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1. RESUMEN

Los tumores mamarios malignos HER2+, constiyuyen un tipo de cancer de mama (CM)
que se caracteriza por la amplificacion del gen que codifica para esta proteina. HER2
es una oncoproteina que participa en la regulacion del crecimiento, la supervivencia y
la diferenciacion celular (Igbal, 2014). Aunque, las terapias anticancerigenas van
dirigidas dependiendo las caracteristicas moleculares del tumor, las pacientes
eventualmente se vuelven resistentes al tratamiento (Gottesman M, 2002).
Actualmente, se ha demostrado que los cultivos 3D emulan mejor las caracteristicas
de los tumores formados en condiciones fisioldgicas, debido a esto se utilizaron como
modelo de estudios en este proyecto. El objetivo de este trabajo fue comparar la
expresion diferencial de una linea celular de CM HER2+ en dos tipos de condiciones
de cultivo; un modelo tradicional en monocapa y un cultivo tridimensional (3D), nuestra
hipoétesis es que este Ultimo tenga un perfil transcripcional mas allegado al de un tumor
in-vivo. y por lo tanto pueda estar expresando genes que le confieran resistencia a la
terapia farmacologica. Primeramente, se realizé un ensayo de microarreglos para
evaluar la expresion diferencial de ARNm en ambos tipos de cultivo. Los datos
muestran que 2870 genes fueron sobreexpresados y 1943 reprimidos en las células
crecidas en 3D en comparacion con los cultivos en 2D. El analisis bioinformatico
identific6 genes asociados a la resistencia a quimioterapia, que se sobreexpresaron
en la condicién 3D con respecto a 2D, resaltando el papel de algunos transportadores
tipo ABC. Nuestros analisis posteriores identificaron al transportador ABCB10 como
un candidato potencial para analisis funcionales. Se disefiaron primers para validar su
expresion en cultivos 2D y 3D y se confirmé su sobreexpresion en 3D, posteriormente
se utilizé un siRNA especifico para disminuir la expresién del gen y evaluar su efecto
en la sensibilizacion de las células de CM al tratamiento quimioterapéutico in-vitro. Se
determind la IC50 de la linea celular para el tratamiento con cisplatino y se observé
que la viabilidad celular disminuia en las células transfectadas con el siRNA para
ABCB10 y tratadas con cisplatino en comparacion con aquellas que no fueron
transfectadas pero si tratadas con cisplatino. Estos datos muestran que el crecimiento
de las células de CM en condiciones 3D impactan fuertemente el transcriptoma de
ARNmM y permiten la identificacion de potenciales blanco terapéuticos asociados a la

resistencia a la terapia.
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2. ABSTRACT

HER2+ malignant breast tumors constitute a type of breast cancer (BC) that is
characterized by the amplification of the gene that codes for this protein. HER2 is a
oncoprotein that participates in the regulation of cell growth, survival, and
differentiation. Although anticancer therapies are targeted depending on the molecular
characteristics of the tumor, patients eventually become resistant of treatment
(Gottesman M, 2002). Currently, it has been showed that 3D cultures better emulate
the characteristics of tumors formed under physiological conditions, which they were
used as study model in this project. The aim of this work was to compare differential
expression of HER2 BC cell line in two types of culture conditions: a monolayer model
and three-dimensional (3D) culture. Our hypothesis is that the latter has a
transcriptional profile closer to that of an in-vivo tumor and therefore may be expressing
genes that confer resistance to pharmacological therapy. First, a microarray assay was
performed to evaluate the differential expression of mRNA in both types of culture. The
data show that 2870 genes were overexpressed and 1943 down expressed in cells
grown in 3D compared to 2D cultures. The bioinformatic analysis identified genes
associated with resistance to chemotherapy, which were overexpressed in the 3D
condition compared to 2D, highlighting the role of some ABC transporters. Our
subsequent analyzes identified that ABCB10 transporter as a potential candidate for
functional analyses. Primers were designed to validate its expression in 2D and 3D
cultures and its overexpression was confirmed in 3D. Subsequently a specific SIRNA
was used to decrease the expression of the gene and evaluate its effect on the
sensitization of BC cells to in-vitro chemotherapeutic treatment. The IC50 of the cell
line for treatment with cisplatin was determined and it was observed that cell viability
decreased in cells transfected with the siRNA for ABCB10 and treated with cisplatin.
These data show that the growth cells of BC in 3D conditions strongly impacts the
MRNA transcriptome and allows the identification of potential therapeutic targets

associated with therapy resistance.
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3. INTRODUCCION

Céncer, es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo; también se habla de tumores malignos
0 neoplasias malignas. Una caracteristica definitoria del cancer es la multiplicacion
rapida de células anormales que se extienden mas alla de sus limites habituales y
pueden invadir partes adyacentes del lugar de origen o propagarse a otros 6rganos o
tejidos distantes, proceso que se denomina metastasis. (OMS, 2018). Se estima que
a nivel mundial 1 de cada 5 personas desarrollaran cancer durante su vida; y que 1 de
cada 8 hombres y 1 de cada 11 mujeres mueren a causa de esta enfermedad (OMS,
2019). Estas estimaciones actuales sugieren que mas de 50 millones de personas
viven a los 5 afios posteriores a un diagndstico de cancer. Segun estimaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2019, el cancer es la primera, o segunda
causa principal de muerte antes de los 70 afios en 112 de 183 paises, y ocupa el tercer
0 cuarto lugar en otros 23 paises (Sung, 2020). Los datos mas actuales de esta
patologia, muestran que, durante el afio 2020, a nivel mundial la incidencia del cancer
fue de 19.3 millones de nuevos casos, con una mortalidad calculada en 10 millones
(Sung, 2020). Respecto a los indices de mortalidad, el cancer de pulmon sigue siendo
la principal causa de muerte por cancer con el 18% del total de muertes; por su parte,
el cAncer de mama se ubica en quinto lugar con el 6,9% del total de muertes (Sung,
2020).

El cAncer de mama (CM) es una neoplasia maligna que se origina en el tejido mamario,
principalmente en los conductos y en los lobulillos mamarios. Asimismo, el cancer de
mama femenino es el tipo de cadncer mas comunmente diagnosticado, representando
el 11.7 % del total de casos, seguido muy de cerca por el cancer de pulmén conel 11.4
% del total de casos. Anatdbmicamente, la mama esta compuesta por dos tipos
principales de tejidos, tejidos glandulares y tejidos estromales. Los tejidos glandulares
albergan las glandulas productoras de leche, es decir los I6bulos y los conductos
lacteos, mientras que los tejidos estromales incluyen tejidos conectivos grasos y
fibrosos de la mama. (Sharma et al., 2010). En el afio 2020, en todo el mundo se
diagnostico CM a 2.3 millones de mujeres, de éstas 685,000 fallecieron por esa
enfermedad. A finales de ese mismo afio, 7,8 millones de mujeres a las que en los 5

afios anteriores se les habia diagnosticado la enfermedad seguian con vida, lo que
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hace que este cancer sea el de mayor prevalencia en el mundo (OMS, 2021). Sin
embargo, las tasas de supervivencia del cancer mamario tienen una enorme variacion
a nivel mundial, desde el 80% o mas en América del Norte, Suecia y Japon; pasando
por un 60% aproximadamente en los paises de ingresos medios, hasta cifras inferiores
al 40% en los paises de ingresos bajos. (Coleman et al., 2008). Aunque se tienen
claramente identificados diversos factores de riesgo para el desarrollo del cancer de
mama, no es posible identificar factores de riesgo especificos en cada caso de mujer
afectada. Los datos mas recientes, muestran que a nivel mundial el CM sigue
ocupando el primer lugar en incidencia de cancer con un 47,8% por cada 100,000
habitantes (fig. 1) también respecto a los indices de mortalidad, el cancer de mama
ocupa el primer lugar con el 13.6% de todas las muertes por cancer en mujeres de
todas las edades. (GLOBOCAN, 2022).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, World, females, all ages (excl.
NMSC
) 47,8 % incidencia

Breast por CM a nivel

I 13.6 % de mortalidad mundial.
Cu\orectum_ por CM a nivel mundial.
“
Cervixutan_ Incidencia
Thyroid
i B \Vortalidad
Corpusu[en-
. |
Non-Hodgkin lymphoma -
0 10 20 30 10

Fig 1. Tasas de incidenciay mortalidad por tipos de cancer en mujeres durante el afio 2020.
Los datos mas recientes, muestran que a nivel mundial el CM sigue ocupando el primer lugar en
incidencia de cancer con un 47,8% por cada 100,000 habitantes, también respecto a los indices de
mortalidad, el cancer de mama ocupa el primer lugar con el 13.6% de todas las muertes por cancer
en mujeres de todas las edades. Tomada y modificada de GLOBOCAN, 2022.
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3.1 Cancer de mama

