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Resumen: El adenocarcinoma pancredtico (PDAC), que constituye el 90% de los
cdnceres de péncreas, es la cuarta causa mundial de muertes relacionadas al céncer.
Debido a sus caracteristicas moleculares y genéticas, PDAC pertenece al grupo de
tumores con mds resistencia al tratamiento quimioterdpico. En la actualidad, las
opciones terapéuticas disponibles incluyen la cirugia, la radiacién, la quimioterapia,
la inmunoterapia y drogas dirigidas. Sin embargo, la mayoria de los tratamientos son
paliativos, con el objeto de disminuir los sintomas relacionados con la enfermedad. Por lo
tanto, nuestro objetivo es evaluar el efecto de un compuesto glicosilado, la hidroquinona-
rutindsido, sobre células tumorales pancredticas primarias con el fin de buscar mayor
efectividad de los tratamientos quimioterdpicos actuales. Encontramos que la utilizacién
de glicocompuestos como segunda linea de

El adenocarcinoma pancredtico (PDAC), que constituye el 90% de los cdnceres de
pancreas, es la cuarta causa mundial de muertes relacionadas al cincer. Debido a sus
caracteristicas moleculares y genéticas, PDAC pertenece al grupo de tumores con mas
resistencia al tratamiento quimioterdpico. En la actualidad, las opciones terapéuticas
disponibles incluyen la cirugfa, la radiacién, la quimioterapia, la inmunoterapia y
drogas dirigidas. Sin embargo, la mayoria de los tratamientos son paliativos, con
el objeto de disminuir los sintomas relacionados con la enfermedad. Por lo tanto,
nuestro objetivo es evaluar el efecto de un compuesto glicosilado, la hidroquinona-
rutindsido, sobre células tumorales pancredticas primarias con el fin de buscar mayor
efectividad de los tratamientos quimioterdpicos actuales. Encontramos que la utilizacién
de glicocompuestos como segunda linea de terapia mejora significativamente el efecto
antitumoral de la gemcitabina. Estos resultados sugieren un potencial interés en
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la utilizacién de compuestos glicoconjugados como terapias complementarias a los
tratamientos estandares contra el cdncer.

Palabras clave: Adenocarcinoma pancredtico , hidroquinona , proteina de membrana de
vacuola 1 , aspirvacidn con aguja fina , biopsia .

Abreviaturas

PDAC: Adenocarcinoma pancreitico.

HQ: Hidroguinona.

VMP1: Vacuole-membrane protein 1.

PAAF: Puncién aspirativa con aguja fina.

El adenocarcinoma pancredtico (PDAC) involucra el 90% de los
tumores que afectan el pdncreas. EIPDAC es uno de los tumores malignos
con peor prondstico, con un estimativo de 367.000 nuevos casos en el

mundo durante 2015, y con 359.000 muertes en ese mismo ano. L El
cdncer de pancreas actualmente constituye la cuarta causa de muerte por
céncer en los paises desarrollados, sin embargo, si no se produce un avance
en las terapias utilizadas, se cree que la enfermedad llegara a ser la segunda

causa de muerte en la proxima década. * La razén de este grave prondstico
se relaciona en parte con la insensibilidad a la quimioterapia, radioterapia
e inmunoterapia. Ademds, los signos y sintomas del PDAC aparecen en
la tltima etapa de la enfermedad, por lo que la mayoria de los pacientes se
presenta con estadios avanzados del tumor al momento del diagnéstico.
Asi, aunque la reseccién quirturgica ha demostrado tasas de supervivencia
de hasta el 40%, el 85% de los pacientes con PDAC no son elegibles para
cirugfa.> Del 15% que es sometido a cirugfa, el 85% presenta relapso
tumoral, #5678

La autofagia es un proceso de degradacién de componentes
citoplasmaticos altamente conservado, que sirve como un mecanismo de
supervivencia en condiciones de ayuno.” '* La autofagia ocurre a nivel
basal en la mayor parte de los tejidos y contribuye al recambio rutinario

de los componentes citoplasmaticos. Esta implicada en el desarrollo, la

diferenciacién y la remodelacién de tejidos en distintos organismos. '

