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1. RESUMEN 

 Actualmente el desarrollo de fármacos en oncología 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-clínicos. Este tipo de cultivos carecen de 

la organización celular que sí se da en el tejido natural en 3D, así como de los gradientes 

metabólicos o los procesos de señalización y secreción celular. Por estas razones, el efecto 

que pueda tener un compuesto sobre un cultivo celular en 2D tiene una baja capacidad de 

predicción del efecto real del compuesto in vivo. Por el contrario, los resultados obtenidos 

de ensayos realizados con cultivos en 3D han demostrado una mayor correlación con la 

respuesta clínica real, especialmente en el campo de la oncología, ya que es posible recrear 

de una manera más fiel  la morfología  y el microambiente natural del tumor.  

 En este trabajo se realizarán ensayos con 6 compuestos de uso clínico rutinario 

sobre líneas celulares de cáncer de colon, mama y pulmón con el fin de comprobar el efecto 

diferencial de las dos técnicas (2D y 3D). Asimismo, de manera complementaria se realizará 

un cribado de una colección 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, además de ensayos para evaluar el impacto del fármaco sobre la capacidad 

formadora de esferas de las células presentes en el cultivo. 

2. INTRODUCCIÓN 

 El cáncer es una de las principales causas de muerte en el mundo. En el año 2012 se 

detectaron 14,1 millones de casos nuevos y 8,2 millones de muertes a causa de esta 

enfermedad. Los cánceres más comúnmente diagnosticados fueron de pulmón, de mama 

y colorrectal, siendo el primero además el de mayor mortalidad. (Ferlay et al., 2014) El 

último informe publicado por la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer 

sobre la situación 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 cáncer de pulmón es 

el más frecuente y la causa principal de muerte por cáncer. Muy cerca en el porcentaje de 

incidencia estarían el cáncer de mama femenino, el cáncer colorrectal y el cáncer de 
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próstata. Sin embargo, el que mayor número de muertes causa, únicamente después del 

cáncer de pulmón, es el cáncer colorrectal (Figura 1) (Bray et al., 2018). 

  

  

 

 

 

 

 

 

 En términos generales, actualmente no es posible conocer con exactitud el origen 

de la aparición del cáncer. 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 epidemiológicos, en los cuales se examinan y 

comparan grandes números de pacientes y personas sanas. Cabe destacar que un estudio 

por sí solo no prueba que un comportamiento o una sustancia sean la causa de la 

enfermedad, pero sí cuando un elevado número de ellos asocian de manera semejante un 

posible factor de riesgo y una mayor incidencia de cáncer, y más cuando existe un posible 

mecanismo que lo explique. Algunos de los factores de riesgo que más se han estudiado 

son el alcohol, el tabaco o la exposición por encima de lo recomendado a luz solar u otros 

tipos de radiación (National Cancer Institute, 2015). 

 Más concretamente, se han realizado estudios epidemiológicos para encontrar 

factores directamente involucrados en la tumorigénesis. Entre otros, se ha demostrado un 

vínculo entre los hábitos de nutrición poco saludables, el tabaquismo y el consumo de 

alcohol y el aumento del riesgo de incidencia (Gallegos-Hernández, 2006). Además, hay 

factores genéticos que se han asociado a ciertos tipos de cáncer, como la mutación de los 

      Figura 1. Incidencia y mortalidad de los tipos predominantes de cáncer. (The Union for International 
Cancer Control, 2018) 
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genes BRCA1 y BRCA2 en el cáncer de mama (Modan et al., 2001) o como el virus del 

papiloma humano relacionado con el cáncer 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 detección más 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 biología de la enfermedad y otro con la tecnología utilizada en el desarrollo 

de nuevos fármacos. 

 Desde el punto de vista del desarrollo tumoral, en las últimas 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 

jerárquicamente y que una pequeña porción de células no diferenciadas con capacidad de 

renovación automática, 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). 

Además, estas células dotarían al tumor de una mayor resistencia a una gran variedad de 

tratamientos quimio y radioterápicos (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-renovación o su 

gran capacidad de reparación del ADN y resistencia a la apoptosis, para, además de con sus 

propios mecanismos como la expresión 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 remisión 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 fármacos eficaces deberían 

seleccionarse, además de aquellos que muestren un efecto sobre la totalidad de tumor, 

otros fármacos específicos que afecten a la sub-población de CSCs. 

 En segundo lugar, puede considerarse el uso de ensayos in vitro biológicamente 

poco relevantes en las fases iniciales del desarrollo de fármacos 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 

comparación con los sistemas fisiológicos (3D), dando lugar a un gran número de falsos 
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positivos (Imamura et al., 2015). Las diferencias observadas en la potencia y la eficacia de 

los fármacos contra el cáncer en los cultivos 3D sugieren que son modelos más relevantes 

para seleccionar los mejores candidatos de fármacos en los estudios preclínicos 

(Nirmalanandhan et al., 2010). 

 La existencia de estas CSCs se probó por primera vez en el contexto de la leucemia 

mieloide aguda (LMA)(Bonnet et al., 1997). Años después, este principio se extendió al 

cáncer de mama (Al-Hajj et al., 2003) y al glioblastoma (Singh et al., 2003), demostrando 

que 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. 

Así pues las CSCs poseen el potencial de auto-renovarse y dar lugar a células no solo de 

fenotipo similar sino también células cancerígenas fenotípicamente diversas (Pardal et al., 

2003).  

 Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con las células madre somáticas 

presentes en los órganos, las CSCs realizan estos procesos de una forma anormal y poco 

regulada. Es más, en algunos casos las células madre cancerosas surgen a partir de 

mutaciones de las células madre, manifestándose en forma de tumores gracias a dicha 

capacidad de auto renovación y diferenciación (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 así 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 cáncer, sería necesario 

diseñar terapias dirigidas a las CMTs (Amaya et al., 2015). Como se muestra en la figura 2, 

las terapias que eliminan, inducen la diferenciación o previenen la metástasis de las células 

madre del cáncer (gris) lograrían una regresión del tumor primario (Siclari et al., 2010), sin 

embargo, no curarán al paciente a medio largo plazo debido a que una pequeño proporción 

de CMTs resistentes permanecerán vivas y eventualmente el tumor reaparecerá (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). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Implicaciones terapéuticas de las células madre del cáncer (Pardal et al., 2003) 

 Desde el punto de vista técnico, uno de los problemas a resolver en oncología sigue 

siendo el desarrollo de fármacos activos de manera más económica y eficaz. Este proceso 

es largo y costoso ya que se requieren varias etapas, desde la identificación del objetivo 

hasta el descubrimiento y la optimización del compuesto, la validación preclínica y los 

ensayos clínicos que culminan en la aprobación para su uso clínico (Imamura et al., 2015). 

De hecho, la probabilidad de aprobación desde el descubrimiento preclínico al ensayo 

clínico de fase I es más baja para los fármacos oncológicos (7%) que para los fármacos con 

otras indicaciones (Hay et al., 2014). Teniendo en cuenta el alto costo y el consumo de 

tiempo del desarrollo clínico de los medicamentos oncológicos, se requieren urgentemente 

mejores plataformas preclínicas para la selección de medicamentos. 

 Tradicionalmente, en la fase preclínica, la mayoría de los experimentos se llevan a 

cabo en células cultivadas en dos dimensiones (2D) en superficies de plástico optimizadas 

para el cultivo de tejidos. Sin embargo, existen evidencias convincentes que sugieren que 

las células cultivadas en estas condiciones no fisiológicas 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 

múltiples ensayos bien caracterizados para la medida de distintos parámetros o la 

posibilidad de comprar resultados con la basta bibliografía disponible. Sin embargo, 

también tienen grandes desventajas. Quizá la más 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. 

Además se pierden los componentes de la matriz extracelular, la interacción de célula a 

célula y de célula a matriz que son importantes para la diferenciación, proliferación y 

funciones celulares in vivo (Mazzoleni et al., 2009). Esto conlleva baja capacidad predictiva 

de los ensayos, siendo habitual el fracaso en las fases clínicas del desarrollo de fármacos 

de compuestos que se evaluaron previamente como "activos" utilizando modelos basados 

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

 Así pues, en los últimos años se ha producido un aumento en la investigación y el 

desarrollo de cultivos celulares en tres dimensiones, biológicamente más 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 características 

más cercanas a las complejas condiciones in vivo y por tanto han demostrado ser más 

realistas a la hora de trasladar los resultados de los estudios a las aplicaciones in vivo (Vinci 

et al., 2012).  

La tecnología de cultivo celular en tres dimensiones ha alcanzado grandes niveles 

de complejidad y sofisticación, incluyendo cultivos con distintos tipos matrices 

extracelulares, co-cultivos con varios tipos celulares distintos (Kapałczyńska et al. 2018), 

cultivos utilizando micro-ingeniería y micro-fluífica (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 fármacos, donde se busca la capacidad de 

testar un gran número de compuestos candidatos en ensayos que ofrezcan resultados 

sencillos de procesar y que proporcionen información relevante. En este sentido, los 

esferoides por agregación de múltiples esferas en suspensión son un método sencillo y 

rápido para la evaluación de compuestos candidatos. Estos esferoides presentan 3 capas, 

la necrótica central, la inactiva interna y la proliferación externa que imita el microentorno 

de los tumores sólidos humanos. De este modo, existen una gran cantidad de similitudes 

en la capacidad de respuesta al fármaco entre estos esferoides tumorales y los modelos 

animales utilizados en las posteriores fases clínicas. Además, hay muchas características 

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 
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de la aparición de la vascularización, como por ejemplo la baja tasa de proliferación, que 

facilita los estudios de toxicidad permitiendo el estudio de los efectos de los fármacos a 

largo plazo (Ravi et al., 2015).  

 Además, estás técnicas de cultivo en 3D permite realizar ensayos funcionales para 

medir el porcentaje de células madre tumorales dentro de una población celular. El ensayo 

de formación de esferas permite medir el porcentaje de células madre tumorales presentes 

en una población de células, ya sea una línea tumoral comercial, células provenientes de 

PDX (xenoinjertos derivados células del tumor de un paciente que han sido implantadas en 

un ratón inmunodeficiente o humanizado), o una muestra directa de un paciente. En este 

ensayo, una suspensión 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 número 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 fármacos el cribado de 

alto rendimiento (high-throughput screening, HTS sus siglas en inglés). Éste es llevado a 

cabo para determinar la posible actividad terapéutica de bibliotecas de un gran número de 

compuestos químicamente diversos en un único ensayo. Para ello se requiere un protocolo 

estandarizado que genere rápidamente esferoides de tamaño homogéneo con gradientes 

de difusión y fisiología celular similares en un formato de placa que sea fácilmente accesible 

para el posterior análisis bioquímico o celular (Ivascu y Kubbies, 2006). Además 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 supondrá una reducción tanto en tiempos 

de desarrollo como en costes. Sin embargo, la aplicación del cultivo celular en 3D en HTS 

sigue siendo en algunos casos un desafío, sobre todo en cuanto a la reproducibilidad, la 

incorporación a una configuración de detección automática y la compatibilidad con los 

métodos de ensayo y detección disponibles (Montanez-Sauri et al., 2015; Ryan et al., 2016). 

Tanto es así que, actualmente, una gran parte de los HTS basados en células que se están 

llevando a cabo son realizados en 2D, factor que contribuye de nuevo a la alta tasa de 

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



 
 

10 
 

donde predominará la terapia personalizada, sería idóneo 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 clínico en oncología sobre una única 

esfera en 3D en comparación con cultivos en 2D. Para ello se utilizan 3 líneas celulares de 

cáncer bien conocidas, BT474 (mama), CALU1 (pulmón) y HCT116 (colon). Concretamente, 

se han empleado placas de baja adherencia de fondo redondo con recubrimiento hidrófobo 

(el polímero no adherente poli-HEMA). La morfología del fondo de los 96 pocillos genera 

una falta de superficies de adhesión que, junto al efecto del polímero que propicia la 

agregación celular, hace que se produzca la formación de esferoides (Ivascu y Kubbies, 

2006).  

