4.7%" —23.1% 8.3% — 5.5%

90 patients were diagnosed with colorectal cancer

935,173 people died from colorectal cancer

Figura 6. Representacion grafica de la incidencia y mortalidad del

cancer de pancreas a nivel mundial (afilo 2020). A) Niimero de muertes por tipo
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de tumor en 2020. B) Nimero de nuevos casos en diferentes tipos de tumores

en el ano 2020. Tomado de Cancer Today, 2020 (gco.iarc.fr/today).

1.2.2. Cancer pancreatico. Histopatologia.

El cancer pancreatico comprende diversos tipos histologicos con
pronosticos muy dispares. Los tumores pancreaticos pueden dividirse
en exocrinos y endocrinos. Los tumores pancreaticos endocrinos se
derivan del tejido de los islotes de Langerhans y comprenden los
subtipos histolégicos correspondientes a insulinoma, el glucagonoma, el
VIPoma, el tumor carcinoide y los tumores neuroendocrinos de alto
grado. Exceptuando este ultimo grupo, estos tumores presentan buen

prondstico y una supervivencia global superior al 90% a los 5 afios.

Por el otro lado, los tumores exocrinos se dividen en los grupos,
el adenocarcinoma ductal pancreatico (PADC) y el adenocarcinoma
acinar pancreatico. El primero es un tumor pancreatico derivado de las
células de los ductos de secrecidon enxocrina del pancreas y presenta una
gran agresividad y pronostico ominoso incluso en estadios precoces. El
segundo, que deriva de las células de los acinos glandulares de secreciéon
enzimatica exocrina del pancreas, representa el 10% de los tumores

pancreaticos y presenta unas cifras de supervivencia y un pronostico
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algo mejor que el PADC. Otros subtipos mas extrafios comprenden el
adenocarcinoma coloide y el medular. Asimismo, existen tumores de
estirpe mucinosa con mejor pronostico (coloides) entre los que se
encontrarian la neoplasia mucinosa intraductal o el cistoadenoma

pancreatico (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion de los tumores pancreaticos exocrinos y endocrinos de
la Organizacion Mundial de la Salud (WHO). Modificado de WHO
Classification ~of Tumours of the Digestive System, 2010

(pathologyoutlines.com/topic/pancreaswho.html).

Tumores epiteliales
Benignos

Cistoadenoma de células acinares
Cistoadenoma seroso
Neoplasia intraepitelial pancreatica, grado 3 (PanIN-3)
Neoplasia mucinosa papilar intraductal (IPMN) con grado de displasia bajo o intermedio
Neoplasia mucinosa papilar intraductal (IPMN) con alto grado de displasia
Neoplasia tubulopapilar intraductal (ITPN)
Neoplasia quistica mucinosa (MCN) con grado de displasia bajo o intermedio
Neoplasia quistica mucinosa (MCN) con alto grado de displasia
Malignos
Adenocarcinoma ductal
Carcinoma adenoescamoso
Adenocarcinoma mucinoso
Carcinoma hepatoide
Carcinoma medular
Carcinoma de células en anillo de sello
Carcinoma indiferenciado
Carcinoma indiferenciado con células tipo osteoclastos
Carcinoma de células acinares
Cistoadenocarcinoma de células acinares
Carcinoma mucinosos papilar intraductal (IPMN) con un carcinoma invasivo asociado
Carcinoma ductal-acinar mixto
Carcinoma acinar-neuroendocrine mixto
Carcinoma acinar-neuroendocrino-ductal mixto
Carcinoma ductal-neuroendocrino mixto
Neoplasia quistica mucinosa (MCN) con un carcinoma invasivo asociado
Pancreatoblastoma
Cistoadenocarcinoma seroso
Neoplasia sélida pseudopapilar
Neoplasias neuroendocrinas
Microadenoma neuroendocrine pancreatico
Tumor neuroendocrino de grado 1 (NET G1)
Tumor neuroendocrino de grado 2 (NET G2)
Carcinoma neuroendocrino
Carcinoma neuroendocrino de células grandes
Carcinoma neuroendocrino de células pequefias
Tumor neuroendocrino (NET) de células enterocromafines (EC) (productor de serotonina)
Gastrinoma maligno
Glucagonoma maligno
Carcinoma productor de insulina (insulinoma)
Somatostatinoma maligno
Vipoma maligno
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Histolégicamente, el PDAC destaca por la presencia de una
profunda matriz extracelular compuesta fundamentalmente de
proteoglicanos destacando el acido hialurénico y proteinas de unién
como la fibronectina. Es de destacar la presencia de islotes celulares de
células con morfologia de adenocarcinoma que son positivas para
citoqueratina 7 y negativos para citoqueratina 20, vimentina, CD45 y
S100 (Dudeja & Allen, 2015; Rishi y cols., 2015; Wisnoski y cols., 2008)

(Figura 7).
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Figura 7. Imagen histologica de hematoxilina-eosina de PDAC.
Tomado de Pancreatic adenocarcinoma: update on the surgical
pathology of carcinomas of ductal origin and PanINs, Hruban and

Fukushima, 2007 (https://www.nature.com/articles/3800685).

1.2.3. Biologia molecular del adenocarcinoma

ductal pancreatico

La mayor parte (85%) de los PDAC son esporadicos, quiere decir
que no se asocian a mutaciones genéticas en linea germinal que lo
relacionen con la iniciacion o progresion del cancer. En ellos, las
alteraciones genéticas mas frecuentes son la mutacion de KRAS (90% de
los casos) aunque también se han visto implicados el silenciamiento o
mutacion del gen supresor INK4 o p16 y las mutaciones en los genes del
sistema de reparacion de ADN missmatch repair (MMR) como hMLH1
o MSH2. Dentro del 15% restante, se describen multitud de mutaciones
entre las que destacan las mutaciones de BRAC2, que se asocia al cancer
de pancreas familiar (5-10% de los casos), STK11, ATM o PALB2.
Muchas de ellas son mutaciones en genes relacionados con los
mecanismos de reparacion de ADN por recombinacion homologa

(Blackford y cols., 2009; Chmielecki y cols., 2014; Greenhalf y cols.,
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2014; Hidalgo & Maitra, 2009; Kliimpen y cols., 2011; Ormanns y cols.,

2014; Yachida y cols., 2010).

Como en otros tipos de tumores, aunque han sido menos
estudiado, en los PDAC también se describen lesiones precursoras como
la neoplasia intraductal pancreatica (PIn) o la neoplasia intraductal
mucinosa, las cuales tras sufrir diversas alteraciones moleculares
acaban desembocando en el desarrollo del tumor (Esposito y cols., 2014;

Waddell y cols., 2015) (Figura 8).

Normal PanIN-1A PanIN-1B PanIN-2 PanIN-3
Her2/Neu D16 p53
K-Ras DPC4
BRCA2
LOH 9p LOH 18q, 17p, 6q
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Figura 8. Cambios moleculares relacionados con la progresion de las lesiones
malignas en cincer de pancreas. Tomado de Rosas CA, Medwave 2009

(medwave.cl/link.cgi/Medwave/PuestaDia/Cursos/3988).

1.2.4. Factores de riesgo del adenocarcinoma ductal

pancreatico

La causa o causas que originan el desarrollo de un PDAC son atn
desconocidas, aunque se han determinado diferentes factores de riesgo

asociados a esta neoplasia.

Edad y sexo. La probabilidad de padecer PDAC aumenta a
partir de los 55 afos, siendo la media de edad de los pacientes en el
momento de su diagnoéstico 66 anos (Yuy cols., 2015) Por otra parte, la
incidencia de PDAC es ligeramente mayor en hombres que en mujeres
aunque la incidencia en estas ultimas se ha incrementado
probablemente por el aumento en su habito tabaquico (American

Cancer Society | Information and Resources about for Cancer, 2021).
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Tabaco y alcohol. Alrededor del 25% de los casos de PDAC se
deben al consumo de tabaco con un aumento del riesgo de un 75% de los
fumadores respecto a los no fumadores (Yadav & Lowenfels, 2013). Por
otra parte, la discutida asociacion entre alcohol y PDAC sigue sin estar
dilucidada. No obstante, el consumo de alcohol se ha relacionado con la
pancreatitis y diabetes mellitus tipo II, que a su vez se han

correlacionado con PDAC (Clinton y cols., 2020; van de Wiel, 2004).

Dieta y obesidad La dieta basada en la ingesta de grasas
saturadas, carnes rojas y alimentos procesados, se ha asociado al riesgo
de desarrollar la enfermedad. El déficit de frutas y verduras en la dieta
también se asocian a PDAC (Larsson & Wolk, 2012; Maisonneuve &

Lowenfels, 2015; N6thlings y cols., 2005; Yeo, 2015),

Ademés, un indice de masa corporal elevado (ICM > 30) parece
incidir en una mayor tasa de mortalidad en los enfermos con PDAC (20-

40%) (Ducreux y cols., 2015).

Otras patologias. Se estima que los pacientes con pancreatitis cronica
tienen 13 veces mas riesgo de desarrollar PDAC y que esta enfermedad
esta relacionada con hasta el 3% de estos tumores. Muchas de estas
pancreatitis crénicas se asocian al consumo de alcohol (Raimondi y

cols., 2010). Por otra parte, las alteraciones del metabolismo de la
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glucosa se han relacionado con un mayor riesgo de padecer PDAC ya que
las elevadas concentraciones de insulina en el microambiente de las
células ductales pancreéticas podrian contribuir a su transformaciéon
maligna. De hecho, varios estudios ya han demostrado que la diabetes
mellitus tipo II se asocia al desarrollo de PDAC. La asociacion con la
diabetes tipo 1 presenta una OR de 2 y la tipo 2, una OR de 1.8. (Huxley
y cols., 2005). Por tltimo, existen varios sindromes familiares
relacionados con un mayor riesgo de desarrollar esta patologia (Bartsch

y cols., 2012) (Tabla 2).

Tabla 2. Patologias hereditarias y PDAC. Abreviaturas: PDAC,
adenocarcinoma ductal pancreatico; FPG, familiares de primer grado

afectados. Modificado de Bartsch y cols. (2012)

Predisposicion Gen afectado Riesgo de PDAC
heredada a PDAC hasta los 70 anos (%)
Sindrome de Peutz—Jeghers LKB1 36

Sindrome de melanoma

familiar con lunares atipicos CDKN2, CDK4 17
multiples

Sindrome de cancer

hereditario de mama y de BRCA1, BRCA2 3-8
ovario

Sindrome de Li—Fraumeni TP53 <5
Sindrome de Lynch MLH1, MLH2 <5
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Poliposis adenomatosa

familiar APC <5
Pancreatitis hereditaria PRSS1, SPINK1 40
Fibrosis quistica CFTR <5

8-12 (2 FPG)

Cancer de pancreas familiar =~ BRCA2, PALB2, ATM 16-38 (> 3FPG)

Infecciones. La exposicion a determinados agentes infecciosos
como el Helicobacter pylori, el virus de la hepatitis B o el virus de
inmunodeficiencia humana se ha relacionado con un mayor riesgo de

desarrollar PDAC (Ducreux y cols., 2015).

Grupo sanguineo. Se ha sugerido que el grupo sanguineo B es
el que presenta mayor riesgo, seguido por los grupos A y AB, que

muestran un riesgo intermedio (Wolpin y cols., 2009).

Exposicion a agentes quimicos. Multitud de compuestos
quimicos también se han relacionado con un riesgo incrementado de
PDAC como el clorobenzoilo, niquel y sus compuestos, compuestos de

cromo, polvo de silice o nitrosaminas (Ojajarvi y cols., 2000).

1.2.5. Estadiaje del adenocarcinoma ductal pancreatico

La estadificaciéon del PDAC se realiza con el sistema TNM. En

esta clasificacion, se emplean los resultados de las pruebas diagnoésticas
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para describir la localizacién del cancer y la posible diseminacion

ganglionar y si presenta enfermedad metastésica a distancia (Freeman,

2013; NIH, 2011). De esta manera, las siglas TNM junto a una

numeracion nos proporciona la informacién necesaria para conocer lo

avanzado que se encuentra el tumor (Edge y cols., 2010) (Figura 9):

1. Tumor (T): Localizacion, nimero de tumores y desarrollo del
mismo.

TX: Tumor primario no evaluable.
To: Sin evidencia de cancer en colon o recto.
Tis: cancer in situ.

T1: El cancer esta confinado en el pancreas y no mide mas
de 2 cm (0.8 pulgadas) de ancho (T1).

T2: El cancer esta confinado en el pancreas y mide mas
de 2 cm (0.8 pulgadas) pero no mas de 4 cm (1.6
pulgadas) de ancho (T2).

T3: El cancer esta confinado en el pancreas y mide mas
de 4 cm (1.6 pulgadas) de ancho (T3).

T4: El cancer esté creciendo fuera del pancreas y en los
vasos sanguineos principales adyacentes (T4).

2. Nodo (N): Presencia de diseminacion a ganglios linfaticos
regionales (cercanos al colon y recto), localizacién y nimero de
afectados.

NX: Ganglios linfaticos regionales no evaluables.
No: No invasion de ganglios linfaticos regionales.

N1: se ha propagado a no més de 3 ganglios linfaticos
adyacentes (N1).
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. N2: e ha propagado a 4 o mas ganglios linfaticos
adyacentes (N2).

3. Metastasis (M): Hace referencia a la diseminacién del tumor
a otras partes del cuerpo, metastasis a distancia.

. Mo: no existen metastasis.

. Mzi: El cancer se ha propagado a sitios distantes tales
como el higado, el peritoneo (la membrana que recubre
la cavidad abdominal), los pulmones o los huesos

.

Con metdstasis

MO

Sin metdstasis

Sin
adenopatias 1a3 >4
NO N1

El tumor envuelve la arteria
mesentérica superior, el T4
tronco celiaco y/o la arteria

hepatica N f Tumor <2 cm

\
\I)TZ

Tumorentre 2y 4 cm

¢ - T3
(Nl /)"‘ Tumor >4 cm

Figura 9. Representacion del a estadificacion del PDAC basada en el sistema

TNM. Figura generada con BioRender.

En combinacion con la clasificacion TNM, existe una clasificacion por
estadios (Edge y cols., 2010):
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Estadio 0: se trata del cancer in situ. El tumor se localiza en la mucosa o
revestimiento interno del colon o recto

o Tis, No, Mo

Estadio IA: el tumor mide hasta 2 cm o menos y esta en el pancreas. No
se ha diseminado a los ganglios linfaticos u otras partes del cuerpo (T1,
No, Mo).

Estadio IB: el tumor que afecta al pancreas mide mas de 2 cm. No se ha
diseminado a los ganglios linfaticos u otras partes del cuerpo (T2, No,
Mo).

Estadio ITA: el tumor mide més de 4 cm y se extiende mas alla del
pancreas. No se ha diseminado a las arterias, las venas, los ganglios
linfaticos u otras partes del cuerpo (T3, No, Mo).

Estadio IIB: el tumor, de cualquier tamano, no se ha diseminado a las
arterias o venas cercanas. Se ha diseminado a 1 a 3 ganglios linfaticos
regionales, pero no a otras partes del cuerpo (T1, T2 o T3; N1; Mo).

Estadio III: cualquiera de estas situaciones:

o Un tumor, de cualquier tamafo, que se ha
diseminado a 4 o mas ganglios linfaticos regionales,
pero no a las arterias, las venas u otras partes del
cuerpo cercanas (T1, T2 o T3; N2; Mo).

o Un tumor que se ha diseminado a las arterias y venas
cercanas y es posible que se haya diseminado a
ganglios linfaticos regionales. El cancer no se ha
diseminado a otras partes del cuerpo (T4, cualquier
N, Mo).

Estadio IV: cualquier tumor que se ha diseminado a otras partes del
cuerpo (cualquier T, cualquier N, M1).
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1.2.6. Manifestacion clinica y diagnoéstico del

adenocarcinoma ductal pancreatico

El PDAC es un cancer bastante paucisintomatico hasta fases
avanzadas (estadios III y IV), uno de los hechos que explica el porqué de
su baja tasa de resecabilidad y baja supervivencia a 5 afios. Entre sus
sintomas y signos destacan el dolor epigéstrico con extension lumbar, la
febricula vespertina, la ictericia obstructiva (acompafnada de acolia y
coluria), el sindrome constitucional y fenémenos paraneopléasicos como
la triada de Schmidt que se caracteriza por paniculitis, poliartritis y
eosinofilia. Todos estos sintomas pueden variar o asociarse a otros en
funcién de la extension del tumor y de la localizacion del mismo. Asi, la
ictericia o la obstruccion duodenal es mas frecuente en los pacientes con
tumores de la cabeza pancreatica mientras que el dolor en hipocondrio
izquierdo aparece generalmente en los pacientes con tumores de la cola

pancreatica (Ducreux y cols., 2015).

Ante la sospecha de un paciente con PDAC, el diagnostico se basa
en la realizacion de pruebas complementarias que comenzarian con una
ecografia abdominal y un TAC toraco-abdominal con contraste en fase
arterial abdominal. En caso de observarse una masa pancreatica se

procederia, si es posible, a obtener una biopsia con aguja gruesa de la
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misma por eco-endoscopia. En caso duda sobre la existencia de
enfermedad metastasica, se procederia a la realizacion de un PET-TAC
de extension. En los casos de M1 se podria proceder a biopsiar alguno
de los territorios metastésicos de acceso mas sencillo. Los marcadores
tumorales CEA y Ca19.9 no son diagnosticos, sino que se utilizan como
forma de monitorizar la respuesta al tratamiento. La RMN abdominal
se reserva Unicamente para los casos de duda cuando se visualizan
lesiones pequenas o quisticas (Al-Hawary y cols., 2014; Bipat y cols.,
2005; Nawaz y cols., 2013; Ngamruengphong y cols., 2015; Wong y Lu,

2008).

1.2.7. Tratamientos del adenocarcinoma ductal

pancreatico

El tratamiento del PDAC varia dependiendo de su caracter
localizado o metastasico en el momento del diagnoéstico. En el caso de la
enfermedad localizada resulta de vital importancia determinar si se
trata de una enfermedad resecable de entrada, borderline, es decir, que
requiere neoadyuvancia y posterior reevaluacion o irresecable. De todos
los PDAC s6lo un 20% con resecables al diagnostico y de ellos sélo el
20% sobrevive a los 5 afnos (Ducreux y cols., 2015; Gomez-Espana y

cols., 2021). El parametro fundamental que determina su
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irresecabilidad es la infiltracion de la arteria mesentérica (mayor a 180°)
y del tronco celiaco. La infiltracion de la vena porta, vena mesentérica u
otras estructuras venosas son criterios de tumor borderline y de
neoadyuvancia. En los casos de resecciéon de entrada, se contempla la
realizacion de duodenopancreatectomia cefalica con linfadenectomia
regional en los tumores de la cabeza pancreatica y de pancreatectomia
corporocaudal con linfadenectomia regional en los de cola pancreatica
(Abrams y cols., 2009; Bockhorn y cols., 2014; Callery y cols., 2000;
Delpero y cols., 2014, 2015; Kooby y cols., 2010; Mitchem y cols., 2012;
Ragulin-Coyne y cols., 2012; Ricci y cols., 2015; Tol y cols., 2014; van
der Gaag y cols., 2010). En todos los PDAC esta indicada la adyuvancia
preferible con FOLFIRINOX durante 12 ciclos especialmente si la
reseccion es R1 o N+. Cuando el estado del paciente no lo permite, se
puede realizar tratamiento con Gemcitabina-Capecitabina o
Gemcitabina (GMZ) en monoterapia. La radioterapia no se contempla
en este escenario considerandose incluso deletérea. En los casos de
tumores borderline o irresecables se realiza un tratamiento con
Gemcitabina-Abraxane durante 3 meses con reevaltiacion posterior. En
caso de resultar irresecables se realiza RT con IMRT de consolidacién
con Capecitabina oral concomitante (Assifi y cols., 2011; Chauffert y
cols., 2008; Denost y cols., 2013; Gillen y cols., 2010; Hammel y cols.,

2016; Landryy cols., 2010; Loehrer y cols., 2011; Maréchal y cols., 2012;
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Mukherjee y cols., 2013; Neoptolemos y cols., 2001, 2010; Oettle y cols.,

2007; Shinchi y cols., 2002; Sultana y cols., 2007).