De manera particular, el CM es una neoplasia que se origina en el tejido mamario,
principalmente en los conductos y en los lobulillos mamarios (Sharma et al., 2010). La
mama esta compuesta por dos tipos de tejido, el tejido glandular y tejido estromal o de
soporte; el tejido glandular alberga las glandulas que producen la leche, llamados
I6bulos, y los ductos por donde pasa la leche. Por su parte, el tejido estromal incluye
grasa y tejido conectivo fibroso (fig. 2). Al mismo tiempo, la mama también se compone
de tejido inmune linfatico que drena fluidos celulares y desechos (Sharma et al., 2010).
Hay varios tipos de tumores que pueden desarrollarse en diferentes areas de la mama,
la mayoria de los tumores son el resultado de cambios benignos (no cancerosos)
dentro del seno. Existen diferentes tipos de cancer de mama, que se clasifican de
acuerdo al sitio donde se originan 1) Cancer de mama no invasivo: Es el tipo de cancer
donde las células estan confinadas a los ductos y no invaden los tejidos adiposos y
circundantes de la mama. El carcinoma ductal in-situ es el mas comuan del cancer de
mama no invasivo (Sharma et al., 2010). 2) Cancer de mama invasivo: En este tipo
de céncer las células atraviesan el conducto y la pared lobulillar e invaden los tejidos
grasos (fig. 3) y conectivos circundantes de la mama, eventualemnte este tipo de

carcinomas pueden diseminarse a tejidos u 6érganos distantes (Sharma et al., 2010).
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Fig. 2 Anatomia de la glandula mamaria. En la figura se pueden observar las estructuras
principales de las que se compone. La mama esta compuesta por dos tipos de tejido, el tejido
glandular y tejido estromal o de soporte; el tejido glandular alberga las glandulas que producen la
leche, llamados l6bulos (mostrados en color marron) y los ductos por donde pasa la leche. Por su
parte, el tejido estromal incluye grasa y tejido conectivo fibroso. Imagen tomada y modificada de
Rivar, A; Galarza-Paez, L; Peterson, D. 2023.
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Fig. 3. Anatomia de la mama con carcinoma lobular invasivo. En la imagen se muestra una vista
lateral de la mama, se observan las estructuras de las que se compone: como tejido graso, pezon,
areola, conducto de leche, I6bulos, misculos pectorales y la pared toracica. En color marrén oscuro se
observa un crecimiento anormal de células en los l6bulos, representando un carcinoma lobular
invasivo, este tipo de cancer comienza en las glandulas mamarias (I6bulos) del seno, pero a menudo
se disemina invadiendo tejidos grasos y conectivos circundantes, asi como otras regiones del cuerpo.
Este tipo de carcinoma representa del 10% al 15% de los canceres de mama. Imagen tomada y
modificada de Rivar, A; Galarza-Paez, L; Peterson, D. 2023, con informacién de Sharma et al., 2010.
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3.2 Tipos de cancer de mama mas frecuentes.

. Carcinoma lobular in situ (CLIS): El término in-situ hace referencia al cancer que
no se ha extendido mas alla del area donde inicialmente se desarrollo (fig. 3) (Sharma
et al., 2010).

. Carcinoma ductal in situ (DCIS): Es el tipo mas comun de cancer de mama no

invasivo, confinado a los ductos de la mama (Sharma et al., 2010).

. Carcinoma lobular invasivo (ILC): Este tipo de cancer comienza en las glandulas
mamarias (I6bulos) del seno (fig. 3), pero a menudo se disemina a otras regiones del
cuerpo. ILC representa del 10% al 15% de los canceres de mama (Sharma et al.,
2010).

. Carcinoma ductal invasivo (IDC): Este tipo de cancer comienza en los conductos
lacteos del seno y penetra la pared del conducto, invadiendo el tejido graso de la mama
y posiblemente otras regiones del cuerpo. El IDC es el tipo mas comun de cancer de
mama y representa el 80 % de los diagnosticos de cancer de mama (Sharma et al.,
2010).

Actualmente, se asume que, la diversidad clinica y prondstica de los diferentes tipos
de cancer de mama que son semejantes y homogéneos en cuanto a sus factores
prondésticos clasicos, se establece a nivel molecular al expresar distintos genes que
les confieren variabilidad biolégica y prondstica (Perou, 2000). El estudio de esta
variabilidad genética ha permitido comprender y predecir el comportamiento biolégico
del cancer de mama, y al mismo tiempo ofrecer tratamientos mas dirigidos para cada
tipo de paciente. El avance de las tecnologias de analisis gendmico ha permitido
clasificar los carcinomas de mama en funcion de sus caracteristicas moleculares. De
acuerdo con esta clasificacion existen 4 subtipos de CM: luminal A, luminal B, HER2
positivo y Basal-like o Triple Negativo (Sorlie, 2003). Los carcinomas de mama tipo
luminal son los subtipos con mejor prondstico y se caracterizan por expresar el gen del
receptor de estrogenos (RE), al expresar al RE estos tumores pueden tratarse con
tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa, pero muestran una baja respuesta a la

guimioterapia neoadyuvante (lrigoyen, 2011).
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3.3 Clasificacion molecular del cancer de mama

Una de las clasificaciones del CM se basa en los patrones moleculares que presentan
las células tumorales, de esta manera el CM se clasifica empleando marcadores
moleculares, los cuales son proteinas que se encuentran en el nucleo o en la
membrana plasmatica de las células, se identifican principalmente al receptor de
estrogenos (RE), el receptor de progesterona (RP) y la proteina HER2 (Human
Epidermal growth factor Receptor 2), ya que cuando la enfermedad se desarrolla estas
proteinas sobrepasan los niveles fisiolégicos (Parise, 2014). Estas variaciones en la
expresion de genes en diferentes tipos de CM, permiten su clasificacion en subtipos

moleculares luminal A, luminal B, HER2+ y basal-like o triple negativo (tabla 1).

Clasificacion molecular en 4 subtipos de cancer de mama

Distribuciéon de

Subtipos ER PR nlERz los subtipos

Luminal A ¥ +/- - 387%

Luminal B + e +- S
HER2+ + - * 16%
TNBC - - - 157

Tabla 1. Clasificacién molecular del cancer de mama (CM). Una de las clasificaciones del CM se
basa en las caracteristicas moleculares de las células tumorales, se identifican principalmente al
receptor de estrogeno (ER), receptor de progesterona (PR), al receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico (HER2) y al basal-like o triple negativo (TNBC). Asimismo, se muestra la distribucion
porcentual que ocupan cada uno de los subtipos en el total de ¢c’'nceres de mama. Tabla realizada a
partir de los datos de Parise, C. & Caggiano, V. 2014.
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En condiciones normales o fisioldgicas el ER se expresa en varios 0Organos
reproductivos femeninos, como el Gtero, el ovario y la mama (Lee, et al. 2012). Se
localiza principalmente en el nicleo y en el citoplasma celular, funciona como un factor
de transcripcidon en respuesta a su union con la hormona estradiol, propiciando la
expresion de sus genes blanco, entre los que se encuentran las ciclinas D, Ay E, asi
como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y el PR (Renoir, 2013). La
progesterona, por su parte es esencial en el desarrollo mamario durante la pubertad y
el embarazo, su unién con el PR conduce a la expresion de genes blanco como C-
myc, ciclina D1y la sintetasa de &cidos grasos (Candanedo-Gonzélez, 2012). En tejido
mamario normal el ER y PR se expresan solo en una pequefia fraccion de las células
epiteliales de los ductos y de los I6bulos y su cantidad varia durante el ciclo menstrual
y la etapa reproductiva. (Lumachi et al., 2015). En CM, la presencia descontrolada del
ER influencia en gran medida la malignidad de la enfermedad, asi como la capacidad
de metastasis y la respuesta la terapia endocrina (Lumachi et al., 2015). Debido a que
estos tipos de canceres son mas sensibles a terapias hormonales, se les considera de

mejor pronostico (fig. 4).
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Fig. 4. Marcadores moleculares mas usados en CM. Se observa al receptor de estrogenos (ER) y
el receptor de progesterona (PR) los cuales, tras activarse por la union de su ligando, se traslocan al
nacleo funcionando como factores de transcripcion de genes relacionados con proliferacién celular.
También se muestra al receptor del factor de crecimiento epidermal humano (HER2) el cual en
condiciones hipoxicas o de bajas concentraciones de oxigeno activa rio abajo al factor de
transcripcion HIF1a el cual se une a HIF1pB, traslocandose al nucleo y promoviendo la expresion de
genes implicados en la resistencia a terapia. Imagen tomada y modificada de Lumachi et al., 2015
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3.4 Ciclo celular

Las células cancerosas son muy similares a las células del organismo de las cuales
ellas se han originado, asimismo, tienen un material genético (DNA y RNA) similar,
pero no idéntico. Esta es la principal razén por la que a menudo no son detectadas por
el sistema inmune, en particular cuando este se encuentra debilitado (Cancer info
guide, 2009). Las células cancerosas se forman de células normales debido a una
modificacion o mutacion en el material genético,b DNA o RNA. Estas
modificaciones/mutaciones pueden ocurrir espontaneamente durante el proceso de
division celular, conocido como ciclo celular, o pueden ser inducidas por otros factores
tales como: radiacion nuclear, radiacion electromagnética (microondas, rayos X, rayos
gamma, rayos ultravioletas, etc), virus, bacterias, hongos y parasitos (debido a la
inflamacion/ irritacion del tejido), radicales libres, evolucion y envejecimiento de la
célula (Sharma et al., 2010). Todas estas alteraciones, pueden provocar mutaciones
en el DNA que podrian dar lugar al inicio de procesos tumorales. El ciclo celular (CC)
es la base para la reproduccién de los organismos, su funcion no es solamente originar
nuevas células sino asegurar que el proceso se realice en forma debida y con la
regulacion adecuada. Un ciclo celular tipico se da en dos grandes fases; la interfase,
gue a su vez se divide en: G1, Sy G2; y la mitosis que se divide en: profase, metafase,
anafase, telofase y citocinesis (fig. 5). En la interfase, en G1 se produce la
acumulacion del ATP necesario para el proceso de division y el incremento de tamafio
celular; la fase S se caracteriza por la replicacion del DNA nuclear; finalmente en G2
gue es el tiempo que transcurre entre la fase S y la mitosis, la célula se prepara para
esta Ultima etapa. El ciclo celular culmina con la mitosis donde se divide la cromatina
duplicada de modo tal que cada célula hija obtenga una copia del material genético o
sea un cromosoma de cada tipo, esta etapa final, da cabida a un nuevo ciclo en G1 o
puede que la célula entre en una fase denominada GO, la cual corresponde a un estado
de reposo especial caracteristico de algunas células, en el cual pueden permanecer

