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1. RESUMEN

Actualmente el desarrollo de fdrmacos en oncologia es un proceso poco eficiente.
Una de las razones de estos bajos niveles de éxito radica en el uso rutinario de cultivos
celulares en 2 dimensiones para los ensayos pre-clinicos. Este tipo de cultivos carecen de
la organizacion celular que si se da en el tejido natural en 3D, asi como de los gradientes
metabdlicos o los procesos de sefializacién y secrecidn celular. Por estas razones, el efecto
gue pueda tener un compuesto sobre un cultivo celular en 2D tiene una baja capacidad de
prediccidn del efecto real del compuesto in vivo. Por el contrario, los resultados obtenidos
de ensayos realizados con cultivos en 3D han demostrado una mayor correlacién con la
respuesta clinica real, especialmente en el campo de la oncologia, ya que es posible recrear

de una manera mas fiel la morfologia y el microambiente natural del tumor.

En este trabajo se realizaran ensayos con 6 compuestos de uso clinico rutinario
sobre lineas celulares de cancer de colon, mamay pulmén con el fin de comprobar el efecto
diferencial de las dos técnicas (2D y 3D). Asimismo, de manera complementaria se realizara
un cribado de una coleccién de 1920 compuestos. Con el fin de valorar la idoneidad de los
mismos como posibles agentes terapéutico, se llevan a cabo ensayos de viabilidad en 2D y
en 3D, ademas de ensayos para evaluar el impacto del farmaco sobre la capacidad

formadora de esferas de las células presentes en el cultivo.

2. INTRODUCCION

El cdncer es una de las principales causas de muerte en el mundo. En el afio 2012 se
detectaron 14,1 millones de casos nuevos y 8,2 millones de muertes a causa de esta
enfermedad. Los cdnceres mas cominmente diagnosticados fueron de pulmén, de mama
y colorrectal, siendo el primero ademas el de mayor mortalidad. (Ferlay et al., 2014) El
ultimo informe publicado por la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer
sobre la situacidn actual mundial de esta enfermedad prevé una incidencia y mortalidad en
2018 de 18,1 millones de nuevos casos diagnosticados y de 9,6 millones de muertes. Este
informe confirma que, independientemente del sexo del paciente, el cadncer de pulmén es
el mas frecuente y la causa principal de muerte por cancer. Muy cerca en el porcentaje de

incidencia estarian el cdncer de mama femenino, el cancer colorrectal y el cancer de



prostata. Sin embargo, el que mayor nimero de muertes causa, Unicamente después del

cancer de pulmon, es el cancer colorrectal (Figura 1) (Bray et al., 2018).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad de los tipos predominantes de cdncer. (The Union for International
Cancer Control, 2018)

En términos generales, actualmente no es posible conocer con exactitud el origen
de la aparicién del cancer. Sin embargo, se han relacionado ciertos factores de riesgo que
pueden aumentar la posibilidad de una persona de sufrir la enfermedad, siendo algunos de
ellos incontrolables, como la edad o los antecedentes familiares. Con el fin de identificar
estos factores de riesgo se realizan estudios epidemioldgicos, en los cuales se examinan y
comparan grandes numeros de pacientes y personas sanas. Cabe destacar que un estudio
por si solo no prueba que un comportamiento o una sustancia sean la causa de la
enfermedad, pero si cuando un elevado niumero de ellos asocian de manera semejante un
posible factor de riesgo y una mayor incidencia de cdncer, y mas cuando existe un posible
mecanismo que lo explique. Algunos de los factores de riesgo que mas se han estudiado
son el alcohol, el tabaco o la exposicién por encima de lo recomendado a luz solar u otros

tipos de radiacion (National Cancer Institute, 2015).

Mas concretamente, se han realizado estudios epidemiolégicos para encontrar
factores directamente involucrados en la tumorigénesis. Entre otros, se ha demostrado un
vinculo entre los habitos de nutricién poco saludables, el tabaquismo y el consumo de
alcohol y el aumento del riesgo de incidencia (Gallegos-Hernandez, 2006). Ademas, hay

factores genéticos que se han asociado a ciertos tipos de cancer, como la mutacién de los
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genes BRCA1 y BRCA2 en el cancer de mama (Modan et al., 2001) o como el virus del

papiloma humano relacionado con el cancer cervical (Galani et al., 2009).

En la actualidad, aunque existe un mayor control sobre los factores de riesgo ya
mencionados y se han puesto medios para una deteccién mds temprana y mejoras en el
tratamiento, las tasas de mortalidad de esta enfermedad siguen siendo muy elevadas
(Torre et al., 2016). Esto puede explicarse por dos motivos fundamentales, uno relacionado
con la propia biologia de la enfermedad y otro con la tecnologia utilizada en el desarrollo

de nuevos farmacos.

Desde el punto de vista del desarrollo tumoral, en las Ultimas dos décadas el modelo
de desarrollo tumoral de las Células Madre Tumorales ha adquirido gran relevancia. Este
modelo propone que los tumores, como ocurre en el desarrollo del tejido, se organizan
jerarquicamente y que una pequeiia porcion de células no diferenciadas con capacidad de
renovacion automatica, las células madre cancerosas (CSC, Cancer Stem Cells en sus siglas
en inglés), mantienen el crecimiento del tumor a lo largo de su desarrollo (Eun et al., 2017).
Ademas, estas células dotarian al tumor de una mayor resistencia a una gran variedad de
tratamientos quimio y radioterapicos (Amaya et al., 2015; Batlle et al., 2017; Krause et al.,
2017). Estas células se aprovechan de muchas de las propiedades innatas a cualquier tipo
de célula madre, como su relativa inactividad, su alta capacidad de auto-renovacién o su
gran capacidad de reparacion del ADN y resistencia a la apoptosis, para, ademas de con sus
propios mecanismos como la expresién de varios transportadores ABC, eludir el efecto del
tratamiento y sobrevivir (Dean et al., 2005). De esta manera, aunque un tratamiento
muestre inicialmente un aparente éxito en la remisidén de la enfermedad, estas células
madre tumorales evaden el tratamiento y, en un periodo de tiempo variable, vuelven a
desarrollar el tumor. Por tanto, a la hora de buscar farmacos eficaces deberian
seleccionarse, ademas de aquellos que muestren un efecto sobre la totalidad de tumor,

otros farmacos especificos que afecten a la sub-poblacién de CSCs.

En segundo lugar, puede considerarse el uso de ensayos in vitro biolégicamente
poco relevantes en las fases iniciales del desarrollo de farmacos como uno de los principales
motivos de fracaso en el desarrollo de nuevas terapias. Los ensayos in vitro basados en
cultivos en monocapa celular (2D) han demostrado ser altamente artificiales en

comparacion con los sistemas fisiolégicos (3D), dando lugar a un gran nimero de falsos

5



positivos (Imamura et al., 2015). Las diferencias observadas en la potencia y la eficacia de
los fdrmacos contra el cancer en los cultivos 3D sugieren que son modelos mds relevantes
para seleccionar los mejores candidatos de farmacos en los estudios preclinicos

(Nirmalanandhan et al., 2010).

La existencia de estas CSCs se probd por primera vez en el contexto de la leucemia
mieloide aguda (LMA)(Bonnet et al., 1997). Afios después, este principio se extendio al
cancer de mama (Al-Hajj et al., 2003) y al glioblastoma (Singh et al., 2003), demostrando
gue una sola célula caracterizada como CSC era capaz de formar un nuevo tumor similar al
tumor original al ser inyectadas en ratones. Estos y otros experimentos han revelado las
dos propiedades fundamentales de las CSC, su capacidad pluripotente y de auto-renovarse.
Asi pues las CSCs poseen el potencial de auto-renovarse y dar lugar a células no solo de
fenotipo similar sino también células cancerigenas fenotipicamente diversas (Pardal et al.,

2003).

Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con las células madre somaticas
presentes en los drganos, las CSCs realizan estos procesos de una forma anormal y poco
regulada. Es mds, en algunos casos las células madre cancerosas surgen a partir de
mutaciones de las células madre, manifestandose en forma de tumores gracias a dicha
capacidad de auto renovacion y diferenciacidon (Reya et al., 2001; Taipale et al., 2001).
Algunas de estas rutas mutadas son por ejemplo, WNT en células madre hematopoyéticas,
del epitelio intestinal o del sistema nervioso central (Korinek et al., 1998; Chenn et al., 2002;
Willert et al., 2003; Reya et al., 2003), Sonic Hedgehog (SHH) también en células madre del
sistema nervioso central asi como en células granulares del cerebelo (Wechsler-Reya et al.,
1999; Lai et al., 2003), Notch en células madre hematopoyéticas y del epitelio mamario
(Varnum-Finney et al., 2000; Chepko et al., 2003), PTEN en células madre neurales (Groszer

et al., 2001) y BMI1 en células madre hematopoyéticas (Park et al., 2003).

Por tanto, a la hora de buscar nuevos tratamientos contra el cancer, seria necesario
disefiar terapias dirigidas a las CMTs (Amaya et al., 2015). Como se muestra en la figura 2,
las terapias que eliminan, inducen la diferenciacién o previenen la metastasis de las células
madre del cancer (gris) lograrian una regresién del tumor primario (Siclari et al., 2010), sin
embargo, no curaran al paciente a medio largo plazo debido a que una pequeiio proporcion

de CMTs resistentes permaneceran vivas y eventualmente el tumor reaparecera (Pardal et
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al., 2003). Actualmente, hay algunos compuestos anti-CSC en fase de desarrollo como

Dencizumab (Anti-DLL4) e Ipafricept (OMG-54F28) (Smith et al., 2014; Jimeno et al., 2017).
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Figura 2. Implicaciones terapéuticas de las células madre del cancer (Pardal et al., 2003)

Desde el punto de vista técnico, uno de los problemas a resolver en oncologia sigue
siendo el desarrollo de farmacos activos de manera mas econdmica y eficaz. Este proceso
es largo y costoso ya que se requieren varias etapas, desde la identificacion del objetivo
hasta el descubrimiento y la optimizacidon del compuesto, la validacién preclinica y los
ensayos clinicos que culminan en la aprobacidn para su uso clinico (Imamura et al., 2015).
De hecho, la probabilidad de aprobacidon desde el descubrimiento preclinico al ensayo
clinico de fase | es mas baja para los farmacos oncolégicos (7%) que para los farmacos con
otras indicaciones (Hay et al., 2014). Teniendo en cuenta el alto costo y el consumo de
tiempo del desarrollo clinico de los medicamentos oncolégicos, se requieren urgentemente

mejores plataformas preclinicas para la seleccién de medicamentos.

Tradicionalmente, en la fase preclinica, la mayoria de los experimentos se llevan a
cabo en células cultivadas en dos dimensiones (2D) en superficies de plastico optimizadas
para el cultivo de tejidos. Sin embargo, existen evidencias convincentes que sugieren que
las células cultivadas en estas condiciones no fisioldgicas no son representativas de las
células que residen en el complejo microambiente de un tejido tumoral original, que crecen
en tres dimensiones (3D) (Breslin et al., 2013; Lovitt et al., 2014). Las principales ventajas
de los sistemas de cultivo de células 2D son su bajo coste y sencillez, la disponibilidad de
multiples ensayos bien caracterizados para la medida de distintos pardmetros o la
posibilidad de comprar resultados con la basta bibliografia disponible. Sin embargo,
también tienen grandes desventajas. Quizd la mas importante, como ya se ha mencionado

previamente, es que no son cultivos representativos de entornos celulares reales, ya que
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en el cuerpo humano las células crecen en contacto con otras células en tres dimensiones.
Ademas se pierden los componentes de la matriz extracelular, la interaccion de célula a
célula y de célula a matriz que son importantes para la diferenciacion, proliferacion y
funciones celulares in vivo (Mazzoleni et al., 2009). Esto conlleva baja capacidad predictiva
de los ensayos, siendo habitual el fracaso en las fases clinicas del desarrollo de farmacos
de compuestos que se evaluaron previamente como "activos" utilizando modelos basados

en lineas celulares cultivadas en 2D en ensayos pre-clinicos (Imamura et al., 2015).

Asi pues, en los ultimos afios se ha producido un aumento en la investigacién vy el
desarrollo de cultivos celulares en tres dimensiones, bioldgicamente mas relevantes que
los cultivos celulares en 2D. Los cultivos celulares en 3D pueden servir como una plataforma
alternativa rentable para el desarrollo de medicamentos, ya que muestran caracteristicas
mas cercanas a las complejas condiciones in vivo y por tanto han demostrado ser mas
realistas a la hora de trasladar los resultados de los estudios a las aplicaciones in vivo (Vinci

et al.,, 2012).

La tecnologia de cultivo celular en tres dimensiones ha alcanzado grandes niveles
de complejidad y sofisticacién, incluyendo cultivos con distintos tipos matrices
extracelulares, co-cultivos con varios tipos celulares distintos (Kapatczynska et al. 2018),
cultivos utilizando micro-ingenieria y micro-fluifica (organ-on-a-chip) (Gupta et al, 2016), o
cultivos ex-vivo utilizando xeno-injerto de células en ratones (Antoni et al, 2015). Sin
embargo, estos métodos pueden resultar altamente sofisticados y costosos para ser
utilizados en las fases iniciales de desarrollo de farmacos, donde se busca la capacidad de
testar un gran nimero de compuestos candidatos en ensayos que ofrezcan resultados
sencillos de procesar y que proporcionen informacién relevante. En este sentido, los
esferoides por agregacion de multiples esferas en suspensiéon son un método sencillo y
rapido para la evaluacidon de compuestos candidatos. Estos esferoides presentan 3 capas,
la necrdtica central, la inactiva interna y la proliferacién externa que imita el microentorno
de los tumores sélidos humanos. De este modo, existen una gran cantidad de similitudes
en la capacidad de respuesta al farmaco entre estos esferoides tumorales y los modelos
animales utilizados en las posteriores fases clinicas. Ademas, hay muchas caracteristicas
peculiares de las células cancerosas que crecen en condiciones de 3D y que son paralelas a

los tumores in vivo, particularmente en las primeras etapas del crecimiento del tumor antes



de la aparicién de la vascularizacion, como por ejemplo la baja tasa de proliferacién, que
facilita los estudios de toxicidad permitiendo el estudio de los efectos de los farmacos a

largo plazo (Ravi et al., 2015).

Ademas, estas técnicas de cultivo en 3D permite realizar ensayos funcionales para
medir el porcentaje de células madre tumorales dentro de una poblacién celular. El ensayo
de formacion de esferas permite medir el porcentaje de células madre tumorales presentes
en una poblacién de células, ya sea una linea tumoral comercial, células provenientes de
PDX (xenoinjertos derivados células del tumor de un paciente que han sido implantadas en
un ratén inmunodeficiente o humanizado), o una muestra directa de un paciente. En este
ensayo, una suspension celular es cultivada en placas de baja adherencia en un medio de
cultivo restrictivo. En este ambiente, solo las células madre tumorales son capaces de
sobrevivir y formar esferas. Por tanto, cuantificando el nimero de esferas en el cultivo
podemos estimar el porcentaje de células madre tumorales dentro del mismo (Gumuzio

Barrie, 2014).

Por otra parte, también es esencial en el descubrimiento de farmacos el cribado de
alto rendimiento (high-throughput screening, HTS sus siglas en inglés). Este es llevado a
cabo para determinar la posible actividad terapéutica de bibliotecas de un gran nimero de
compuestos quimicamente diversos en un Unico ensayo. Para ello se requiere un protocolo
estandarizado que genere rapidamente esferoides de tamafo homogéneo con gradientes
de difusidn y fisiologia celular similares en un formato de placa que sea facilmente accesible
para el posterior analisis bioquimico o celular (Ivascu y Kubbies, 2006). Ademas también es
importante que estos modelos en 3D, descritos con anterioridad, sean escalables. Con este
fin se sustituyen las placas habituales de 96 pocillos por otras de 384 pocillos que tienen
una capacidad de volumen inicial mayor, lo que supondra una reduccidon tanto en tiempos
de desarrollo como en costes. Sin embargo, la aplicacién del cultivo celular en 3D en HTS
sigue siendo en algunos casos un desafio, sobre todo en cuanto a la reproducibilidad, la
incorporacion a una configuracidon de deteccién automatica y la compatibilidad con los
métodos de ensayo y deteccidn disponibles (Montanez-Sauri et al., 2015; Ryan et al., 2016).
Tanto es asi que, actualmente, una gran parte de los HTS basados en células que se estan
llevando a cabo son realizados en 2D, factor que contribuye de nuevo a la alta tasa de

fracaso en el descubrimiento de farmacos (Langhans, 2018). Por todo esto, en un futuro



donde predominara la terapia personalizada, seria idédneo desarrollar un ensayo in vitro 3D
estandarizado y de alto rendimiento para evaluar la respuesta individual de los pacientes a

los distintos tratamientos.