En los casos de PDAC metastasico los tratamientos de primera
linea comprenden FOLFIRINOX, GMZ-Abraxane o GMZ en
monoterapia en funcion del estado general del paciente. La
supervivencia se encuentra entre 9 y 13 meses. En sucesivas lineas se
consideran esquemas de tratamiento como el Naliri-5-FU y el FOLFOX.
En caso de pacientes con inestabilidad de microsatélites tumoral podria
considerarse el empleo de Pembrolizumab en monoterapia. Asimismo,
en caso de mutaciones germinales en BRCA2 puede considerarse terapia
de mantenimiento con Olaparib en pacientes con respuesta de primera
linea a platinos (Burris y cols., 1997; Ciliberto y cols., 2013; Conroy y
cols., 2018; Dykewicz y cols., 2001; Golan y cols., 2019; Marabelle y
cols., 2020; Moore y cols., 2005; Oettle y cols., 2014; Ripamonti y cols.,
2012; Sonnenblick y cols., 2011; Stark & Hines, 2015; Von Hoff y cols.,

2014).
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1.2.8. Nuevos tratamientos del adenocarcinoma ductal

pancreatico

En los tltimos afios, han sido muchos los intentos para mejorar
el tratamiento del PDAC mediante nuevos esquemas de tratamiento y/o
nuevos agentes terapéuticos. A pesar de la extensa investigacion
realizada los resultados han sido en general, poco satisfactorios. Asi,
podemos destacar los ensayos realizados con GMZ-Abraxane (fase III)
y FOLFIRINOX (fase I/II) combinados con hialuronidasa pegilada que
han mostrado resultados negativos en cuanto a incrementos de
supervivencia global respecto a los esquemas tradicionales (Doherty y
cols., 2018; Ramanathan y cols., 2019). En este contexto, el selenito
sodico se presenta como una posible alternativa para la mejora de la

terapia del cAncer en general y del PDAC en particular.

1.3. Selenito sodico

El selenito es un ani6n inorganico que se compone de un atomo
de selenio y tres de oxigeno presentando un nimero de oxidacion de 2-.
Al combinarse con el sodio catiénico en forma de oxosal se obtiene el

compuesto conocido como selenito sodico.
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El selenito de sodio posee capacidades quimioprotectoras y
antitumorales a dosis no téxicas (Kieliszek y cols., 2017; Satoh y cols.,
1992). Algunos estudios han demostrado de la suplementaciéon de la
quimioterapia con selenito a dosis bajas podria reducir sus efectos
secundarios (Dennert & Horneber, 2006; Noori & Mahboob, 2011;
Satoh y cols., 1992). Ademas, el selenito posee una potente capacidad
antitumoral y selectividad por las células tumorales, que ha sido
demostrada in vitro, en lineas celulares de linfoma, leucemia,
carcinoma gastrico, colorrectal y mesotelioma (Z. Li y cols., 2013; Olm,
2009, 2009; Spyrou y cols., 1996; Tan y cols., 2019; Wallenberg y cols.,
2014), e in vivo, utilizando ratones con inéculos de tumores de ovario,
prostata y colon, con resultados satisfactorios (Caffrey & Frenkel, 2012;
Thamilselvan y cols., 2016; Yang y cols., 2016). Por el contrario, no se
han desarrollado suficientes ensayos clinicos para evaluar la
repercusion de la incorporacion del selenito al tratamiento del cAncer en

la mejora en el pronostico de los pacientes.

1.3.1 Estructura y propiedades quimicas

El selenito de sodio (Na.SeOs;), que aparece como un soélido
cristalino de color blanco, es una sal que en su forma de pentahidrato
(Na.SeO; (H.0);) (PM 172,95) es soluble en agua (Figura 10).

Generalmente se prepara mediante la reaccién del didxido de selenio
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con hidréxido de sodio: SeO. + 2 NaOH — Na,SeO; + H,0. El hidrato
se convierte en sal anhidra al calentarlo a 40 ° C. El Na,SeO; presenta
un dianién piramidal SeO52~ (Wickleder, 2002) que cuando se oxida

produce selenato de sodio, Na.SeO,.

Figura 10. Féormula quimica del selenito de s6dico. Tomado de Fisher
Scientific (fishersci.es/shop/products/sodium-selenite-44-46-se-anhydrous-

thermo-scientific/10318340).

1.3.2 Actividad biolégica y toxicidad

El selenio es un elemento esencial para las funciones bioldgicas
(Ying & Zhang, 2019). El selenito de sodio se ha convertido en un
ingrediente habitual en los suplementos dietéticos, productos
multivitaminicos y/o minerales. Los suplementos que solo
proporcionan selenio usan L-selenometionina o una levadura

enriquecida con selenio. No obstante, el selenito de sodio presenta
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toxicidad pudiendo irritar la piel, los ojos y las membranas mucosas
siendo téxico por ingestion, inhalacién y absorcién cutanea. La dosis
toxica cronica para los seres humanos se sittia entre 2,4 a 3 mgr/dia
(Wilber, 1980). En el afio 2000, el Instituto de Medicina de EE. UU
establecio los niveles maximos de ingesta tolerable (UL) para adultos (a
partir de alimentos, agua potable y suplementos dietéticos) en 400
pg/dia (Institute of Medicine (US) Panel on Dietary Antioxidants and

Related Compounds, 2000).

Dentro de las diferentes actividades biologicas en las que se ha
demostrado que participa esta molécula, destaca su potencial actividad
antineoplasica. El selenio, administrado en forma de selenito de sodio,
se reduce a seleniuro de hidrogeno (H.Se) en presencia de glutation
(GSH) y posteriormente genera radicales superoxido al reaccionar con
oxigeno. Este hecho se ha relacionado con su actividad antitumoral en
diferentes tipos tumores. Asi, en diversos tumores como el cancer de
ovario, leucemias o linfomas (Olm, 2009; Spyrou y cols., 1996) el
selenito sodico ha demostrado actividad antitumoral in vitro. En
estudios relizados en cancer de colon, cancer de ovario conjuntamente
con cisplatino y en cancer de prostata junto a carmustina, el selenito

s6dico ha demostrado actividad antitumoral tanto in vivo como in vitro
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en animales de experimentacion (Caffrey y Frenkel, 2012; Thamilselvan

y cols., 2016; YANG y cols., 2016).

1.3.3 Actividad antitumoral y mecanismos de accion.

Efecto sobre el sistema de detoxificacion de ROS.

El selenito de sodio es una oxo-sal inorgéanica que se utiliza como
fuente de selenio, que esta presente en selenoproteinas, como la
glutation peroxidasa y la tiorredoxina reductasa (Mehdi y cols., 2013).
Estas proteinas participan en la eliminaciéon de especies reactivas de
oxigeno (ROS), que son libres radicales que inducen dano por estrés
oxidativo a proteinas y ADN. Sin embargo, en dosis elevadas, el selenito
se vuelve muy toxico para las células, especialmente para las células
tumorales. El selenito es un ani6n extremadamente reactivo que es
rapidamente metabolizado por la célula usando una gran cantidad de
poder reductor en forma de glutatiéon reducido (GSH) y tiorredoxina
reducida (TRX-H) que realizan funciones vitales a nivel celular, siendo
la mas importante la desintoxicacion de ROS. Por lo tanto, el
agotamiento de GSH y TRX-H mediado por el selenito deja a la célula
indefensa contra ROS, lo que resulta en la muerte celular debido al dafio

del ADN, ARN o proteinas (Ganther, 1999).
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De hecho, se ha demostrado que ROS pueden generar dafio por
(i) un desajuste de base nitrogenada que activa el sistema MMR
(missmatch repair) que conduce a ciclos de reparacion futiles y
apoptosis, tanto dependiente como independiente de p53 (p.e. p73) (Qi
y cols., 2010; Rudolfy cols., 2008); (ii) roturas de doble hebra que, si no
se reparan, activan la via de apoptosis p53; y (iii) estrés oxidativo capaz
de inducir dafio mitocondrial provocando liberacion del citocromo C,

activacion de la apoptosis (via mitocondrial) y autofagia.

Ademas, el agotamiento mediado por selenito de la TRX-H,
causa la liberacion del factor ASKi, lo que activa muerte celular
dependiente de p38/JNK (Rudolf y cols., 2008), mientras que la
reduccion mediada por selenito del GSH, que inactiva ciertos agentes
toxicos intracelulares, evita que la célula se defienda de ciertas toxinas
(p.e. farmacos quimioterapicos) (Ganther, 1999). Segiin algunos autores
el selenito también podria bloquear directamente el centro activo de la
glutation reductasa y la tiorredoxina. reductasa, que son responsables
de la regeneracion de GSH y TRX-H, disminuyendo asi la capacidad de
las células tumorales para defenderse del efecto de los ROS (Olm, 2009)

(Figura 11).
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Figura 11. Apoptosis mediada por selenito, depleciéon de TRX-H, liberacién de

ASK1 y activacion de p38. Figura generada con BioRender.

1.3.4 Selectividad por los tejidos y células tumorales

Curiosamente, los estudios in vitro e in vivo mostraron que las
células tumorales son mas sensibles que las células normales al selenito.
Paraddjicamente, se ha descubierto que las células altamente resistentes
a la quimioterapia tradicional dentro de los tumores son las mas
sensibles a la exposicion al selenito. Olm y cols. (2009) explicaron este
fenomeno por los mecanismos de resistencia de canal basados en MRP
(Olm, 2009). La presencia de estas proteinas en las células tumorales

permite que los agentes quimioterapéuticos se expulsen junto con GSH
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(por separado o conjugado). En el entorno de estas células tumorales y
debido al poder reductor del GSH, el selenito es reducido a anion
biselenuro (HSe’), que se incorpora en mayor medida a las células
tumorales. Por lo tanto, las células tumorales quimiorresistentes (que
expulsan mas poder reductor, en este caso, GSH) incorporarian mejor el

selenito y sufririan mas dano (Olm, y cols., 2009) (Figura 12).

3 Cys-S-S-Cys

6 Cys-SH

6 Cys-SH
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Figura 12. Mecanismos de selectividad del selenito por las células tumorales.
El glutatiéon reducido expulsado por el sistema MRP conjugado con diferentes
toxicos o farmacos reduce el selenito a biselenuro el cual es mucho maés
permeable a la membrana celular penetrando de forma mucho mas cuantiosa,
por ello, en aquellas células que sobreexpresan sistemas de detoxificaciéon de
farmacos MRP (quimiorresistencia) siendo con ello el selenito méas citotoxico

sobre estas células. Figura generada con BioRender.

1.3.5 Otros compuestos de selenio con actividad

antitumoral

Otros compuestos de selenio también han demostrado actividad
antitumoral basada en redox, como el acido metilselenico, la
selenometionina y el selenato de sodio. De hecho, Qiu y cols (2019)
utiliz6 acido metilselenico contra el ciAncer de mama in vitro e in vivo
con resultados positivos que demostraron una inhibicién significativa
(Qiu y cols., 2019). Goel y cols (2006), indujeron la apoptosis a través
de la via p53 en células de cancer de colon HCT116 y RKO con
selenometionina (Goel y cols., 2006). Choi y cols. (2015) utilizaron
células de cancer oral KBV20C para demostrar el efecto
quimiosensibilizador del selenato de sodio con el agente

quimioterapéutico vincristina (Choi y cols., 2015). Estos autores
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también demostraron que este efecto era independiente de la inhibicién

de la p-glicoproteina.
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2, OBJETIVOS
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El objetivo general de este trabajo es avanzar en la terapia
antitumoral del adenocarcinoma pancreatico mediante el uso del
selenito sddico s6lo y en combinacién con otros agentes quimioterapicos

(gemcitabina)

Como objetivos especificos nos planteamos:

1. Valorar el poder antitumoral del selenito sédico in vitro

utilizando lineas celulares establecidas de cancer de pancreas

2, Analizar la capacidad del selenito sodico in vitro para potenciar
el efecto de la gemcitabina, un agente quimioterapéutico de uso

habitual en el tratamiento del cAncer de pancreas.

3. Vislumbrar Determinar los mecanismos de acciéon antitumoral
del selenito so6dico en cancer de pancreas y los mecanismos

implicados en la potenciacion del efecto de la gemcitabina.

4. Determinar accion del selenito sédico sobre la migracion,
invasividad, angiogénesis de células de cancer de pancreas y

sobre las células madre de este tipo tumoral in vitro.

5. Valorar el efecto antitumoral del selenito s6dico solo y en
combinacién en gemcitabina in vivo usando animales de

experimentacion.
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Determinar la capacidad del selenito soédico solo y en
combinacién con gemcitabina in vivo para inhibir los
mecanismos moleculares relacionados con la agresividad del

cancer de pancreas.
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3. MATERIALESY
METODOS
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3.1. Cultivos celulares

Las lineas objeto de estudio de la presente tesis doctoral han sido
la linea celular de cancer de pancreas humano PANC-1, suministrada
por el Centro de Instrumentacion Cientifica (Universidad de Granada),
y la linea celular de cancer de pancreas murina Pano2, proporcionada
amablemente por el Dr. Lars Ivo Partecke, Universidad de Greifswald,
Alemania (Figura 13). Ambas lineas celulares se cultivaron usando
medio DMEM suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10% y una
mezcla de estreptomicina y anfotericina B (ATB) al 1%. Las células se
mantuvieron en un incubador en condiciones estériles al 5% de CO2 y
37 °C (Mesas y cols., 2021) en atmoésfera humidificada en frascos de
cultivo, y una vez alcanzada la subconfluencia de las mismas, fueron
despegadas con tripsina al 0,25% y EDTA al 0,02%, para volver a

cultivarse o congelarse.

PANC-1

Figura 13. Imégenes de microscopia optica (10x) de las lineas de cancer de
péancreas PANC-1y Pano2.
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3.2. Farmacos y compuestos quimicos.

El Selenito (214485, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EE.UU.) se
disolvi6 en DMEM a una concentracién del stock de 578,03 mM. La
GMZ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) se disolvi6 en agua
destilada a una concentracion del stock de 379,04 mM. La benzamida
(BNZ) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EE. UU.) se disolvi6 en DMEM

a la concentracion de stock de 1981,18 uM (Tabla 3).

Células tumorales

>
Placa de 24 pocillos
- Selenito
Quimioterapia Incubadas durante 72
- Selenito + Quimioterapia horas con diferentes

tratamientos

Figura 14. Esquema del procedimiento de los ensayos cultivo in vitro con

diferentes farmacos llevados a cabo.
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3.3. Analisis de viabilidad celular

El estudio de la viabilidad celular (Figuras 14 y 15) aporta
informacién sobre cémo afecta un determinado estimulo a nuestro
cultivo celular, siendo por tanto muy importante analizarla para ver la
efectividad de los tratamientos farmacologicos. Para estos ensayos, las
células se sembraron en placas de 24 pocillos con 400 pL medio de
cultivo, a diferentes concentraciones segun la linea celular: 5 x 103
células / pocillo en el caso de PANC-1y 4 x 103 células / pocillo en Pano2.
Al dia siguiente, una vez adheridas las células a los pocillos, se afnadio
selenito de sodio (de 1 a 30 uM), GMZ (de 0.025 a 5 uM) o
combinaciones de ambos compuestos (a diferentes concentraciones)
por triplicado. A los pocillos control no se le anadi6é ningtin compuesto.
Tras 72 horas de exposicion a los tratamientos, las células se fijaron
utilizando acido tricloroacético (TCA) al 10% durante 20 min a 4 °C. Se
lavaron 3 veces con agua destilada y una vez secas, las placas se tifieron
con sulforrodamina B (SRB) al 0,4% en acido acético al 1% durante 20
min en agitacion suave. Después, se lavaron tres veces con acido acético
al 1% para retirar el exceso de SRB y se dejaron secar de nuevo. Una vez
secas, se solubilizé la SRB con Trizma® (10 mM, pH 10,5), pasandose
la mezcla a placas de 96 pocillos de fondo plano. Finalmente, se midio
la absorbancia o densidad optica (DO) a 492 nm de la muestra en un

lector de placas Titertek Multiskan (Flow, Irvine, CA, EE. UU.). Los
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porcentajes de proliferacion (P%) y citotoxicidad (Ct%) se calcularon

con las siguientes ecuaciones:

oy = ( DO de la muestra ) 100
° = \DO del control negativo

CO0% =100 - P%

Ademaés, se determind la CI50 (concentracion de farmaco a la
cual se inhibe el 50% de la proliferaciéon celular) usando para ello el
software GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA, EE. UU.) Se determiné de
acuerdo con la siguiente ecuacion:

células tratadas OD — Blanck

Supervivencia celular (%) = Control OD — Blanck * 100

Para estudiar las interacciones farmacolégicas que se pudieran
dar en el uso combinado del selenito de sodio y la GMZ, se utiliz6 el
software CompuSyn (Chou y Martin, 2005), con el cual se obtuvo el
indice de combinacion (CI) para las diferentes concentraciones usadas.
En funcion del valor de este CI podemos definir 3 interacciones:
sinergismo, con un (CI <1); efecto aditivo, con un (CI = 1); y el

antagonismo con un (CI > 1).
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Figura 15. Esquema del procedimiento de los ensayos de proliferacion celular

y citotoxicidad.

3.4. Estudios de ciclo celular

La valoraci6n de la fase del ciclo celular en la que se encuentran
las células es de gran relevancia, ya que la acumulacion de estas en
determinadas fases del mismo puede hacerlas mas susceptibles a
farmacos y diferentes tratamientos antitumorales. En estos estudios, las
células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 15 x 104
células / pocillo en PANC-1 y de 10 x 104 células / pocillo en Pano2, en

un volumen de 1,5 ml de DMEM completo por pocillo. Después de 24 h,
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se retird el medio de cultivo y se afiadi6 un medio de cultivo libre de
suero para sincronizar el ciclo celular de todas las células del cultivo.
Tras esto, se afiadi6 de nuevo medio completo y, las células del cultivo
fueron expuestas a los diferentes tratamientos farmacologicos (Tabla 3).
Tras 48 de tratamiento, se recogi6 el sobrenadante, las células fueron
tripsinizadas, centrifugadas (1500 rpm, 3 min) y fijadas en etanol al 70%
(4 °C, 60 min). Después de eliminar el etanol por centrifugacién (1500
rpm, 3 min), los pellets se procesaron utilizando el kit de solucion de PI
/ RNasa (Inmunostep, Salamanca, Espafa). Las muestras se analizaron
en un citometro de flujo FACSCanto, BD (Becton Dickinson, San José,

CA, EE. UU.) utilizando el software FlowJo (Figura 16).
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Figura 16. Esquema resumen de los ensayos de citometria de flujo.
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Tabla 3. Resumen de las dosis de fArmacos empleados.