por dias, meses y hasta afios (Lomanto et al., 2003.).
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Fig. 5. Esquema del ciclo celular (CC) normal. Este ciclo es la base de la reproduccién celular de
los organismos, asi como la de asegurar que este proceso se realice de forma adecuada y regulada.
Un ciclo celular tipico se da en dos grandes fases; la interfase, que a su vez se divide en: G1, Sy G2;
en las cuales primeramente se acumula el ATP necesario para el proceso de divisién; en la fase S se
replica el DNA nuclear y finalmente en G2 la célula aumenta de tamafio y se prepara la mitosis. En
esta Ultima etapa la cromatina duplicada en la fase S se divide de modo tal que cada célula hija
obtenga una copia del material genético. Esta etapa final da lugar a un nuevo ciclo en G1 o también
sucede que algunos tipos de células entren en una fase denominada GO que es un estado de latencia
en la que pueden permanecer por dias, semanas, meses y hasta afios. Imagen realizada a partir de

la informacion de Lomanto et al., 2003.
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Como todo proceso organico, el CC esta sujeto a regulacion, la cual es realizada en
sitios especificos llamados puntos de control, dichos puntos de control pueden frenar
o disparar diversos procesos que le permitan a la célula proseguir con su ciclo normal
de replicacion del material genético, el crecimiento y divisidon (Quezada, 2007). La
funcion de regulacion basicamente es realizada por proteinas especificas conocidas
como cinasas (CDKSs) y ciclinas (ciclinas A o B). Existen ademas otros factores que
controlan el CC, los llamados inhibidores de CDK’s (CKI’s cyclin-dependent inhibitors)
que son proteinas supresoras de tumor que bloquean la actividad de los complejos
CDK’s/ciclinas y causan arrestos en fases especificas del CC (Quezada, 2007). En las
células cancerosas el proceso de division celular esta desregulado, resultando en una
proliferacion celular descontrolada, causada por factores fisicos, quimicos, genéticos
o bioldgicos. Existen decenas de formas en que se presenta la enfermedad, pero su
fisiopatologia basica comprende aberraciones en cualquier punto de la maquinaria
molecular que gobierna el CC, y que por lo tanto causa desregulaciones de éste

(Quezada, 2007) dando lugar a la formacion de células cancerosas.
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3.5 Perfil transcripcional

Los perfiles de expresion génica son un tema central en la biologia molecular, el
analisis de los productos transcripcionales producidos por la célula, permiten definir la
especificidad celular de ésta. Para comprender el papel que diferentes genes tienen
en procesos celulares como la mitosis, la migracion, la diferenciacion y la apoptosis,
se ha hecho uso de diferentes métodos para determinar patrones de expresion de
transcripcion con un alto grado de sensibilidad y especificidad, convencionalmente
hibridacion in-situ (Smith, 2003). Para obtener datos de expresion génica de todo el
genoma, los microarreglos de oligonucledétidos y DNA son particularmente poderosos
en el contexto de conocer la secuencia completa del genoma y pueden proporcionar
una vision global de los cambios en los patrones de expresidon génica en respuesta a
alteraciones fisiol6gicas o manipulacion de reguladores transcripcionales (Ewis, et al.,
2005). Los microarreglos se utilizan comunmente para analizar DNA, RNA, proteinas
y otros compuestos bioldgicos (Loewe, 2011). La tecnologia de los microarreglos se
aplica a multiples niveles de investigacion, y generalmente para comparar la expresion
diferencial entre dos condiciones. El andlisis de microarreglos es una poderosa
herramienta en el area de la genomica funcional, ya que permite la deteccion
simultdnea de la expresién de miles de genes en una sola muestra, si bien cada
muestra puede considerarse fundamentalmente similar, en realidad contienen
variables especificas que deben controlarse y normalizarse para identificar diferencias
en los pardmetros biolégicos (Loewe, 2011). La interpretacion precisa de los datos
arrojados por un analisis de microarreglos requiere la aplicacion de una serie de
metodologias bioinforméticas, asi como analisis y visualizacion de datos posteriores,
que se pueden estructurar en 1) normalizacion de datos, 2) analisis estadistico y 3)
visualizacion (Loewe, 2011).
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3.6 Mecanismos de resistencia a la terapia farmacologica

Los tratamientos anticancerigenos se adaptan a las caracteristicas de los tumores, de
esta manera difieren segun el subgrupo molecular, de acuerdo a las recomendaciones
de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (Hammond, 2010). La resistencia
celular a agentes antimicrobianos o drogas antineoplasicas es la principal razén por la
gue el tratamiento de enfermedades infecciosas o tumores malignos, puede fallar. Esto
debido a que los microorganismos patdégenos y/o las células cancerosas han
desarrollado varios mecanismos biologicos que les proporcionan una defensa contra
el ataque citotoxico por quimioterapéuticos (Lage H, 2003). Una de las razones del
fracaso terapéutico puede atribuirse al crecimiento descontrolado de clonas que
albergan mecanismos de resistencia especificos que pueden estar presentes incluso
antes del inicio del tratamiento. Actualmente se identifican dos tipos de resistencia; la
resistencia tumoral intrinseca y la resistencia tumoral adquirida (Roulot, 2016). El tipo
de resistencia que el tumor puede adquirir esta estrechamente relacionado con la
heterogeneidad intra-tumoral y el microambiente. En algunos casos los cambios
genéticos conducen a la resistencia al tratamiento, las clonas que tienen la mutacion
resistente estan presentes en una minoria en el tumor inicial y se vuelven dominantes
posterior al tratamiento. Es diferente cuando las mismas clonas dominan antes y
después del tratamiento, entonces esta clona ha adquirido mutaciones de novo, dichas
mutaciones especificas le confieren al tumor resistencia a la terapia (Roulot, 2016). El
tratamiento del cancer diseminado se ha vuelto cada vez més dirigido a objetivos
moleculares, derivados del estudio de oncogenes y genes supresores de tumores, los
cuales estan involucrados en el desarrollo de canceres humanos. Este incremento en
la especificidad del tratamiento de cancer desde el uso general de agentes citotéxicos
como el nitrégeno, hasta el uso de anticuerpos monoclonales especificos a
inmunotoxinas dirigidos a receptores en la superficie celular y agentes especificos que
inactivan cinasas en vias promotoras que promueven el crecimiento celular. Esto ha
mejorado las tasas de respuesta y mejorado y reducido los efectos secundarios del
tratamiento anticancer, sin embargo, aun no ha resultado en una cura para la mayoria

de los pacientes con cancer metastasico (Gottesman M, 2002).
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Una de las razones por las que el tratamiento anticancer puede fallar, es debido a
factores del huésped como una pobre absorcién o un rapido metabolismo o excrecion
de una droga, dando como resultado niveles séricos bajos, poca tolerancia a los
efectos de la droga, incapacidad para entregar la droga al sitio del tumor, como podria
ocurrir con tumores grandes o agentes biolégicos de alto peso molecular y baja
penetracion en tejido; tales como anticuerpos monoclonales e inmunotoxinas
(Gottesman M, 2002).
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4 ANTECEDENTES PARTICULARES