2 El rol de la autofagia en la salud y la enfermedad ha sido descripto
como un arma de doble filo, debido a que se encuentra relacionada
tanto con la sobrevida como con la muerte celular.13 Esta decisiéon
depende del estado de la carcinogénesis, del contexto célula/tejido, de
las caracteristicas moleculares de la célula blanco y de la naturaleza del
estrés, 141516 Yang y col. han demostrado que la autofagia esta activada
constitutivamente en tumores que presentan la mutacion Kras. El Kras
se encuentra activado en casi todos los tumores pancredticos, incluidos
los tres tipos de lesiones precursoras del PDAC descriptas: PanINs
(pancreatic intraepithelial neoplasias), neoplasias papilares mucinosas
intraductales y neoplasias quisticas mucinosas. '’ La inactivacién genética
o farmacoldgica de la autofagia impide la tumorigenesis mediada por Kras.
Previamente hemos demostrado que Kras induce la expresion de VMP1
(vacuole membrane protein 1) en células de cdncer de pancreas. VMP1

209



Acta Gastroenteroldgica Latinoamericana, 2019, vol. 49, nim. 3, Septiembre, ISSN: 0300-9033 / 2429-1119

se expresa tempranamente durante numerosas patologias, incluyendo la

diabetes mellitus, los procesos inflamatorios del pdncreas (pancreatitis) y

el cancer de pancreas. ' 1

Los flavonoides son compuestos fendlicos con un grupo funcional

benzopirénico. ** La hesperidina (hesperetin 7-O-rutinésido), que
se encuentra en plantas del género citrus, estdi compuesta por la

aglicona hesperetina y el disacdrido rutinosa (6-O-a-L-ramnopiranosil-

b-D-glucopiranosa). > > > Se ha demostrado que tiene actividades
farmacolégicas, incluyendo antioxidantes, vasoprotectoras, y efectos
antitumorales, 2425 26:27.28,29,30,31

La sintesis enzimdtica de enlaces glicosidicos ha sido objeto de estudio
durante més de 60 afios y se han desarrollado diferentes estrategias
que evitan o complementan la sintesis quimica, que generalmente

requiere multiples etapas de proteccién y desproteccién para obtener
los oligosacaridos deseados.** En la naturaleza, las glicésido transferasas
(GT) son los principales catalizadores para la sintesis de uniones
glicosidicas. Sin embargo, debido a dificultades en su expresién y
purificacién, sumado al elevado costo econémico para su obtencién,
sus aplicaciones son restringidas. Una alternativa es utilizar enzimas
glicésido hidrolasas (GH) como catalizadores de enlaces glicosidicos, ya

que son mas abundantes, féciles de obtener y presentan amplio rango de

especificidad, ademas de ser mds econdmicas. 3

En nuestro laboratorio se aisl y caracterizé una GH, denominada
6-O-a-ramnosil-b-glucosidasa proveniente del hongo Acremonium sp.
DSM 24697. Esta enzima es capaz transferir el disacérido rutinosa, desde
la hesperidina a diversos aceptores hidroxilados, como por ejemplo la

hidroquinona. 3% 35 B este trabajo nos propusimos evaluar el efecto
del rutinésido de hidroquinona sobre células tumorales pancredticas
primarias.
Métodos

Muestras tumorales

Los protocolos a utilizar para la obtencién de las muestras de los tumores,
los criterios de inclusion y exclusion de pacientes en el estudio, y los
modelos estadisticos a utilizarse fueron aprobados por el Comité de
Etica e Investigacién Independiente Patagénico (CEIP). Las muestras
tumorales se obtuvieron a partir de PAAF (punciones aspirativas con
aguja fina) guiadas por ecoendoscopia (EE) a partir de pacientes con
diagnéstico de cdncer de pancreas sin haber recibido tratamiento previo
a la puncién. Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica
Independiente Patagénico.
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Criterios de eleccion de los pacientes

Criterios de inclusién: pacientes mayores de 18 anos con sospecha de
tumor o diagnéstico que conducenaun procedimiento quirdrgicooauna
ecoendoscopia.

Criterios de exclusién: toda persona en situacién de urgencia, o adulto
sujeto a una medida de proteccién legal o toda aquella persona incapaz de
dar su consentimiento, o diagndstico final diferente a PDAC.