Linea | Farmacos | Dosis | Farmacos Dosis
celular (uM) | Combinados (uM)
1 1+0.1

3 1+0.15

SEL 3.6 1+0.25

4.6 3+0.1

3+0.15

3+0.25

Pano2 SEL+GMZ 3.640.1
0.1 3.6+0.15

GMZ 0.15 3.6+0.25

0.25 4.6+0.1

4.6+0.15

4.6+0.25

1 1+0.05

3 1+0.25

SEL 4 1+0.75

5.6 3+0.05

3+0.25

) 3+0.75
PANC-1 SEL+GMZ 4+0.05
0.05 4+0.25

GMZ 0.25 4+0.75

0.75 5,6+0.05

5+0.25

5+0.75
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3.5. Analisis de potencial de membrana mitocondrial

La mitocondria es una organela clave en el metabolismo celular
y el mantenimiento del potencial de membrana de la misma es vital para
su funcionamiento. El fundamento de estos analisis es la utilizacion de
la 1,1,3,3,3’,3-hexametilindodicarbo-cianine (DiIC1), un colorante
fluorescente que se acumula en las mitocondrias con potencial de
membrana despolarizadas y que se asocia con las células de tipo
apoptotico. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una
densidad de 10 x 104 células / pocillo, se expusieron a diferentes
tratamientos (48 h), se tripsinizaron y lavaron en PBS y se centrifugaron
(2500 rpm, 3 min). Luego, los sedimentos se resuspendieron en DMEM
(sin FBS ni ATB) y se incubaron con DiIC1 (10 uM) y PI (1 mg / ml)
durante 20 min en oscuridad (ImmunoStep, Salamanca, Espafa).
Finalmente, las células se centrifugaron (1500 rpm, 3 min), se
resuspendieron en PBS y se analizaron con un citometro de flujo de BD
FACSCanto (Becton Dickinson, San José, CA, EE. UU.) utilizando el

software FlowJo.

3.6. Ensayos de inhibicion de PARP

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad
de 15 x 103 células / pocillo en PANC-1y 4 x 103 células / pocillo en Pano2

y se trataron con el inhibidor de poli-ADP-ribosa-polimerasa (PARP)
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benzamida (de 10 a 30 uM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y
con benzamida en asociacién con selenito (diferentes concentraciones)
durante 72 h. Luego, se llevd a cabo un ensayo de proliferacion de

sulforrodamina B como se describi6é anteriormente.

3.7. Ensayos de Inmunofluorescencia para valorar el

factor inductor de apoptosis (AIF)

EL AIF (apoptosis inducing factor) es una proteina mitocondrial
que se encarga de desencadenar la muerte celular conocida como PARP-
tanatos o muerte celular inducida por PARP. Estos mecanismos son
activados por diferentes agentes fisicos o quimicos que ocasionan dano
celular y activan la reparacion del dafio génico por PARP. Esto conlleva
la traslocacion de AIF de la mitocondria al niicleo celular y con ello se
desencadena la fragmentacion del ADN nuclear por AIF y la muerte
celular por PARP-tanatos. Para valorar su presencia, se utilizo un ensayo
de inmunofluorescencia. Para ello las células (PANC-1 y Pano2) fueron
sembradas a una densidad de 30.000 células por pocillo y fueron
sometidas a tratamientos con selenito, GMZ en monoterapia, BNZ en
monoterapia y selenito + BNZ. Tras 24 horas, las células se fijaron en
sus chambers con formaldehido al 4% en PBS a temperatura ambiente
(TA) durante 10 min, se lavaron 2 veces con PBS y se neutralizaron para

eliminar el paraformaldehido residual usando NH4Cl 50 mM en PBS (10
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min, TA). Tras este bloqueo se volvieron a lavar de nuevo con PBS (5
min, 4 °C) para permeabilizarse después con Triton 10-100 al 0,5% en
PBS (5 min, 4 °C). Una vez las células estaban fijadas y permeabilizadas,
las preparaciones celulares se incubaron con albimina de suero bovino
(BSA) al 1% en PBS (10 min, RT) para bloquear las uniones inespecificas
y se incubaron con el anticuerpo anti-AIF primario a una dilucion 1/200
durante una hora a temperatura ambiente (Cell Signaling Technologies,
Barcelona, Espafia). Tras incubar con el primario, se procedi6 a lavar 3
veces con PBS las muestras, y tras ello, se incubaron con un anticuerpo
secundario conjugado con Alexa-488® (Cell Signaling Technologies,
Barcelona, Espana) a una dilucion 1/500 durante 30 minutos a TA. Por
altimo, las muestras se volvieron a lavar 3 veces con PBS para retirar el
secundario no unido y el tercer lavado se incorpor6 al PBS la 4,6-
diamidino-2-fenilindol (Hoestch) (dilucién 1/1000) para tedir las
estructuras nucleares. Todas las muestras se montaron con medio de
montaje (Invitrogen™ ProLong™ Gold) y las células se observaron
mediante un microscopio de fluorescencia (Leica Microsystems,

Wetzlar, Alemania).
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3.8. Ensayos de Western-Blot para la determinacion de

la forma fosforilada de p38.

Como habiamos visto antes, p38 es crucial para iniciar la
apoptosis inducida por algunos farmacos quimioterapicos, como la
GMZ, y su forma fosforilada es reflejo de la activacion de la misma. Para
determinar su presencia se utiliz6 la técnica de Western-Blot. Células de
las lineas PANC-1 y Pano2 fueron sembradas en frascos de 25 cm?2 a
350.000 células/frasco. Las células expuestas a diferentes tratamientos
(72 h) (ver en apartados anteriores) se recolectaron y centrifugaron, y
las proteinas totales se extrajeron con tampoén de lisis RIPA (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Para determinar la concentracion de
proteinas se llevd a cabo la técnica de Bradford consistente en la
realizacion de wuna curva patron con albimina a diferentes
concentraciones y cuantifican por interpolacion las proteinas de nuestra
muestra problema utilizando el colorante Bradford. Para la
electroforesis de proteinas, se calentaron 40 mg de proteina de cada
muestra a 95 °C durante 5 min y se cargaron en geles SDS-PAGE al 10%
para separar las proteinas de las muestras en funcién de su peso
molecular, junto con un patréon de peso molecular (Spectra Multicolor
High Range Protein Ladder, ThermoFisher) para controlar el proceso y

los pesos en todo momento. Las muestras estuvieron corriendo a las
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condiciones de voltaje 20v durante 2 horas. Tras la separacion, las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (tamafio de
poro de 45 um) (Millipore, Burlington, MA, EE. UU.) mediante una
transferencia que dur6 1 hora a 0.2 A. Una vez transferidas las proteinas
a la membran, esta se bloque6 con una solucion de leche al 5% en PBS
suplementado con Tween-20 al 0,1% (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.)
durante 1 hora a TA en una agitacién suave. Tras el bloqueo se lavaron
3 veces las membranas con PBS suplementado con Tween-20 al 0,1% y
se incubaron con el anticuerpo primario de conejo anti-p38 (Cell
Signaling Technologies, Barcelona, Espana) a una dilucion (1/1000)
durante toda la noche a 4 °C en agitacion suave. A la mafiana siguiente
se volvieron a lavar las membranas y se anadi6 un anticuerpo secundario
especifico frente al primario combinado con HRP (Hot Rabbit
Peroxidasa)(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) (dilucién 1/5000,
1 h, TA). Finalmente, se lavaron 3 veces las membranas con PBS
suplementado con Tween-20 al 0,1% y fueron reveladas por
quimioluminiscencia usando un kit de revelado (Amersham
Biosciences, Saint Louis, MO, EE. UU.) y usando el aparato LAS-4000
mini (GE Healthcare). Como control de carga, se utiliz6 la deteccion de
la B-actina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Los geles se
analizaron utilizando el software analitico Quantity One (Bio-Rad,

Hercules, CA, EE. UU.).
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3.9. Ensayos de cierre de la herida (migracion)

Para determinar la capacidad de migracion de las células
tumorales y, por tanto, su invasividad, se realiz6 un ensayo de migracion
in vitro. Este consistié en realizar una discontinuidad en el cultivo
celular a una confluencia alta mediante una punta de pipeta,
despegando asi las células y realizando un seguimiento de la capacidad
para volver a cerrar esa “herida” mediante la migracion de las células a
esa zona. Para ello, se sembraron células de cancer de pancreas (PANC-
1y Pano2) en placas de 6 pocillos y se cultivaron hasta una confluencia
del 90% en condiciones de cultivo estandar. Se realiz6 una "herida"
manualmente con una punta estéril siguiendo el protocolo descrito por
Grada y cols., (Grada y cols., 2017) y el medio se reemplaz6 con DMEM
sin suero. A continuacidn, se trataron con selenito de sodio o GMZ (1 y
3 UM de selenito (IC10 e IC25) y 0.05 uM de GMZ (IC10)) durante 72 h.
Se obtuvieron imagenes en diferentes momentos (24, 48 y 72 h) para
evaluar el porcentaje de migracién midiendo el area libre de células
tumorales (v.1.53i software Image J, NIH, Besthesda, 1500, EE. UU.)

(Http: // imagej.nih.gov/, consultado el 14 de octubre de 2020) (Figura

17).
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Figura 17. Ensayo de cierre de la herida y formacién de la misma en el pocillo

de cultivo.

3.10. Ensayos con esferoides tumorales multicelulares

Los esferoides tumorales multicelulares (MTS) son acimulos de
gran cantidad de células tumorales en 3D que permiten llevar a cabo en
cultivo estudios de citotoxicidad antitumoral de forma més parecida a lo
que parecia a un estudio in vivo. Los MTS de PANC-1 y Pano2 se
basandonos en el protocolo de Prados y cols., (2010). Este consiste en
que se sembraron células PANC-1 y Pano2 (15 x 103 y 25 x 103 células /
pocillo, respectivamente) en una placa de 96 pocillos recubierta con
agarosa al 1% (w / v) y con 150 ul de DMEM completo. Para la formacion
de MTS, el protocolo se modifico ligeramente (Ware y cols., 2016)
suplementando DMEM con metilcelulosa (0,24%). Los MTS de PANC-1

y Pano2 fueron tratados con selenito de sodio, GMZ y tratamientos
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combinados durante dos ciclos de 72 h. Se utilizaron MTS como
controles sin tratar. Ademas, también se estudi6é la inhibicién del
crecimiento celular de los MTS utilizando el ensayo de CCK8 (Cell

Counting Kit 8) (Abcam, Cambridge, Reino Unido).

3.11. Ensayos de formacion de colonias

La formacion de colonias es otra forma para valorar la
agresividad de las células tumorales y consiste en cuantificar el nimero
de colonias que pueden formar las células cuando se siembran a una baja
densidad. Para realizar este protocolo, las células de PANC-1y Pano2 se
trataron con selenito de sodio, GMZ y tratamientos combinados.
Después de 72 h, las células supervivientes se sembraron en placas de 12
pocillos (600 células / pocillo) con 1 ml de DMEM. Tras tres y seis dias
en incubacion, se obtuvieron colonias de Pano2 y PANC-1. A
continuacién, los pocillos se lavaron dos veces con 1 ml de PBS y se
fijaron con 1 ml / pocillo de metanol frio al 70% (TA, 30 min). Luego, las
células se lavaron dos veces con agua y las placas se secaron durante la
noche. Las colonias se tifieron usando 1 ml / pocillo de cristal violeta al
0,5% en metanol al 70% (15 min) en un agitador orbital. Después de ello,
las placas se lavaron tres veces con agua y se secaron durante la noche.

Finalmente, se contaron el namero de colonias.
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3.12. Formacion de esferoides de CSCs.

Como hemos apuntado anteriormente, las CSCs son poblaciones
celulares muy importantes para la dinAmica tumoral y responsables en
gran parte de la resistencia a los tratamientos, por lo que probar el efecto
de los tratamientos sobre estas poblaciones en con concreto es vital para
las nuevas terapias. Para generar cultivos puros de esferas de estas y ver
como los tratamientos previos afectan a su formacion, las células de
PANC-1 y Pano2 se incubaron con diferentes tratamientos (selenito de
sodio, GMZ y tratamiento combinado) durante 72 h. Luego, se
recolectaron las células restantes y se sembraron 3000 células en placas
de 24 pocillos recubiertas con agarosa al 1% (peso/volumen) y con 300
uL de medio condicionado (compuesto de HAM F12, estreptomicina-
penicilina al 1%, hidrocortisona 1 mg / mL, heparina 4 ng / ml, insulina-
transferrina-selenito (ITS) 10 mg / mL, B27 1x y EGF, 10 mg / mL, FGF
20 mg / mL) para células madre de cincer de pancreas (CSCs). Después
de 10 dias, una vez formados los esferoides, se contaron en los diferentes

grupos de tratamiento.

3.13. Ensayos de angiogénesis

Los ensayos de angiogénesis se llevaron a cabo utilizando células
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVECs), que se compraron

de la ATCC (Rockville, MD, EE. UU.). Las HUVEC se cultivaron en
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pocillos recubiertos con gelatina al 0,1% y medio de crecimiento 2
(EGM-2) (Lonza Bioscence, Barcelona, Espana) suplementado con Kit
EGMTM-2 Endotelial SingleQuotesTM (Lonza Bioscence) que incluye
FBS, Factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento similar a
la insulina R3-1 (R3-IGF-1), acido ascorbico, hidrocortisona, factor de
crecimiento de fibroblastos humanos, Factor-Beta (hFGF-[3), heparinay
antibioticos (Sigma Aldrich, Madrid, Espana) a 37 °C en atmosfera
humidificada con CO2 al 5%. Células de la linea Pano2 fueron tratadas
a diferentes concentraciones de selenito durante 24 horas. Después de
24 h de incubacion, el medio se retir6 y se reemplaz6 por nuevo medio
(sin selenito). Luego, se sembraron HUVEC en placas de 96 pocillos (50
x 103 células / pocillo) previamente recubiertos con 50 uL de matrigel
(Corning, Nueva York, NY, USA) y se cultivaron (12 h) en un medio sin
FBS. Las HUVEC fueron expuestas a medio acondicionado (obtenido de
las células Pano2 tras ser tratadas con selenito). Se afiadi6 calceina a las
células y se visualizaron bajo microscopia 6ptica y de fluorescencia a las
3 hy 7 h. Las imagenes fueron analizadas utilizando el software ImageJ

para evaluar el grado de crecimiento de la red microvascular.
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3.14. Analisis de crecimiento tumoral in vivo

Para estos experimentos se usaron modelos subcutidneos de
tumores de pancreas. Las cepas de raton elegida fue la C57BL / 6
(Charles River Laboratories Inc, Wilmington, MA, EE. UU.),
utilizdndose hembras de 6-8 semanas de edad (18-20 g de peso) y de
tipos: negros y albinos (en funcién de los analisis posteriores). Para la
induccion de los tumores se utilizaron ratones hembra albinos pardos
C57BL / 6 (18-20 g, peso, 6 semanas de edad). Los animales se
dispusieron en jaulas de colonias con acceso libre al agua y la comida
antes de los experimentos, y con luz y temperatura controlados (22 + 2
°C de T2y ciclo de luz-oscuridad de 12 h). Todos los estudios en animales
contaron con la aprobacién por parte del Comité de Etica en
Experimentaciéon Animal de la Universidad de Granada (03-09-2017-
118) y se realizaron de acuerdo con las normas internacionales
(Directiva 2010/63 del Consejo de las Comunidades Europeas).
subcutédneos se utilizo la linea celular Pano2: se despegaron las células
en condiciones de esterilidad y se resuspendieron en suero salino a una
densidad de 5 x 10° células por mL, para finalmente inocular mediante
una inyeccion subcutanea 100 ul de células (5 x 105 células) en el flanco
trasero derecho de los ratones. A partir de aqui se realiz6 un seguimiento
de los ratones, y cuando los tumores fueron palpables, los ratones se

dividieron aleatoriamente en cuatro grupos de tratamiento (n = 13
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negros, n = 5 albinos para cada grupo en ambos casos): Controles
(administracién de salino), selenito (3 mg / kg), GMZ (25 mg / kg) y
tratamiento combinado con selenito + GMZ (a dosis de 3 mg y 25 mg de
tratamiento respectivamente). Cada grupo fue tratado cada tres dias por
un total de 10 dosis, mediante la administracién via intraperitoneal.
Paralelamente en los dias de tratamiento se realiz6 el seguimiento del
peso de los ratones y del volumen de los tumores, mediante el uso de
una béscula y de un calibre digital respectivamente. Para calcular el
volumen tumoral se utiliz6 la siguiente formula:

(a*b? xm)
Volumen (mm3) = —

donde "a" es el didmetro mas grande del tumor y "b" es el
didmetro mas grande perpendicular a “a". Los valores de crecimiento
tumoral se midieron en mm3 y también de realiz6 una medida del
volumen/dia. Ademaés, se midi6 la supervivencia de los ratones
realizando una curva Kaplan-Meyer y el estadistico logRank. Ademas,
en algunos puntos del experimento se procedi6 a realizar extraccion de
sangre a los ratones para analizar las poblaciones sanguineas en un
contador Hematolégico Mslab21 Medical Lab Fully Auto Hematology
Analyzer/Cbc Test Machine (Medsinglong Global Group Co, China). El

punto final del experimento se estableci6 a los 10 ciclos de tratamiento
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o si existia algan signo de sufrimiento en los ratones: pérdida del 20%
del peso o un volumen tumoral superior a 3000mms3. Una vez
completados los ciclos de tratamiento se procedio a sacrificar los ratones
con pentobarbital y se extirparon los tumores para valorar el efecto

antitumoral mediante técnicas de microscopia.

3.15. Bioimagen

Una de las técnicas que se utiliz6 para valorar la progresion del
tumor fue el seguimiento por imagen de los tumores, basandose en la
mayor utilizacion de la glucosa por parte de estos. Para ello se utilizo
glucosa marcada con un fluoréforo (RediJect 2-DeoxyGlucosone (DG) -
750, PerkinElmer, Waltham, MA, EE. UU.). Esta experiencia se llevo a
cabo en los ratones de albino para evitar la interferencia del pelo negro
en la senal de la glucosa marcada. El procedimiento se realiz6 en los
ratones después de 5 y 10 ciclos de tratamiento y consisti6 en la
administracion por la vena del seno venoso oftalmico de 100 pL
cantidad del marcador. Tras 3 horas los ratones se introdujeron en el
scanner IVISpectrum (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA) y
se adquirieron las imagenes de fluorescencia emitidas por los tejidos

tumorales.
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3.16. Analisis histolégico

Los tumores resecados se fijaron en formaldehido, se incluyeron
en parafina y se cortaron con un micrétomo de rotacion (Leica, Wetzlar,
Alemania). Después de la desparafinizacion e hidratacion, las secciones
se tifieron con hematoxilina-eosina y el método del pentacrémico
(Doello, 2014). Se utiliz6 inmunofluorescencia para determinar la
expresion de MMP9 y Ki67 (BD 550.609 y ab38898 a 1:50 y 1: 200,
respectivamente) (BD Biosciences, San José, CA, EE. UU. Abcam,
Cambridge, Reino Unido). Se utilizaron Alexa-488® y 647® (Cell
Signaling Technologies, Barcelona, Espafia) como anticuerpos
secundarios (1: 200 para ambos). Las imagenes de los tejidos tefiidos
con hematoxilina Y pentacromico se obtuvieron con un microscopio
fotografico (Leica, Wetzlar, Alemania) mientras que para los
marcadores MMPg y Ki67 se utiliz6 un microscopio de fluorescencia

Nikon Eclipse 50i (Nikon Instruments Inc, Melville, NY) (Figura 18).
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Figura 18. Esquema resumen del procesamiento histoloégico de una muestra.
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Figura realizada con BioRender.