4.1 Cancer de mama HER2+.

De entre los subtipos de CM, el subtipo HER2, esta presente en aproximadamente el
20% de todos los canceres de mama, HER2 es un oncogén y su sobreexpresion, se
asocia con un cuadro clinico méas severo de la enfermedad, una tasa de recurrencia
mas alta y una supervivencia méas corta (Mitri, 2012). Cerca del 20% de los canceres
de mama estan caracterizados por la amplificacion de este gen, una célula en
condiciones normales tiene dos copias del gen y 50,000 copias de la proteina. Sin
embargo, en células cancerigenas con HER2 amplificado hay més de dos copias del
gen y aproximadamente 1,000,000 de copias de la proteina (Gutiérrez, 2011). HER2
es una proteina que pertenece a una familia de receptores formada por 4 miembros
ErbB-1/Herl, ErbB-2/Her2 (neu), ErbB-3/Her3 y ErbB4/Her4 , los receptores de la
familia ErbB/HER pertenecen a la subclase 1 de la stuper familia de receptores tirosina
cinasa (RTK’s), la actividad de estos receptores se centra en la mediacion y regulacion
de sefiales del medio externo hacia el interior de las células, los receptores son
activados al unirse a su ligando natural, la activacion de estos receptores promueve la
activacion de sefiales rio abajo que promueven una alta proliferacion celular (Zerecero
et al., 2012.), (fig. 6). La homo o heterodimerizacién de HER2 con otros miembros de
esta familia (fig. 6) da como resultado una autofosforilacion de los residuos de tirosina
dentro del dominio citoplasmatico, iniciando una variedad de vias de sefalizacion,
principalmente la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK), fosfatidilinositol 1-
4,5-bifosfato3-cinasa (P13K) y proteina cinasa C (PKC), lo que resulta en proliferacion,
supervivencia, diferenciacion, angiogénesis e invasion celular (Lgbal, 2014). En cuanto
al papel del receptor HER2 en el cancer de mama, se ha demostrado que éste esta
presente aproximadamente en el 20 a 30% de todos los tumores de cancer de mama,
Yy que su sobreexpresion, se asocia con un cuadro clinico mas severo de la
enfermedad, una tasa de recurrencia mas alta y una supervivencia mas corta (Mitri,
2012).
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Fig. 6. Vias de activacién mediadas por miembros de la familia HER. HER2 es una proteina que
pertenece a una familia de receptores formada por 4 miembros ErbB-1/Herl1, ErbB-2/Her2 (neu),
ErbB-3/Her3 y ErbB4/Her4, los receptores de la familia ErbB/HER pertenecen a la subclase 1 de la
super familia de receptores tirosina cinasa (RTK’s), la actividad de estos receptores se centra en la
mediacion y regulacion de sefiales del medio externo hacia el interior de las células, De manera
particular, la homo o heterodimerizacion de HER2 con otros miembros de esta familia da como
resultado una autofosforilacion de los residuos de tirosina dentro del dominio citoplasmatico,
iniciando una variedad de vias de sefializacion, principalmente la proteina cinasa activada por
mitégenos (MAPK), fosfatidilinositol 1-4,5-bifosfato3-cinasa (PI3K) lo que resulta en proliferacién,
supervivencia, diferenciacién, angiogénesis, invasion celular asi como resistencia a terapia. Imagen
tomada y modificada de Colonia et al., 2015 con informacién de Lgbal, 2014; Rueff & Rodrigues,
2016 y Zerecero et al., 2012.
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Ya se ha reportado que la sobreexpresion de la proteina HER2 activa
constitutivamente la via PIBK/AKT/mTOR (Burrell et al., 2010), la activacion de este
eje de sefializacion promueve la supervivencia y proliferacion de células aneuploides
en cultivo (fig 7). El supresor de tumores PTEN antagoniza la actividad de PI3K y, al
igual que la sobreexpresion de HER2, la pérdida de PTEN da como resultado la
activacion constitutiva de AKT. La pérdida de PTEN es comun en tumores humanos

aneuploides (Burrell et al., 2010).

Luminal A
Luminal B
P Y HER2 positive
(i eaing Basallile / Triple negative
3 signal )
[m—;mJ [ Blagee )
[Geons]
Uncontrolled proliferation
' e o dnr * 5 reore Inm s s
l \ 3 e Trakton R T
e e ey
PK Akt IR, S6K. Resistencia [Cogaa] *®
Lt aterapia. o b 1
COND. Celleel )
_______ Cell cycle (G155,
=0 ek O15)

Fig. 7. Via PIBK/AKt/mTOR activada por HER2. La sobreexpresion de la proteina HER2 mantiene
constitutivamente activa la ruta PISBK/AKT/mTOR, promoviendo una alta proliferacién y supervivencia
celular. En laimagen se observa al supresor de tumores PTEN el cual antagoniza la actividad de PI3K
y, al igual que la sobreexpresiéon de HER2, la pérdida de PTEN da como resultado la activacion
constitutiva de AKT, la cual es comun en tumores aneuploides. Imagen tomada y modificada de Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG Pathway Database, 2023) con informacién de Burrell
et al., 2010.

A pesar de las terapias endocrinas y dirigidas contra HER2, para estos tumores en
modelos pre-clinicos y bidimensionales, la respuesta clinica de estos tratamientos
puede variar mucho con la resistencia terapéutica como un factor limitante.
(Gangadhara, 2016). Los tumores resistentes presentan frecuentemente metastasis
con mal prondstico asociado, lo que resalta la necesidad de tratamientos mas efectivos
en las primeras fases de la enfermedad (Gangadhara, 2016). La creciente evidencia
apunta ahora a la interaccion entre el tumor y su microambiente circundante como un

factor determinante de la respuesta terapéutica y la sensibilidad (Hu, 2008).
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La influencia del estroma en la respuesta terapéutica a los medicamentos citotoxicos
ha sido investigada a través de estudios en ambientes 3D ricos en matriz, donde las
células tumorales crecen de tal manera que muestran resistencia a la Doxorrubicina
en comparacion con las respuestas en cultivo 2D tradicional (Li, 2010). Las
interacciones entre las células tumorales y la matriz extracelular pueden atenuar la
respuesta al farmaco a través de alteraciones en las vias de sefializacion internas,
posiblemente como resultado de la activacion de integrinas. Por ejemplo, la activacion
de la integrina B-1 inducida por la matriz, da como resultado la supresion de la
apoptosis inducida por la quimioterapia, mayor capacidad tumoral y promueve la
resistencia al cisplatino (Sethi, et al. 1999). Estudios clinicos importantes han mostrado
gue la composicion de la MEC del tumor se correlaciona con la pérdida de la respuesta
clinica a la quimioterapia, asi como la disminucion de la supervivencia general
(Bergamaschi, et al. 2008). Por lo tanto, una mejor comprension de la manera en la
gue el tumor interactia con su microambiente, es una pieza clave para el desarrollo
de estrategias clinicas de tratamiento mas efectivas. Durante las décadas anteriores
se ha evaluado y demostrado que las sefales de la MEC juegan un papel crucial en
el establecimiento y mantenimiento de la especificidad tisular de las células mamarias
no malignas, estos estudios se han extendido a células mamarias humanas malignas
y en 1992 se mostr6é que las células no malignas y malignas se pueden distinguir de
manera rapida y confiable cuando se cultivan en cultivos tridimensionales (3D) de MEC
rica en laminina (IFECM) (Petersen et al., 1992). Una de las limitantes actuales para
tener una mejor comprension de la biologia del cancer, asi como la de enfoques
innovadores para el tratamiento de esta enfermedad, se debe a la falta de mejores
modelos preclinicos de tumores que aborden de manera mas detallada la
heterogeneidad tumoral, asi como las diferencias que existen en los tumores entre

diferentes pacientes, las respuestas terapéuticas e incluso la toxicidad al tratamiento.
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4.2 Cultivos bidimensionales (2D) vs cultivos tridimensionales (3D).

Los cultivos celulares permiten comprender la biologia celular, la morfologia de tejidos,
los mecanismos de algunas patologias, la accion de drogas, la produccién de proteinas
y el desarrollo y la produccién de tejidos. Los cultivos celulares son a menudo utilizados
en la investigacion preclinica de algunas drogas, en la investigacion en cancer y en el
estudio de la funcién de genes (Kapatczynska et al., 2018). En la actualidad los cultivos
en 2D adherentes son ampliamente usados en diversas areas de investigacion
cientifica, en este tipo de cultivos las células crecen en monocapa en una caja de
cultivo o en una placa de Petri. Sin embargo, en ambos tipos de cultivos, las células
crecen con una de sus caras unidas a una superficie de plastico (Kapatczyhska et al.,
2018). Esta ultima caracteristica es una de sus mas grandes desventajas, puesto que
las interacciones célula-célula y célula-entorno extracelular no se dan como lo harian
en un tumor. Cabe resaltar que esas interacciones son responsables de la
comunicaciéon entre células adyacentes, y les permiten llevar a cabo procesos de
diferenciacion celular, proliferacion, vitalidad, asi como una expresion diferenciada de
genes y proteinas (fig. 2). Por una parte, debido al aislamiento de la muestra en un
cultivo en 2D la morfologia de las células se altera, dicha alteracion puede afectar su
funcién impactando en la organizacion de las estructuras intracelulares, asi como la
secrecion y la sefializacion de ésta. Por otra parte, al crecer en monocapa, las células
se ven limitadas al acceso de los nutrientes que existen en el medio, asi como al
oxigeno, los metabolitos y moléculas de sefializacion o ligandos (Kapatczynska et al.,
2018). Ahora bien, respecto a los cultivos tridimensionales (3D), éstos basan su teoria
en las interacciones que deben existir entre célula-célula y célula-matriz extra celular
(MEC), las cuales estan presentes en el micro ambiente tumoral. Existen diferentes
metodologias que se pueden utilizar al momento de hacer cultivos en 3D, entre estas,
resaltan: 1) Cultivos en suspension en placas no adherentes, 2) Cultivos en medio
concentrado o en sustancias gelatinosas y 3) Cultivos en andamio. De manera general,
el concepto de esferas en 3D se basa en la creacion de estructuras esferoideas tipo
organoide, en las que las células se agregan en varias capas, de esta manera se imitan
las caracteristicas fisicas y bioquimicas de una masa tumoral sélida en condiciones
patolégicas dentro de un organismo. Estos esferoides se van formando a partir de una

solo célula en el epicentro, a medida que las células se multiplican empujan a las
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células nuevas hacia afuera (Dutta, 2018). Este tipo de cultivo se prefiere para probar
candidatos a farmacos antitumorales y anticancerigenos. No solo por su semejanza
con la morfologia del tumor, sino también por la mayor precision que puede ofrecer
con los ensayos de sensibilidad a farmacos. Para los cultivos en 3D, se usan
normalmente hidrogeles que estan compuestos de polimeros hidroéfilos que se hinchan
al absorber agua. La incorporacion de agua da como resultado la generacion de bolsas
hidrofilas y lipofilas. Estos hidrogeles pueden imitar las propiedades fisicas, quimicas,
eléctricas y biolégicas de la mayoria de los tejidos biolégicos. Ya que poseen una red
polimérica tridimensional (3D) altamente hidratada y pueden resistir hasta 20 a 40

veces mas agua en comparacion con su peso seco (fig. 2) (Dutta, 2018).
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Fig. 8 Modelos 2D y 3D de cultivo celular mamario. En la figura se muestran células cultivadas en
2 tipos de condiciones, un modelo tradicional en monocapa 2D (A) y un cultivo 3D (B). En el cultivo 2D
las células crecen juntas formando una monocapa con una de sus caras unidas a una superficie
plastica lo que limita la interaccién entre estas alterando su morfologia, este tipo de modelo no
proporciona un sistema eficaz para capturar la intrincada relaciéon entre las células epiteliales en la
mama. Por el contrario, en el cultivo 3D se promueve la interaccion que debe existir entre células y
células-matriz extracelular (MEC), al mismo tiempo la formacion de esferoides en estos cultivos crea
un gradiente de oxigeno y nutrientes al interior de estos, provocando que las células mas externas
sean 1) células con alta proliferacion, 2) células quiescentes y 3) células hipoxicas y/o necréticas.