Se realizd el estudio del pancreas con un ecoendoscopio lineal
(UCT-140 ALS; Olympus, Tokyo, Japén). Las lesiones tumorales
fueron punzadas con agujas de 22 Gauge (EchoTip; Wilson Cook,
Winstom Salem, NC, EE.UU.) (Expect; Boston Scientific, Burlington,
MA, EE.UU.). Luego de retirar el estilete y aplicar succién anexando una
jeringa (20 cc con presién negativa), la aguja al vacio realizé al menos 20
pasajes dentro de la lesion, aplicando la técnica de fanning. Se retir6 la
aguja y el estilete fue reintroducido, el primer material protruido se posé
sobre porta-vidrios y se fij6 en alcohol 96% (citologfa). Luego con una
jeringa con solucién fisioldgica se recuperé el material aspirado en un tubo
con liquido de preservaciéon (BD CytoRich Red Preservative, destinado
para el cultivo de células). Se realizé otra puncién repitiendo los mismos
pasos, dichas muestras se recuperaron, se fijaron en formol al 10% vy se
enviaron para estudio de anatomia patoldgica.

Cultivo celular

Dentro de un cuarto de cultivo seguridad 2 las muestras tumorales fueron
tratadas de la siguiente manera: centrifugacion de la pieza a 1200 rpm/
7 minutos a R/T. Luego se resuspendié el pellet obtenido en 3 mL
de colagenasa (1 mg/ml) (Sigma) y se incubd a 37°C en bano marfa.
Luego de 10’ de incubacidn, las muestras se centrifugaron a 700 rpm 4 a
temperatura ambiente (R/T). Se resuspendié el pellet celular en Sml de
Tapdn de lisis para glébulos rojos (1 x RBC Lisis Buffe, eBiosciences). Se
agitaron suavemente 5’y se centrifugaron a 700 rpm 4’ R/T. Finalmente
se resuspendié el pellet en Medio DMEM F10 (Invitrogen) en una placa
previamente cubierta con una matriz extracelular. Incubar las células a
37°C en un ambiente con 5% de CO2.

Cada cultivo primario se mantuvo en medio de cultivo completo hasta
la aparicién de confluencia, que varié de 15 dias a 30 dias, segin el tumor.
Cuando las células alcanzaron un 70% de confluencia, se trataron con
alfazima (PAA LAboratories) durante 20’. Este tratamiento permiti6 la
eliminacién de células estromales, obteniendo un cultivo primario de
células tumorales mayormente.

211



Acta Gastroenteroldgica Latinoamericana, 2019, vol. 49, nim. 3, Septiembre, ISSN: 0300-9033 / 2429-1119
Histologia

Las muestras tumorales fueron embebidas en parafina 4% y tenidas con
hematoxilina y eosina (H&E) y analizadas con un Microsopio Nikon
E200 trinocular acoplado a camara digital.

Extraccion y puriﬁmcio’n de RNA

La extraccién del RNA de cultivos celulares se realizé con el reactivo
Trizol (Invitrogen). Las células se crecieron en un multiwell de 6 y luego se
les realizé el tratamiento deseado. Para la purificacion del RNA se lavaron
las células con PBS, se agregd 1 ml de Trizol por well y se pipeted para
levantar las células. Luego se pasé el contenido de cada well a un tubo de
1,5 ml, en donde se agregaron 0,2 ml de cloroformo. A continuacidn, se
centrifugé a 12.000 xg durante 15 min a 4°C. Se transfirié la fase acuosa
a un nuevo tubo en donde se agregaron 0,5 ml de isopropanol. Se dejé
incubando 10 min y después se centrifugé a 12.000 xg por 10 min a 4°C.
El pellet de RNA obtenido luego de la centrifugacion se lavé con etanol
75%, se centrifugd nuevamente y se suspendié en agua. Se determinaron
las concentraciones de RNA midiendo la absorbancia a 260 nm. Para
chequear su calidad se realizé una corrida en gel de agarosa y se visualizd
por tincién con bromuro de etidio.

RT-PCRy Real-Time RT-PCR

Se utilizaron 2 pg del RNA purificado y se trataron con 1 pl de RNase-free
DNase I (Invitrogen) en un volumen final de 10 pl conteniendo buffer
de RNAsa 1X. Se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente
y luego se incub6 a 65°C durante 10 min. A continuacién, se incubaron
los 10 pl del tratamiento DNAsa con 100 nM random primers (N6) a
70°C durante S min. A continuacion, se utilizé la mezcla de RNA mas
random primersy se agregd 1 mM dNTPsy 1 ul de la enzima transcripasa
reversa MMLV (Promega) en un volumen final de 20 pl conteniendo
buffer MMLV 1X. La mezcla se incub6 a 25°C durante 5 min y luego
a 37°C durante 1 hora. Para la reaccién de PCR se utilizaron 0,5 pl de
reaccién de RT en una mix con 200 uM dNTPs, 4 mM MgCl2, 200 nM
de primer Foward y Reverse y 1 pl de la enzima Go Taq (Promega) en
un volumen de 25 pl conteniendo buffer Go Taq 1X. Las condiciones
de la PCR y los primers utilizados fueron desarrollados en la subsede de