3.17. Analisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como media + desviaci6on
estandar (DE) de tres o méas repeticiones. El analisis estadistico se
realiz6 mediante la prueba t de Student y ANOVA de una via con pruebas
de Tukey post hoc (SPSS v.15, SPSS, Chicago, IL, EE. UU.). La
supervivencia de los ratones se evalu6 con el método de Kaplan-Meier.
Finalmente, se utiliz6 la prueba de logRank para comparar la proporcion
de ratones vivos entre grupos. Todas las pruebas se realizaron con el

paquete estadistico para las ciencias sociales (SPSS) v. 15.0 y las



diferencias se consideraron estadisticamente significativas a un valor de

p <0.05.
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4. RESULTADOS
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4.1. El selenito sédico reduce la viabilidad de las células

de cancer pancreatico

Tras analizar los ensayos de proliferacion celular bajo los efectos
del selenito a 72 horas de exposicion, se demostré que el selenito de
sodio inhibi6 significativamente la viabilidad de las células de cancer de
pancreas de manera dependiente del tiempo y de la dosis, mostrando
valores de IC50 a 72 horas de 5,6 y 4,6 uM para las lineas celulares
PANC-1y Pano2, respectivamente (Figura 19). Se puede apreciar por los
resultados que la linea Pano2 es ligeramente més sensible al tratamiento

con el selenito sédico.
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Figura 19. Graficos de viabilidad celular y valores de IC50 de selenito de sodio
y GMZ en PANC-1y Pano2. Las células se expusieron a selenito de sodio y GMZ

a diferentes dosis durante 72 h.

Como era de esperar, al tratar las células con la GMZ también se
vio la perdida de viabilidad celular, calculandose la IC50 de la GMZ a

una dosis de 1y 0.3 uM en las lineas PANC-1 y Pano2 respectivamente.

Al observar las células de ambas lineas de cancer de pancreas
tratadas con el selenito a las 72 horas a una dosis de IC50, se aprecié una
disminucién de la densidad que se acompané de cambios morfologicos,

incluida una clara pérdida de la forma poligonal plana de las células y
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un desprendimiento de la placa de cultivo, sefiales que hacian pensar en
un proceso apoptotico (Figura 20.a). La idea de este proceso cobro
fuerza al tenir las células con Hoestch, pudiéndose apreciar formaciones
en los nucleos similares a los cuerpos apoptoticos en ambas lineas

celulares (Figura 20.b).

Control Tratamiento con Selenito
b

Figura 20. Cambios morfologicos en las células PANC-1 y Pano2 después de
la exposicion a selenito de sodio (aumento de 10 x, aumento de 15 x detalle).
La tincion de Hoestch mostr6 fragmentacion nuclear (flechas) que indica la

presencia de cuerpos apoptoticos (muerte celular de tipo apoptotico).
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4.2 El selenito sodico interacciona con la GMZ para

mejorar el efecto in vitro del tratamiento combinado

Cuando se combino el uso del selenito y de la GMZ para valorar
el posible efecto sinérgico de esta, observamos que se daba sinergia a
diferentes combinaciones: en el caso de Pano2, la combinacién de
selenito a dosis de 0.05 (IC10), 0.25 (IC25) y 0.75 (IC40) uM junto con
todas las dosis de GMZ empleadas (equivalentes a una IC10, IC25 e
IC40), provocaba una sinergia moderada, con un indice de sinergia que
oscilaba en 0,6 y 0,85. Esta sinergia se perdia, e incluso se obtenian
resultados de antagonismo en la interaccion (selenito 1uM + GMZ 0.1,
0.15y 0.25 ), cuando las concentracion de selenito era baja, en nuestro
caso de 1 uM (que equivaldria a una IC10). En el caso de PANC-1, se
observo un efecto sinérgico en la combinacién de selenito a dosis de 1
(IC10), 3 (IC25) y 4 (IC40) uM junto con todas las dosis de GMZ
empleadas (equivalentes a una IC10, IC25 e IC40), lo que provocaba una
sinergia moderada-alta, con un indice de sinergia que oscilaba en 0,4 y
0,7. Esta sinergia se perdia, pero sin resultados de antagonismo a las
dosis de selenito 5.6uM + GMZ 0.05, 0.25 y 0.75, a diferencia con lo que

sucede en Pano2 que es a la dosis baja de selenito (Figura 21).
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Figura 21. Indice de combinacién (CI) de selenito de sodio y GMZ en las
células PANC-1 y Pano2 (CI> 1, antagonismo; 101 <1, sinergismo). GMZ

(gemcitabina); SEL (selenito de sodio).

4.3. Efectos del selenito so6dico en el ciclo celular y el

potencial de membrana mitocondrial

Al analizar los datos obtenidos por citometria de los porcentajes
de células que se encontraban en cada fase del ciclo celular, tras los
tratamientos podemos decir que las células pancreaticas PANC-1 y
Panoz2 tratadas con selenito de sodio, GMZ o selenito de sodio + GMZ
no mostraron cambios sustanciales significativos en el ciclo celular
(cifras aproximadas, 65% fase Go / G1, 15% fase S, 20% fase G2)

respecto a la poblacion control sin tratar (Figura 22).

108



PANC-1 Pan02

100 - = - = 100 - cle ~ -
o ’
© G2/M
3 75 - 75 -
) ]
:” 50 50 )
° uGO/G1
e 25 - 25 /
0 - T : 0 ‘ —
Control SEL GMZ  SEL3 uM+ Control SEL GMZ SEL3uM+
3uM  0.25uM GMZ0.25 uM 3uM  0.15pM GMZ0.15 uM

Figura 22. Modulacién del ciclo celular por selenito de sodio. Se utiliz6
selenito de sodio solo y en asociaciéon con GMZ en las células PANC-1 y Pano2

de cancer de pancreas.

Otro de los estudios por citometria que se realizaron, fue la
valoracion del estado del potencial de la membrana mitocondrial,
mediante el marcaje de las células con DiIC1. Los resultados mostraron
que los tratamientos provocan una pérdida del marcaje en las células
para el DiIC1, lo que se traduce en una pérdida del potencial de
membrana mitocondrial. Ademaés, la combinacién con el yoduro de
propidio (PI) (para marcar células muertas), nos permitié establecer
tres posibles tipos de poblacion en nuestros experimentos: poblaciones
celulares apoptoticas (bajo marcaje de DiIC1y de PI-A), vivas (alto DiIC1
y bajo PI-A) y muertas (bajo DiIC1 y alto PI-A). En la figura 23
representamos los porcentajes de estas poblaciones. En el caso de las
PANC-1, vemos como al tratar con selenito a 5,6uM (equivale a IC50)

disminuyen las células viables un 35%, pasando sobre todo a estar en
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fase apoptotica. Al incrementar la dosis a 10 (IC70) la disminucion de la
poblacion viva baja a un 10%, pasando la mayoria de las células a estar
muertas (70%). En el caso de la Pano2, la disminucién de las células
vivas respecto al control es de un 35% a selenito 4.6 (IC50) y no pasan

por una fase apoptotica a ninguna dosis (Figura 23).
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Figura 23. Cambios de tipo apoptotico (PI-A) y despolarizacién mitocondrial
(DiIC1 (5)) en células de cancer de pancreas PANC-1y Pano2 después del
tratamiento con selenito (A). Porcentaje de células vivas, apoptoticas y muertas

segun los datos anteriores (B).
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4.4. Analisis de los mecanismos moleculares implicados
en la muerte celular inducida por selenito s6dico y en la

sinergia con gemcitabina

Con el fin de determinar los mecanismos moleculares implicados
en el mecanismo de acciéon del selenito soédico y de qué manera podria
ejercer la sinergia con la GMZ estudiamos una serie de moléculas claves
en los mecanismos de muerte celular. Una de estas proteinas fue fosfo-
P38, que como seflalamos anteriormente, activa la apoptosis de forma
independiente de p53. Al analizar la presencia de esta proteina mediante
Western-Blot, en las células sometidas a tratamientos con selenito y
GMZ (Figura 24) se detect6é un aumento significativo de casi el doble en
la expresion de fosfo-p38 en células de PANC-1 tratadas con IC25 de
selenito de sodio en comparacion con los controles, mientras que en las
tratadas con IC25 de GMZ no solo no aumento, sino que disminuyo
aproximadamente un 50% la expresion. Sin embargo, la expresion de
fosfo-p38 en las células Pano2 tratadas con IC25 de selenito mostro
niveles mas bajos que las células de control (%), mientras que las
tratadas con GMZ mostraron niveles similares a los controles. Al
combinar los tratamientos de selenito sddico y la GMZ, el incremento en
los niveles de fosfo-p38 se dispardé respecto a los tratamientos

individuales, no dandose una suma de efectos, sino un potenciamiento
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en la expresion: en PANC-1 pasd de 2 veces mas y una disminucion de 3
veces, en los tratamientos individuales de selenito y GMZ
respectivamente, a un incremento de 3,5 veces respecto al control en la
combinacién. En el caso de Pano2 pas6 de pasé de 4 veces menos y
mantenerse igual, en los tratamientos individuales de selenito y GMZ

respectivamente, a un incremento de 2 veces respecto al control en la

combinacion.
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Figura 24. Western blot y anélisis densitométrico representativo de la
expresion de la proteina fosfo-p38 en células de cancer de pancreas. Las células
PANC-1 y Pano2 se trataron con selenito de sodio, GMZ y selenito de sodio +
GMZ. Se utiliz6 beta-actina como control. Todos los datos se presentan como
media + desviacion estandar de tres experimentos independientes; * P <0.05y
** p <0.01vs. en comparacion con el grupo de control. GMZ (gemcitabina); SEL
(selenito de sodio).
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Otra de las proteinas que se analizd para dilucidar los
mecanismos de acciéon del selenito fue AIF, como proteina efectora
nuclear de la muerte por parp-tanatos. En este caso se determiné la
presencia de esta proteina y su localizacion mediante un estudio de
inmunofluorescencia. El tratamiento con selenito de sodio a dosis
superiores a la IC50 (durante 24h) mostré en las imagenes de
microscopia que se producia una marcada localizacion nuclear de AIF
en las células PANC-1y Pano2 tratadas, respecto a las células sin tratar,
en las cuales la localizacion de AIF era claramente citoplasmatica

(Figura 25).

PANC-1 Pan02

Control

SEL 10 pM SEL 30 uM Control SEL 10 uMm SEL 20 uM

BNZ 20 uM BNZ 20 uM

GMZ 10 uM SEL 12 uM + BNZ 20 uM SEL 15 uM + BNZ 20 uM) GMZ 10 uM SEL 10 M + BNZ 20 pM SEL 20 uM + BNZ 20 uM

Figura 25. Anilisis de inmunofluorescencia de la expresion de AIF en células
pancreaticas PANC-1 y Pano2 tratadas con selenito, GMZ, BNZ y selenito +

BNZ a diferentes concentraciones. Imagenes representativas de tincion
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mitocondrial y translocacién nuclear en funcién del tratamiento analizado. El

cuadrado es la ampliacion 2x de la imagen principal.

Por el contrario, el tratamiento con GMZ a dosis de 10 uM no
indujo la ubicaciéon nuclear de la proteina AIF, manteniendo su
ubicacién a nivel citoplasmatico, como en los controles. Para seguir
analizando los mecanismos moleculares, utilizamos la BNZ, un
inhibidor de PARP (Figura 25), y valoramos de nuevo la ubicacion de
ATF tras los tratamientos con el selenito. En ambas lineas celulares, la
BNZ pareci6 inhibir o disminuir la translocaciéon nuclear de AIF que se
habia demostrado previamente por el tratamiento con el selenito
(Figura 25), estando limitada la presencia de AIF al citoplasma (Figura
25). Paralelamente, no solo se analiz6 el efecto de la BNZ en la
traslocacion de AIF, sino que se analizaron también los efectos que tenia
sobre la proliferacion celular en combinacion con el selenito. Como se
muestra en la Figura 26, las concentraciones de BNZ inferiores a IC10
(como son las empleadas de 10, 20 y 30 uM) inhibieron la citotoxicidad
del selenito de sodio en las lineas celulares PANC-1y Pano2 en todas las
dosis estudiadas en la combinacién, con indices de combinacién que
iban desde aproximadamente 1 a 2, en el caso de PANC-1,yde 1a1.5,en
el caso de Pano2. Todos estos indices fueron reflejo de la marcada caida
en la inhibicion celular producida por el selenito al usar BNZ. (Figura

26).
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Figura 26. Indice de combinacién (CI) de estudios de inhibicién de PARP
utilizando BNZ y selenito + BNZ. GMZ (gemcitabina); SEL (selenito de sodio);

BNZ (benzamida).

4.5. El selenito so6dico disminuye la migracion y la
formacion de colonias de las células de cancer

pancreatico

Al estudiar el comportamiento tras los tratamientos de las lineas
pancreaticas objeto de estudio de esta tesis, en relacion con su capacidad
de formar colonias (Figura 27), observamos que el selenito de sodio
redujo significativamente la formacién de las mismas en todos los
grupos de tratamiento (SEL, GMZ y combinacién) en la linea celular

Pano2. En esta linea se produjo hasta un 60-70% de reduccion de la
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formacion de colonias con el uso de selenito a 3 uM (IC25), de GMZ a
0.05y 0.15 uM (valores aproximados de IC10 e IC25) y la combinacion
de ambos tratamientos. En PANC-1, los resultados no fueron

significativos.

300 ...
o 250 -
o
‘c 200 -
o
g 150 -
2 100 -
50 -
o -
Coiitiol SEL GMZ SEL+GMZ  GMZ SEL + GMZ
3um 0.25pM (3 +0.25uM) 0.05pum (3 +0.05 uM)
Pan02
39 § Ve .‘} o, oy ! ;‘!!3';
@ 250 - X
E 200 -
S 150 -
2 100 - .
1 = l |—1
0 - = . -_

SEL + GMZ SEL + GMZ

Control
3 pM 0.15 uM (3+0.15 uM) 0.05 llM (3 +0.05 uM)

Figura 27. Analisis de crecimiento de colonias de PANC1y Pano2 después del

tratamiento con selenito, GMZ y combinacion de selenito + GMZ (72 h).
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Al analizar la capacidad migratoria de las células tras estos
tratamientos, se aprecid que la exposicion al selenito de sodio disminuy6
significativamente la capacidad de la migracién tanto en la linea PANC-
1 como Pano2. A las 24 y 48 horas se observan disminuciones
significativas en la migracion de las células de Pano2 pero no en PANC-
1 con el tratamiento con selenito 1y 3 uM. En el caso de la GMZ a 0.05
uM se observo una potenciaciéon en la migraciéon celular respecto al
control desde las 24 horas en PANC-1. A las 72 horas, las dosis de
selenito de sodio a 1 y 3 uM (valores aproximados de IC10 e IC25)
redujeron la migracion de células Pano2 (16,2 y 18,5%,
respectivamente). En las células PANC-1 se detecté disminucion de la
migracion en 10.6 y 19.6% con el uso de selenito en dosis de 1y 3 uM,

respectivamente, al mismo tiempo de estudio (Figura 28).
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Figura 28. Analisis de migracion celular. Iméigenes representativas de
microscopia 6ptica y representacion grafica de la modulaciéon de la capacidad
de migracion de las células PANC-1 y Pano2 después de la exposicion a selenito
de sodio y GMZ en diferentes momentos (0 y 72 h). Todos los datos se presentan
como media + desviacion estandar de tres experimentos independientes; ** p
<0,01 vs. en comparaciéon con el grupo de control. GMZ (gemcitabina); SEL

(selenito de sodio).
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4.6. El selenito sodico disminuye la angiogénesis

tumoral in vitro

Al estudiar la capacidad de formacion de vasos en la linea
HUVEC en presencia de medios condicionados procedentes de células
Panoz2 tratadas con selenito (1 y 10 uM), observamos una disminuciéon
significativa en la formacion de vasos en las células HUVEC. Como
podemos ver en las imagenes de microscopia la formacion de los vasos
es claramente menor, estando estos en menor ndamero y mas
desestructurados (Figura 29) respecto a las HUVEC que han crecido con
el medio de células tumorales sin tratar con el selenito. A partir de estas
imagenes analizamos diferentes parametros como el namero de
ramificaciones vasculares o el nimero de nodos. Los resultados
obtenidos se caracterizan porque existe una reduccion de los parametros
citados anteriormente tras el tratamiento con el selenito, siendo ésta
significativa siempre cuando la dosis es de 10 uM, lo que indica una clara

reduccion de la capacidad de angiogénesis (Figura 29).
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Figura 29. Efecto de los medios acondicionados con células de cancer de

pancreas después del tratamiento con selenito de sodio sobre la angiogénesis.
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A. Imégenes de microscopia 6ptica y calceina de HUVEC expuestas a medios
acondicionados obtenidos de pancreaticas de células cancerosas (Pano2)
tratadas con selenito de sodio (1 y 10 uM). (B) Representaciéon grafica de
diferentes parametros de angiogénesis medidos en las imagenes de calceina,
incluida la formacién de nodos, ramas, segmentos o uniones. De lo que puede
ser visto, el selenito en una dosis de 10 uM inhibe claramente la angiogénesis
en las células HUVEC. Los datos se presentan como la media + estindar
desviacion de tres experimentos independientes; * P <0,05 y ** P <0,01 frente

al grupo de control respectivo.