En este trabajo se ha tratado de valorar el posible efecto diferencial sobre la
viabilidad celular que tienen 6 compuestos de uso clinico en oncologia sobre una Unica
esfera en 3D en comparacién con cultivos en 2D. Para ello se utilizan 3 lineas celulares de
cancer bien conocidas, BT474 (mama), CALU1 (pulmén) y HCT116 (colon). Concretamente,
se han empleado placas de baja adherencia de fondo redondo con recubrimiento hidréfobo
(el polimero no adherente poli-HEMA). La morfologia del fondo de los 96 pocillos genera
una falta de superficies de adhesién que, junto al efecto del polimero que propicia la
agregacion celular, hace que se produzca la formacién de esferoides (lvascu y Kubbies,

2006).

Asimismo, se ha realizado un cribado de un elevado nimero de compuestos para
su posible uso como terapéuticos antitumorales. Para ello se han utilizado placas de 384
pocillos para realizar ensayos de viabilidad en 2D y en 3D de 1920 compuestos. Se utilizaron
placas placas de fondo plano, permitiendo valorar ademas del efecto téxico sobre esferas
multi-celulares, el efecto especifico de los compuestos en la capacidad formadora de
esferas. Los resultados del cribado se validaron realizando ensayos de viabilidad en placas
de fondo plano de 96 pocillos para 12 compuestos seleccionados de la libreria de 1920
compuestos. Por ultimo, se realizé una segunda validacién con 4 de esos 12 compuestos
gue mostraron un efecto en la capacidad de formacién de esferas de los cultivos. Para ello
se realizaron ensayos de formacién de esferas en placas de 96 pocillos, cuantificando el

nimero y tamano de esferas.

3. OBJETIVOS

¢ Comparar los modelos de cultivo celular en 3D frente a los cultivos en 2D como
herramienta predictiva para el efecto de compuestos quimioterdpicos.
¢ Desarrollar un sistema de cribado de farmacos en cultivos celulares en 3D con el fin

de identificar aquellos susceptibles de ser empleados con fines terapéuticos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 LINEAS CELULARES

Para estos experimentos se emplearon 3 lineas celulares tumorales de uso comun
en investigacidn y en ensayos de deteccion de farmacos, la linea de cdncer colorrectal de
morfologia epitelial HCT-116, la linea de cancer de mama BT-474 vy la linea de cancer de

pulmén de células no pequeiias CALU-1.
4.2 CULTIVO CELULAREN 2D

Como medio de cultivo se utilizé DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco,
Thermo Fisher Scientific) para las lineas HCT-116 y BT474, mientras que para las CALU1 se
utilizé medio RPMI 1640 (Gibco, Thermo Fisher Scientific). En ambos casos el medio esta
suplementado con un 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-Glutamina y 1% de
antibidticos (penicilina y estreptomicina). Las células crecen en frascos de cultivo T25
(Corning, Thermo Fisher Scientific) y se mantienen a 37°C en una atmdsfera humidificada
de 95% de O,y con un 5% de CO;. Una vez se alcanza una confluencia del 60-80% se realiza
un pase. Para ello se retira el sobrenadante y se aclara la superficie con tampdn de fosfato
salino (PBS, en sus siglas en inglés) (Gibco, Thermo Fisher Scientific). A continuacion, las
células se despegan de la superficie de cultivo mediante la accion peptidasa del enzima
Tripsina (Gibco, Thermo Fisher Scientific), afnadiendo tripsina suficiente para cubrir toda la
superficie del frasco incubando las células con la tripsina a a 37°C durante 5 minutos. A
continuacion, se bloquea la accion enzimatica de la tripsina anadiendo el mismo volumen
de medio de cultivo con SFB y se centrifugan las células durante 5 minutos a 1500 rpm
(Hettich Lab Technology, Thermo Fisher Scientific). Por ultimo, se retira el sobrenadante y
se resuspenden las células en 1 mL de medio de cultivo y se procede al contaje celular. Para
ello se utiliza una cdmara de Neubauer (BOECO, IMLAB) donde se introducen 10 pL de una
dilucién 1:10 de la suspensidn celular con azul de tripano (Thermo Fisher Scientific),

colorante de viabilidad que nos permitira diferenciar células vivas de las muertas.
4.3 ANALISIS DE MICOPLASMAS (PCR)

Los micoplasmas son los organismos que pertenecen a la clase bacteriana

Mollicutes, y por ello carecen de pared celular y presentan un genoma extremadamente
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basico, por lo que deben funcionar como parasitos para satisfacer sus exigencias
energéticas y de biosintesis explotando las células huésped para sobrevivir. Ademas, dada
su falta de pared celular, son resistentes a muchos antibiéticos cominmente empleados
en cultivos celulares, como la penicilina y la estreptomicina. La contaminacion de un cultivo
celular por micoplasmas no se puede visualizar a simple vista ni si quiera con microscopios
electrénicos debido a su pequefio tamafio y a que no genera la turbidez tipicamente
asociada con la contaminacion bacteriana o fungica (Armstrong et al., 2010). Debido a esto
su deteccidn se realiza a través de una PCR realizada con el kit comercial VenorGem
OneStep (Minerva Biolabs). Los efectos de una contaminacion de este tipo sobre un cultivo
celular pueden alterar la sintesis de ADN, ARN y proteinas, disminuir los niveles de
aminoacidos y ATP, introducir alteraciones cromosémicas, ademas de afectar a la expresidn
de cientos de genes, incluidos algunos que codifican receptores, canales iénicos, factores
de crecimiento y oncogenes, e incluso modificar los antigenos de la membrana plasmatica
de las células huésped (Miller et al., 2003). El programa introducido en el termociclador de
PCR (Thermo Fisher Scientific) se muestra en la tabla 1. A continuacion se prepara un gel
de agarosa al 1.5%. Se introducen 5 pL del producto final de la PCR (de la muestra, del
control negativo y del control positivo) mezclado con tampdén de carga con azul de
bromofenol (Sigma-Aldrich). Ademas se utiliza un marcador de pesos moleculares de 1 kb
(Sigma-Aldrich).

Tabla 1. Programa PCR

CICLOS | TEMPERATURA (°C) | TIEMPO (seg)
1 94°C 120's
39 94°C-550C-720c | 037308~
30s

Enfriamiento hasta 4 — 8 °C

4.4 COMPUESTOS

Se testearon 6 compuestos quimioterapéuticos. Se analizaron los fdrmacos de uso
clinico Doxorubicin, Cisplatin, Lapatinib, Gemcitabine, Paclitaxel y Vinorelbine a 5
concentraciones. Las concentraciones utilizadas para estos compuestos segln la linea

celular se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Concentraciones utilizadas de los compuestos quimioterdpicos segun la linea celular.