 Asimismo, se ha realizado un cribado de un elevado número 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 además del efecto tóxico sobre esferas 

multi-celulares, el efecto específico 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 librería de 1920 

compuestos. Por último, se realizó una segunda validación con 4 de esos 12 compuestos 

que mostraron un efecto en la capacidad de formación de esferas de los cultivos. Para ello 

se realizaron ensayos de formación de esferas en placas de 96 pocillos, cuantificando el 

número y tamaño 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 quimioterápicos. 

� Desarrollar un sistema de cribado de fármacos 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 MÉTODOS 

4.1 LINEAS CELULARES  

 Para estos experimentos se emplearon 3 líneas celulares tumorales de uso común 

en investigación y en ensayos de detección de fármacos, la línea de cáncer colorrectal de 

morfología epitelial HCT-116, la línea de cáncer de mama BT-474 y la línea de cáncer de 

pulmón de células no pequeñas CALU-1.  

4.2 CULTIVO CELULAR EN 2D 

 Como medio de cultivo se utilizó DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco, 

Thermo Fisher Scientific) para las líneas HCT-116 y BT474, mientras que para las CALU1 se 

utilizó medio RPMI 1640 (Gibco, Thermo Fisher Scientific). En ambos casos el medio está 

suplementado con un 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-Glutamina y 1% de 

antibióticos (penicilina y estreptomicina). Las células crecen en frascos de cultivo T25 

(Corning, Thermo Fisher Scientific) y se mantienen a 37oC en una atmósfera humidificada 

de 95% de O2 y con un 5% de CO2. 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 tampón de fosfato 

salino (PBS, en sus siglas en inglés) (Gibco, Thermo Fisher Scientific). A continuación, las 

células se despegan de la superficie de cultivo mediante la acción peptidasa del enzima 

Tripsina  (Gibco, Thermo Fisher Scientific), añadiendo tripsina suficiente para cubrir toda la 

superficie del frasco incubando las células con la tripsina a a 37oC durante 5 minutos. A 

continuación, se bloquea la acción enzimática de la tripsina añadiendo 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 último, 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 cámara de Neubauer (BOECO, IMLAB) donde se introducen 10 μL de una 

dilución 1:10 de la suspensión celular con azul de tripano (Thermo Fisher Scientific), 

colorante de viabilidad que nos permitirá diferenciar células vivas de las muertas. 

4.3 ANÁLISIS 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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básico, por lo que deben funcionar como parásitos para satisfacer sus exigencias 

energéticas y de biosíntesis explotando las células huésped para sobrevivir. Además, dada 

su falta de pared celular, son resistentes a muchos antibióticos comúnmente empleados 

en cultivos celulares, como la penicilina y la estreptomicina. La contaminación de un cultivo 

celular por micoplasmas no se puede visualizar a simple vista ni si quiera con microscopios 

electrónicos debido a su pequeño tamaño y a que no genera la turbidez típicamente 

asociada con la contaminación bacteriana o fúngica (Armstrong et al., 2010). Debido a esto 

su detección se realiza a través de una PCR realizada con el kit comercial VenorGem 

OneStep (Minerva Biolabs). Los efectos de una contaminación de este tipo sobre un cultivo 

celular pueden alterar la síntesis de ADN, ARN y proteínas, disminuir los niveles de 

aminoácidos y ATP, introducir alteraciones cromosómicas, además de afectar a la expresión 

de cientos de genes, incluidos algunos que codifican receptores, canales iónicos, factores 

de crecimiento y oncogenes, e incluso modificar los antígenos de la membrana plasmática 

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 continuación se prepara un gel 

de agarosa al 1.5%. Se introducen 5 μL del producto final de la PCR (de la muestra, del 

control negativo y del control positivo) mezclado con tampón de carga con azul de 

bromofenol (Sigma-Aldrich). Además se utiliza un marcador de pesos moleculares de 1 kb 

(Sigma-Aldrich). 

 Tabla 1. Programa PCR 

CICLOS TEMPERATURA (oC) TIEMPO (seg) 
1 94 oC 120 s 

39 94 oC - 55 oC - 72 oC 30 s - 30 s - 
30 s 

Enfriamiento hasta 4 – 8 oC 

4.4 COMPUESTOS 

 Se testearon 6 compuestos quimioterapéuticos. Se analizaron los fármacos de uso 

clínico Doxorubicin, Cisplatin, Lapatinib, Gemcitabine, Paclitaxel y Vinorelbine a 5 

concentraciones. Las concentraciones utilizadas para estos compuestos según la línea 

celular se muestran en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Concentraciones utilizadas de los compuestos quimioterápicos según la línea celular. 

COMPUESTO HCT116 BT474 CALU1 
PACLITAXEL 1μM, 300nM, 100nM, 30nM, 10nM, 3nM 

DOXORUBIXIN 3μM, 1μM, 300nM, 
100nM, 30nM, 10nM 

10μM, 3μM, 1μM, 
300nM, 100nM, 30nM 

3μM, 1μM, 300nM, 100nM, 
30nM, 10nM 

CISPLATIN 100μM, 30μM, 10μM, 3μM, 1μM, 300nM 

LAPATINIB 10μM, 3μM, 1μM, 
300nM, 100nM, 30nM 

3μM, 1μM, 300nM, 
100nM, 30nM, 10nM 

10μM, 3μM, 1μM, 300nM, 
100nM, 30nM 

GENCITABINE 300nM, 100nM, 30nM, 
10nM, 3nM, 1nM 

30μM, 10μM, 3μM, 
1μM, 300nM, 100nM 

30μM, 10μM, 3μM, 1μM, 
300nM, 100nM 

VINORELBINE 1μM, 300nM100nM, 
30nM, 10nM, 3nM 

100nM, 30nM, 10nM, 
3nM, 1nM, 0,3nM 

1μM, 300nM, 100nM, 30nM, 
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 μL por pocillo. Tras 16 horas en cultivo, 

se añaden 20μL de los distintos compuestos a las concentraciones definidas por triplicado. 