4.7. El selenito sdédico inhibe el crecimiento de los

esferoides multicelulares de cancer de pancreas

Para analizar el efecto que tiene el selenito sdédico, solo y en
combinacion, en sistemas 3D previos al uso de modelos animales, se
utilizaron esferoides tumorales multicelulares de PANC-1 y Pano2, un
modelo experimental que imita los tumores in vivo y permite la
penetrabilidad y el efecto antitumoral de farmacos. Como se muestra en
las Figuras 30 y 31, los MTS, tanto de PANC- 1 como Pan02, mostraron
una reduccién significativa en su ntimero de células viables, como
determinaron los valores del CCK8 después de la exposicion a selenito y
selenito + GMZ. Concretamente, los MTS de PANC-1 tratados con

selenito (5,6 uM, IC50) yGMZ (1 uM y 4 uM, IC50 e IC50 x 4) mostraron
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una inhibicion del crecimiento celular del 28,9, 18,5 y 24,3%,
respectivamente, a las 144 h, al compararlos con los MTS sin tratar.
Curiosamente, la combinacion de ambos farmacos inhibi6 el
crecimiento celular en un 36,4% a dosis bajas de GMZ (selenito 5,6 uM
+ 1 uM GMZ), pero cuando la combinacioén se hace con la dosis alta de
GMZ (selenito 5,6 uM + GMZ 4 uM) esta inhibicion se dispara al
78,03%, alas 144 h. En el caso de los MTS de Pano2, el selenito (4.6 uM,
IC50) y las diferentes dosis de GMZ (0.3 uM y 1.2 uM, IC50 e IC50 x 4)
mostraron 64.02, 47.14 y 25.7% de inhibicion del crecimiento celular,
respectivamente, a las 144 h. En este caso son contradictorios los
resultados de la GMZ a dosis de 4 veces la IC50, que presenta algo menos
inhibicion que el valor de GMZ correspondiente a la IC50. Esto es
debido quizas a que estas IC se refieren a cultivos en monocapa y su
traslado a modelos 3D no tiene por qué dar resultados similares a los
cultivos en monocapa. Finalmente, en el caso de Pano2 a las 144 h, la
combinacidn del selenito con las dosis de GMZ, inhibi6 el 79,1% (4,6 uM
de selenito + GMZ 0,3 uM) y el 83,2% (selenito 4,6 uM + GMZ 1,2 uM),
ambos resultados de inhibicion maés altos que la terapia individual. El
efecto visible a las 72 horas es similar al descrito a las 144 horas en CCK8
en las células de PANC-1 para las monoterapias siendo menor al
obtenido a las 144 horas en todos los farmacos y combinaciones

analizados en Pano2 y en las combinaciones en PANC-1.
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En las imagenes de los MTS a 0 horas y 144 horas en Pano2 se

observan disminuciones significativas en términos de volumen con los

diferentes tratamientos (selenito, GMZ, selenito + GMZ) (Figura 31). Sin

embargo, no se observan diferencias de volumen en PANC-1 lo cual se

encuentra relacionado con la dificultad de agregacion de las células de

PANC-1 entre si (Figura 30). Sin embargo, en la realizacion de los

estudios de viabilidad celular por CCK8 los resultados obtenidos fueron

positivos en todos los firmacos y combinaciones realizadas.
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Figura 30. A. Cultivo de MTS de PANC-1 con los diferentes tratamientos a las

0y 144 h. (B) Analisis de CCK8 en los MTS de PANC-1 a las 72 y 144 h. Los
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datos de la inhibicion relativa (IR) se presentan como media + DE de cultivos

replicados. ** p <0,01 vs. en comparacion con el grupo de control.
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Figura 31. A. Cultivo de MTS de Pano2 con los diferentes tratamientos a las o
v 144 h. (B) Anélisis de CCK8 en los MTS de Pano2 a las 72 y 144 h. Los datos
de la inhibicién relativa (IR) se presentan como media + DE de cultivos

replicados. ** p <0,01 vs. en comparacién con el grupo de control.
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4.8. El selenito sodico disminuye la formacion de esferas

de CSCs

Como ya se ha comentado, las CSCs son claves para la progresion
y el mantenimiento del tumor, por lo que en los dltimos tiempos se han
erigido como una novedosa diana terapéutica. Para analizar como la
exposicion de las células tumorales al selenito modificaria la capacidad
de las CSCs para formar esferas, y por tanto la capacidad proliferativa
de las mismas, se indujeron esferas pancreaticas de CSCs con medio
condicionado a partir de células PANC-1 y Pano2 pretratadas con
selenito y/o GMZ. A las 72h de la induccion, se procedio al contaje de las
esferas como se muestra en la grafica de la Figura 32, podemos apreciar
que la formacion de esferas disminuy6 de forma significativa cuando las
células se trataron previamente con selenito a 3 uM (IC25) y GMZ a 0,05
uM (IC10), asi como con el tratamiento combinado a ambas dosis, en las
dos lineas celulares. Por el contrario, cuando se us6 GMZ a 0.25 uM
(IC25) en PANC-1, no se observé una reduccion significativa en la
formacion de esferas, algo que si se observé en Pano2 a GMZ a 0.15 uM
(IC25). Al combinar el selenito con ambas dosis de GMZ, se aprecié una
reduccion significativa en la formacion de esferoides de CSCs, con
valores de 2 esferos/pocillo (selenito 3 uM + GMZ 0.05) respecto a un

control que presentaba 5 esferos por pocillo en PANC-1 y de 1
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esfero/pocillo en el tratamiento de selenito 3 UM + GMZ 0.05 uM
respecto a un control de 10 esferos/pocillo en Pano2. En PANC-1, sin
embargo, a pesar de la significacion estadistica, estas diferencias no
fueron pronunciadas, probablemente debido al bajo ntmero de

esferoides de CSCs que forma la linea PANC-1 en el grupo control.
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Figura 32. Estudio de la formacién de esferas CSCs en PANC-1 y Pano2. Los
datos se presentan como media + DE de tres experimentos independientes; * P

<0.05 y ** p <0.01 vs. en comparaciéon con el grupo de control. GMZ
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(gemcitabina); SEL (selenito de sodio). Poner otra grafica en % de disminucion

de CSCs.

4.9. El selenito sédico inhibe el crecimiento in vivo de
tumores pancreaticos generados en animales de
experimentacion y mejora la supervivencia de los

mismos

Al analizar los volimenes de los tumores subcutaneos de Pano2
a los diferentes dias de tratamiento sobre grupos de n=13 ratones cada
uno, como se muestra en la Figura 33, los diferentes tratamientos
retrasan el crecimiento del tumor a lo largo del tiempo, viéndose esta
tendencia a partir del ciclo 6-7 de tratamiento (18-21 dias), y
traduciéndose la misma en resultados significativos (p<0.01) de
inhibicion respecto al grupo control en los ultimos puntos del
experimento (27-30 dias). Al analizar con mas detenimiento, se
comprob6 que los ratones tratados con selenito tenian un crecimiento
tumoral similar a los tratados con GMZ, lo que suponia un volumen
aproximado de 1.100 mm3 al dia 27, frente a un volumen de 2.000 mms3
del grupo control. Esta significativa diferencia del volumen se traduce
en una reduccion aproximada para ambos tratamientos del 40% en el

crecimiento tumoral. Al analizar el grupo de ratones que reciben el
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tratamiento combinado se observa que esta reducciéon del volumen es
significativa y mayor que la que se obtiene con los tratamientos
individuales, presentando los tumores en el grupo de tratamiento
combinado un volumen de 650 mms3 Esto se tradujo en un 65% de
reduccion del crecimiento tumoral con el tratamiento combinado de
GMZ con el selenito, frente al 40% que se consigue solo con los
tratamientos en monoterapia. Se detect6 una reduccion significativa en
el volumen tumoral de los ratones C57BL / 6 tratados con selenito de

sodio + GMZ (p <0,01) en comparacion con el grupo no tratado (control)

(Figura 33).
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Figura 33. Representacion grafica del crecimiento del volumen del tumor

pancreatico (Pano2) en los ratones C57BL / 6. Los ratones se trataron con
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selenito de sodio, GMZ y selenito de sodio + GMZ. Se utilizaron ratones no
tratados como controles. Los datos se presentan como media + DE (n = 13). **
inhibicion significativa del crecimiento tumoral comparando tratamientos y

comparando tratamientos con control (p <0.01).

Al realizar el calculo del indice volumen/tiempo en mms3/dia
usamos una medida que nos permitiese conocer la media de la velocidad
de crecimiento tumoral en cada uno de los grupos de tratamiento
analizados. En el caso de los valores de volumen / tiempo, se observo
una reduccion significativa en el grupo selenito + GMZ con respecto al
resto de tratamientos en monoterapia y en selenito y GMZ en
monoterapia con respecto al grupo control. En el grupo de combinacion,
la reduccion del crecimiento tumoral en volumen / tiempo fue superior

al 50% en relacion con el control (Figura 34).
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Figura 34. Representacion grafica de los valores de crecimiento tumoral en
volumen/tiempo (mms3/dia) en los diferentes grupos de tratamiento
estudiados. Los datos se presentan como media + DE (n = 13). ** inhibicién
significativa del crecimiento tumoral comparando tratamientos y comparando

tratamientos con control (p <0.01).

En cuanto a supervivencia, tal y como se puede apreciar en la
curva de Kaplan-Meier (Figura 35), la generacion del tumor se asocio a
una supervivencia del 20% en el grupo control al final del tratamiento
(30 dias). Esta tendencia mejora al aplicar los tratamientos con selenito,
60% de ratones vivos al final del experimento, y con GMZ (60%) por lo
que los tratamientos individuales mejoraban la supervivencia. Ademas,

la curva de Kaplan-Meier mostr6 un aumento de cuatro veces en la
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fraccién de ratones supervivientes cuando se tratd con selenito + GMZ
en comparacion con los ratones no tratados (75% frente a 20% del
control) y de 2,5 veces en con los tratados con monoterapia (GMZ o

selenito) (p <0.05) (Figura 35).
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Figura 35. Curvas de Kaplan-Meier de los ratones de los diferentes grupos del
ensayo. Los datos de supervivencia se analizaron para los ratones de cada
grupo. La comparacién entre los grupos de tratamiento se realizo mediante la

prueba de rango logaritmico. GMZ (gemcitabina); SEL (selenito de sodio).
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Por ultimo, se analiza el estudio paralelo utilizando el sistema
IVIS que se llevo a cabo en tumores generados en ratones albinos C57BL
/ 6 sometidos a los mismos tratamientos que los pardos. En las imagenes
obtenidas en el IVIS, el tejido tumoral se pone de manifiesto con una
tonalidad roja, reflejo del metabolismo de la glucosa marcada por parte
de las lineas tumorales y que da sefal fluorescente. Como se muestra en
la Figura 36, aunque se detect6 una respuesta parcial, que se traduce en
una menor area marcada, en ratones tratados con ambas monoterapias
(selenito de sodio y GMZ) después de 10 ciclos, la mayor respuesta se
observo con el uso de selenito + GMZ. Este anélisis por imagen se reflejo
en el tamafio de los tumores extraidos a tiempo final (Figura 33), que
demostr6 un tamano significativamente menor de los tumores
extirpados en ratones tratados con la terapia combinada (selenito de
sodio + GMZ) en comparacién con los tratamientos de monoterapia

(Figura 36).

132



Control GMZ SEL SEL+GMZ

Ciclo 5

Radare B oen

Ciclo 10

Rfecics Yy
ot !
Color Scale !

Min = 35087
Max = 0.50e7 |

Figura 36. Analisis por IVISpectrum de ratones después de diferentes
protocolos de tratamiento (5 y 10 ciclos). Las imagenes se obtuvieron después

de 3 h de la inyeccién de (DG) -750.

4.10. El tratamiento con el selenito incrementa la muerte
celular y reduce marcadores tumorales en los tejidos

tumorales in vivo

Una vez resecados los tumores, se realizaron tinciones

histolégicas basicas (hematoxilina-eosina), histoquimica (nuevo
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método pentacrémico), para visualizar la conformacion tisular del
tumor, e inmunofluorescencia para los marcadores tumorales Ki67 y
MMPg. Al analizar los controles, se observa un tumor con gran
celularidad que presenta vasos sanguineos inmersos en una gran masa
celular y una capsula colagena. En los ratones tratados, la hematoxilina-
eosina mostro el predominio de amplias areas de necrosis acidéfilas en
los tumores tratados con selenito de sodio. Por el contrario, la
monoterapia con GMZ indujo un nimero mucho mayor de vasos
sanguineos que no se detectaron con el empleo del tratamiento con
selenito + GMZ. La tincion pentacromica apoyo estos resultados,
mostrando un aumento significativo en la angiogénesis después de una
monoterapia con GMZ, pero no después del tratamiento con selenito +
GMZ (Figura 37). Por tanto, en general se consigue un incremento de la
necrosis con los tratamientos en los tejidos tumorales, pero en el caso de
la GMZ este va asociado con un incremento en la vascularizacion. Al
combinar la GMZ con el selenito, esta vascularizaciéon se pierde y

ademaés se mantiene el efecto antitumoral.
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A Control SEL GMz SEL + GMZ

H&E

Pentacrémico

Figura 37 Anélisis histologico de los tumores resecados mediante tinciones
histologicas bésicas. (A) Muestras tenidas con hematoxilina-eosina de los
diferentes grupos de tratamiento (aumento de 4 x y 20 x). (B) muestras tefiidas
con el nuevo método pentacrémico (4 x y 10 x). Barra de escala 4 x (200 uM),
10 x (150 uM) y 20 veces (50 uM). GMZ (gemcitabina); SEL (selenito de sodio).
Este método destaca la visualizacién de vasos sanguineos con glébulos rojos en

el interior amarillo y capas delgadas de colageno en la intima.

Por ultimo, al analizar en los tejidos tumorales de los ratones la
presencia de marcadores tumorales por inmunofluorescencia, se detecto6

una reduccidn significativa en la expresion de Ki67 después de la terapia
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combinada en comparacion con el control (reduccién de 3,44 veces).
Esta reduccion también se dio en la monoterapia con selenito y GMZ
(2,63 y 1,5 de reduccion, respectivamente), pero en menor grado. Esto
indica que los tratamientos con GMZ y selenito reducen la proliferaciéon
del tumor, que se traduce en una menor agresividad del mismo, y que
esta reduccion es mas notable en el tratamiento combinado. Ademas, el
analisis de la expresion de MMP9 mostr6 una fuerte disminucion del
mismo en todos los tratamientos ensayados en comparacién con las

muestras tumorales control (Figura 38).
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Figura 38. Tincion de inmunofluorescencia para Ki67 y MMPg a 20 x. La
representacion grafica de los datos positivos de tincién de inmunofluorescencia
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se presenta como media + cuantificacion mediante la desviacion estandar de la
Imagen J. de tres experimentos independientes; ** p <0,01 vs. en comparacion
con el grupo de control. Barra de escala 4 x (200 uM), 10 x (150 uM) y 20 veces

(50 uM). GMZ (gemcitabina); SEL (selenito de sodio).
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5. DISCUSION
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El selenio, un cofactor crucial para los sistemas antioxidantes
endogenos y del cual el selenito sédico es una de sus formas de
presentacion, tiene una accion controvertida en el cancer. Por un lado,
su deficiencia podria estar asociada a un aumento de la incidencia de
cancer, como por ejemplo el cancer de colon, pulmbén y estébmago
(Brodin y cols., 2015; Kieliszek y cols., 2017). Pero también, el selenio
puede tener un papel relevante en la terapia contra el cancer gracias a
su accion al asociarse a farmacos quimioterapéuticos convencionales, ya
que se ha demostrado que mejora la eficacia del tratamiento o reduce
sus efectos secundarios. Por ejemplo, la suplementacion con selenio en
nanoparticulas disminuye la diarrea por quimioterapia en modelos
murinos (Sun y cols., 2019). Otros estudios, como los desarrollados por
Lee y cols. (2017) describen el papel del selenio en la prevencion de la
mucositis inducida por quimioterapia en animales de experimentaciéon

(Lee y cols., 2017).

En este contexto, en esta tesis analizamos el tratamiento con
selenito sodico para el cancer de pancreas, solo y en asociaciéon con el
tratamiento estidndar con GMZ. Estudios in vitro previos de otros
autores demostraron que el selenito de sodio presenta una actividad
antitumoral relevante en varios tipos de tumores, incluidos el linfoma,
la leucemia, el carcinoma gastrico, colorrectal y el mesotelioma (Z. Liy

cols., 2013; Olm, 2009; Olm y cols., 2009; Spyrou y cols., 1996; Tan y
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cols., 2019; Wallenberg y cols., 2014), con una IC50 que puede variar de
1 a 20 uM dependiendo del tipo tumoral. Los resultados obtenidos en
nuestras lineas celulares PANC-1 y Pano2 son también muy positivos,
con valores de IC50 de 5.6 y 4.6 uM, respectivamente, lo que indica que
las células de cancer de pancreas son muy sensibles al tratamiento con
selenito, comparandose los valores de IC50 a los de los fArmacos de
eleccidon, como por ejemplo en nuestro caso la GMZ con una IC50de 1y

0.3 UM para estas lineas.

Tanto las concentraciones previas utilizadas en cultivos por otros
autores como las nuestras, fueron significativamente mas bajas que la
dosis maxima tolerada (MTD) en un ensayo clinico de fase 1 (ensayo
clinico controlado) con principalmente pacientes con cancer de pulmén
(Brodin y cols., 2015). En este ensayo ademas se obtuvieron algunas
respuestas tumorales, la més destacable en un paciente con cancer
etmoidal metastéasico. Asimismo, este ensayo, valora la toxicidad tras
administrar selenito, y quimioterapia tras el mismo. La MTD de selenito
es de 10 mg/m2, dosis con la cual se logran concentraciones plasmaticas
de entre 15 y 25 uM, las cuales son muy activas en la mayor parte de las

lineas celulares tumorales estudiadas.

Por ejemplo, diversos autores han publicado estudios in vitro e
in vivo en los que demuestran el poder del selenito s6dico para potenciar
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la accion del cisplatino, la carmustina o la adriamicina en lineas
celulares y modelos murinos de cancer de ovario, prostata y estbmago
respectivamente (Caffrey & Frenkel, 2012; Thamilselvan y cols., 2016;
Yang y cols., 2016; Tan y cols., 2019). En nuestros resultados, el selenito
también pudo mejorar la actividad de los agentes clasicos utilizados en
el tratamiento del cancer de pancreas, como la GMZ. Se observo un
efecto sinérgico antitumoral significativo (IC<1) cuando se asociaron
diferentes dosis citotoxicas de selenito y GMZ en las lineas celulares de
adenocarcinoma pancreatico PANC-1 y Pano2, lo cual es bastante

positivo en la terapia de combinacion.

Una vez que demostramos el efecto in vitro del selenito de sodio
solo y en terapia combinada con GMZ procedimos a profundizar més en

las bases moleculares de su efecto celular.

El mecanismo de accion y la selectividad del selenito contra los
tumores siguen sin estar claros, pero existen teorias que creen que
podrian deberse a los mecanismos moleculares intrinsecos de las células

y al microambiente tumoral.

De hecho, en relacion al microambiente tumoral, Olm y cols.
(2009) demostraron que existe un proceso de reduccion de selenito a

biseleniuro (HSe") en el ambiente 4cido del tumor. Este proceso conduce
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auna activacion del selenito de sodio, que hace que la membrana celular
sea més permeable a él, y por lo tanto se acumule més en el interior
celular en los microambientes tumorales (bajo pH y elevado poder
reductor). En gran parte este hecho es debido a los mecanismos de
resistencia a farmacos, por ejemplo, la proteina transportadora MRP.
En el caso concreto de MRP, ésta favorece la acciéon del selenito al
disminuir el glutatién reducido dentro de las células tumorales debido a
su expulsion al entorno extracelular. Esto incrementa el poder reductor
en el exterior celular favoreciendo la reducciéon del selenito y su
penetraciéon como biselenuro a través de la membrana plasmatica (Olm,

y cols., 2009).