Imagen elaborada a partir de la informacién de Strnadel, et al., 2018 y Kapatczynska et al., 2018.

38



4.3 Cultivos en 3D.

Muchas de las investigaciones en torno a la enfermedad han sido realizada en ensayos
in-vitro que utilizan células cancerosas cultivadas en monocapa o0 cultivos
bidimensionales, dichos modelos estan muy lejos de imitar la heterogeneidad de los
tumores humanos ya que las células crecen adheridas a una superficie plastica que
limita la interaccion entre ellas, provocando una pérdida de la polaridad, morfologia
alterada y una pobre interaccion entre ellas, por lo tanto se necesitan nuevos modelos
preclinicos para innovar en la investigacion traslacional en cancer. Por lo tanto,
actualmente se estan utilizando esferoides tridimensionales (3D) que son un tipo de
cultivos de células autoorganizadas cultivadas en sistemas de cultivo en 3D que imitan
los tejidos originales de los que se originan las células primarias. Los esferoides 3D
ofrecen una vision mas profunda de los procesos celulares cruciales en la formacion
de tejidos y 6rganos, asi como los procesos patologicos (Dzobo, et al. 2018). Las
células tumorales responden a la quimioterapia y otros factores como la sobrevivencia,
el crecimiento y la metastasis de manera diferente en distintos microambientes. Se ha
reportado que existen diferencias morfolégicas y por lo tanto bioquimicas entre las
células normales y malignas en 2D y 3D (Nelson y Bissell, 2005). Ademas, se ha
demostrado la plasticidad y la diversidad de las propias células malignas cuando
crecen en cultivos 3D (Kenny et al., 2007). Los cultivos 3D que pueden reflejar el
entorno in-vivo se consideran un método eficaz para la investigacion del cancer y los
estudios toxicolégicos (Ramaiahgari, 2014). Hay estudios que indican diferentes
respuestas celulares para la toxicidad de los medicamentos entre las condiciones de
cultivo en 2D vs 3D (Mueller, et al. 2014). Los esferoides 3D se componen de células
organizadas de manera tal que imitan las condiciones que podrian presentar células
de un tumor in-vivo, (fig. 9) en este tipo de cultivos se usan hidrogeles que funcionan
como andamios 3D, a su vez estos funcionan como una MEC; uno de estos es la
matrigel, esta matriz influye tanto en la composicion celular, como en las

caracteristicas moleculares del esferoide (Dzobo, et al. 2018).
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Fig. 9. Estructura de un esferoide multicelular. Los cultivos 3D que pueden reflejar el entorno
in-vivo se consideran un método eficaz para la investigacion del cancer y los estudios toxicologicos,
que indican diferentes respuestas celulares para la toxicidad de los medicamentos entre las
condiciones de cultivo en 2D vs 3D. Los esferoides 3D se componen de células organizadas de
manera tal que imitan las condiciones que podrian presentar células de un tumor in-vivo, en este
tipo de cultivos se usan hidrogeles que funcionan como andamios 3D, a su vez estos funcionan
como una MEC; uno de estos es la matrigel, esta matriz influye tanto en la composicion celular,
como en las caracteristicas moleculares del esferoide. En estos esferoides se identifican 3 zonas;
una con células en proliferacién (la capa méas externa), otra con células quiescentes 0 en reposo
(zona media) y mas hacia el centro una zona de células hipoxicas o necréticas. Imagen tomada y
modificada de: Salinas-Vera, et al. 2022.
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4.4 Morfologia de los cultivos en 3D

Existen cuatro clases morfolégicas distintas (redonda, en masa, en racimo de uva y
estrellada) que muestran correlaciones con los patrones de expresion de genes y
proteinas subyacentes (fig 10). La clase de células redondas incluye a las lineas
HCC1500, MCF-12ay S1. Estas lineas celulares forman colonias redondas en la parte
superior de los cultivos en 3D, tienen nucleos que se organizan de manera regular. La
clase de tipo masa formada por las lineas celulares BT-474, MCF-7 y T47D, también
forman colonias, pero poseen nucleos desorganizados. La clase tipo racimo de uva,
que abarca las lineas celulares SK-BR3, ZR-75-1 y ZR-75 forman colonias con pobres
contactos célula-célula y se distinguen por su apariencia en racimo de uva. Por ultimo,
la clase de forma estrellada, formada por las lineas celulares BT-549, HS-578T, MDA-
MB-231 y MDA-MB-436 se distinguen por su fenotipo invasivo en cultivo 3D, con
proyecciones estrelladas que a menudo unen mdultiples colonias celulares. Para el
desarrollo de este trabajo se utilizé la linea celular BT-474 debido a su capacidad de

promover la resistencia al tratamiento farmacolégico (Kenny et al., 2007).

41



Estrellada
En masa Racimo de uva MDA-MB-231
Redonda (BT474, T47D) (ZR-75-1) HS578T

Q0
(R

Nicleos organizados Nticleos organizados, Ntcleos desorganizados, Ntcleos desorganizados,
’ ., L, A A _ L .
adhesion célula-célula fuerte adhesion célula- pobre adh’eS|on célula morfologia invasiva
célula. Tumor metastasico

célula

Tumor primario Tumor metastasico

No tumoral

Fig. 10. Clasificacién morfoldgica de lineas celulares de mama cultivadas en 3D. Existen
cuatro clases morfoldgicas distintas, de esta manera tenemos a la redonda, en masa, en racimo de

uva y estrellada que muestran correlaciones con los patrones de expresion de genes y proteinas

subyacentes. Imagen tomada y modificada de Kenny et al., 2007.
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4.5 Resistencia a terapia mediada por transportadores.

Las tasas de entrada o salida anormal de medicamentos a la célula cancerosa, asi
como su biotransformacion anormal en metabolitos inactivos se encuentran entre los
principales mecanismos mediadores que conducen a la resistencia mediada por la
farmacocinética. Ya se sabe que los transportadores de eflujo multifuncionales de la
familia de genes ABC desempefian un papel importante en la resistencia a multiples
drogas (MDR) de las células tumorales, lo que les confiere resistencia a varios
farmacos contra el cancer. El genoma humano codifica 48 transportadores ABC
organizados en siete subfamilias distintas (ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF
Y ABCG) y al menos 15 de estos miembros estan asociados con MDR (Rueff &
Rodrigues, 2016). Los transportadores ABC son una super familia de proteinas
eucariotas y procariotas involucradas en el movimiento vectorial impulsado por ATP
de un solo sustrato o de un grupo de sustratos relacionados, tales como iones,
azucares, aminoacidos, oligosacaridos, péptidos, proteinas (Wandersman, 1998),
fosfolipidos, esteroles, sales biliares y farmacos anfipaticos (Rueff & Rodrigues, 2016).
Estos transportadores son caracterizados por la presencia de un dominio de unién a
nucledtido (NBD) con motivos conservados que unen e hidrolizan ATP, la mayoria de
las proteinas ABC son principalmente transportadores que importan sustratos para el
consumo de nutrientes a través de membranas bioldgicas o para exportar moléculas
del citosol al espacio extracelular. Los transportadores ABC eucariéticos son
generalmente (pseudo) estructuras simétricas de dos pliegues con dos dominios
transmembrana entrelazados (TMD) conectados a dos NBD, cada TMD entra en
contacto con ambos NBD, y los NBD se dimerizan formando dos sitios de unién a ATP
en su interfaz. Las cavidades TMD transitorias a lo largo del eje de simetria
perpendicular al plano de la membrana participan en la translocacion del sustrato (fig.
11) (Srikant, & Gaudet, 2019). ABCB10 (también conocido como ABC mitocondrial
eritroide, ABCme, mABC2 o ABCBA) es uno de los tres transportadores ABC que se
encuentran en la membrana interna de las mitocondrias humanas, con los NBD dentro
de la matriz mitocondrial (Shirihai, et al. 2000). Las mitocondrias sintetizan ATP, un
proceso que produce especies reactivas de oxigeno toxicas, que dafan el ADN
mitocondrial; también son el sitio de sintesis de metabolitos, como el hemo y los lipidos.