Las células se incuban con los tratamientos durante 72 horas. A continuación, se retira el 

medio y se reemplaza con una mezcla de 100μL de 40μL de medio fresco y 60μL 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 incubación, el MTT es reducido por la acción de las 

oxidorreductasas celulares a Formazán, formando cristales que pueden disolverse en 

dimetilsulfóxido (DMSO), adquiriendo un color violeta. Utilizando un espectrofotómetro de 

microplacas Epoch (Biotek) se mide la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm. En 

aquellos pocillos donde la actividad metabólica celular se haya reducido por la acción de 

los compuestos, se formarán menos cristales de formazán.  

4.6 CULTIVO CELULAR EN 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 suspensión celular en 180 μL 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 

incubación de entre 3 y 5 días, se observa la formación de la esfera y se añade el 

compuesto, manteniendo el tratamiento 72 horas. El efecto de los fármacos sobre las 

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

indicador redox que utiliza una sal de tetrazolio hidrosoluble (WST-8) para formar un 

compuesto también hidrosoluble de formazán coloreado. Esta reacción se produce 

gracias a la reducción 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 tinción proporcionada por el compuesto de 

formazán formado es directamente proporcional al número de células vivas. Esta 

coloración será medida por un espectrofotómetro de microplacas (Epoch, BioTek) a 450 

nm. 

 

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

� Ensayo de viabilidad por tinción doble de Naranja de acridina y Ioduro de propidio: Se 

añaden 20μL de cada uno de los dos colorantes. La naranja de acridina es un colorante 

catiónico fluorescente que se intercala con el ADN y el ARN y que nos permitirá 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 está dañada o completamente 

muerta. Las esferas teñidas se analizan con el citómetro de imagen de microplacas 

Cytation 5 (BioTek). Con él podremos medir el tamaño 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 suspensión celular de la línea 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 200 y 100 μL respectivamente. El medio de esferas empleado 

consta de DMEM (que contenía 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 formación de esferas. Tras 4 horas de incubación a 37oC, se adicionan los 

fármacos en concentraciones crecientes con 3 réplicas por cada concentración. 

Después de 6 días de incubación,  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 coloración con un espectrofotómetro de microplacas (Epoch, BioTek) a 450 nm.  

� Ensayo de toxicidad sobre esferas preformadas. En este caso el periodo de incubación 

previo al tratamiento es de 72 horas. Después se añaden los fármacos en 

concentraciones crecientes con 3 réplicas por cada concentración y se dejan 3 días 

incubando. Por último, se medirá el efecto de los compuestos con CCK8. 

4.7 CRIBADO Y VALIDACIÓN DE UNA LIBRERÍA DE FÁRMACOS 

 En el cribado de compuestos se utilizan 1920 compuestos de una librería comercial 

de más de 4000 compuesto (Bioscent, UK). Para el cribado de 1920 fármacos se realizan 

ensayos en 2D y 3D (tanto de formación 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 selección de 12 compuestos que muestran 

el efecto deseado para llevar a cabo una primera validación. La validación se realiza en 

placas de 96 pocillos de fondo plano (Corning, Thermo Fisher Scientific) a cuatro 

concentraciones (5μM, 1μM, 500nM y 100nM) por triplicado. De nuevo la viabilidad se 

mide empleando CCK8. Por último, con el fin de confirmar el efecto de 4 de los 12 

compuestos en la capacidad formadora de esferas, se realiza un ensayo de formación de 

esferas en placas de 96 pocillos a cuatro concentraciones por triplicado. En esta ocasión, 

además de medir la viabilidad resultante con CCK8, se añade naranja de acridina para medir 

tamaño y cuantificar el número de esferas por pocillo con el citómetro de imagen de 

microplacas Cytation 5 (BioTek). 
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4.8 TRATAMIENTO Y ANÁLISIS DE IMAGEN 

 La obtención de imágenes se realizó con un citómetro de imagen, el Cytation 5 

(BioTek). Tanto para la configuración de los distintos parámetros de lectura del instrumento 

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

 

   Figura 4. Programa utilizado para extracción y análisis 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 citómetro. Además, 

simultáneamente, puedes tomar diferentes imágenes dependiendo del agente 

fluorescente que quieras visualizar. Asimismo, también se pueden variar distintos 

parámetros, como la intensidad del LED o la exposición, para mejorar la calidad de la 

imagen final (figura 5) 

 

 

 

Figura 5. Configuración de los distintos parámetros para la captura de imágenes de la placa por el citómetro. 
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 Para el estudio de la imagen se pueden tener en cuenta distintos factores, desde el 

número de esferas por pocillo, hasta el tamaño o la circularidad de las mismas (figura 6).  

 Dentro de cada análisis es además posible variar los parámetros de medida, como 

el tamaño máximo y mínimo o la circularidad mínima que se establecen para que el objeto 

detectado sea contabilizado como esfera (figura 7). 

 

Figura 6. Diversidad de análisis posibles de la imagen 

Figura 7. Ejemplo de modificación de parámetros de análisis 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 ANÁLISIS DE MICOPLASMA 

 El análisis de PCR confirmó que todas las líneas celulares estaban libres de 

contaminación por micoplasma y, por lo tanto, adecuadas para su utilización en 

posteriores experimentos (figura 8). 

 

 

 

 

 

 

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

5.2 ESTUDIO DEL EFECTO DIFERENCIAL DE LOS COMPUESTOS QUIMIOTERÁPICOS 

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 tinción con naranja de acridina y yoduro de propidio, que nos 

permitirá 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 coloración proporcional a la cantidad de 

células vivas. 