Esto tendria sentido, ya que, en general las células de cancer de
pancreas han mostrado por lo general una expresiéon elevada de MRP
(O’Driscoll y cols., 2007). De hecho, en nuestro caso concreto, las lineas
celulares de cancer de pancreas PANC-1 y Pano2 utilizadas en nuestro
estudio se caracterizaron por una alta expresion de MRP (Gock y cols.,
2013; Miller y cols., 1999). La expresion de MRP puede favorecer la
incorporacion en selenito y la selectividad por células tumorales, lo que
podria explicar la sensibilidad de las células de cancer de pancreas al
selenito tanto en experimentos in vitro como in vivo. Esto concuerda
con nuestros resultados in vitro que han demostrado que PANC-1 y

Pano2 son muy sensibles al tratamiento con selenito.
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Uno de los primeros pasos que realizamos para dilucidar como
afecta el selenito a la dindmica celular fue estudiar el ciclo celular y el
estado del potencial de membrana tras el tratamiento con el selenito.
Los resultados del ciclo celular no mostraron cambios significativos
entre las células tratadas con selenito y el grupo control. Por el contrario,
el andlisis del potencial de la membrana mitocondrial, demostr6 una
mayor despolarizacion mitocondrial en las células tratadas con selenito
sodico lo que nos hace pensar que el selenito de sodio provocd una
muerte celular mediada por un mecanismo apoptético o similar a la
apoptosis. Estudios previos, como el desarrollado por Soukupova y cols.
(2019) demostraron que el selenito de sodio a dosis citotoxicas
disminuy? el potencial de membrana mitocondrial, pero esta alteraciéon
no fue capaz de activar la caspasa 3 de manera significativa, haciendo
pensar en una ruta de muerte diferente a la mediada por esta caspasa
(Soukupova & Rudolf, 2019). Uno de los mecanismos alternativos a esta
ruta es la muerte celular por parp-tdnatos o muerte celular producida
por PARP, que se activa cuando se ha reparado un dafio extenso al DNA
mediante el mecanismo de escision de bases (David y cols., 2009). La
citotoxicidad mediada por selenito, que provoca una deplecion de
glutation y tiorredoxina reducidos, deja la célula indefensa ante el estrés
oxidativo, lo que podria activar este mecanismo de muerte celular (Olm,

2009). Nuestros estudios mostraron que la muerte celular mediada por
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PARP podria estar involucrada en la muerte celular de tipo apopto6tico

inducida por selenito de sodio.

De hecho, nuestros resultados han mostrado que la inhibicion de
PARP por benzamida redujo significativamente el efecto antitumoral del
selenito. Ademas, también se detectdé una translocacién nuclear de la
proteina AIF en células tumorales tratadas con selenito. Este factor es el
efector de la parp-tanatos. Se localiza a nivel mitocondrial y se transloca
al nucleo cuando se activa esta via de muerte celular. Como era de
esperar, esta translocacion no se detect6 en el tratamiento combinado
con benzamida, lo que respalda de forma bastante probable la posible

participacion de PARP en el mecanismo de accién del selenito.

En base a nuestros resultados, y como se muestra en la Figura
39, hemos desarrollado un esquema con varios mecanismos
moleculares que podrian estar involucrados en la accion antitumoral del
selenito de sodio en las células de cancer de pancreas y acabar
provocando la muerte por parp-tanatos. La descripcion de este esquema
es que la GMZ ingresa al citoplasma celular y posteriormente es
detoxificada por el sistema MRP conjugada con glutation reducido
(GSH). El selenito de sodio (SeO52) se reduce a biseleniuro (HSe") por
el GSH, que es expulsado debido al proceso de detoxificacion celular a
través del sistema MRP. Una vez dentro del citoplasma celular, el
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biselenuro agota el GSH y disminuye la tiorredoxina reducida (TRX-H),
dejando a la célula indefensa frente a las especies reactivas de oxigeno
(ROS) e incrementando sus niveles. Las ROS causan dafio al ADN, que
es reparado por la polimerasa poli-ADP-ribosa (PARP), lo que resulta
en una sobreactivacion de esta enzima. La benzamida (BNZ) inhibe la
PARP, asi como los procesos posteriores de reparacion y muerte celular
inducidos por esta enzima. La acumulacion de dafio en el ADN debido a
los ROS activaria PARP para iniciar la translocacién del factor inductor
de apoptosis (AIF) de la mitocondria al nacleo celular, induciendo la

muerte celular por parp-tanatos.

La GMZ es un agente quimioterapéutico que induce la apoptosis
mediante la activacion de fosfo-p38. Como se muestra en la Figura 39,
el selenito disminuye la TRX-H y libera el factor ASK1, que fosforila p38.
La sinergia entre SeO;2 y GMZ podria estar relacionada con este altimo
mecanismo. El selenito provoca una disminuciéon en los niveles
intracelulares de tiorredoxina reducida, que normalmente bloquea el
factor ASK1. En este caso, este factor se libera y es capaz de activar p38
(por fosforilacion), que induce la muerte celular por apoptosis (Hsieh &
Papaconstantinou, 2006). Se ha demostrado que p38 es la proteina que
media la apoptosis inducida por GMZ (Habiro y cols., 2004). Segin

nuestros resultados, la asociacién de selenito y GMZ indujo una
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activacion de p38 mayor que ambas monoterapias, lo que podria

explicar la sinergia entre dosis citotéxicas de selenito y GMZ.

Figura 38. Esquema de los posibles mecanismos moleculares implicados en

la actividad antitumoral del selenito de sodio en células de cancer de pancreas.
Este modelo resume los mecanismos por los cuales el selenito puede inducir la
muerte celular en las células tumorales y formula hip6tesis sobre el efecto

antitumoral sinérgico que se produce cuando se asocian selenito y GMZ.

En cuanto a la modificacion que el selenito pudiese provocar en

la agresividad tumoral de los cultivos celulares, los ensayos de migracion
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y formacion de colonias indicaron que tanto el selenito como su
combinacién con GMZ redujeron significativamente estos pardmetros
en relacion con el grupo control y la GMZ (aun cuando ésta altima
provocd una mayor migracion de las células PANC-1 y Pano2), lo que
sugiere una disminuciéon de la agresividad en células de cancer de
pancreas por parte del selenito. El aumento paraddjico de la migracion
tumoral por GMZ ha sido descrito por Xu y cols (2016) y esta
relacionado con la activacion de las vias de EGFR y STATS3 por este
farmaco, por lo que la terapia combinada con el selenito podria reducir
este efecto del tratamiento normal con GMZ (Xu y cols., 2016). Respecto
ala capacidad de formacion de colonias de estas células, tanto el selenito
de sodio como la GMZ mostraron un efecto inhibidor en las células
Pano2, aunque este efecto no se pudo demostrar en las células PANC-1.
El motivo por el que los efectos son visibles sobre todo en Pano2 podria
estar relacionado con el hecho de que las células Pano2 presentan
caracteristicas morfologicas mesenquimales y mutaciones en SMAD4
(alteraciones en la via TGF-beta), mientras que las células PANC-1
presentan una morfologia epitelioide y mutaciones en KRAS y TP53
(Deer y cols., 2010; Wang y cols., 2012). Esto haria que las células de la
linea Pano2 se comporten de una forma mas mesenquimal (mayor
migracion y formacion de colonias) respecto ala PANC-1, lo que tendria

implicaciones de cara a los estudios de colonias y migracion celular, por
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lo que los efectos de los farmacos (GMZ y selenito) a estos niveles serian

mas evidentes en esta linea.

Otra accidon del selenito que hemos visto en esta tesis es a nivel
de la influencia del mismo sobre la neovascularizacion. El selenito
demostr6 una disminucion en la formacién de vasos sanguineos cuando
se realizé un ensayo de angiogénesis usando los factores liberados al
medio por células Pano2. Este efecto en la reduccion de la
vascularizacién también se manifestd in vivo, observandose mediante
métodos histolégicos que los tumores de los ratones tratados con el
selenito (solo y en combinacién) mostraban un menor nimero de vasos
sanguineos (Figura 37). El efecto antiangiogénico del selenito fue
descrito en estudios in vitro e in vivo por Saeed y cols. (2019) en cancer

de colon (Saeed Ali y cols., 2019).

Como ya hemos sefialado anteriormente, el actuar sobre las CSCs
es clave para un tratamiento antitumoral efectivo y es el talon de Aquiles
de muchas de las terapias actuales. Nuestros ensayos sobre la capacidad
de formar esferas de CSCs por parte de las lineas de cancer de pancreas
después del tratamiento mostraron que el selenito afecta méas a este tipo
de poblacion celular, reduciendo el nimero de esferas formadas después
del tratamiento previo con selenito y con selenito + GMZ. La
sensibilidad de las CSCs al tratamiento con selenito podria estar
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relacionada con el aumento de la sensibilidad de las CSCs al estrés
oxidativo, como lo describen Liu y Wang (2015), lo que las haria mas
susceptibles a los radicales libres que producen la células tratadas con
selenito (Liu & Wang, 2015). Respecto a nuestros resultados con la GMZ,
tanto sola como en terapia combinada, en las CSCs de PANC-1y Pano2,
la GMZ 0.05 uM mostré mayor inhibicion que GMZ 0.25 uM 6 0.15 uM
(tanto sola como en combinacion con el selenito), un hallazgo paradéjico
que podria estar relacionado con su alta citotoxicidad contra
poblaciones sensibles de CSCs y con la alta actividad del reemplazo de
CSCs resistentes a GMZ 0.25 uM 6 0.15 uM. Serian necesarios mas

estudios para confirmar esta hipotesis.

Por otro lado, el selenito indujo una inhibicién significativa del
crecimiento de los MTS derivados de células de cancer de pancreas, un
sistema in vitro que imita los tumores in vivo. Este efecto puede estar
relacionado con la alta capacidad de difusion del selenito y el menor pH
dentro del esferoide tumoral, lo que lo haria mas susceptible al

tratamiento (Olm, 2009).

Finalmente, hasta la fecha, este es el primer estudio
experimental que utiliza selenito in vivo contra el cancer de pancreas,
como ya hemos indicado antes, un tumor quimiorresistente con mal
pronostico y opciones de tratamiento limitadas. Los ensayos in vivo de
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tumores pancreaticos subcutidneos inducidos con la linea Pano2 en
ratones, corroboraron claramente la actividad antitumoral del selenito,

tanto solo como en combinacion con GMZ.

Usando dosis y ciclos de selenito y GMZ en un rango
comunmente usado en otros estudios con ratones (Espey y cols., 2011),
hemos demostrado que el selenito por si solo tiene un marcado efecto
antitumoral, semejante incluso al tratamiento individual con la GMZ.
Otro hallazgo encontrado es que la combinacién de selenito + GMZ fue
mas efectiva en términos de disminucién del crecimiento tumoral,
aumento de supervivencia, respuesta metabolica por IVIS, expresion de
marcadores tumorales y formacion de vasos, en comparacion con el
resto de tratamientos, incluida la monoterapia con GMZ. El potencial
antitumoral in wvivo del selenito asociado con otros agentes
antitumorales (p. Ej., Carmustina o cisplatino) se ha demostrado en
tumores de proéstata, ovario y colon (Caffrey & Frenkel, 2012;
Thamilselvan y cols., 2016; Yang y cols., 2016). Caffrey y cols. (2012)
mostraron que el selenito de sodio (1,5 mg / kg) en combinaciéon con
cisplatino, pero no en monoterapia, era eficaz en el cancer de ovario,
consiguiendo una inhibicion del 75% respecto al control. Ademas,
Thamilselvan y cols. (2016) mostraron que la asociacion de selenito (1,5
mg / kg) y carmustina indujo un mayor efecto antitumoral contra el

cancer de prostata que ambas monoterapias, aunque no se detectd
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ningun efecto sinérgico. Este estudio también revel6 una actividad
antitumoral significativa del selenito contra el cancer de prostata, pero
menor que la de la carmustina. Los tiempos de tratamientos de estos
autores han sido similares a los nuestros, en torno a las 4-5 semanas.
Aunque nuestros resultados son con dosis més altas de selenito de (3 mg
/ kg), esta dosis esta bien tolerada y no ha mostrado efectos secundarios
al no mostrar sintomas los ratones de pérdida de peso o apetito tanto en
el tratamiento con el selenito solo como combinado con la GMZ.
Respecto a los resultados obtenidos, el selenito en monoterapia ha
demostrado ser un tratamiento con un 40% de disminucién respecto al
control en cuanto a volumen tumoral y un 60% de supervivencia de los
ratones al final del experimento respeto a un 20% en el control. Ademas,
en terapia combinada, estos parametros mejoraban atn méas que los
tratamientos individuales con incrementos de supervivencia del 75% de
ratones vivos al final del experimento y reduccion significativa del
volumen tumoral (65%) en comparacion con las monoterapias (es decir,
GMZ o selenito con un 40% de reduccion respecto al control cada una

de ellas).

Pero no solo mejoraron los indicadores anteriores, sino que el
analisis histologico verifico que los tratamientos con selenito y selenito
+ GMZ disminuyeron la expresion de marcadores de proliferacion

celular (es decir, Ki67) y que ambos tratamientos pudieron inhibir
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MMPo, una proteina estrechamente relacionada con la invasividad del
cancer de pancreas. Ademas, el selenito demostr6 una fuerte capacidad
de actividad necroética y antiangiogénica, que no se observa con GMZ
como monoterapia. De hecho, Saeed y cols. (2019) ya describieron la
capacidad antiangiogénica del selenito en los tumores de colon, que se
correlaciona con la disminucién en la expresion de factores
proangiogénicos como el VEGF, en las muestras analizadas (Saeed Ali y

cols., 2019).

En esta tesis doctoral, se demuestra por primera vez el efecto
antitumoral del selenito de sodio contra el cancer de pancreas en
cultivos celulares y modelos tridimensionales in vitro, asi como en
ensayos in vivo con modelos murinos. Ademas, el selenito no solo
mostrd un efecto antitumoral como monoterapia, sino también en
combinacién con GMZ, demostrando un efecto sinérgico con la GMZ, y

no restando efecto a esta.

El selenito activa mecanismos de muerte celular en las células
tumorales (como parp-tdnatos o muerte celular mediada por AIF)
diferentes a los activados por los agentes quimioterapéuticos
tradicionales, sugiriendo que el selenito podria ser una terapia
adyuvante que ayudaria superar los fenomenos de resistencia a los
farmacos tradicionales al presentar otras vias de actuacion frente a las
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cuales las células tumorales no desarrollarian una resistencia derivada

del tratamiento con la quimioterapia tradicional.

Ademas, el selenito demostré un efecto significativo contra
procesos criticos en la progresion tumoral, como la formacién de
colonias, la migracién o la capacidad formar esferas de CSCs. Los
ensayos in vivo demostraron la eficacia del selenito (solo y en
combinacién con GMZ) para aumentar la supervivencia y reducir
significativamente el volumen del tumor y la expresion de marcadores

relacionados con la agresividad y la progresion del tumor.

En base a estos resultados y, teniendo en cuenta el mal
pronéstico y la quimiorresistencia del cAncer pancreatico, el selenito de
sodio podria considerarse como un agente antitumoral prometedor
contra el cancer de pancreas, ya sea solo o en combinacién con GMZ. Sin
embargo, seran necesarios mas estudios en el futuro y ensayos clinicos

para determinar la plausibilidad de su aplicabilidad clinica.
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6. CONCLUSIONES
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Las conclusiones derivadas a partir de los resultados

obtenidos en este trabajo de tesis doctoral son las siguientes:

1. El selenito sodico presenta una potente actividad
antitumoral in vitro frente a las lineas celulares de
adenocarcinoma pancreatico PANC-1 y Pano2.

2. El selenito sodico actia mediante la activacion de la ruta de
muerte celular tumoral conocida como parp-tanatos, la
cual se encuentra mediada por la translocacion nuclear del
factor AIF.

3. La combinacién del selenito sodico con el agente
quimioterapico antimetabolito gemcitabina resulta en una
sinergia antitumoral in vitro, la cual es explicada por la
activacion de la proteina p38, responsable de fen6menos
apoptoticos.

4. El selenito sodico disminuye la agresividad de las lineas
tumorales de pancreas PANC-1y Pano2, ya que disminuye
la formacion de colonias, la migracion y la proliferacion de

las CSCs in vitro, solo y en combinaciéon con gemcitabina.
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El selenito s6dico, solo y en combinacion con gemcitabina,
tiene capacidad antitumoral in vivo disminuyendo de
forma significativa el crecimiento, la actividad metabolica
y los parametros de agresividad tumoral e incrementando
la supervivencia de ratones con tumores subcutaneos de la
linea Pano2.

El selenito sodico, solo y en combinacién con gemcitabina,
disminuye los fenomenos de angiogénesis tumoral en los
ensayos realizados in vitro y en los realizados in vivo con

animales de experimentacion.
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Abstract: Sodium selenite is an antitumor agent which acts by depleting enzymes that
protect against cellular oxidative stress. To determine its beneficial effect alone or in
combination with gemcitabine (GMZ) in pancreatic cancer we used the pancreatic
cancer cell lines PANC-1 and Pan02 and C57BL mice bearing Panc02-generated tumor.
Our results demonstrated a significant inhibition of pancreatic cancer cell viability with
the use of sodium selenite alone, and a synergistic effect when associated with GMZ on
both cell lines. The molecular mechanisms of sodium selenite antitumor effect involved
phospho-p38 and apoptosis inducing factor, which were overexpressed in both
pancreatic cancer cell lines after treatment. Interestingly, the combined treatment of
sodium selenite and GMZ increased the expression of phospho-p38. In addition, sodium
selenite exposure alone and in association with GMZ significantly decreased migration
capacity and colony-forming ability in both Panc02 and PANC-1 cells, reduced tumor
activity in multicellular tumor spheroids (MTS) mimicking in vivo tumors, and
decreased sphere formation of cancer stem cells. In vivo studies demonstrated that the
combined therapy not only inhibited tumor growth (65%) compared to the untreated
group, but also relative to sodium selenite or GMZ used as monotherapy (up to 40%),
increasing mice survival. These results were supported by the analysis of C57BL/6
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albino mice bearing Panc02 generated tumor using the IVIS system. In conclusion, our
results showed that sodium selenite is a potential agent to improve the treatment of
pancreatic cancer and should be considered for future human clinical trials.

Keywords: sodium selenite, gemcitabine, pancreatic cancer, cancer stem cells, combined
therapy, phospho-p38 protein.

1. Introduction

Sodium selenite has been found to have chemoprotective and antitumor
capacity at non-toxic doses [1,2]. Some studies have shown that a low dose of
selenite in supplementation with chemotherapy (QT) could help to reduce its
side effects [1,3,4]. In addition, selenite has been found to possess potent
antitumor capacity and selectivity for tumor cells. This antitumor capacity has
been demonstrated in vitro in lymphoma, leukemia, gastric, mesothelioma and
colorectal carcinoma cell lines [5-10]. In vivo studies have also been conducted
in mice with ovarian, prostate and colon tumor inocula, with satisfactory
results [11-13]. By contrast, not enough clinical trials have been developed to
evaluate improvements in the prognosis of cancer patients [14].