La expresion de ABCB10 se induce durante la diferenciacion eritroide y la
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sobreexpresion aumenta la sintesis de hemoglobina. Sin embargo, ABCB10 también
se expresa en muchos tejidos no eritroides, lo que sugiere funciones adicionales no

relacionadas con la sintesis de hemoglobina (Shirihai, et al. 2000).
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Fig. 11 Estructuras esquematicas de los transportadores tipo ABC. Se muestran las estructuras
de los transportadores tipo | (ABCB, ABCC y ABCD; izquierda) y tipo Il (ABCA y ABCG; derecha).
Los transportadores tipo ABC eucaridticos son generalmente (pseudo) estructuras simétricas de dos
pliegues con dos dominios transmembrana entrelazados (TMD) conectados a dos dominios de union
a nucledtido (NBD) cada TMD entra en contacto con ambos NBD, y los NBD se dimerizan formando
dos sitios de union a ATP en su interfaz. En la imagen los TMD pseudosimétricos se muestran en
color gris claro y oscuro cada uno acoplado a un NBD amarillo claro y oscuro donde se une Mg?*y
ATP representados con circulos anaranjado y negro. Imagen tomada y modificada de: Srikant &
Gaudet, 2019.
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5. HIPOTESIS

Si el crecimiento de las células tumorales en cultivos organotipicos impacta la
organizacion tridimensional del genoma, entonces se espera encontrar cambios en la
expresion global de genes, incluyendo genes asociados con la respuesta a la terapia

farmacolodgica.

6. JUSTIFICACION

El cAncer de mama es un problema de salud publica a nivel mundial, la alta prevalencia
de esta enfermedad la sigue colocando como la primera causa de diagndéstico por
cancer en las mujeres. Se ha demostrado que las células que presentan en su
membrana el receptor HER2+ tienen una alta capacidad proliferativa y de
diferenciacion celular. Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados hasta el
momento se han llevado a cabo en cultivos bidimensionales en monocapa los cuales

no reflejan del todo el microambiente tumoral.

En este estudio proponemos que el uso de cultivos en 3D tipo organoides podria imitar
de mejor manera las caracteristicas ambientales que ocurren en los tumores in-vivo,
lo cual nos permitird evaluar de mejor manera el efecto que tienen los cultivos 3D en

la expresion génica a nivel de RNAm y en la respuesta a la terapia farmacolégica.
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7. OBJETIVOS

7.1 General.

Evaluar el efecto de los cultivos en tres dimensiones (3D) organotipicos en la expresion
global de genes a nivel transcripcional (RNAmM) y en la respuesta a la terapia
farmacoldgica en células de cancer de mama HER2+.

7.2 Particulares

1. Establecer el cultivo en tres dimensiones (3D) de células de cancer de mama HER2+

y realizar un analisis morfoldgico y estructural de los esferoides.

2. Determinar los cambios en la expresion global de genes a nivel de RNAmM
(transcriptoma) en las células de cancer de mama HER2+ crecidas en 3D en

comparacion con los cultivos en monocapas en 2D.

3. Realizar un andlisis bioinformético de los genes expresados diferencialmente e
identificar las rutas de sefializacion y procesos celulares asociados a los hallmarks del
cancer e identificar aquellos genes asociados a resistencia a terapia, que se hayan

sobreexpresado en la condicién 3D.

4. Inhibir la expresion de un gen asociado a resistencia a terapia tipo ABC y sensibilizar

in-vitro el cultivo celular con tratamiento farmacolégico.
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8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Cultivos de células en 2Dy en 3D.

Se establecieron los cultivos tridimensionales de la linea celular BT-474 en medio
Hybri-Care y 10% de suero fetal bovino (SFB). Para la generacion de los organoides
3D, las células del cultivo 2D de BT-474 fueron cultivadas en placas de adherencia
ultrabaja y se diluyeron en 50 uL de Matrigel al 50% y posteriormente se colocaron 50
uL de medio organoide (Hybri-Care, suplementado con 1X B27, 20 ng / mL EGF y 20
ng / mL FGF) al dia siguiente y cada tres dias, los cultivos 3D recibieron 50 ul de medio
completo fresco. Los organoides se controlaron durante 8 dias mediante microscopia
a 40X y microscopia electronica.

9.2 Extracciéon de RNA total

El RNA total, fue aislado a partir de células en monocapa y esferoides de seis dias de
cultivo utilizando el método de columnas de separacion PARISTM Kit (#AM1921,
Applied Biosystems, Woburn, MA, USA) que excluye el RNA menor a 200 pb. La
concentracion del RNA fue determinada usando NanoDrop 1000 (Spectrophotometer,
Thermo Scientific, Tewksbury, MA, USA). Las muestras de ARN total de alta calidad
deben tener una relacion A260 / A280 de 1.8 a 2.0, lo que indica la ausencia de
proteinas contaminantes. La efectiva eliminacion del RNA ribosomal se corroboré por
electroforesis capilar en el bionalizador Agilent 2100. Posteriormente, se evallo la
integridad de la muestra de RNA, la cual se llevo a cabo mediante el analisis de
microfluidos, utilizando el instrumento Agilent ™ 2100 Bioanalyzer ™ con un kit RNA
LabChip®, este analisis utiliza el nimero de integridad del ARN (RIN) para evaluar la
integridad del ARN. El software bioanalyzer muestra resultados como la concentracion

de la muestra y la denominada relacién ribosémica 28s y 18s.
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9.3 Ensayo de microarreglos.

Para llevar a cabo el ensayo de microarreglos primeramente se verifico la calidad y la
integridad de las muestras de RNA, mediante electroforesis en chip con Agilent 2100
bionanalyzer, se realizo una RT y se afiadieron primers con una secuencia promotora
(T7) en el extremo 5" y se sintetizo la 12 cadena de cDNA utilizando un master mix en
un tubo libre de nucleasas. Posteriormente, se sintetizo la segunda cadena de cDNA,
en este paso la cadena sencilla de cDNA es convertida en cDNA de doble cadena, la
cual actia como un templado para la transcripcion in-vitro. (La reaccion utiliza DNA
polimerasa y RNAsa H de manera simultanea para degradar el RNA vy sintetizar la
segunda cadena de cDNA). Después, se sintetizo el cRNA mediante transcripcién in-
vitro, en este procedimiento el RNA complementario es sintetizado y amplificado
mediante RT-in-vitro (IVT) usando como templado la segunda cadena de cDNAy T7
RNA polimerasa. Posteriormente se sintetizo en un segundo ciclo la primera cadena
de cDNA, mediante transcripcion reversa de cRNA, usando un segundo ciclo de
primers. Esta cadena de cDNA contiene dUTP’s (uridina 5 trifosfato) en proporcion fija
con respecto a dTTP (en este paso se tiene que hidrolizar el RNA usando RNasa H, y
se purifica la cadena de cDNA de segundo ciclo para eliminar enzimas, sales y dNTP
no incorporados, este paso prepara el cDNA para la fragmentacion y el etiqguetado).
Ahora, se fragmenta y se marca la cadena de cDNA usando Uracilo-DNA-glicosilasa
(UDG) y endonucleasa 1 apurinica/apirimidinica (APE1). Por dltimo, se preparé el
master mix de hibridacién en un tubo libre de nucleasas, con todos los fragmentos
marcados, se vortexeo y se centrifugo para recuperar el sedimento, y combinarlo con
el coctel de hibridacion, que contiene el master mix y el cDNA fragmentado y marcado

con biotina. De esta manera, se escaneo el microarreglo y se cuantifico la sefial.
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9.4 Andlisis bioinformatico de los genes modulados.

Para el analisis de expresion diferencial utilizamos softwares de acceso libre como
GSEA y FunRich, y plataformas como DAVID, Enrichr y WikiPathways. El mapa de
expresion diferencial fue generado utilizando el software de programacion R.
Posteriormente los RNAm identificados con una sobreexpresion y subexpresion en
funcién de su valor de Fold Change, se analizaron con la base de datos Enrichr, la cual
nos permitié identificar que rutas de sefalizacion estaban enriquecidas en nuestros
resultados de microarreglos. Asimismo, Si esos transcritos estaban implicados en
algun hallmark del cancer; se buscé si habia genes involucrados en la resistencia a
terapia, para esto se utilizé la plataformas GSEA, la cual cuenta con un conjunto de
genes anotados que estan involucrados en diferentes hallmarks del cancer, entre ellos

la resistencia a la terapia.

9.5Anélisis de expresion del gen ABCB10.

Para analizar la expresion del gen ABCB10 en cultivos 2D y 3D, se sembraron 100,000
células por pozo en una placa de 6 pozos, se utilizé el medio Hybricare suplementado
con SFB al 10%, se incubaron durante 24 h para permitir que las células se adhirieran
a la placa, pasados 6 dias se extrajo el RNA total con trizol. Se hizo lo mismo para
cultivos en 3D, s6lo que en estos se sembraron 62,000 células por pozo en una placa
de 6 pozos, se observo formacién de los esferoides, pasados 6 dias se extrajo el RNA
total con trizol. El RNA se cuantifico en el NanoDrop y se corrié en un gel de agarosa
al 0.8% para comprobar su integridad, posteriormente, se disefiaron primers para

evaluar la expresion del gen ABCB10 en la plataforma primer3 (https://primer3.ut.ee/),

se buscaron y descargaron las secuencias del gen ABCB10, se hizo un alineamiento
multiple y se identificaron las regiones conservadas, los primers se reconstituyeron con
agua, quedando a una concentracion de 100 uM, posteriormente se hicieron diluciones
de trabajo a 10 pM. Las caracteristicas de los primers fueron: Tamafno: 23 mers; Tm:
54.6 °C (F) y 54.3 °C (R) y un Contenido de GC: 39.1%. A continuacion, se muestran

las secuencias de la cadena sentido (forward) y antisentido (reverse).
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https://primer3.ut.ee/

Secuencias de primers para el gen ABCB10

Gen ABCB10 5'-CTCATTTTCTTTTGCCTGCTGTT-3’ Forward
5-AGTGATTGGTAAACTGGCCTAAA-3’ Reverse

Tamaio del amplicon: 111

Las diluciones 10 uM de cada uno de los primers se cargaron en un gel de agarosa al
2% para verificar su integridad, por ultimo se realizo una qRT.PCR para analizar la
expresion del gen ABCB10 tanto en 2D como en 3D.