 En las tres líneas celulares la viabilidad cuantificada por los dos métodos no coincide 

(figuras 23, 24 y 25, Anexo I). Una posible explicación a esta divergencia en los resultados 

podría ser debida a la propia acción de los compuestos utilizados. En el caso de que los 

compuestos terapéuticos tuviesen propiedades reductoras y reaccionarán con el WST-8 del 

CCK8, dando al medio una mayor coloración que hará que se sobreestime la cantidad de 

células viables. (Gold Biotechnology, 2014.). Otra posible causa de esta lectura errónea 

podría venir del hecho de que la presencia de sustancias tóxicas en bajas concentraciones 

a veces estimula la actividad celular. Dado que las células tienen mecanismos para 
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protegerse de la exposición a dichas sustancias, la actividad enzimática puede aumentar en 

la etapa inicial de tratamiento hasta llegar a una cierta concentración del fármaco 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 reacción con un 

metabolito producido por la célula como es el NAD+, no serán 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 tinción 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 líneas celulares 

con agentes quimioterápicos 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 tinción doble NA/IP. 

PACLITAXEL  

Figura 9. Efecto diferencial de Paclitaxel en 2D y 3D. A) Comparación 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 MTT (en rojo). Los datos están normalizados respecto al control sin tratamiento. B) Imágenes 
representativas de esferas de BT-474 tratadas con paclitaxel, En verde células vivas y en rojo células 
muertas. Control (izquierda), Paclitaxel 0.01 μM (centro) y 0,3 μM (derecha). 
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 El Paclitaxel es un compuesto contra el cáncer que interfiere en la división celular y 

causa la destrucción de las células interfiriendo en la descomposición normal de los 

microtúbulos durante la división celular (Nirmalanandhan et al., 2010). Como se puede 

observar en la figura 9, se trata de un compuesto tóxico para las tres líneas 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 línea HCT116, donde esto se distingue más 

claramente. A partir de 0,010 μM la viabilidad en 3D se mantiene estable mientras que en 

2D sigue decreciendo prácticamente hasta llegar a un 0%. Cabe destacar también que a las 

concentraciones más altas, este compuesto produce un efecto de diseminación celular 

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

10).  

 En el caso de la línea de cáncer de mama se puede observar que, comparando con 

HCT116 y CALU1, se requiere una concentración de compuesto mayor para que la viabilidad 

celular comience a decrecer notablemente. En modelos de cultivo en 3D se ha observado 

que la expresión 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 morfología densa de la esfera, que protegería 

a las células de la apoptosis inducida por el paclitaxel (Imamura et al., 2015). Modelos 

preclínicos han demostrado que la combinación de este compuesto con Sorafenib y 

radioterapia disminuyen de forma sinérgica la viabilidad de las células del cáncer de mama 

e inducen significativamente su apoptosis de forma más efectiva que cuando son tratadas 

únicamente con Paclitaxel. Esto se debe a que este tratamiento reduce los niveles de factor 

anti-apoptótico en las células (Choi et al., 2019). 

Figura 10. Imágenes obtenidas por el citómetro de imágenes Cytation. En verde células vivas y en rojo células 
muertas. A la izquierda: Esfera con tratamiento de Paclitaxel a 1μM. A la derecha: Esfera con tratamiento de 
Paclitaxel a 0,3 μM. 
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 En cuanto a la línea celular CALU1 en la figura 9 se observa un ratio mayor a 

concentraciones más altas, lo cual a priori sería ilógico ya que la proporción de células 

viables debería disminuir con el gradiente creciente del compuesto. Esto probablemente 

viene causado por problemas con la tinción, tanto en las esferas control sin tratamiento 

como en aquellas que han sido tratadas con concentraciones bajas del compuesto. Quizás 

por falta de tiempo de incubación 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 imágenes se aprecia un 

efecto notable como se puede observar en la figura 11. 

Figura 11. Imágenes obtenidas por el citómetro de imágenes Cytation. En verde células vivas y en rojo células 
muertas. A la izquierda: Esfera con tratamiento de Paclitaxel a 1μM. A la derecha: Esfera con tratamiento de 
Paclitaxel a 3 nM. 

DOXORUBIXIN 

  

Figura 12. Efecto diferencial de doxorrubicina en 2D y 3D. A) Comparación 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 están normalizados respecto al control sin 
tratamiento. B) Imágenes representativas de esferas de HCT116 tratadas con doxorrubicina, En verde 
células vivas y en rojo células muertas. Control (izquierda), doxorrubicina 0.1 μM (centro) y 3 μM (derecha). 
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 Actualmente la doxorrubicina se usa como tratamiento de diferentes tipos de 

cáncer, como el de mama, pulmón y hepático.  Pertenece a la familia de las antraciclinas y 

actúa intercalándose con el ADN y por tanto inhibiendo la biosíntesis de ácidos nucleicos. 

Dificulta el avance de la enzima topoisomerasa II, que lleva a cabo la transcripción, 

estabilizando el complejo con esta enzima después de que se abra la cadena de ADN, 

evitando que se libere la doble hélice y deteniendo así el proceso de replicación. Esto hace 

que las células cancerosas mueran y, en consecuencia, el crecimiento del tumor sea más 

lento o se detenga. Además, este compuesto forma radicales libres de oxígeno que resultan 

en una citotoxicidad secundaria a la peroxidación de lípidos de la membrana celular 

(National Center for Biotechnology Information, 2019).  