Sodium selenite is an inorganic oxo-salt used as

a source of selenium which is present in
selenoproteins such as glutathione peroxidase and thioredoxin reductase [15].
These proteins are involved in the elimination of reactive oxygen species (ROS),
which are free radicals that induce damage by oxidative stress to proteins and
DNA. However, at high doses, selenite becomes toxic to cells, including tumor
cells. Selenite is an extremely reactive anion that is rapidly metabolized by the
cell using a large amount of reducing power in the form of both reduced
glutathione (GSH) and reduced thioredoxin (TRX), which perform vital
functions at the cellular level, the most important being the detoxification of
the ROS. Therefore, selenite-mediated depletion of GSH and TRX leaves the
cell defenseless against ROS, resulting in cell death due to the severe DNA,
protein and/or ribonucleotide damage [16]. In fact, it has been shown that ROS
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may generate cellular damage by i) mismatch of nitrogenous bases that
activates the MMR (mismatch repair) system leading to futile repair cycles and
apoptosis whether or not dependent on p53 (i.e., p73) [17,18]; ii) double-strand
breaks which, if not repaired, activate apoptosis via p53; and iii) oxidative
stress capable of inducing mitochondrial damage causing release of
cytochrome ¢, activation of apoptosis (mitochondrial pathway) and autophagy.
In addition, selenite-mediated TRX depletion, which causes ASK1 factor
release, activates p38/JNK-dependent cell death [18], while selenite-mediated
GSH reduction, which inactivates certain intracellular toxic agents, prevents
the cell from defending itself from certain toxins (e.g., chemotherapeutic drugs)
[16]. According to some authors [8], selenite could also directly block the active
center of glutathione reductase and thioredoxin reductase, which are
responsible for regenerating GSH and TRX, thereby decreasing the tumor cell’s
ability to avoid the effect of drugs. Interestingly, in vitro and in vivo studies
showed that tumor cells are more sensitive to selenite than normal cells.
Paradoxically, cells highly resistant to traditional chemotherapy within tumors
have been found to be the most sensitive to selenite exposure. Olm et al. [19]
explained this phenomenon by MRP channel-based resistance mechanisms.
The presence of these proteins in tumor cells allows chemotherapeutic agents
to be expelled together with GSH (separately or conjugated). In these tumor
cells, selenite —previously reduced to HSe- — is incorporated to a greater
extent. Therefore, chemoresistant tumor cells (which expel more reducing
power, in this case, GSH) would better incorporate the selenite and would
suffer more damage [19].

On the other hand, pancreatic ductal adenocarcinoma, a malignant tumor from
cells of the exocrine pancreas is an uncommon tumor (2.1% of all tumors),
mostly diagnosed between 65 and 75 years of age and with an increasing
incidence especially in the last years [20,21]. It is characterized by delayed
diagnosis and a very poor prognosis. In fact, most of these tumors (70%) are
diagnosed in stage III — IV, when they are already inoperable and have
produced locoregional and/or hepatic metastases. In these cases, the only
treatment available is chemotherapy. The most commonly used
chemotherapeutic agents are antimetabolites such as gemcitabine (GMZ) and
5-fluorouracil (5-FU), microtubules depolymerizing agents such as albumin
bound paclitaxel (Abraxane), intercalating agents such as oxaliplatin (OXA) or
topoisomerase inhibitors such as irinotecan (IRI). Despite the aggressiveness of
these treatments, the survival of patients with pancreatic cancer barely reaches
one year of life. One of the main causes of treatment failure is that pancreatic
cancer cells show high drug resistance mediated by MDR (multiple drugs
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resistance) proteins such as P-glycoprotein or MRP, which expel drugs from
the cell [22]. The combination of chemotherapeutic agents, such as GMZ-
Abraxane (IMPACT clinical trial) or FOLFIRINOX (PRODIGE clinical trial),
and the use of PAPR inhibitors have been tested to improve patient response.
In the latter case, Olaparib increased survival in patients with BRCA-mutated
pancreatic cancer who previously responded to FOLFIRINOX or FOLFOX
(POLO clinical trial) [23].

In this context, the aim of this article is to study the anti-tumor capacity of
sodium selenite alone and in combination with chemotherapy, focusing the
study on pancreatic cancer and the molecular mechanisms involved in its anti-
tumor activity. Our results showed that sodium selenite improves the response
of pancreatic cancer to some chemotherapeutics such as GMZ and that its use
should be considered as a new strategy in the treatment of this type of tumor.

2. Materials and Methods
2.1 Cell culture, sodium selenite and drug treatments

The human pancreatic cancer cell line PANC-1 was purchased from the Center
of Scientific Instrumentation (CIC-Granada University) and the mouse
pancreatic cancer cell line Pan02 was kindly provided by Dr. Lars Ivo Partecke,
University of Greifswald, Germany. Both cell lines were cultured using DMEM
medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1%
streptomycin and amphotericin B mixture (ATB). Cells were maintained in an
incubator at 37 °C and 5% CO2 humidified atmosphere and passaged using
0.25% trypsin and 0.02% EDTA. Sodium selenite was dissolved in DMEM at
the stock concentrations of 578.03 mM. GMZ was obtained from Sigma (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri) and dissolved in distilled water at the stock
concentrations of 379.94 mM. Benzamide was dissolved in DMEM at 1981.18
uM stock concentrations of and was obtained from Sigma (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri).

2.2. Cell viability analysis

Cells were seeded at densities of 5x103 cells/well in PANC-1 and 4x103
cells/well in Pan02 in 24-well plates with culture medium (400 pL), incubated
overnight, and exposed to sodium selenite (from 1 to 30 pM), GMZ (from 0.025
to 5 uM) and both sodium selenite and GMZ (different concentrations) during
72 h. Then, cells were fixed with trichloroacetic acid (TCA) at 10% for 20
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minutes at 4 °C. Once dried, the plates were stained with 0.4% sulforhodamine
B (SRB) in 1% acetic acid (20 min, in agitation). After three washes with 1%
acetic acid, SRB was solubilized with Trizma® (10mM, pH 10.5). Finally, the
optical density (OD) of the dye was measured with a Titertek multiskan
colorimeter (Flow, Irvine, California) at 492 nm. The percentages of
proliferation (Pf %) and cytotoxicity (Ct %) were calculated with Eq.1. Pf%=
(sample OD/negative control OD) x100 and Eq. 2. Ct%=100-P{%. In addition,
IC50 (GraphPad Prism 6 Software, La Jolla, CA, USA) was determined
according with Eq. 3. Cell survival (%)=((Treated cells OD - blanck)/(Control
OD - blanck) x 100. In order to calculate synergy values in treatment
combinations, the Combination Index Equation (CIE), which defines synergism
(CI<1), additive effect (CI=1) and antagonism (CI>1), was obtained using
CompuSyn software [24].

2.4. Cell cycle study

Cells were seeded in 6-well plates at a density of 15x104 cells/well in PANC-1
and 10x104 cells/well in Pan02 in 1.5 mL of complete DMEM. After 24 hours,
the culture medium was removed and a free-serum culture medium was added
to arrest the cell cycle. Then, culture cells were exposed to different treatments
(48 h), trypsinized, centrifuged (1500 rpm, 3 min) and fixed in 70% ethanol (4
°C, 60 min). After removing ethanol by centrifugation (1500 rpm, 3 min), the
pellets were processed using the PI/RNASE Solution Kit (Inmunostep, Spain).
Samples were analyzed in a BD FACSCanto II flow cytometer (Becton
Dickinson, San Jose, USA) using FlowJo software.

2.5 Mitochondria membrane potential analysis

The 1,1',3,3,3',3-hexamethylindodicarbo-cyanine (DilC1), a fluorescent dye
that accumulates in mitochondria with depolarizing membrane potentials, was
used to determine the modulation of mitochondrial potential in apoptotic-like
cells. Cells were seeded in 6-well plates at a density of 10x104 cells/well,
exposed to different treatments (48 h), trypsinized and washed in PBS and
centrifuged (2500 rpm, 3 min). Then, the pellets were resuspended in DMEM
(without FBS and ATB) and incubated with DiIC1 (10 uM) and PI (Img/mL)
for 20 min in darkness (ImmunoStep, Salamanca, Spain). Finally, cells were
centrifuged (1500 rpm, 3 min), resuspended in PBS and analyzed with a flow
cytometer BD FACSCanto II (Becton Dickinson, San Jose, USA) using Flow]o
software.
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2.6. Benzamide treatment assays

Cells were seeded in 24-well plates at a density of 15x103 cells/well in PANC-1
and 4x103 cells/well in Pan02 and treated with the poly-ADP-ribose-
polymerase (PARP) inhibitor benzamide (from 10 to 30 uM) (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri) and with benzamide in association with selenite
(different concentrations) for 72 h. Then, a sulforhodamine B proliferation
assay was carried out as described above.

2.7. Apoptosis-inducing factor immunofluorescence assay

An immunofluorescence assay was used to determine apoptosis-inducing
factor (AIF) expression in culture cells after 24h of different treatments. Cells
were included in 4% formaldehyde in PBS at room temperature (RT) (10 min),
washed with PBS (two times), and neutralized (for residual formaldehyde)
using 50 mM NH4Cl in PBS (10 min, RT). After one wash with PBS (5 min, 4°C),
cells were permeabilized with 0.5% Triton X-100 in PBS (5 min, 4°C). Cell
preparations were incubated with 1% bovine serum albumin in PBS (10 min,
RT) and exposed to the primary anti-AIF antibody (Cell Signaling
Technologies, Spain) (1/200 dilution, 1 h, RT). After PBS washing (three times),
cell preparations were incubated with a secondary antibody conjugated to
Alexa-488® (Cell Signaling Technologies, Spain) (1/500 dilution, 30 min, RT).
4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (1/1000 dilution) was used to stain
nuclei. The cells were observed by fluorescence microscopy (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany).

2.8. Western-Blot assay of phosphorylated p38

Cells exposed to different treatments (72 h) (see above) were collected,
centrifuged, and total proteins were extracted with RIPA lysis buffer (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri) to determine protein concentration using
Bradford. For electrophoresis, 40 ug of proteins from each sample were heated
at 95 °C for 5 min and separated in 10% SDS-PAGE gel. Fractions were
transferred to a nitrocellulose membrane (45 um pore size) (Millipore), blocked
in 5% milk in PBS supplemented with 0.1% Tween-20 (Bio-Rad) for 1 hour and
incubated with the anti-p38 rabbit primary antibody (1:1000) (Cell Signaling
Technologies, Spain) overnight at 4°C. Then, a secondary antibody (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri) was added (1:5000). The membranes were
revealed by chemiluminescence (Amersham Biosciences, USA). [-actin
detection (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri) served as an internal control.
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The gels were analyzed using Quantity One analytical software (Bio-Rad,
Hercules, CA).

2.9. Wound healing assay

To determine the tumor cell migration capacity of cell lines and, thus, their
invasiveness, an in vitro migration assay was performed. Pancreatic cancer
cells were seeded in 6-well plates and grown to 90% confluence in standard
culture conditions. Then, they were treated with sodium selenite or GMZ (1
and 3 uM of selenite (IC10 and IC25) and 0.05 uM of GMZ (IC10)) during 72 h.
A “wound” was manually performed with a sterile tip following Grada et al.
[25], and the medium was replaced with serum-free DMEM. Images were
obtained at different times (24, 48 and 72 h) to evaluate the percentage of
migration by measuring the area free of tumor cells (Image ] software)
(https://imagej.nih.gov/).

2.10. Multicellular tumor spheroid assays

Multicellular tumor spheroids (MTS) from PANC-1 and Pan02 were generated
using our previously described protocol [26]. Briefly, PANC-1 and Pan02 cells
(15x103 and 25x103 cells/well, respectively) were seeded in a 96-well plate
coated with 1% (w/v) agarose and with 150 pL of complete DMEM. For PANC-
1 MTS formation, the protocol was slightly modified [27] by supplementing
DMEM with methylcellulose (0.24%). PANC-1 and Pan02 MTS were treated
with sodium selenite, GMZ and combined treatments for two cyles of 72 h.
Untreated MTS were used as controls. In addition, cell growth inhibition in
MTS was also studied using CCK8 (Cell Counting Kit 8) (AbCam, Cambridge,
United Kingdom).

2.11. Colony formation assay

PANC-1 and Pan02 cells were treated with sodium selenite, GMZ and
combined treatments. After 72 h, cells were seeded in 12-well plates (600
cell/well) with 1 ml of DMEM. After three and six days for Pan02 and PANC-1
colony formation, respectively, the wells were washed twice using 1 ml of PBS
and were fixed using 1 ml/well cold 70% methanol (RT, 30 min). Then, cells
were washed twice with water and the plates were dried overnight. Colonies
were stained using 1 ml/well 0.5% crystal violet in 70% methanol (15 min) on
an orbital shaker. After that, plates were washed three times using water and
they were dried overnight. Finally, the number of colonies was counted.
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2.12. CSC spheroids formation

PANC-1 cells were incubated with different treatments (sodium selenite, GMZ
and combined treatment) for 72 h. Then, the remaining cells were collected and
3000 cells were seeded in 24-well plates coated with 1% (w/v) agarose and with
300 pl of conditioned medium (composed by HAM F12, 1% streptomycin-
penicillin, hydrocortisone 1ug/ml, heparin 4 ng/mL, insulin-transferrine-
selenite —ITS— 10 pg/mL, B27 1x, EGF 10 pg/ml, FGF 20 ug/ml) for pancreatic
cancer stem cells (CSCs). After 10 days, once the spheroids were formed, they
were counted in the different treatment groups.

2.13. In vivo tumor growth analysis

Brown and albino female C57BL/6 mice (weight 18-20 g, age 6 weeks) (Charles
River Laboratories Inc, Wilmington, MA, USA) were housed in colony cages
with free access to water and food prior to the experiments and controlled light
and temperature (22 = 2 °C, and 12 h light-dark cycle). All animal studies were
approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation of the
University of Granada (03-09-2017-118) and in accordance with international
standards (European Communities Council Directive 2010/63). Subcutaneous
tumors were induced with the Pan02 cell line by injecting 500x103 cells in the
right hind flank of mice in a total volume of 100 pl of saline serum. When
tumors were palpable, the mice were randomly divided into four groups
groups (n=13 black, n=5 albine) and were treated with selenite (3 mg/kg), GMZ
(25 mg/kg), selenite+tGMZ (association therapy). Each group was treated every
three days for a total of 10 doses (intraperitoneal administration). In addition,
one group was treated with saline solution (control, n=13). The following
formula was used to calculate the tumor volume: V (mm3) = (a x b2 x m)/6,
where “a” is the largest diameter of the tumor, and “b” is the largest diameter
perpendicular to “a”. Tumor growth values were measured in mm3/day. In
addition, mice survival was measured. After the experiments were completed,
the mice were sacrificed with pentobarbital and the tumors were excised.

2.14. Bioimaging

An IVISpectrum (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts) study using glucose
labeled with a fluorophore (RediJect 2-DeoxyGlucosone (DG)-750,
PerkinElmer, Waltham, Massachusetts) was carried out in albino mice groups
after 5 and 10 treatment cycles to assess the viability of the tumor tissue and
mice were analyzed after 3 hours of administration.
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2.15. Histological analysis

Resected tumors were fixed in formaldehyde, included in paraffin and cut with
a rotation microtome (Leica, Wetzlar, Germany). After deparaffinization and
hydration, the sections were stained with hematoxylin-eosin and the
pentachrome method [28]. Immunofluorescence was used to determine Ki67
and MMP9 expression (BD 550609 and ab38898 at 1:50 and 1:200, respectively)
(BD Biosciences, San Jose, USA; AbCam, Cambridge, UK). Alexa-488® and
647® (Cell Signaling Technologies, Spain) were used as secondary antibodies
(1: 200 for both). The images were obtained with a photographic microscope
(Leica, Wetzlar, Germany).

2.16. Statistical analyses

All the results were expressed as meantstandard deviation (SD) of three or
more replicates. Statistical analysis was performed using Student’s t-tests and
one-way ANOVA with post-hoc Tukey tests (SPSS v.15, SPSS, Chicago, USA).
Mice survival was evaluated with the Kaplan-Meier method. Finally, the
logRank test was used to compare the proportion of living mice between
groups. All tests were performed with the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) v. 15.0 software, and differences were considered statistically
significant at a p-value <0.05. 3. Results

This section may be divided by subheadings. It should provide a concise
and precise description of the experimental results, their interpretation, as well
as the experimental conclusions that can be drawn.

3. Results
3.1 Sodium selenite reduces cell viability in pancreatic cancer cells

Sodium selenite significantly inhibited pancreatic cancer cell viability in a time-
and dose-dependent manner, showing IC50 values of 5.6 and 4.6 uM for
PANC-1 and Pan02 cell lines, respectively (Figure 1A). The decrease in cell
density after 72 h of selenite exposure was accompanied by morphological
changes, including a clear loss of the flat, polygonal shape of cells, detachment
from the culture plate and apoptosis-like signals in the nucleus (Hoestch
stained images) in both PANC-1 and Pan02 cells (Figure 1B). Interestingly, the
combination of selenite (IC10, IC25, IC40 in PANC-1 and IC25, IC40, IC50 in
Pan02) and GMZ (IC10, IC25 and IC40 in both cell lines) revealed a synergic
effect on cell death in both PANC-1 and Pan02 cells (CI<1). Some loss of effect
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Figure 1. Effect of sodium selenite on pancreatic cancer cells. (A) Cell viability
graphs and IC50 values of sodium selenite and GMZ in PANC-1 and Pan02
cells. Cells were exposed to sodium selenite and GMZ at different doses for 72
h. (B) Morphological changes in PANC-1 and Pan02 cells after exposure to
sodium selenite (magnification 10x; detail magnification 15x). Hoestch staining
showed nuclear fragmentations (arrows) indicating the presence of apoptotic
bodies (apoptotic-like cell death). (C) Combination index (CI) of sodium
selenite and GMZ in PANC-1 and Pan02 cells (CI >1, antagonism; CI <1,
synergism).

3.2. Modulation of cell cycle and mitochondrial membrane potential by sodium
selenite

PANC-1 and Pan02 pancreatic cells treated with sodium selenite, GMZ or
sodium selenite + GMZ did not show substantial changes in cell cycle (65%
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GO0/G1 phase, 15% phase S, 20% G2/M phase) (Figure 2A). On the other hand,
membrane potential assays using DilC1 revealed that sodium selenite induced
mitochondrial depolarization. As shown in Figure 2, these changes were more
evident in PANC-1 cells, where 40% of cells with mitochondrial depolarization
and low PI (apoptosis-like cell death) were observed after exposure to 5.6 uM
selenite (Figure 2B).

3.3. Sodium selenite and its association with gemcitabine: molecular analysis

In order to determine the molecular mechanisms involved in enhanced effect
between selenite and GMZ, we analyzed the phospho-p38, a 38 kDa protein
that activates apoptosis by a p53 independent way. As shown in Figure 2C, a
significant increase (2-fold) in the expression of phospho-p38 in PANC-1 cells
treated with IC25 of sodium selenite compared to those treated with IC25 of
GMZ was detected. However, the expression of phospho-p38 in Pan02 cells
treated with IC25 of GMZ showed higher levels than those treated with IC25
of selenite. Interestingly, both PANC-1 and Pan02 cells treated with the sodium
selenite + GMZ association (IC25 of both compounds) showed an increased
expression of phospho-p38 in comparison with selenite or GMZ alone (3 and
2-fold, respectively).
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Figure 2. Cell cycle, mitochondrial membrane potential and molecular changes
in pancreatic cancer cells treated with sodium selenite. (A) Modulation of cell
cycle by sodium selenite. Sodium selenite was used alone and in association
with GMZ in PANC-1 and Pan02 pancreatic cancer cells. (B) Apoptotic-like
changes (PI-A) and mitochondrial depolarization (DiIC1 (5)) in PANC-1 and
Pan02 pancreatic cancer cells after selenite treatment (upper graph). Percentage
of living, apoptotic-like and dead cells based on the previous data (lower
graph). (C) Representative western-blot and densitometric analysis of the
phospho-p38 protein expression in pancreatic cancer cells. PANC-1 and Pan(2
cells were treated with sodium selenite, GMZ and sodium selenite + GMZ.
Beta-actin was used as control. Original Western Blots can be found as
Supplementary material (Supplementary Fig. 1S). All data are presented as
mean + standard deviation of three independent experiments; *P<0.05 and
**P<0.01 vs. respective control group.