9.6 Ensayo de transfeccidn del siRNA.

Primeramente, se sembraron 100,000 células por pozo en placas de 24 pozos. Se
empled el medio Hybricare suplementado con SFB al 10%, se incubaron durante 24 h
para permitir que las células se adhirieran a la placa, al dia siguiente, se transfectaron
con un siRNA especifico para el gen ABCB10 a una concentracion de 60 nM y se
empled como agente de transfeccion lipofectamina 2000 (Invitrogen). La transfeccién
se hizo de acuerdo a las instrucciones del fabricante en un volumen de 0.5 ml por pozo.
Como controles, se utilizaron células sin transfectar, mock y scramble a 60 nM, se
incubaron durante 48 h, se extrajo el RNA con trizol, por ultimo, el RNA se cuantifico y
se analizo su integridad en un gel de agarosa al 0.8%. Se cargaron 200 ng de muestra
por carril. El ensayo de transfeccion se llevo a cabo usando la metodologia con

lipofectamina,la cual se resume en la figura 12.
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Fig 12. Esquema del ensayo de transfeccién usando lipofectamina. En la figura se resume el
ensayo de transfeccion usando lipofectamina. Figura elaborada a partir de los datos de la
informacion del protocolo Pub. No. MANOO07824.



9.7 Anélisis de lainhibicion de la proteina ABCB10 en células BT474 por Western
Blot.

Se sembraron 350,000 células por pozo en placas de 6 pozos. Se empled el medio
Hybricare suplementado con SFB 10%, posteriormente se incubaron durante 24 h para
permitir que las células se adhieran a la placa, al dia siguiente, se transfectaron con
un siRNA especifico para ABCB10 a 60 nM y empleando como agente de transfeccion
lipofectamina 2000 (Invitrogen) la transfeccion se hizo de acuerdo a las instrucciones
del fabricante en un volumen de 2.0 ml por pozo, como controles, células sin
transfectar, mock y scramble 60 nM. se incubaron durante 48 horas, pasado este
tiempo se extrajeron las proteinas utilizando el amortiguador TNTE con inhibidores de
proteasas. Se lisaron las células con 200 ul de TNTE por pozo, Se cuantificaron las
proteinas por el método de Bradford, Se analizé la integridad de los extractos en SDS-
PAGE al 10% tefidos con azul de Coomassie, en cada carril se cargaron 30 ug de
proteina, ,se cargd un gel espejo para transferir las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa con poro de 0.2 uM y posteriormente se tifidé con Rojo de Ponceau, La
membrana se incub6 con anti ABCB10 (Invitrogen, PA5-30468) a una concentracion
1:500 y anti GAPDH una concentracion 1:1000, durante toda la noche a 4°C, Al dia
siguiente, la membrana se lavo tres veces con PBS 1X y se incubd con un anticuerpo
secundario anti-conejo HRP a una concentracion 1:5000, durante 1 hora a temperatura
ambiente, la membrana fue revelada usando un sustrato quimioluminscente (Pierce,
ECL Western Blotting Substrate).
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9.8 Ensayo de MTT para evaluar la viabilidad de células BT474 tratadas a
diferentes concentraciones de cisplatino.

De manera paralela se evalud la sensibilidad de las células al tratamiento con
cisplatino, esto se realizé haciendo uso del ensayo de MTT, el cual es un tipo de
analisis colorimétrico para medir la actividad metabdlica celular. El ensayo MTT implica
la conversion del colorante amarillo soluble en agua MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio bromuro] en un formazan purpura insoluble por la accién de la
reductasa mitocondrial, luego se solubiliza el formazan (fig. 13) y se determina la
concentracion por densidad éptica a 570 nm. (Kumar et al., 2018).

MTT Formazan
Wl ¢
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o o
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Incubacién de 4 horas

Fig. 13. Ensayo de MTT. El ensayo MTT implica la conversién del colorante amarillo soluble en agua
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro] en un formazan purpura insoluble por la
accion de la reductasa mitocondrial, luego se solubiliza el formazan. Este proceso solo ocurre en las
células metabdlicamente activas, por lo tanto, es Util para evaluar la actividad metabdlica celular y
de manera indirecta la viabilidad celular. Figura elaborada a partir de la informacién de Kumar et al.,
2018.
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Para evaluar la viabilidad de las células BT474 se realizaron 3 réplicas biol6gicas cada
una con 3 réplicas técnicas, se sembraron 12 pozos cada uno con 15,000 células en
una placa de 96 pozos. Se probaron 4 concentraciones de cisplatino: 0 uM, 25 uM, 50
MM y 100 uM. El cisplatino se utiliz6 a una concentracion de 1mM, de ese stock se
utilizaron 3 pL por pozo, para que en el pozo quede un volumen final de 100 L, se
afiaden 97 pyL de medio. El tratamiento con cisplatino duré 48 horas, pasado este
tiempo se retiro el tratamiento y se agrego el reactivo de MTT a una concentracion de
0.5 mg/mL y se incubo durante 4 horas, pasado el tiempo de incubacion se retira el
MTT y se afade el reactivo de extraccion, el cual es una solucién de HCI 0.1 N disuelto
en isopropanol. Se colocan 100 pL por pozo, la placa se cubrié de la luz y se dejo
incubar durante 15 minutos, este paso permite solubilizar los cristales de formazan
purpura que se generan. Finalmente, se midié la absorbancia en un lector de placas a

una longitud de onda de 570 nm.

9.9 Ensayo de MTT para evaluar la viabilidad de las células BT474 transfectadas
con el siRNA para ABCB10 y posteriormente tratadas con cisplatino.

Se realizaron 3 réplicas biologicas cada una con 3 réplicas técnicas con diferentes
condiciones, como se muestra en la figura 12. Se sembraron 10,000 células por pozo
en una placa de 96 pozos, al siguiente dia de la siembra se transfectaron con las
condiciones mostradas en la tabla 2. Se realizé un stock mix para 6 pozos para cada
una de las condiciones a transfectar (mock, scramble y siRNA), previamente a cada
uno de los pozos se le afadieron 80 pL de medio suplementado con SFB sin
antibiotico, y posteriormente se le agregaron 20 uL del mix por goteo. El tiempo de
transfeccion es de 48 horas, tiempo recomendado de acuerdo a las indicaciones del

fabricante.
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transfectar

o Agente Agente )
Condicion Volumen final
transfectado transfectante
1) Mock 0.6 pL agua 0.4 pL lipofectamina 100 pL**
10 uL medio* 10 yL medio*
2) Scramble 60 0.6 p[iosclﬁ]mble 0.4 L lipofectamina 100 L+
nM K 10 pL medio*
10 uL medio
0.6 uL siRNA . .
3) siRNA 60 nM [EOpM] 0.4 pL lipofectamina 100 pL**
- 10 pyL medio*
10 yL medio
+
4) Mock 0.6 pL agua 0.4 pL lipofectamina 100 pL**
cisplatino 30 nM 10 L medio* 10 yL medio*
5) Scramble 60
) ) 0.6 pL scramble . .
10 - 10 yL medio*
30 nM HL medio
6) SIRNA 60 nM + 0.6 pL siRNA . :
[10uM] 0.4 pL lipofectamina 100 pL**
7) Cisplatino 30 0.6 uLagua | 0.4 pL lipofectamina 100 pL**
nM 10 pL medio 10 uL medio*
8) Células sin
100 pL**

*A cada pozo se le ponen 80 uL de medio suplementado son SFB sin antibiético y 20 pL del mix.
** E| volumen final por pozo debe de quedar en 100 pL.

Tabla 2. Condiciones y volimenes utilizados para la transfeccién. Se analizaron 8 condiciones

las primeras 3 (moch, sramble y siRNA) se usaron como controles para evaluar que el proceso de

transfeccion per se no estuviera afectando la viabilidad de las células. En las condiciones mock/cisp

(4), scramble/cisp (5),

siRNA/cisp (6)

las células primeramente fueron transfectadas vy

posteriormente tratadas con cisplatino a 30nM. La condicion de cisplatino (7) las células Unicamente

fueron tratadas con el agente transfectante y posteriormente tratadas con cisplatino, en la Gltima

condicién que son las células sin transfectar (8) las células no recibieron ningln tratamiento , pero

si fueron tratadas con cisplatino a la misma concentracion que las otras condiciones.
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En las condiciones mock (1), scramble (2) y siRNA 60 nM (3) se evaludé que las
condiciones propias de la transfeccion no estuvieron afectando la viabilidad de las
células; las columnas mock/cisplatino 30 nM (4), scramble 60 nM/cisplatino 30 nM (5)
y SiRNA 60 nM/cisplatino 30 nM (6) las células de estas columnas fueron también
transfectadas segun corresponda con el mock, scramble y siRNA, pasadas 48 horas
se les afadio el cisplatino. El cisplatino utilizado para este experimento se utiliza a una
concentracion de 1mM, de ese stock se utilizan 3 pL por pozo, para que en el pozo
guede un volumen final de 100 pL, se afiaden 97 pyL de medio. El tratamiento con
cisplatino dura 48 horas, pasado este tiempo se retira el tratamiento y se agrego el
reactivo de MTT a una concentracion de 0.5 mg/mL y se incubo durante 4 horas. Una
vez transcurrido el tiempo, se retiro el medio de cultivo y se afiadio el reactivo MTT,
las células se incubaron durante 4 horas, pasado el tiempo de incubacion se retira el
MTT y se afiade el reactivo de extraccion, el cual es una solucion de HCI 0.1 N disuelto
en isopropanol. Se colocan 100 pL por pozo, la placa se cubre de la luz y se dejo
incubar durante 15 minutos, este paso permite solubilizar los cristales de formazan
puarpura que se generan. Finalmente, se midio la absorbancia en un lector de placas a

una longitud de onda de 570 nm.
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10. RESULTADOS

10.1 Establecimiento de cultivos 2Dy 3D de la linea celular BT474

Se llevo a cabo la estandarizacién del protocolo del cultivo en 3D, para ello se
sembraron aprox 62,000 células de la linea celular BT474 por pozo, por triplicado, en
una placa de 24 pozos, recubiertos previamente con matrigel para propiciar la
formacién de los esferoides, y se recubren con una capa delgada de matrigel al 5%.
Los resultados mostraron la formacion de estructuras esferoideas como se esperaba
(fig. 14), estas condiciones de cultivo promueven un perfil transcripcional mas cercano

a los tumores in-vivo (Breslin, S. 2016).