fisiopatologia del IBIMOL.
Sintesis de compuestos

Hidroquinona (HQ) (benzene-1,4-diol) fue obtenida de Sigma-Aldrich
(St. Louis, EE.UU.). HQ- rutindsido fue sintetizada enzimdaticamente a
30°C durante 24 hs en buffer fosfato de sodio 50 mM pH 6. La mezcla
de reaccién contenia: 1,8 mM de hesperidina, 1,8 mM de HQ, 0,02 U
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ml-1 de 6-O-a-ramnosil-b-glucosidasa, y 2%v/v de DMSO. La reaccién
se finalizé en bafio maria hirviente a 100°C por 10 min Los productos
de la reaccién fueron purificados utilizando la columna Sephadex LH20
(1,5 x 150 cm; flujo 0,1 ml min-1). El producto de tranglicosilacién

fue identificado mediante resonancia magnética nuclear (RMN) como 4-
hidrofenil b-rutinésido (HQ-rutindsido).

Curvas de viabilidad

Laquimiosensibilidad se evalué realizando cruvas de proliferacion celular.
5x103 células por pocillo fueron plaqueadas en una multiplaca de 96
pocillos en SFDM. 24 hs después el medio fue suplementado con 200
uM de Gemcitabina (Lilly), y se incubaron por 4 h. Luego, se adicionaron
dosis crecientes (0 a 1000 pM) de HQ-rutindsido y a las 24 h se
evalud la citotoxicidad. Cada experimento se realizé por duplicado. La
proliferacién celular se estimé luego de la incubacién con el agente
PrestoBlue (Life Technologies) por 3 h, segtin protocolo del manufactor.

Andlisis estadisticos

Los datos fueron expresados como la media + ES (error esténdar). Se
realizé un andlisis de varianza (ANOVA) factorial para comparar las
muestras. Las diferencias se consideraron significativas cuando *p < 0,05;
**p < 0,01 vs. control o § p < 0,05; §§ p < 0,001 vs. GEM.

Resultados
Datos clinico-patoldgicos de los pacientes

Enla Tabla 1 se detallan las caracteristicas de los pacientes y la evolucién
del tumor. La Figura 1 muestra la histologia de los tumores. El tumor 1
presentd una diferenciacion glandular y algunas formas tubulares. En la
foto del tumor 2 observamos un estroma desmopldsmico y formaciones
glandulares.
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Tabla 1.
Historia clinica y caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes.
Edad Factores Comienzo Patologia Estadio Sobrevida Sobrevida  Evolucion
Tumor (afios) de riesgo  de sintomas (TNM) sin recidiva/ global global
/sexo progresion
1 T Tabaq. Icteria y dolor Céancer de pancreasnore-  pT3N1MO 1 mes 2 meses Deceso

de 4 meses secable situado en la por-

de evolucion cion cefalica, con invasién
de la arteria hepéatica con
extension hacia retroperi-
toneo

2 B62/F Tabaqg. Icteria de 1 mes  Cancer de pancreasnore-  pT3N1MO 3 meses 8 meses Deceso
de evolucion secable situado en la por-
cion cefdlica, con invasion
del tronco mesentérico-
porta.

Tumor 1

Figure 1.
Hematoxylin-Eosin staining of the tumors obtai- ned by
Echoendoscopy. (4) Tumor 1; (B) Tumor 2; (HE, 1000X).

Establecimiento de lineas tumorales pancredticas

Con el fin de corroborar la tumorigenicidad de las lineas celulares
primarias, realizamos la caracterizacién del estado mutacional de Kras por
PCR (121). Los resultados de PCR fueron seguidos por la secuenciacién
del ADN. Ha sido previamente publicado que la mutacién de Kras se
encuentra entre el 75-95% de los adenocarcinomas pancredticos. Las
lineas celulares estudiadas portaron la mutacién Kras, en el cromosoma
12, ex6n 1 anivel de los codones 12 (mutacién mds frecuente). Las formas
mutadas contienen GAT (4cido aspértico) y GTT (valina) (Tabla 2). La
presencia de estas mutaciones en las lineas celulares establecidas indica el
origen epitelial de un proceso tumoral pancredtico.
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Tabla 2.