On the other hand, the expression of apoptosis inducing factor (AIF), a nuclear
effector protein of parthanatos, was analyzed in relation to the mechanism of
action of selenite. An immunofluorescence study showed that sodium selenite
induced a large AIF nuclear location in both PANC-1 and Pan02 cells (Figure
3A). By contrast, GMZ treatment did not induce nuclear location of the AIF
protein. In addition, to corroborate the effect of selenite on the expression of
AIF, we used BZD, a known PARP inhibitor (see Methods). In both cell lines,
BZD seemed to inhibit or decrease the selenite-mediated nuclear translocation
of AIF. As shown in Figure 3B, BZD concentrations lower than IC10 inhibited
sodium selenite cytotoxicity in both PANC-1 and Pan02 cell lines at all the
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combination doses studied (CI >1). In addition, BZD inhibited or decreased the
selenite-mediated nuclear translocation of AIF (Figure 3A).

Figure 3. Expression of AIF: immunofluorescence analyses and effect of
benzamide. (A) Immunofluorescence analyses of AIF expression in PANC-1
and Pan02 pancreatic cells treated with selenite, GMZ, BZD and selenite + BZD

A PANC-1

Control SEL 10 pM SEL30 uM Control

BNZ 20 uM

GMZ 10 uM SEL +BNZ (12 + 20 uM)  SEL + BNZ (15 + 20 uM) GMZ 10 pM

BN W oA 0o
U ,

Pan02

SEL10 uM SEL 20 uM

BNZ 20 uM

SEL + BNZ (10 + 20 uM) _ SEL + BNZ (20 + 20 uM)

Pan02

Combination Index (Cl)

20 30 10 20

l10

BNZ (uM) l10 20 30] t10 20 30J

30

10 20 30 10 20 30
L J | J

1 | I i
SEL (uM) 10 20 30 10

T |
14 20

at different concentrations. Representative images of mitochondrial staining
and nuclear translocation depending on the treatment analyzed. Square x2
magnification of the principal image. (B) Combination Index (CI) of PARP

inhibition studies using BZD and selenite + BZD.

3.4. Sodium selenite inhibited cell migration capacity and colony formation in

pancreatic cancer cells
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As shown in Figure 4A, sodium selenite significantly reduced the formation of
colonies in all treatment groups. This effect was visible in the Pan02 cell line, in
which up to 60-70% reduction of colony formation was demonstrated with the
use of 3 pM selenite, 0.05 and 0.15 uM GMZ (approximate IC10 and IC25
values), and the combination of both. In PANC-1, results were not significant.
On the other hand, exposure to sodium selenite significantly decreased
migration capacity in both Panc02 and PANC-1 pancreatic cancer cells. In fact,
sodium selenite at 1 and 3 uM (approximate IC10 and IC25 values) doses
reduced Pan02 cell migration (16.2% and 18.5%, respectively) after 72 h of
exposure. In PANC-1 cells, 10.6% and 19.6% migration decrease was detected
with the use of selenite at 1 and 3 uM doses, respectively, at the same times
(Figure 4B).
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Figure 4. Effect of sodium selenite on cell migration capacity and colony
formation. (A) Colony growth analysis of PANC-1 and Pan02 after selenite,
GMZ and both selenite + GMZ treatment (72 h); (B) Cell migration analysis.
Representative optical microscopy images and graphical representation of the
modulation of migration capacity of PANC-1 and Panc02 cells after exposure
to sodium selenite and GMZ at different times (0 and 72 h).

3.5. Sodium selenite inhibited growth of multicellular tumor spheroids from
pancreatic cancer cells

Multicellular tumor spheroids (MTS) from PANC-1 and Pan02, an
experimental model that mimics tumors in vivo, were used to determine the
penetrability and antitumor effect of sodium selenite alone and in combination
with GMZ. As shown in Figure 5A and B, both PANC-1 and Pan02 MTS
showed a significant reduction in tumor activity (CCKS8 assay) after exposure
to selenite alone and selenite + GMZ. Specifically, PANC-1 MTS treated with
selenite (5.6 uM, IC50) and GMZ (1 puM and 4 pM, IC50 and IC50 x 4) showed
28.9%, 18.5% and 24.3% cell growth inhibition, respectively, at 144 h.
Interestingly, the combination of both drugs inhibited cell growth by 36.4% (5.6
UM selenite + 1 uM GMZ) and 78.03% (5.6 uM selenite + 4 uM GMZ) at 144 h.
In the case of Pan02 MTS, selenite (4.6 uM, IC50) and GMZ (0.3 pM and 1.2 pM
IC50 and IC50 x 4eeshowed 64.02 %, 47.14% and 25.7% cell growth inhibition,
respectively, at 144 h. Finally, the combination of both drugs inhibited 79.1%
(4.6 pM selenite + 0.3 pM GMZ) and 83.2% (4.6 puM selenite + 1.2 uM GMZ) at
144.

3.6. Sodium selenite modulated Cancer Stem Cells sphere formation

In order to analyze how a pretreatment of the cells with selenite would modify
the ability of CSCs to form spheres at 72 hours, CSC spheres were induced with
PANC-1 living cells. As shown in Figure 5C, sphere formation decreased when
cells were previously treated with selenite and with GMZ, as well as with the
combined treatment. However, these differences were not as pronounced,
probably due to the smaller number of spheres that the basal line forms.
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Figure 5. Cell growth inhibition of MTS from PANC-1 and Pan02 pancreatic
cancer cell lines after selenite treatment. (A) PANC-1 and Pan02 MTS in culture
with different treatments at 72 h and 144 h. (B) CCKS8 analysis on the PANC-1
and Pan02 MTS at 72 h and at 144 h. Data are presented as mean * SD of
octuplicate cultures. *P<0.05 and **P<0.01 vs. respective control group. (C)
Study of CSC spheres formation. Data are presented as mean + SD of three
independent experiments; *P<0.05 and **P<0.01 vs. respective control group.

3.7. Sodium selenite inhibited growth of pancreatic cancer tumor and enhanced
gemcitabine effect: in vivo assays

Immunocompetent C57BL/6 and C57BL/6 albino mice bearing Panc02 tumor
were used to determine the antitumor potential of sodium selenite in vivo.
First, as shown in Figure 6, a significant reduction in tumor volume of C57BL/6
mice treated with sodium selenite + GMZ was detected (P<0.01) in comparison
with the untreated (control) group. At the end of the study (day 27, 10 cycles of
treatment), tumor growth was inhibited by up to 65% in mice treated with
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selenite + GMZ compared to the control group. Interestingly, the combined
therapy (selenite + GMZ) also induced a greater tumor volume reduction
compared to sodium selenite or GMZ used as monotherapy (up to 40%
reduction). In the case of volume/time values, a significant reduction was
observed in selenite + GMZ group with respect to the rest of treatments, and in
selenite and GMZ in monotherapy relative to the control group. In the
combination group, the reduction in tumor growth by volume/time was up to
50% relative to the control. Both selenite + GMZ, and sodium selenite treatment,
allowed a greater survival in comparison with the control group. In addition,
the Kaplan-Meier curve showed a 4-fold increase in the fraction of surviving
mice when treated with selenite + GMZ in comparison with mice treated with
GMZ alone, and a 8-fold increase with respect to the control mice (P<0.05).
Moreover, a complementary study in C57BL/6 albino mice bearing Panc02
cancer was carried out using the IVIS system. As shown in Figure 6B, although
a partial response was detected in mice treated with both monotherapies
(sodium selenite and GMZ) after 10 cycles, the greatest response was observed
with the use of selenite + GMZ. Analysis of the removed tumors demonstrated
a significantly smaller size in mice treated with the combined therapy (sodium
selenite + GMZ) compared to monotherapy treatments (Figure 6).
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Figure 6. In vivo tumor growth inhibition and mice survival after treatment
with sodium selenite. (A) Graphic representation of pancreatic tumor (Panc02
cancer cells) volume growth in C57BL/6 mice. Mice were treated with sodium
selenite, GMZ and sodium selenite + GMZ. Untreated mice were used as
controls. Data are presented as mean + SD (n=13). **Significant inhibition of
tumor growth comparing treatments and comparing treatments with control
(P<0.01). (B) IVISpectrum analysis of mice after different treatment protocols
(5 and 10 cycles). Images were obtained after 3 hours of (DG)-750 injection. (C)
Tumor growth inhibition in volume/time (mm3/day) (**P<0.01, comparing
treatments and comparing treatments with control). (D) Kaplan-Meier curves
of mice bearing subcutaneous tumors. Data were analyzed according to mice
survival in each group. Comparison between treatment groups was performed
using the log-rank test.

3.9. Histological analysis

215



Once the tumors were resected, basic histological stains (hematoxylin-eosin),
histochemistry (new pentachrome method) and immunofluorescence for Ki67
and MMP9 were performed. Hematoxylin-eosin showed predominance of
wide areas of acidophilic cell necrosis in tumors treated with sodium selenite.
By contrast, GMZ monotherapy induced a much larger number of blood
vessels which were not detected with the use of selenite + GMZ treatment.
Pentachromic staining supported these results, showing a significant increase
in angiogenesis after GMZ in monotherapy, but not after selenite + GMZ
treatment. An in vitro study using conditioned media from selenite-treated
Pan02 cells (1 and 10 uM showed a significant decrease in the formation of
vessels in HUVEC cells, indicating a clear reduction of their angiogenesis
capacity (Supplementary Fig. 25). On the other hand, a significant reduction in
the expression of Ki67 was detected after the combined therapy in comparison
to control (3.44-fold reduction), selenite and GMZ monotherapy (2.63 and 1.56-
fold reduction, respectively), indicating reduction in proliferation. In addition,
the expression of MMP9 strongly decreased in all treatments assayed in
comparison with control cells (Figure 7).
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Figure 7. Histological analysis of resected tumors by histological basic staining
and immunofluorescence. (A).Stained Hematoxylin-eosin samples from the
different treatment groups (4x and 20x magnification). (B) Samples stained
with the new pentachromic method at 4x and 10x. This method highlights the
visualization of blood vessels with red blood cells in yellow inside, and thin
layers of intimal collagen. (C) Immunofluorescence staining for Ki67 and
MMP9 at 20x. (D) Graphical representation of immunofluorescence positive
staining quantification by Image J. Data are presented as mean + standard
deviation of three independent experiments; *P<0.05 and **P<0.01 vs.
respective control group. Scale bar 4x (200 uM), 10x (150 uM) and 20x (50 uM).

4. Discussion

Selenium, a crucial cofactor in endogenous antioxidative systems, has a
controversial action in cancer. On the one hand, its deficiency could be
associated with an increase in cancer incidence [2, 27]. On the other hand,
selenium may have a relevant role in cancer association therapy with
conventional chemotherapeutic drugs, since it has been shown to reduce their
side effects or improve treatment efficacy [3, 28]. In this context, we analyzed
selenium for pancreatic cancer treatment, alone and in association with
standard GMZ treatment.

In vitro studies demonstrated that sodium selenite has relevant antitumor
activity in several types of tumors, including lymphoma, leukemia, gastric,
mesothelioma and colorectal carcinoma [5-10] with an IC50 range between 1
and 20 uM. In a phase I clinical trial (SECAR clinical trial) with mainly lung
cancer patients, similar plasma concentrations were tolerated, being
significantly lower than the maximum tolerated dose (MTD) [31]. The
mechanism of action and selectivity against tumors of selenite remains unclear,
but may be due to intrinsic molecular mechanisms of the cells and the tumor
microenvironment. In fact, Olm et al. [17] showed a process of selenite
reduction (selenide, HSe-) in the acidic environment of the tumor that leads to
sodium selenite activation, making it more permeable to the cell membrane.
This phenomenon may be enhanced by drug resistant mechanisms (e.g., MRP)
which decrease reduced glutathione within the tumor cell. Interestingly,
pancreatic cancer cells showed elevated MRP expression [22]. In fact, the
PANC-1 and Pan02 pancreatic cancer cell lines used in our study were
characterized by high MRP expression [32,33]. The expression of MRP may
favor selenite incorporation into and selectivity for tumor cells, which could
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explain the sensitivity of pancreatic cancer cells to selenite in both in vitro and
in vivo experiments. In fact, both PANC-1 and Pan02 cell lines were highly
sensitive to selenite treatment, as demonstrated by their IC50 value (5.6 and 4.6
uM, respectively).

In addition, selenite was also able to enhance the activity of classic agents used
in the treatment of pancreatic cancer such as GMZ. A significant antitumor
synergistic effect was observed when different cytotoxic doses of selenite and
GMZ were associated in pancreatic adenocarcinoma PANC-1 and Pan02 cell
lines. As demonstrated by cell cycle analysis and mitochondrial membrane
potential analysis, sodium selenite caused an apoptosis like-mediated cell
death. However, previous studies such as developed by Soukupova et al. [34]
demonstrated that sodium selenite at cytotoxic doses diminished
mitochondrial membrane potential, but did not activated caspase 3 in a
significant way. Parthanatos or cell death produced by PARP is activated when
PARP has repaired extensive damage by base excision [35]. Selenite-mediated
cytotoxicity, which causes reduced glutathione and thioredoxin depletion,
leaves the cell defenseless to oxidative stress, which could activate this
mechanism of cell death [8]. Our studies showed that PARP-mediated cell
death could be involved in sodium selenite-induced apoptotic-like cell death.
In fact, PARP inhibition by benzamide significantly reduced the antitumor
effect of selenite. Moreover, a nuclear translocation of the AIF factor was
detected in selenite-treated tumor cells. This mitochondprial factor is the effector
of parthanatos and translocates to the nucleus when this cell death pathway is
activated. Interestingly, the translocation was not detected in the combined
treatment with benzamide, which supports the possible involvement of PARP
in the mechanism of action of selenite. As shown in Figure 8, several molecular
mechanisms may be involved in the antitumor action of sodium selenite in
pancreatic cancer cells. Selenite causes a decrease in intracellular levels of
reduced thioredoxin, which normally blocks the ASK1 factor. In turn, this
factor is released and able to activate p38 (by phosphorylation), which induces
cell death by apoptosis [36]. It has been demonstrated that p38 is the protein
that mediates GMZ-induced apoptosis [37]. According to our results, the
association of selenite and GMZ induced a higher p38 activation than both
monotherapies, which could explain the synergy between cytotoxic doses of
selenite and GMZ.
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Figure 8. Molecular mechanisms involved in the anticancer activity of sodium
selenite in pancreatic cancer cells. This model summarizes the mechanisms by
which selenite can induce cell death in tumor cells and hypothesizes about the
enhanced antitumor effect found when selenite and gemcitabine were
associated.

On the other hand, selenite induced a significant growth inhibition of
pancreatic cancer cell-derived MTS, an in vitro system that mimics tumors in
vivo. This effect may be related to the high diffusion capacity of selenite and
the lower pH within the tumor spheroid, which would make it more
susceptible to treatment [19] Migration and colony formation assays indicated
that selenite significantly reduced these parameters relative to the effect of
GMZ, suggesting a greater reduction in aggressiveness in this cell type [38].

Furthermore, selenite demonstrated a decrease in blood vessel formation when
LI N )
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an angiogenesis assay using the Pan(2 cells was performed. These results were
supported by the in vivo assay in which blood vessels development was
assessed by histological methods (Figure 7). In addition, our assays on the
ability of CSCs to form spheres in a conditioned medium after treatment
showed that selenite affects this type of cell population more, reducing the
number of spheres formed after previous treatment with selenite. The
sensitivity of CSCs to selenite treatment could be related to the increased
sensitivity of CSCs to oxidative stress, as described by Liu and Wang [39].

Finally, to our knowledge, this is the first experimental in vivo study using
selenite against pancreatic cancer, a chemoresistant tumor with poor prognosis
and limited treatment options. In vivo assays with mice bearing pancreatic
tumors clearly corroborated the antitumor activity of selenite, both alone and
in combination with GMZ. Using doses and cycles of selenite and GMZ in a
range commonly used in other studies with mice [40], we demonstrated that
the combination of selenite-GMZ was more effective in terms of decreasing
tumor growth, survival and metabolic response in comparison with the rest of
treatments, including GMZ monotherapy. The in vivo antitumor potential of
selenite associated with other antitumor agents (e.g., carmustine or cisplatinin)
has been demonstrated in prostate, ovary, and colon tumors [11-13]. Caffrey et
al. [9] showed that sodium selenite (1.5 mg/kg) in combination with cisplatin,
but not alone, was effective in ovarian cancer. In addition, Thamilselvan et al.
[11] showed that the association of selenite (1.5 mg/kg) and carmustine induced
a higher antitumor effect against prostate cancer than both monotherapies,
although no synergistic effect was detected. This study also revealed a
significant antitumor activity of selenite against prostate cancer, but lower than
that of carmustine. Our results using higher doses of selenite (3 mg/kg)
associated with GMZ showed good tolerance, longer survival and significant
tumor volume reduction (50%) compared to monotherapies (i.e., GMZ or
selenite). Histological analysis verified that selenite and selenite + GMZ
treatment decreased the expression of cell proliferation markers (i.e., Ki67) and
that both treatments were able to inhibit MMP9, a protein closely related to the
invasiveness of pancreatic cancer. Furthermore, selenite demonstrated a strong
necrotic capacity and antiangiogenic activity which are not observed with
GMZ as monotherapy. In fact, Saeed et al. [41] already described the
antiangiogenic capacity of selenite in colon tumors, which correlates with the
decrease in the expression of proangiogenic factors such as VEGF in the
analyzed samples.

5. Conclusions
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In this article we demonstrated for the first time the antitumor effect of
sodium selenite against pancreatic cancer in cell cultures in vitro, three-
dimensional models in vitro, and in vivo assays. Furthermore, selenite not only
showed an antitumor effect as monotherapy, but also in combination with
GMZ, showing an enhanced effect with GMZ. The mechanisms by which
selenite acts on tumor cells (such as Parthanatos or AIF-mediated cell death)
were different from those of traditional chemotherapeutic agents, suggesting
that selenite could be an adjuvant therapy to overcome phenomena of
resistance to traditional drugs. In addition, selenite demonstrated a significant
effect against critical processes in tumor progression such as colony formation,
migration, or the ability of CSCs to form spheres. In vivo assays demonstrated
the efficacy of selenite (alone and in combination with GMZ) to increase
survival and to significantly reduce tumor volume and the expression of
markers related to tumor aggressiveness and progression. Therefore, sodium
selenite should be considered as a promising antitumor agent against
pancreatic cancer, either alone or in combination with GMZ. However, future
studies will be necessary to determine its potential clinical applicability and the
plausibility of clinical trials.
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