COMPUESTO HCT116 BT474 CALU1
PACLITAXEL 1uM, 300nM, 100nM, 30nM, 10nM, 3nM
DOXORUBIXIN 3uM, 1uM, 300nM, 10uM, 3uM, 1uM, 3uM, 1uM, 300nM, 100nM,
100nM, 30nM, 10nM 300nM, 100nM, 30nM 30nM, 10nM
CISPLATIN 100uM, 30uM, 10uM, 3uM, 1uM, 300nM
LAPATINIB 10uM, 3uM, 1uM, 3uM, 1uM, 300nM, 10uM, 3uM, 1uM, 300nM,
300nM, 100nM, 30nM 100nM, 30nM, 10nM 100nM, 30nM
GENCITABINE 300nM, 100nM, 30nM, 30uM, 10puM, 3uM, 30uM, 10puM, 3uM, 1uM,
10nM, 3nM, 1nM 1uM, 300nM, 100nM 300nM, 100nM
VINORELBINE 1uM, 300nM100nM, 100nM, 30nM, 10nM, 1uM, 300nM, 100nM, 30nM,
30nM, 10nM, 3nM 3nM, 1nM, 0,3nM 10nM, 3nM

4.5 ENSAYO DE VIABILIDAD EN 2D POR MTT

Se siembran las células en placas de 96 pocillos a distintas concentraciones (10.000
células por pocillo para las BT-474, 6000 células por pocillo para las CALU-1 y 4000 células
por pocillo para las HCT-116) en un volumen de 160 uL por pocillo. Tras 16 horas en cultivo,
se afiaden 20uL de los distintos compuestos a las concentraciones definidas por triplicado.
Las células se incuban con los tratamientos durante 72 horas. A continuacion, se retira el
medio y se reemplaza con una mezcla de 100uL de 40uL de medio fresco y 60uL de MTT
(bromuro de 4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difenil-tetrazolio) a 0,5 mg/mL (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific). Tras 4 horas de incubacion, el MTT es reducido por la accién de las
oxidorreductasas celulares a Formazan, formando cristales que pueden disolverse en
dimetilsulféxido (DMSO), adquiriendo un color violeta. Utilizando un espectrofotometro de
microplacas Epoch (Biotek) se mide la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm. En
aquellos pocillos donde la actividad metabdlica celular se haya reducido por la accién de
los compuestos, se formardan menos cristales de formazan.
4.6 CULTIVO CELULAREN 3D
4.6.1 CULTIVO DE ESFERAS EN PLACAS DE POCILLOS DE FONDO REDONDO

En placas de 96 pocillos de fondo redondo (Corning, Thermo Fisher Scientific) se
siembra una suspensién celular en 180 pL de medio de esferas a 1500 células/pocillo, en el
caso de las HCT116 y las BT474, y 3000 células/pocillo para las CALU1. Tras un periodo de
incubacién de entre 3 y 5 dias, se observa la formacion de la esfera y se afiade el
compuesto, manteniendo el tratamiento 72 horas. El efecto de los farmacos sobre las

esferas se medira a través de dos ensayos:
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¢ Ensayo de viabilidad con Cell Counting Kit-8 (CCK8) (Bimake).: Esta solucidén es un

indicador redox que utiliza una sal de tetrazolio hidrosoluble (WST-8) para formar un
compuesto también hidrosoluble de formazan coloreado. Esta reaccion se produce
gracias a la reduccion del NAD* o NADP* llevada a cabo por las deshidrogenasas
celulares en presencia de un transportador de electrones (1-Methoxy PMS) en el medio
de cultivo (figura 3). La cantidad de tincién proporcionada por el compuesto de
formazan formado es directamente proporcional al nimero de células vivas. Esta
coloraciéon sera medida por un espectrofotémetro de microplacas (Epoch, BioTek) a 450

nm.

" O g

N : N=N SOy
N=N 3

Ha = Qrocua
OCH3;
0N \wsT-8 Formazan
WST-8 H OCH, CH, orange dye
slightly yellow N

CHs 1-Methoxy PMS

CH!\
/“ADH NADPH

] dehydrogenase
NAD, NADP

Figura 3. Mecanismo de deteccion de viabilidad celular con CCK-8 (Sigma-Aldrich, 2019)

¢ Ensayo de viabilidad por tincion doble de Naranja de acridina y loduro de propidio: Se

afiaden 20uL de cada uno de los dos colorantes. La naranja de acridina es un colorante
catidnico fluorescente que se intercala con el ADN y el ARN y que nos permitira ver en
verde las células vivas. Sin embargo, con el ioduro de propidio podremos diferenciar las
células muertas, ya que al no ser capaz de atravesar la membrana sana este agente
fluorescente solo se intercala con el ADN si la célula esta dafiada o completamente
muerta. Las esferas tefidas se analizan con el citdmetro de imagen de microplacas
Cytation 5 (BioTek). Con él podremos medir el tamafio de las esferas y la ratio entre
células vivas entre células muertas.

4.6.2 CULTIVO DE ESFERAS EN PLACAS DE POCILLOS DE FONDO PLANO

Se siembran una suspensién celular de la linea HCT116 a una densidad de 7500
cls/ml en placas de fondo plano de baja adherencia (Corning, Thermo Fisher Scientific) para

realizar los dos tipos de ensayos. Este ensayo se realiza tanto en placas de 96 como de 384
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pocillos, a un volumen final de 200y 100 uL respectivamente. El medio de esferas empleado

consta de DMEM (que contenia 5 mg/ml de insulina) suplementado con F12 (Gibco,

Thermo Fisher Scientific), B27 (Gibco, Thermo Fisher Scientific), factor de crecimiento

epidérmico (EGF) (Gibco, Thermo Fisher Scientific) y factor de crecimiento de fibroblastos

(FGF) (Gibco, Thermo Fisher Scientific).

¢ Ensayo de formacion de esferas. Tras 4 horas de incubacién a 37°C, se adicionan los
farmacos en concentraciones crecientes con 3 réplicas por cada concentracion.
Después de 6 dias de incubacion, se utiliza el Cell Counting Kit-8 (CCK8) (Bimake) para
medir la viabilidad resultante de las células tras el tratamiento a través de la medida de
la coloracién con un espectrofotometro de microplacas (Epoch, BioTek) a 450 nm.

¢ Ensayo de toxicidad sobre esferas preformadas. En este caso el periodo de incubacién
previo al tratamiento es de 72 horas. Después se afaden los farmacos en
concentraciones crecientes con 3 réplicas por cada concentracion y se dejan 3 dias

incubando. Por ultimo, se medira el efecto de los compuestos con CCKS.
4.7 CRIBADO Y VALIDACION DE UNA LIBRERIA DE FARMACOS

En el cribado de compuestos se utilizan 1920 compuestos de una libreria comercial
de mas de 4000 compuesto (Bioscent, UK). Para el cribado de 1920 farmacos se realizan
ensayos en 2D y 3D (tanto de formaciéon como de toxicidad) como los descritos
anteriormente utilizando placas de 384 pocillos de fondo plano (Corning, Thermo Fisher
Scientific). En este cribado se mide el efecto en la viabilidad con CCK8 tanto en 2D como en
3D. De los resultados obtenidos se realiza una seleccién de 12 compuestos que muestran
el efecto deseado para llevar a cabo una primera validacion. La validacidén se realiza en
placas de 96 pocillos de fondo plano (Corning, Thermo Fisher Scientific) a cuatro
concentraciones (5uM, 1uM, 500nM y 100nM) por triplicado. De nuevo la viabilidad se
mide empleando CCK8. Por ultimo, con el fin de confirmar el efecto de 4 de los 12
compuestos en la capacidad formadora de esferas, se realiza un ensayo de formacién de
esferas en placas de 96 pocillos a cuatro concentraciones por triplicado. En esta ocasidn,
ademas de medir la viabilidad resultante con CCK8, se afiade naranja de acridina para medir
tamafio y cuantificar el nimero de esferas por pocillo con el citdémetro de imagen de

microplacas Cytation 5 (BioTek).

15



4.8 TRATAMIENTO Y ANALISIS DE IMAGEN
La obtencién de imdgenes se realizé con un citémetro de imagen, el Cytation 5
(BioTek). Tanto para la configuracion de los distintos parametros de lectura del instrumento

como para realizar diferentes tipos de analisis se utilizé el programa Gen5 3.04 (figura 4).

1 " 100 1000 10000 100000

$3Biolek

s. Inc. Allnahis reserved.
Figura 4. Programa utilizado para extraccion y andlisis de imagen

Este programa te permite enfocar el pocillo de modo que se vea correctamente la
zona deseada y evitar que posibles restos que se encuentran flotando en el medio o
pegados al fondo provoquen un error del autoenfoque del citémetro. Ademas,
simultaneamente, puedes tomar diferentes imdagenes dependiendo del agente
fluorescente que quieras visualizar. Asimismo, también se pueden variar distintos

parametros, como la intensidad del LED o la exposicidon, para mejorar la calidad de Ila
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Figura 5. Configuracion de los distintos pardmetros para la captura de imdgenes de la placa por el citometro.
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Para el estudio de la imagen se pueden tener en cuenta distintos factores, desde el

numero de esferas por pocillo, hasta el tamafio o la circularidad de las mismas (figura 6).
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Figura 6. Diversidad de andlisis posibles de la imagen

Dentro de cada andlisis es ademas posible variar los pardmetros de medida, como

el tamaio maximo y minimo o la circularidad minima que se establecen para que el objeto

detectado sea contabilizado como esfera (figura 7).
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Figura 7. Ejemplo de modificacion de pardmetros de andlisis
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ANALISIS DE MICOPLASMA

El analisis de PCR confirmd que todas las lineas celulares estaban libres de
contaminacién por micoplasma y, por lo tanto, adecuadas para su utilizaciéon en

posteriores experimentos (figura 8).
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Figura 8. Gel de agarosa para andlisis de micoplasma. A. Marcador de pesos moleculares B. Control positivo
(267 pb) C. Control negativo (191 pb) D - F. Muestras de lineas HCT116, BT474 y CALU1 respectivamente (191

pb).