Secuenciacion del estado de Kras de las dos lineas celulares primarias (LT1
y LT2). Se observa que en ambos tumores Kras se encuentra mutado.

Nombre

Morfologia ~ Secuenciamiento Codén  Estado
celular Kras

LM
LT2

Redondeada G(G=>ATGGC 12 mutado

Prismatica G(G>A)TGGC 12 mutado

Expresién de VMP1 en las lineas tumorales

Se ha descripto la presencia de VMPI, proteina involucrada en las
primeras etapas del proceso autofdgico en lineas celulares establecidas.
VMPI es una proteina de estrés, que se expresa luego de someter a las
células a un estrés como pancreatitis o cancer de pncreas.

Con el objetivo de evaluar la expresion de VMP1 en las lineas celulares
establecidas a partir de muestras humanas, se determiné la expresién
del mRNA de VMP1 en las lineas tumorales y se la comparé con la
expresién en células HelLa utilizando la técnica de RT-PCR Real Time.
Como control interno se amplificé la b-actina. Los niveles de mRNA
de VMP1 fueron relativizados al mRNA de b-actina. Los resultados
mostraron que la expresion basal del mRNA de VMPI de las células
tumorales pancredticas es significativamente mayor que el de las células
HeLa (Figura 2). Estos resultados sugieren que las células primarias
de céncer pancredtico podrian presentar mayores niveles de autofagia,
indicados por una mayor expresion de la proteina VMP1.

Expresion relativa mRNA VMP1

6

ik

LT LT2 Hela

Figura 2.

ElmRNA de VMP1 fue evaluado mediante RT- PCR Real Time. Se observé que
la expresion de VMPI es mayor en las lineas celulares primarias (LT1 y LT2)
proveniente de tumores pancredticos. **p < 0,001 versus células control HeLa.
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Evaluacion de la quimiosensibilidad de las lineas tumorales

Se analizé la sensibilidad de las células de cancer pancredtico primarias
al tratamiento con gemcitabina. Las lineas celulares primarias fueron
tratadas con 200 uM de gemcitabina. Luego de 4 horas, se adicionaron de
0 a 1000 uM de HQ-rutindsido y a las 24 h se evalud la citotoxicidad y
se determind el porcentaje de células viables. En la Figura 3A se detalla
la estructura quimica de la HQ-rutinésido sintetizada enzimdticamente.
Luego del tratamiento con HQ-rutindsido por 24 h, observamos que
la administracién de 15 uM HQ-rutinésido combinado con 10 uM
gemcitabina afectd significativamente la sobrevida celular comparada con
el tratamiento con gemcitabina tnicamente. Podemos concluir que el
efecto citotdxico de un glicocompuesto como segunda linea de terapia a
la gemcitabina mejora significativamente la efectividad del tratamiento
contrael PDAC.

Control GEM HQ-rutinésido + GEM

o
S

=]
3

@
=1

£
B
2 60 - : : H
£ H o
£ 40 $ * %
20
§§ §§ §§
0
0 0,001 0,0015 0,25 1 5 15 100 200 1000
HQ+rutindsido (uM)
Figura 3.

A) Estructura de la HQ-rutindsido sintetizada enzimdticamente. B) Lineas tumorales primarias
humanas de PDAC tratadas con diferentes dosis (0 a 1000 uM) de HQ-rutindsido y 200 uM
gemcitabina (GEM). Se compard con células sin tratar (control) y tratadas solo con 200 uM GEM. E[
porcentaje de viabilidad se obtuvo por absorbancia a 490 nm. Cada punto representa duplicados (£
SD). *p < 0,05; **p < 0,001 versus células control; § p < 0,0, §§ p < 0,001 vs. tratamiento con GEM.