 Así pues, observando la figura 12, se puede apreciar que este compuesto tiene un 

claro efecto sobre todas las líneas ensayadas. Tanto para las HCT116 como para las CALU1, 

la repercusión del tratamiento es mayor en 2D que en 3D. No obstante, a concentraciones 

elevadas (3 μM en HCT116 y 1 μM 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 

concentración de 0,1 μM la viabilidad celular en 3D cae drásticamente mientras que en el 

cultivo 2D baja más moderadamente hasta un 50%. La Doxorrubicina se utiliza como 

quimioterapia de agente único de primera línea para el cáncer de mama metastásico 

(Paridaens et al., 2000). Es más, a posteriori se han realizado estudios con liposomas que 

contenían este compuesto (PLD, doxorrubicina liposomal pegilada) que reducían 

significativamente la cardiotoxicidad que presentaba el fármaco suministrado por sí solo 

debido a su capacidad de generar radicales libres (O’Brien et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

23 
 

CISPLATINO 

 El cisplatino es un fármaco antineoplásico y citotóxico bien conocido utilizado para 

el tratamiento de numerosos cánceres humanos, entre otros el de pulmón, ovario, 

carcinomas, linfomas y sarcomas. Su modo de acción se ha relacionado con su capacidad 

para entrecruzarse con las bases de purina en el ADN, interferir con los mecanismos de 

reparación del ADN y causar un daño en el ADN para, posteriormente, inducir la apoptosis 

en las células cancerosas. Sin embargo, debido a la resistencia al fármaco y numerosos 

efectos secundarios indeseables, como problemas renales graves, reacciones alérgicas, 

disminución de la inmunidad a las infecciones, trastornos gastrointestinales, hemorragia y 

pérdida de la audición, 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 combinación con otros 

medicamentos y con un adyuvante a base de cisplatino se ha aplicado como nuevas 

estrategias terapéuticas para muchos tipos de cáncer (Dasari y Tchounwou, 2014). 

Figura 13. Efecto diferencial de cisplatino en 2D y 3D. A) Comparación 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 están normalizados respecto al control sin tratamiento. B) Imágenes 
representativas de esferas de CALU-1 tratadas con cisplatino. En verde células vivas y en rojo células 
muertas. Control (izquierda), cisplatino 1 μM (centro) y 10 μM (derecha). 
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 Los mecanismos de resistencia de este tipo de células frente al cisplatino no están 

aun plenamente esclarecidos. Se cree que la resistencia puede estar relacionada con la 

activación del aldehído deshidrogenasa y las vías de desarrollo, la respuesta mejorada al 

daño en el ADN y sobretodo con la salida de fármacos por parte de los transportadores 

ABC. La sobreexpresión en algunos tipos de tumores de las proteínas que conforman estos 

transportadores deriva en un flujo dependiente de ATP de estos compuestos citotóxicos 

con el fin de mantener la concentración del fármaco dentro de las células por debajo del 

nivel tóxico (Cojoc et al., 2015). 

 Así 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 repercusión en la viabilidad celular, incluso 

a concentraciones tan altas como 100 μM. Esto sería un claro ejemplo de fármacos que 

demuestran ser muy efectivos en 2D pero que en fases preclínicas posteriores con modelos 

tumorales más similares a la realidad in vivo pierden tal efectividad. 

LAPATINIB 

 

Figura 14. Efecto diferencial de Lapatinib en 2D y 3D. A) Comparación 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 están normalizados respecto al control sin tratamiento. B) Imágenes 
representativas de esferas de CALU-1 tratadas con Lapatinib, En verde células vivas y en rojo células 
muertas. Control (izquierda), Lapatinib 0.1 μM (centro) y 3 μM (derecha). 
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 El Lapatinib es un fármaco que actúa como inhibidor de la transducción de ciertas 

señales, 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 señales dificulta el proceso de 

crecimiento y división de las células cancerígenas que terminan por morir. Este tratamiento 

es aplicado a pacientes con cáncer de mama avanzado o metastásico HER-2 positivo que 

ya hayan recibido previamente otro tipo de tratamientos, ya que este es más agresivo y 

genera más efectos secundarios (Mitri et al., 2012). Por esta razón se ve un efecto más 

notable sobre la línea BT474 (figura 14) en 3D e incluso aún mayor en el ensayo en 2D. Sin 

embargo sobre la línea CALU1 este compuesto no tiene efecto ninguno ni en 2D ni en 3D 

(figura 14). Así mismo cabe destacar que, aunque no se trata de una línea celular de cáncer 

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 

fármaco es capaz de inhibir el crecimiento de células de cáncer de colon que tienen una 

expresión detectable o incluso sobreexpresión de HER-2 (LaBonte et al., 2009). 

GENCITABINE 

Figura 15. Efecto diferencial de Gencitabine en 2D y 3D. A) Comparación 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 están normalizados respecto al control sin tratamiento. B) 
Imágenes representativas de esferas de CALU-1 tratadas con Gencitabine, En verde células vivas y en rojo 
células muertas. Control (izquierda), Gencitabine 1 μM (centro) y 30 μM (derecha). 
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 El Gencitabine es un quimioterápico utilizado para tratar diferentes tipos de cáncer, 

incluyendo el de páncreas, el ovárico, el de pulmón de células no pequeñas 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 división 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 así la elongación de la hebra por parte de las ADN 

polimerasas y evitando a su vez que las enzimas de corrección de síntesis de ADN retiren el 

gentabicine de su posición. Esta inhibición del crecimiento y la división celular será lo que 

cause finalmente la muerte celular. Este fármaco ataca a células en fases muy específicas 

del ciclo, por lo que, debido a que las células tumorales suelen dividirse más rápido y con 

menor corrección de errores que las células sanas, las células cancerosas son más sensibles 

a este daño (Plunkett et al., 1995). Así pues, el mayor impacto de este tratamiento se 

observa en las líneas 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 concentración más elevada para que 

la viabilidad celular comience a decrecer, mientras que en 2D es un efecto más gradual. En 

cuanto a la línea BT474, analizando la gráfica podemos advertir que el efecto en 2D y 3D es 

prácticamente paralelo. Además, desde las concentraciones más bajas la viabilidad está en 

torno al 75 %, manteniéndose estable a pesar del incremento en la concentración del 

compuesto (figura 15). 
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VINORELBINE 

 El Vinorelbine es un compuesto recetado en el tratamiento de cáncer de pulmón de 

células no pequeñas o como agente único en pacientes con cáncer de mama metastásico 

en el que tratamientos anteriores con antraciclina y/o taxano hayan fallado. Se trata de un 

agente citostático que inhibe la  polimerización  de  la  tubulina  y  se  une  preferentemente 

a  los  microtúbulos  mitóticos. 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 atención que a pesar de que este fármaco esté indicado para el cáncer de 

pulmón de células no pequeñas, en la línea CALU1 apenas se vea efecto en 3D y que sea 

nulo en 2D (figura 16). Esto puede deberse a que, con la intención 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 quimioterápicos como el cisplatino (Douillard et al., 

2006) y/o cetuximab (Pirker et al., 2008). 