5.2 ESTUDIO DEL EFECTO DIFERENCIAL DE LOS COMPUESTOS QUIMIOTERAPICOS
EN CULTIVOS CELULARES 2D VS 3D

5.2.1 MEDIDA DE LA VIABILIDAD EN 3D (RATIO VS CCK8)

Con el fin de medir la viabilidad en 3D se utilizan dos procedimientos en paralelo.
Por un lado, se realiza una tincién con naranja de acridina y yoduro de propidio, que nos
permitirad calcular la ratio entre células vivas y muertas dentro de la esfera. Por otro lado,
se utiliza el Cell Counting Kit-8 que produce una coloracién proporcional a la cantidad de

células vivas.

En las tres lineas celulares la viabilidad cuantificada por los dos métodos no coincide
(figuras 23, 24 y 25, Anexo 1). Una posible explicacion a esta divergencia en los resultados
podria ser debida a la propia accidn de los compuestos utilizados. En el caso de que los
compuestos terapéuticos tuviesen propiedades reductoras y reaccionaran con el WST-8 del
CCK8, dando al medio una mayor coloracién que hard que se sobreestime la cantidad de
células viables. (Gold Biotechnology, 2014.). Otra posible causa de esta lectura errénea
podria venir del hecho de que la presencia de sustancias tdxicas en bajas concentraciones

a veces estimula la actividad celular. Dado que las células tienen mecanismos para
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Viabilidad normalizada (%)

protegerse de la exposicidn a dichas sustancias, la actividad enzimdtica puede aumentar en
la etapa inicial de tratamiento hasta llegar a una cierta concentracion del farmaco en la que
las células empiezan a morir. Por tanto, hasta ese punto se han sobre-producido algunos
metabolitos que, sabiendo que el CCK8 da su resultado en base a la reacciéon con un
metabolito producido por la célula como es el NAD*, no serdn proporcionales a la cantidad
de células viables al final del tratamiento cuando se realiza la medida. (Sigma-Aldrich,
2019). Por tanto, a la hora de comparar el efecto de los compuestos en 2D y 3D, decidimos
utilizar los datos del ensayo de tincion doble NA/IP, ya que se trata de un método directo

en el que se cuantifica el porcentaje de células muertas real.

5.2.2 EFECTO DIFERENCIAL DE LOS COMPUESTOS SOBRE CULTIVOS 3D VS 2D (RATIO VS

MTT

Con el fin de medir la viabilidad resultante tras el tratamiento de las lineas celulares
con agentes quimioterapicos se utilizan dos tipos de ensayos. En el experimento realizado
en 2D se utiliza el ensayo MTT, mientras que para los cultivos 3D se utiliza la medida de la

ratio de células vivas entre células muertas dado por la tincién doble NA/IP.
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Figura 9. Efecto diferencial de Paclitaxel en 2D y 3D. A) Comparacion de la viabilidad celular resultante del
efecto del Paclitaxel sobre HCT116 (a la izquierda), BT474 (Centro) y CALU1 (Derecha) en 3D y 2D: Ratio
(en negro) vs MITT (en rojo). Los datos estdn normalizados respecto al control sin tratamiento. B) Imdgenes
representativas de esferas de BT-474 tratadas con paclitaxel, En verde células vivas y en rojo células
muertas. Control (izquierda), Paclitaxel 0.01 uM (centro) y 0,3 uM (derecha).
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El Paclitaxel es un compuesto contra el cancer que interfiere en la division celulary
causa la destruccion de las células interfiriendo en la descomposicion normal de los
microtubulos durante la divisién celular (Nirmalanandhan et al., 2010). Como se puede
observar en la figura 9, se trata de un compuesto tdxico para las tres lineas celulares
empleadas, ya que se puede apreciar un efecto notable en los dos tipos de ensayos, siendo
éste siempre mayor en 2D que en 3D. Es en la linea HCT116, donde esto se distingue mas
claramente. A partir de 0,010 uM la viabilidad en 3D se mantiene estable mientras que en
2D sigue decreciendo practicamente hasta llegar a un 0%. Cabe destacar también que a las
concentraciones mas altas, este compuesto produce un efecto de diseminacién celular

sobre la esfera en vez de producir la necrosis dentro de la esfera como es habitual (figura

10).
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Figura 10. Imdgenes obtenidas por el citometro de imdgenes Cytation. En verde células vivas y en rojo células
muertas. A la izquierda: Esfera con tratamiento de Paclitaxel a 1uM. A la derecha: Esfera con tratamiento de
Paclitaxel a 0,3 uM.

En el caso de la linea de cdncer de mama se puede observar que, comparando con
HCT116 y CALU1, se requiere una concentracion de compuesto mayor para que la viabilidad
celular comience a decrecer notablemente. En modelos de cultivo en 3D se ha observado
que la expresidn del enzima relacionado con apoptosis PARP (poli-ADP-ribosa polimerasa)
en su forma escindida es mayor en cultivos 2D respecto a cultivos 3D tras tratamiento con
paclitaxel. Esto parece venir causado por la morfologia densa de la esfera, que protegeria
a las células de la apoptosis inducida por el paclitaxel (Imamura et al., 2015). Modelos
preclinicos han demostrado que la combinacién de este compuesto con Sorafenib vy
radioterapia disminuyen de forma sinérgica la viabilidad de las células del cancer de mama
e inducen significativamente su apoptosis de forma mds efectiva que cuando son tratadas
Unicamente con Paclitaxel. Esto se debe a que este tratamiento reduce los niveles de factor

anti-apoptadtico en las células (Choi et al., 2019).
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En cuanto a la linea celular CALU1 en la figura 9 se observa un ratio mayor a
concentraciones mds altas, lo cual a priori seria ilédgico ya que la proporcién de células
viables deberia disminuir con el gradiente creciente del compuesto. Esto probablemente
viene causado por problemas con la tincion, tanto en las esferas control sin tratamiento
como en aquellas que han sido tratadas con concentraciones bajas del compuesto. Quizds
por falta de tiempo de incubacién o por una mezcla incorrecta con el medio, la naranja de
acridina y el yoduro de propidio no penetraron correctamente en la esfera, por lo que los
datos de la ratio no son totalmente fiables. Sin embargo, en las imagenes se aprecia un

efecto notable como se puede observar en la figura 11.

b sl -
Figura 11. Imdgenes obtenidas por el citometro de imdgenes Cytation. En verde células vivas y en rojo células
muertas. A la izquierda: Esfera con tratamiento de Paclitaxel a 1uM. A la derecha: Esfera con tratamiento de

Paclitaxel a 3 nM.
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Figura 12. Efecto diferencial de doxorrubicina en 2D y 3D. A) Comparacion de la viabilidad celular
resultante del efecto de doxorrubicina sobre HCT116 (a la izquierda), BT474 (Centro) y CALU1 (Derecha)
en 3D y 2D: Ratio (en negro) vs MTT (en rojo). Los datos estdn normalizados respecto al control sin
tratamiento. B) Imdgenes representativas de esferas de HCT116 tratadas con doxorrubicina, En verde
células vivas y en rojo células muertas. Control (izquierda), doxorrubicina 0.1 uM (centro) y 3 uM (derecha).



Actualmente la doxorrubicina se usa como tratamiento de diferentes tipos de
cancer, como el de mama, pulmdn y hepdtico. Pertenece a la familia de las antraciclinas y
actua intercaldandose con el ADN y por tanto inhibiendo la biosintesis de acidos nucleicos.
Dificulta el avance de la enzima topoisomerasa I, que lleva a cabo la transcripcion,
estabilizando el complejo con esta enzima después de que se abra la cadena de ADN,
evitando que se libere la doble hélice y deteniendo asi el proceso de replicacion. Esto hace
gue las células cancerosas mueran y, en consecuencia, el crecimiento del tumor sea mas
lento o se detenga. Ademas, este compuesto forma radicales libres de oxigeno que resultan
en una citotoxicidad secundaria a la peroxidacién de lipidos de la membrana celular
(National Center for Biotechnology Information, 2019).