Discusion

El cincer de pancreas es una de las enfermedades mds letales en el
mundo, y debido a su mal prondstico se necesita un tratamiento mds
efectivo. Las causas del PDAC son atin desconocidas, y muchos pacientes
con PDAC se encuentran en un estadio avanzado de la enfermedad
en el momento de ser diagnosticados. Aun si el tumor es resecado, la
recuperacién postoperatoria es insatisfactoria, y el pron(')stico contintia
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siendo pobre. La gemcitabina, un nucledsido anilogo de base, es el
tratamiento que se utiliza en la actualidad para el PDAC. Sin embargo,
debido a la alta resistencia a la gemcitabina que presentan las células
tumorales pancredticas, se requiere el descubrimiento de agentes que
aumenten la sensibilidad a la droga, buscando mejorar el prondstico del
PDAC.*

Desarrollamos una estrategia en la que biopsias de tumores de pdncreas
provenientes de 2 pacientes fueron recolectadas y sus células fueron
mantenidas en cultivo primario. Este cultivo nos permitié analizar la
sensibilidad a la gemcitabina de los dos tumores y ensayar nuevas drogas
como segundo tratamiento. Metodoldégicamente, debe destacarse que
fuimos capaces de obtener muestras provenientes de PAAF-EE. Esta
estrategia es importante ya que nos permite pensar en aplicaciones
clinicas, dado que si se pueden cultivar células a partir de PAAF-EE
accedemos a la posibilidad de realizar una biopsia del tumor, estudiar la
sensibilidad de las células tumorales a las drogas y de esta manera aplicar
un tratamiento personalizado.

Estudiamos ademads la expresién del RNA del gen VMP1 por RT-PCR,
y observamos un aumento de la expresién de este gen en células tumorales
pancredticas. Estudios previos experimentales en que se muestran que la
expresion de VMP1 en células tumorales se relaciona con la resistencia

tumoral.?”*® Estos datos de expresién aumentada de VMP1 en las células
de tumores portando Kras oncogénicos puede sugerir un rol de esta
proteina en la resistencia de las células al tratamiento.

Por otro lado, estudiamos la sensibilidad al tratamiento de las células
tumorales provenientes de biopsias humanas. Obtuvimos un perfil de
resistencia asociada al tratamiento. Observamos que la IC50 de la

gemcitabina fue cuando se utilizé 200 uM de droga. ¥ Notablemente,
la IC50 de gemcitabina disminuyé a 5 uM luego del tratamiento con
una segunda linea de terapia, como HQ-rutindsido. Este resultado sugiere
que el tratamiento con HQ-rutinésido mejora significativamente la
efectividad de la gemcitabina para el tratamiento de PDAC. A pesar de
las numerosas investigaciones y los esfuerzos realizados en los ultimos
afos, las estrategias convencionales para el tratamiento de diversos tipos
de cancer, incluyendo la cirugfa, radioterapia, quimioterapia, han tenido
un impacto moderado en el prondstico de los tumores y en especial
en los cdnceres gastrointestinales. La mayor parte de los medicamentos
comercializados presentan la gran desventaja de no tener sistemas que
los dirijan al érgano o tejido blanco, de manera que gran parte del
firmaco que se mantiene circulante en el torrente sanguineo incrementa
los efectos secundarios causando toxicidad en los pacientes. Una estrategia
interesante de direccionamiento la constituyen las moléculas glicosiladas
debido a la alta especificidad de la interaccién con los carbohidratos y
la amplia gama de receptores celulares a los que pueden ser dirigidos de
manera especifica, permitiendo la administracién selectiva de firmacos en
los sitios activos deseados. ** Por otro lado, la glicosilacion de moléculas
bioactivas puede modificar su farmacocinética y modular su toxicidad.
Se demostrd que no solo es importante el numero de residuos, sino
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también el tipo de azticar que es adicionado para producir efectos sobre
la toxicidad, actividad bioldgica o sobre la solubilidad de la molécula
original. 41 Esro resulta de interés, ya que el perfil de sensibilidad puede
detectar el porcentaje de células resistentes a las drogas, y por tanto servir
como herramienta en la seleccion de la segunda linea de terapia.

En conclusién, en este trabajo mostramos que es posible realizar
cultivos primarios de muestras obtenidas por PAAF-EE. Aunque
promisorios, estos resultados demuestran la posibilidad de obtener una
muestra en la que podria predecirse la sensibilidad de las células tumorales
al tratamiento. Asimismo, el modelo de estudio, utilizando muestras
de tejido tumoral humano, nos da la posibilidad de detectar proteinas
que servirian como marcadores de resistencia. Finalmente, describimos
una segunda linea de terapia promisoria para el tratamiento del PDAC
a utilizarse en combinacién con gemcitabina. Estos resultados sugieren
la posible utilizacién de compuestos glicoconjugados como terapias
complementarias contra el cincer de pancreas.
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