 En cuanto a su efecto sobre la línea de cáncer 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 drástico a una concentración 

Figura 16. Efecto diferencial de Vinorelbine en 2D y 3D. A) Comparación 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 están normalizados respecto al control sin tratamiento. B) 
Imágenes representativas de esferas de BT-474 tratadas con Vinorelbine, En verde células vivas y en rojo 
células muertas. Control (izquierda), Vinorelbine 3 μM (centro) y 10 μM (derecha). 
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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 prácticamente idéntica, aunque la concentración del fármaco vaya 

creciendo. Sin embargo en 3D, hasta que no se alcanza una concentración de 3 nM el efecto 

no es muy notable. No obstante, en ambos casos se aprecia una buena eficacia del fármaco. 

A pesar de su efectividad en algunos estudios se ha llegado a ensayar su administración a 

pacientes con cáncer de mama metastásico con adjuvantes como el Gencitabine (Martín 

et al., 2007) o el Trastuzumab (Joensuu et al., 2006). Por último, también se puede 

distinguir un amplio efecto diferencial del Vinorelbine sobre HCT116 (figura 16). Mientras 

para la concentración más baja (3 nM) el cultivo 2D ya baja su viabilidad celular a un 75%, 

en 3D se requiere más del triple (10 nM) para llegar a tal dato. Esta disparidad es aún más 

notable a concentraciones más altas (de 0,1 a 1 μM), cuando en 2D la viabilidad celular está 

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

5.2.3 EFECTO DE LOS COMPUESTOS SOBRE EL TAMAÑO DE LAS ESFERAS 

 Con el objetivo de obtener la mayor información posible de los ensayos funcionales 

en cultivos celulares en 3D, se midió también el efecto de los compuestos quimioterápicos 

en el tamaño y la morfología de las esferas. Analizando las gráficas expuestas en el Anexo 

II (figuras 26, 27 y 28) se puede percibir, en general, que el cambio de tamaño de las esferas 

no es muy significativo en ninguna de las tres líneas. Esto se debe a que el tratamiento con 

estos compuestos es citotóxico, es decir, que las células dejan de crecer y dividirse. Además 

la muerte celular suele producirse en la zona central de la esfera por lo que estas no ven 

en ningún caso reducido su tamaño (figura 17). 

 

 

  

 No obstante, también se pueden observar algunas excepciones. Tanto en las esferas 

de la línea HCT116 tratadas con Paclitaxel, Doxorubixin o Vinorelbine, como en las de la 

línea BT474 tratadas también con Doxorubixin se observa cambio en el tamaño claro, 

derivado del efecto citotóxico que tienen estos compuestos sobre estas líneas en concreto 

(figuras 26 y 27, Anexo II). En estos casos el fármaco afecta a las células de las capas más 

Figura 17. Ejemplo de esfera con necrosis celular. Línea celular BT474. Tratamiento con Paclitaxel a 1μM. 
Células vivas en verde. Células muertas en rojo. 
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externas de la esfera, lo que produce un efecto de diseminación, de forma que la esfera se 

deshace (figuras 18 y 19). Este efecto podría indicar una baja capacidad de penetración de 

los fármacos en estructuras tridimensionales. Esta característica puede llevar, cuando el 

fármaco es testado clínicamente, a una repuesta inicial positiva, donde el tamaño del 

tumor disminuiría pero que, a la larga, daría lugar a una reaparición del mismo debido a 

que el crecimiento del tumor solo se habría detenido transitoriamente. 

 

 

 

 

 Estos datos revelan un claro efecto diferencial de los quimioterápicos seleccionados 

en cultivo 2D y 3D. Este efecto diferencial se observa claramente en el caso de HCT116, 

línea sobre la cual 5 de los 6 compuestos quimioterápicos ensayados (Paclitaxel, 

Doxorubixin, Lapatinib, Cisplatino y Vinorelbine) muestran un mayor efecto en 2D frente a 

3D. Lo mismo sucede con la línea 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 línea CALU-1, 3 compuestos muestran un efecto 

diferencial claro entre cultivos 2D y 3D (Paclitaxel, Cisplatino y Gencitabina), uno mostró 

un efecto ligeramente más 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 

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

Figura 18. Ejemplos del efecto diseminatorio sobre la línea HCT116. Esferas tratadas con Paclitaxel (izquierda) 
y Vinorelbine (centro) a 1 μM, con Doxorubixin a 3 μM (derecha). Células vivas en verde. Células muertas en 
rojo. 
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2D demuestra ser altamente tóxico, sobre 3D apenas tiene repercusión en la viabilidad 

celular del cultivo. 

5.3 CRIBADO Y VALIDACIÓN DE UNA LIBRERÍA DE FÁRMACOS 

5.3.1 CRIBADO   

 Uno de los principales problemas de los compuestos usados en la terapia contra el 

cáncer es que en muchas ocasiones estos compuestos presentan un efecto citotóxico 

inespecífico cuya consecuencia son unos efectos secundarios altamente perjudiciales para 

los pacientes. Además, las CSC que sostienen el crecimiento del tumor serían más 

resistentes a estos tratamientos que el resto de las células tumorales e incluso que las 

células somáticas del paciente. Por lo tanto, a la hora de seleccionar un buen candidato 

para compuesto con efecto anti-CSC, será necesario buscar compuestos que no muestren 

un elevado efecto citotóxico sobre el cultivo en 2D pero que si afecte a las CSC. Para medir 

el efecto de compuestos frente a la sub-población celular de las CSC utilizamos el ensayo 

de formación de esferas, que nos permite determinar el efecto de los compuestos en las 

células formadoras de esferas, consideradas células con características de célula madre 

tumoral (Gumuzio Barrie, 2014). 