Asi pues, observando la figura 12, se puede apreciar que este compuesto tiene un
claro efecto sobre todas las lineas ensayadas. Tanto para las HCT116 como para las CALU1,
la repercusidn del tratamiento es mayor en 2D que en 3D. No obstante, a concentraciones
elevadas (3 uM en HCT116 y 1 uM en CALU1) la viabilidad celular es tan baja que es similar
para ambos tipos de experimentos. Sin embargo, en el caso de las BT474 a partir de una
concentracion de 0,1 uM la viabilidad celular en 3D cae drasticamente mientras que en el
cultivo 2D baja mas moderadamente hasta un 50%. La Doxorrubicina se utiliza como
guimioterapia de agente Unico de primera linea para el cancer de mama metastasico
(Paridaens et al., 2000). Es mds, a posteriori se han realizado estudios con liposomas que
contenian este compuesto (PLD, doxorrubicina liposomal pegilada) que reducian
significativamente la cardiotoxicidad que presentaba el farmaco suministrado por si solo

debido a su capacidad de generar radicales libres (O’Brien et al., 2004).
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Figura 13. Efecto diferencial de cisplatino en 2D y 3D. A) Comparacion de la viabilidad celular resultante
del efecto del cisplatino sobre HCT116 (a la izquierda), BT474 (Centro) y CALU1 (Derecha) en 3D y 2D: Ratio
(en negro) vs MTT (en rojo). Los datos estdn normalizados respecto al control sin tratamiento. B) Imdgenes
representativas de esferas de CALU-1 tratadas con cisplatino. En verde células vivas y en rojo células
muertas. Control (izquierda), cisplatino 1 uM (centro) y 10 uM (derecha).

El cisplatino es un farmaco antineoplasico y citotdxico bien conocido utilizado para
el tratamiento de numerosos cdnceres humanos, entre otros el de pulmdn, ovario,
carcinomas, linfomas y sarcomas. Su modo de accién se ha relacionado con su capacidad
para entrecruzarse con las bases de purina en el ADN, interferir con los mecanismos de
reparacion del ADN y causar un dafio en el ADN para, posteriormente, inducir la apoptosis
en las células cancerosas. Sin embargo, debido a la resistencia al farmaco y numerosos
efectos secundarios indeseables, como problemas renales graves, reacciones alérgicas,
disminucion de la inmunidad a las infecciones, trastornos gastrointestinales, hemorragia y
pérdida de la audicién, se ha cambiado su uso por otros medicamentos anticancerosos que
también contienen platino, como el carboplatino que es menos efectivo pero tiene menos
contraindicaciones. Para superar la resistencia a los medicamentos y reducir los
considerables efectos secundarios considerables, la terapia de combinacidon con otros
medicamentos y con un adyuvante a base de cisplatino se ha aplicado como nuevas

estrategias terapéuticas para muchos tipos de cancer (Dasariy Tchounwou, 2014).
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Los mecanismos de resistencia de este tipo de células frente al cisplatino no estan
aun plenamente esclarecidos. Se cree que la resistencia puede estar relacionada con la
activacion del aldehido deshidrogenasa y las vias de desarrollo, la respuesta mejorada al
dano en el ADN y sobretodo con la salida de fdrmacos por parte de los transportadores
ABC. La sobreexpresion en algunos tipos de tumores de las proteinas que conforman estos
transportadores deriva en un flujo dependiente de ATP de estos compuestos citotdxicos
con el fin de mantener la concentracion del farmaco dentro de las células por debajo del
nivel toxico (Cojoc et al., 2015).

Asi pues, en la figura 13 se puede apreciar que aunque en los cultivos 2D el cisplatino
si causa un efecto notable por esa citotoxicidad del compuesto que se ha mencionado
anteriormente, en el ensayo de 3D apenas tiene repercusion en la viabilidad celular, incluso
a concentraciones tan altas como 100 uM. Esto seria un claro ejemplo de farmacos que
demuestran ser muy efectivos en 2D pero que en fases preclinicas posteriores con modelos

tumorales mas similares a la realidad in vivo pierden tal efectividad.
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Figura 14. Efecto diferencial de Lapatinib en 2D y 3D. A) Comparacion de la viabilidad celular resultante
del efecto del Lapatinib sobre HCT116 (a la izquierda), BT474 (Centro) y CALU1 (Derecha) en 3D y 2D: Ratio
(en negro) vs MTT (en rojo). Los datos estdn normalizados respecto al control sin tratamiento. B) Imdgenes
representativas de esferas de CALU-1 tratadas con Lapatinib, En verde células vivas y en rojo células
muertas. Control (izquierda), Lapatinib 0.1 uM (centro) y 3 uM (derecha).
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El Lapatinib es un farmaco que actia como inhibidor de la transduccién de ciertas
sefales, concretamente de la tirosina quinasa, de los receptores del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés) y del receptor 2 para el factor humano de
crecimiento epidérmico (HER2). El bloqueo de estas sefiales dificulta el proceso de
crecimiento y divisidn de las células cancerigenas que terminan por morir. Este tratamiento
es aplicado a pacientes con cdncer de mama avanzado o metastdsico HER-2 positivo que
ya hayan recibido previamente otro tipo de tratamientos, ya que este es mas agresivo y
genera mas efectos secundarios (Mitri et al., 2012). Por esta razén se ve un efecto mas
notable sobre la linea BT474 (figura 14) en 3D e incluso atin mayor en el ensayo en 2D. Sin
embargo sobre la linea CALU1 este compuesto no tiene efecto ninguno ni en 2D ni en 3D
(figura 14). Asi mismo cabe destacar que, aunque no se trata de una linea celular de cancer
de mama, también se puede apreciar un efecto moderado sobre HCT116 en los ensayos en
3D (figura 14). Esto se debe a que, como se ha comprobado en algunos estudios, este
farmaco es capaz de inhibir el crecimiento de células de cancer de colon que tienen una

expresion detectable o incluso sobreexpresion de HER-2 (LaBonte et al., 2009).
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Figura 15. Efecto diferencial de Gencitabine en 2D y 3D. A) Comparacion de la viabilidad celular resultante
del efecto del Gencitabine sobre HCT116 (a la izquierda), BT474 (Centro) y CALU1 (Derecha) en 3D y 2D:
Ratio (en negro) vs MTT (en rojo). Los datos estdn normalizados respecto al control sin tratamiento. B)
Imdgenes representativas de esferas de CALU-1 tratadas con Gencitabine, En verde células vivas y en rojo
células muertas. Control (izquierda), Gencitabine 1 uM (centro) y 30 uM (derecha).
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El Gencitabine es un quimioterdpico utilizado para tratar diferentes tipos de cancer,
incluyendo el de pdncreas, el ovarico, el de pulmdn de células no pequefias y el de mama.
Este compuesto se define como un "antimetabolito", es decir, una sustancia muy similar a
las encontradas en el interior celular pero que al ser incorporadas al metabolismo celular
provocan una pérdida de la capacidad de division en la misma. En este caso el Gencitabine
es un antagonista de la pirimidina, que cuando es transportado a la célula es fosforilado y
se incorpora al ADN, imposibilitando asi la elongacién de la hebra por parte de las ADN
polimerasas y evitando a su vez que las enzimas de correccién de sintesis de ADN retiren el
gentabicine de su posicion. Esta inhibicidn del crecimiento y la divisidn celular serd lo que
cause finalmente la muerte celular. Este farmaco ataca a células en fases muy especificas
del ciclo, por lo que, debido a que las células tumorales suelen dividirse mas rapido y con
menor correccion de errores que las células sanas, las células cancerosas son mas sensibles
a este dafio (Plunkett et al., 1995). Asi pues, el mayor impacto de este tratamiento se
observa en las lineas CALU1 y BT474. En el primer caso, tanto en 2D como en 3D se ve tal
efecto, sin embargo, en el cultivo 3D se requiere una concentracién mas elevada para que
la viabilidad celular comience a decrecer, mientras que en 2D es un efecto mas gradual. En
cuanto a la linea BT474, analizando la grafica podemos advertir que el efecto en 2Dy 3D es
practicamente paralelo. Ademads, desde las concentraciones mas bajas la viabilidad esta en
torno al 75 %, manteniéndose estable a pesar del incremento en la concentracién del

compuesto (figura 15).
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Figura 16. Efecto diferencial de Vinorelbine en 2D y 3D. A) Comparacion de la viabilidad celular resultante
del efecto del Vinorelbine sobre HCT116 (a la izquierda), BT474 (Centro) y CALU1 (Derecha) en 3D y 2D:
Ratio (en negro) vs MTT (en rojo). Los datos estdn normalizados respecto al control sin tratamiento. B)
Imdgenes representativas de esferas de BT-474 tratadas con Vinorelbine, En verde células vivas y en rojo
células muertas. Control (izquierda), Vinorelbine 3 uM (centro) y 10 uM (derecha).