 Para ello se realiza un cribado de 1920 compuestos, pertenecientes a una librería 

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 formación 

de esferas del cultivo. Complementariamente, se mide el efecto tóxico de los compuestos 

sobre esferas ya formadas. Por tanto, los parámetros 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 tóxico 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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 De todos los candidatos ensayados se realiza una selección de 12 compuestos que 

han demostrado el efecto deseado, es decir, un impacto tóxico muy bajo o nulo sobre un 

cultivo 2D pero un efecto destacable de toxicidad y/o sobre la capacidad de formación de 

esferas en 3D. 

5.3.2 VALIDACIÓN 

 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 cuestión (0,1 - 0,5 - 1 - 5 μM). 

 Como se puede observar en las gráficas expuestas en la figura 21 algunos 

compuestos (el 71-P24, el 64-C24, el 70-A23 y el 70-P24) que no muestran ningún efecto 

señalado ni sobre cultivos 2D, como cabía 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 prácticamente nulo efecto sobre la 

viabilidad y la capacidad formadora de esferas en 3D sí que muestran un alcance mayor en 

el efecto sobre cultivos 2D. En estos casos es por tanto imposible validar el efecto que se 

había 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.  

Figura 20. Representación gráfica del efecto de los 1920 compuestos sobre la línea HCT116.En las gráficas se 
compara el efecto en la capacidad formadora de esferas frente al efecto en la viabilidad de esferas ya 
formadas (izquierda), el efecto tóxico en cultivos en 2D frente a capacidad formadora de esferas (centro) y el 
efecto  tóxico en cultivos en 2D frente al efecto tóxico en esferas ya formadas (derecha). Un círculo rojo señala 
en todas las gráficas los compuestos con el efecto deseado. 
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 Sin embargo, en las gráficas de la figura 21 correspondientes a los compuestos          

70-A23, 70-P24, 71-P24 y 64-C24 sí 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 comparación con el observado en 3D, sobretodo sobre la 

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

ratificar el efecto observado.  

Figura 21. Efecto de los 12 compuestos seleccionados del cribado para la validación sobre la línea 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 están normalizados respecto al control sin tratamiento. 
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 Por último, se realiza un ensayo de formación de esferas en placas de 96 pocillos 

donde se mide el número y tamaño de esferas que se han generado, mediante la tinción 

del cultivo 3D con naranja de acridina y su posterior medición con el citómetro de imagen. 

Complementariamente se mide la viabilidad celular por CCK8. 

  De los cuatro compuestos analizados únicamente el compuesto 70-G23 un efecto 

claro en la capacidad formadora de esferas del cultivo 3D. Además, este dato correlación 

con el efecto observado en la viabilidad celular por el ensayo de CCK8, lo cual es esperable 

ya que en principio, a un menor número de esferas, una menor actividad metabólica 

observable por pocillo. Así pues, de los 1920 examinados en primera instancia éste sería el 

único buen candidato para posteriores fases clínicas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Efecto de los 4 compuestos seleccionados sobre la línea HCT116. En negro el efecto de 70-G23, 
en rojo el de 69-P06, en verde el de 69-O21 y en azul el de 70-I23. La viabilidad en 3D (derecha) ha sido 
medida mediante un ensayo con CCK8. Tanto el tamaño de las esferas (izquierda) como la capacidad 
formadora de las mismas (centro) se han medido a través de una tinción con naranja de acridina y un 
posterior análisis con el citómetro de imagen. 
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6. CONCLUSIONES  

Los resultados obtenidos en el desarrollo de este trabajo de fin de máster indican 

que las células de las líneas continuas de cáncer HCT-116, BT-474 y CALU-1 presentan, por 

lo general, una mayor resistencia al tratamiento con los compuestos quimioterápicos 

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, información relevante sobre el efecto del compuesto en la 

viabilidad celular, crecimiento, aspecto y tamaño de la esfera, lo que permite una mejor 

caracterización del compuesto. 

Los ensayos celulares en 3D pueden escalarse para realizar cribados de alto 

rendimiento de fármacos anti-tumorales. Estos ensayos representan una posible 

alternativa sencilla, rápida, económica y biológicamente más relevante a los ensayos 

tradicionales en cultivos celulares en 2D.  
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ANEXO I: GRÁFICAS RATIO VS. CCK8 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Efecto de compuestos quimioterápicos sobre la línea HCT116. Comparación de la medida de la 
viabilidad celular en 3D: Ratio (en negro) vs CCK8 (en azul). Los datos están normalizados respecto al 
control sin tratamiento. 
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Figura 24. Efecto de compuestos quimioterápicos sobre la línea BT474. Comparación de la medida de la 
viabilidad celular en 3D: Ratio (en negro) vs CCK8 (en azul). Los datos están normalizados respecto al 
control sin tratamiento. 
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Figura 25. Efecto de compuestos quimioterápicos sobre la línea CALU1. Comparación de la medida de la 
viabilidad celular en 3D: Ratio (en negro) vs CCK8 (en azul). Los datos están normalizados respecto al 
control sin tratamiento. 
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ANEXO II: GRÁFICAS TAMAÑO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Efecto de compuestos quimioterápicos sobre el tamaño de la oncoesfera en la línea HCT116. 
Los datos están normalizados respecto al control sin tratamiento. 
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Figura 27. Efecto de compuestos quimioterápicos sobre el tamaño de la oncoesfera en la línea BT474. Los 
datos están normalizados respecto al control sin tratamiento. 
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Figura 28. Efecto de compuestos quimioterápicos sobre el tamaño de la oncoesfera en la línea CALU1. Los 
datos están normalizados respecto al control sin tratamiento. 