El Vinorelbine es un compuesto recetado en el tratamiento de cancer de pulmdn de
células no pequefas o como agente Unico en pacientes con cancer de mama metastasico
en el que tratamientos anteriores con antraciclina y/o taxano hayan fallado. Se trata de un
agente citostatico que inhibe la polimerizacién de la tubulina y se une preferentemente
a los microtubulos mitdticos. De esta manera, bloquea la mitosis en la fase G2-M
causando la muerte celular en la interfase o en la siguiente mitosis (Johnson et al.,
1996). Llama la atencién que a pesar de que este farmaco esté indicado para el cancer de
pulmén de células no pequeias, en la linea CALU1 apenas se vea efecto en 3D y que sea
nulo en 2D (figura 16). Esto puede deberse a que, con la intencién de no crear una toxicidad
demasiado alta que provocase la muerte celular de la totalidad de las células, se han
empleado concentraciones demasiado bajas. Sin embargo, hay estudios que ya aplican este
tratamiento con otros compuestos quimioterdpicos como el cisplatino (Douillard et al.,
2006) y/o cetuximab (Pirker et al., 2008).

En cuanto a su efecto sobre la linea de cancer de mama BT474 se puede observar
una clara diferencia entre la curva obtenida en un cultivo 2D frente a la observada en el

ensayo 3D (figura 16). En el cultivo 2D se percibe un efecto drastico a una concentracion
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muy baja del compuesto (a 0,3 nM), a partir de la cual la viabilidad celular restante es tan
baja que se mantiene practicamente idéntica, aunque la concentracion del farmaco vaya
creciendo. Sin embargo en 3D, hasta que no se alcanza una concentracion de 3 nM el efecto
no es muy notable. No obstante, en ambos casos se aprecia una buena eficacia del fdrmaco.
A pesar de su efectividad en algunos estudios se ha llegado a ensayar su administracion a
pacientes con cdncer de mama metastdsico con adjuvantes como el Gencitabine (Martin
et al., 2007) o el Trastuzumab (Joensuu et al., 2006). Por ultimo, también se puede
distinguir un amplio efecto diferencial del Vinorelbine sobre HCT116 (figura 16). Mientras
para la concentracién mas baja (3 nM) el cultivo 2D ya baja su viabilidad celular a un 75%,
en 3D se requiere mas del triple (10 nM) para llegar a tal dato. Esta disparidad es aun mas
notable a concentraciones mas altas (de 0,1 a 1 uM), cuando en 2D la viabilidad celular estd

alrededor del 20 % y en 3D asciende hasta practicamente un 70%.

5.2.3 EFECTO DE LOS COMPUESTOS SOBRE EL TAMANO DE LAS ESFERAS

Con el objetivo de obtener la mayor informacién posible de los ensayos funcionales
en cultivos celulares en 3D, se midié también el efecto de los compuestos quimioterdpicos
en el tamafo y la morfologia de las esferas. Analizando las graficas expuestas en el Anexo
Il (figuras 26, 27 y 28) se puede percibir, en general, que el cambio de tamano de las esferas
no es muy significativo en ninguna de las tres lineas. Esto se debe a que el tratamiento con
estos compuestos es citotoxico, es decir, que las células dejan de crecer y dividirse. Ademas
la muerte celular suele producirse en la zona central de la esfera por lo que estas no ven

en ningun caso reducido su tamafio (figura 17).

Figura 17. Ejemplo de esfera con necrosis celular. Linea celular BT474. Tratamiento con Paclitaxel a 1uM.
Células vivas en verde. Células muertas en rojo.

No obstante, también se pueden observar algunas excepciones. Tanto en las esferas
de la linea HCT116 tratadas con Paclitaxel, Doxorubixin o Vinorelbine, como en las de la
linea BT474 tratadas también con Doxorubixin se observa cambio en el tamafio claro,
derivado del efecto citotéxico que tienen estos compuestos sobre estas lineas en concreto

(figuras 26 y 27, Anexo ll). En estos casos el farmaco afecta a las células de las capas mas
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externas de la esfera, lo que produce un efecto de diseminacién, de forma que la esfera se
deshace (figuras 18 y 19). Este efecto podria indicar una baja capacidad de penetracién de
los farmacos en estructuras tridimensionales. Esta caracteristica puede llevar, cuando el
farmaco es testado clinicamente, a una repuesta inicial positiva, donde el tamafio del
tumor disminuiria pero que, a la larga, daria lugar a una reapariciéon del mismo debido a

que el crecimiento del tumor solo se habria detenido transitoriamente.

Figura 18. Ejemplos del efecto diseminatorio sobre la linea HCT116. Esferas tratadas con Paclitaxel (izquierda)
y Vinorelbine (centro) a 1 uM, con Doxorubixin a 3 uM (derecha). Células vivas en verde. Células muertas en

rojo.

Figura 19. Ejemplo del efecto diseminatorio sobre la linea BT474. Esfera tratada con Doxorubixin a 10 uM.
Células vivas en verde. Células muertas en rojo.

Estos datos revelan un claro efecto diferencial de los quimioterapicos seleccionados
en cultivo 2D y 3D. Este efecto diferencial se observa claramente en el caso de HCT116,
linea sobre la cual 5 de los 6 compuestos quimioterdpicos ensayados (Paclitaxel,
Doxorubixin, Lapatinib, Cisplatino y Vinorelbine) muestran un mayor efecto en 2D frente a
3D. Lo mismo sucede con la linea BT474, 5 de los 6 compuestos empleados (Paclitaxel,
Lapatinib, Cisplatino, Gencitabine y Vinorelbine) tienen mayor efecto en la viabilidad
celular en cultivos 2D que en 3D.En la linea CALU-1, 3 compuestos muestran un efecto
diferencial claro entre cultivos 2D y 3D (Paclitaxel, Cisplatino y Gencitabina), uno mostré
un efecto ligeramente mas claro en 2D que en 3D (Doxorubicin) y 2 no mostraron
diferencias. De entre todos los compuestos probados destaca el cisplatino como un claro

ejemplo de la importancia y validez de estos modelos en 3D, ya que, aunque sobre cultivos
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2D demuestra ser altamente téxico, sobre 3D apenas tiene repercusion en la viabilidad

celular del cultivo.
5.3 CRIBADO Y VALIDACION DE UNA LIBRERIA DE FARMACOS
5.3.1 CRIBADO

Uno de los principales problemas de los compuestos usados en la terapia contra el
cancer es que en muchas ocasiones estos compuestos presentan un efecto citotdxico
inespecifico cuya consecuencia son unos efectos secundarios altamente perjudiciales para
los pacientes. Ademads, las CSC que sostienen el crecimiento del tumor serian mas
resistentes a estos tratamientos que el resto de las células tumorales e incluso que las
células somaticas del paciente. Por lo tanto, a la hora de seleccionar un buen candidato
para compuesto con efecto anti-CSC, sera necesario buscar compuestos que no muestren
un elevado efecto citotdxico sobre el cultivo en 2D pero que si afecte a las CSC. Para medir
el efecto de compuestos frente a la sub-poblacidn celular de las CSC utilizamos el ensayo
de formacion de esferas, que nos permite determinar el efecto de los compuestos en las
células formadoras de esferas, consideradas células con caracteristicas de célula madre

tumoral (Gumuzio Barrie, 2014).

Para ello se realiza un cribado de 1920 compuestos, pertenecientes a una libreria
de compuestos comerciales, en placas de 384 pocillos midiendo la viabilidad del cultivo en
2D a la vez que se ensaya en 3D el efecto del compuesto sobre la capacidad de formacién
de esferas del cultivo. Complementariamente, se mide el efecto toxico de los compuestos
sobre esferas ya formadas. Por tanto, los parametros medidos son toxicidad de los
compuestos en cultivo 2D, efecto en la capacidad formadora de esferas y toxicidad de los
compuestos en cultivo 3D (figura 20). En el cribado seleccionaremos los compuestos que
no presenten efecto tdoxico en cultivos 2D (viabilidad >60%), que tengan efecto en la
toxicidad en 3D (viabilidad < 50%) y que tengan efecto en la capacidad formadora de

esferas (<50%).
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Figura 20. Representacion grdfica del efecto de los 1920 compuestos sobre la linea HCT116.En las grdficas se
compara el efecto en la capacidad formadora de esferas frente al efecto en la viabilidad de esferas ya
formadas (izquierda), el efecto toxico en cultivos en 2D frente a capacidad formadora de esferas (centro) y el
efecto toxico en cultivos en 2D frente al efecto toxico en esferas ya formadas (derecha). Un circulo rojo sefiala
en todas las grdficas los compuestos con el efecto deseado.

De todos los candidatos ensayados se realiza una seleccion de 12 compuestos que
han demostrado el efecto deseado, es decir, un impacto tdxico muy bajo o nulo sobre un
cultivo 2D pero un efecto destacable de toxicidad y/o sobre la capacidad de formacion de

esferas en 3D.

5.3.2 VALIDACION

Para validar los resultados del cribado de compuestos, se realizan de nuevo los
experimentos en placas de 96 pocillos a varias concentraciones por triplicado de los 12

compuestos en cuestion (0,1-0,5-1-5 uM).

Como se puede observar en las graficas expuestas en la figura 21 algunos
compuestos (el 71-P24, el 64-C24, el 70-A23 y el 70-P24) que no muestran ningun efecto
sefalado ni sobre cultivos 2D, como cabia esperar ya que por eso fueron seleccionados, ni
sobre la viabilidad o la capacidad formadora de esferas en 3D. Sin embargo, hay otros
compuestos que exhiben efectos dispares. Mientras que algunos, como el 69-P18 o el 70-
G11, aparentan tener un elevado efecto tanto en cultivos 2D como en cultivos 3D, otros
como el 69-P24 o el 70-L12, aunque tienen un débil o practicamente nulo efecto sobre la
viabilidad y la capacidad formadora de esferas en 3D si que muestran un alcance mayor en
el efecto sobre cultivos 2D. En estos casos es por tanto imposible validar el efecto que se
habia observado en el primer cribado, ya que algunos han demostrado tener un efecto en
2D mayor de lo esperado y un efecto sobre la capacidad formara de esferas mucho menor

de la deseada.
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Sin embargo, en las gréficas de la figura 21 correspondientes a los compuestos

70-A23, 70-P24, 71-P24 y 64-C24 si que se puede confirmar el efecto demostrado en el

cribado preliminar. Existe para estos compuestos una clara diferencia entre el alcance del

compuesto sobre cultivos 2D en comparacién con el observado en 3D, sobretodo sobre Ia

capacidad formadora de esferas. Por ello se seleccionan estos cuatro compuestos para

ratificar el efecto observado.
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Figura 21. Efecto de los 12 compuestos seleccionados del cribado para la validacion sobre la linea HCT116.
En negro el efecto en 2D, medido por el ensayo de viabilidad MTT. En rojo el efecto de toxicidad sobre la
esfera en 3D, medido por CCK8. En azul el efecto sobre la capacidad formadora de esferas del cultivo en
3D, medido por CCK8. Los datos estdn normalizados respecto al control sin tratamiento.
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Por ultimo, se realiza un ensayo de formacién de esferas en placas de 96 pocillos
donde se mide el nUmero y tamaio de esferas que se han generado, mediante la tincion
del cultivo 3D con naranja de acridina y su posterior medicion con el citdmetro de imagen.

Complementariamente se mide la viabilidad celular por CCKS8.

De los cuatro compuestos analizados Unicamente el compuesto 70-G23 un efecto
claro en la capacidad formadora de esferas del cultivo 3D. Ademas, este dato correlacion
con el efecto observado en la viabilidad celular por el ensayo de CCKS8, lo cual es esperable
ya que en principio, a un menor numero de esferas, una menor actividad metabdlica
observable por pocillo. Asi pues, de los 1920 examinados en primera instancia éste seria el

Unico buen candidato para posteriores fases clinicas.
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Figura 22. Efecto de los 4 compuestos seleccionados sobre la linea HCT116. En negro el efecto de 70-G23,
en rojo el de 69-P06, en verde el de 69-021 y en azul el de 70-123. La viabilidad en 3D (derecha) ha sido
medida mediante un ensayo con CCK8. Tanto el tamarfio de las esferas (izquierda) como la capacidad
formadora de las mismas (centro) se han medido a través de una tincion con naranja de acridina y un
posterior andlisis con el citometro de imagen.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el desarrollo de este trabajo de fin de master indican
gue las células de las lineas continuas de cancer HCT-116, BT-474 y CALU-1 presentan, por
lo general, una mayor resistencia al tratamiento con los compuestos quimioterapicos
seleccionados cuando crecen en cultivo celular en 3D que cuando crecen en cultivo celular

en 2D.

Los ensayos de compuestos sobre esferas 3D de células tumorales permiten
obtener, en un solo ensayo, informacidon relevante sobre el efecto del compuesto en la
viabilidad celular, crecimiento, aspecto y tamafio de la esfera, lo que permite una mejor

caracterizacidn del compuesto.

Los ensayos celulares en 3D pueden escalarse para realizar cribados de alto
rendimiento de fdrmacos anti-tumorales. Estos ensayos representan una posible
alternativa sencilla, rapida, econdmica y bioldgicamente mas relevante a los ensayos

tradicionales en cultivos celulares en 2D.
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ANEXO I: GRAFICAS RATIO VS. CCK8
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Figura 23. Efecto de compuestos quimioterdpicos sobre la linea HCT116. Comparacion de la medida de la
viabilidad celular en 3D: Ratio (en negro) vs CCK8 (en azul). Los datos estdn normalizados respecto al
control sin tratamiento.
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Figura 24. Efecto de compuestos quimioterdpicos sobre la linea BT474. Comparacion de la medida de la
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Figura 25. Efecto de compuestos quimioterdpicos sobre la linea CALU1. Comparacion de la medida de la
viabilidad celular en 3D: Ratio (en negro) vs CCK8 (en azul). Los datos estdn normalizados respecto al
control sin tratamiento.
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ANEXO II: GRAFICAS TAMANO

Paclitaxel_HCT116 Doxorubixin_HCT116
Sk g oo
=]
-rgu T5+ B 754
g g
E 50 E s04
2 1
'"E 18- E 25+
L 8
04— + T T T T T T 0+ T T T T T
0O0d 001 003 01 03 1 o011 003 01 03 1 3
Conaentracsn (M) Canceniraaian {pM)
ClEpl&tll'I_HCT""ﬂ Lﬂpﬂtil’llb_HET""ﬁ
Eﬂlﬂ'i— —-!-—"i' L | ¥ ﬁ 1004 _{ i T E [ -
=]
o 2 I
E T8 E 75
m m
E se- E
g g o
|E EE %E
2 E 25
fu =
0= +— T T T T T 0+ T T T T T
02 1 3 W W W Doo3 04 03 1 3 40
Congentracion {uM) Concentracicn (ulM)
Gencitabine_ HCT116 Vinorelbine_HCT116
E 100 - E 100 9
[=]
ﬁ 75 B B T
ﬁ _
E so- E 504 §
= [=
IE II:I
25 4 25
: :
= =
':"_| : T T T T T T I}'_l‘ t T T T T T T
01 63 1 3 10 a0 0007 001 063 a1 03 7
Concentracsin {nM) Concentracion {ub)
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Figura 28. Efecto de compuestos quimioterdpicos sobre el tamafio de la oncoesfera en la linea CALU1. Los
datos estdn normalizados respecto al control sin tratamiento.
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