Figl4: Resultados de los cultivos de lalinea celular BT-474 alas 4, 24, 72y 120 hrs. (cultivada
durante un periodo de 5 dias).En la fila (A) se observa el cultivo en monocapa, en los cuales la
morfologia de las células no es uniforme, en estos cultivos en monocapa se corrobord que las
células crecen juntas en parches con una pérdida de la morfologia y de la polaridad celular. En la
fila (B) se observa el cultivo en condiciones 3D, a un objetivo de 20x, el crecimiento en masa de
las células cultivadas en estas condiciones, sugiere que existen fuertes uniones célula- célula. En

la fila (C ) se observan las células cultivadas en 3D a un objetivo de 40x.
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Posteriormente, para realizar el analisis morfoldgico y estructural de los esferoides se
hizo uso de diferentes softwares. Primeramente, con ayuda del software “ImageJ”

(https://imagej.nih.goVv/ij/) el cual nos permitié calcular el diametro de los esferoides

formados, asimismo se comprob6 que le didmetro fue aumentando con el paso de los

dias hasta alcanzar su maximo a los 5 dias (grafica 1).

10.2 Andlisis morfoldgico y estructural de los esferoides.
Los resultados del analisis morfolégico de los esferoides, confirmo que estos crecen
con una morfologia en masa y que su tamafio aumenta con el paso de los dias, hasta

alcanzar un maximo de 300 pm.

Diametro (um)
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Grafica 1. Diametro de esferoides. Las imagenes tomadas se analizaron con el software ImageJ.
el cual nos permite calcular el area de los esferoides, a partir de este dato utilizando la férmula
geométrica del circulo, se puede despejar el radio y calcular el diametro de los esferoides. Se
identifico que el diametro de los esferoides fue aumentando hasta alcanzar un maximo a las 12059

horas de 300 um.


https://imagej.nih.gov/ij/

De manera paralela, se calcul6 el numero de esferoides formados, para esto se utilizo

el software CellProfiler (https://cellprofiler.org/) que es un software especializado en

imagenes de microscopia celular que no requiere gran capacitacion técnica, y nos
proporciona entre otras cosas, el numero de esferoides en un campo. El mayor nUmero
de esferoides se detecto a las 24 horas posteriores a la siembra, posteriormente este

namero fue disminuyendo (gréafica 2).
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Gréfica 2. Numero de esferoides. Se utiliz6 el software CellProfiler que es un software
especializado en imagenes de microscopia celular, que no requiere gran capacitacion técnica, y hos
proporciona entre otras cosas, el numero de esferoides en un campo. El mayor numero de

esferoides se detectd a las 24 horas posteriores a la siembra.
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10.3 Determinacién de cambios en la expresion global de genes a nivel de RNAmM
en células BT474 crecidas en 2D vs 3D.

Para dar cumplimiento a este objetivo, primeramente, se extrajo el RNA total de las
células cultivadas tanto en 2D como en 3D, se utilizo la técnica de Trizol. EI RNA
extraido se cuantifico con el equipo Agilent 2100 bioanalyzer, Este ensayo se basa en
la electroforesis en chip, la cual se lleva a cabo colocando la muestra en un chip, que
lo que hace es separar los componentes electroforéticamente (fig. 15), los datos
obtenidos se generan en una imagen de bandeo similar a un gel y en
electroferogramas. Las ventajas de este software con respecto a la electroforesis en
gel de agarosa, es una menor manipulacién de la muestra, y por lo tanto una menor
degradacion, asi como una menor cantidad de muestra utilizada ya que para acidos
nucleicos se utiliza sélo 1 uL y hasta 4 uL para proteinas, al mismo tiempo este

software nos proporciona una evaluacién de alta precision.
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Fig. 15 Integridad de las muestras de RNA. Se muestra la integridad de las muestras de RNA
extraido de cultivos en 2D y 3D de la linea celular BT-474. En los carriles 1, 2 y 3 se observan las
bandas correspondientes a los RNA’s extraidos de los cultivos en 3D, en los carriles 4, 5y 6 se
observan los RNA"s extrapidos de los cultivos en 2D. Se observan las bandas correspondientes a

los RNA"s ribosomales 28s y 18s.
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El software nos proporciona el RNA Integrity Number (RIN; el RIN asigna a un

electroferograma un valor de 1 a 10, siendo 10 el menos degradado.

RNA Integrity Number (RIN) -

Irr[l)u estra RIN l(:\:g'/A\uL) 260/280 260/230 ID gel
1 2D 8.4 417.99 1.95 2.09 Bl
2_2D 8.0 394.07 1.94 2.10 C1
3_2D 8.4 405.91 1.96 2.10 D1
1 3D 10.0 183.85 1.89 1.50 El
2_3D 9.6 182.72 1.93 1.48 F1
3_3D 9.6 213.23 1.88 1.59 Gl

Tabla 3. Cuantificacién de las muestras de RNA extraido de los cultivos en 2D y 3D. Valores de
RIN o integridad del RNA, absorbancia a 260/280, 260/230.

El software bioanalyzer muestra resultados como la concentracion de la muestra y la
denominada relacién ribosémica. Debido a que los ARNr 28S y 18S de mamiferos
tienen un tamafo de aproximadamente 5 kb y 2 kb, la relacion teérica 28S: 18S es
aproximadamente 2,7: 1; pero una relacion de 2: 1 se ha considerado durante mucho
tiempo el punto de referencia para el ARN intacto (Agilent Tech, 2018). La relacion de
ARN total se calcula tomando la relacion entre el area bajo los picos de ARNr 18S 'y
28S y el area total debajo del grafico. En los siguientes electroferogramas, el eje X
representa el tamafio de los fragmentos en nucle6tidos y el eje Y representa la longitud
de onda de fluorescencia (Agilent Tech, 2018).
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Graficas 3, 4 y 5. Electroferogramas que muestran la integridad de las muestras de RNA
extraido de células BT474 cultivadas en 3D. Los picos méas hacia la derecha corresponden a los
RNA’s ribsosomales 18s y 28s. El eje X representa el tamafio de los fragmentos en nucleétidos (nt)

y el eje Y representa la longitud de onda de fluorescencia.
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Gréficas 6, 7 y 8. Electroferogramas que muestran la integridad de las muestras de RNA
extraido de células BT474 cultivadas en 2D. Los picos mas hacia la derecha corresponden a los
RNA’s ribsosomales 18s y 28s. El eje X representa el tamafio de los fragmentos en nucleétidos

(nt) y el eje Y representa la longitud de onda de fluorescencia.



Para continuar con el cumplimiento de este objetivo se llevé a cabo un ensayo de
microarreglos con el RNA extraido de ambos tipos de cultivo, las muestras de RNA
gue cumplieron con la integridad (RIN > 8), una buena cuantificacion y una calidad
aceptable, recordando que el RNA de calidad aceptable no contiene proteinas
contaminantes, DNA, etanol, fenol ni sales; asimismo para evaluar la Para evaluar la
calidad del RNA, se determina su absorbancia a 260/280, el RNA de calidad aceptable
estad en el rango de 1,7 a 2,1 (Agilent Tech. 2018). Dichas muestras se usaron para el
ensayo de microarreglos, los cuales son un tipo de ensayo que permiten generar
perfiles de expresion a nivel transcriptoma, y por lo tanto son utiles para la deteccion
de genes expresados diferencialmente (DEG). Dado que estamos en comparar la
expresion génica, una de las muestras analizadas sirve como control y la otra seria
nuestra condicion particular. En nuestro andlisis de microarreglos hubo 12,240 (fig. 16)
se consideraron como DEG, para esto debian cumplir ciertos criterios de filtraje 1) valor
de Fold Change (FC) <-2 0 >2 2) p-value <0.05 y 3) FDR p-value <0.05. De los 12240

genes, 5838 de ellos fueron sobreexpresados y 6402 reprimidos.

Differential Expressed Genes

12240)]

3Dvs 2D 5535'
5402

53 f 10772
DTﬂ‘tal D Sobreexpresados D Reprimidos

Fig. 16. Total de Genes expresados diferencialmente en nuestro andlisis 3D vs 2D. La figura
muestra a todos los genes que se identificaron como diferencialmente expresados, estos incluyen
a RNA’s mensajeros, RNA’'s largos no codificantes, microRNA’s, RNA’s nucleares, RNA's

nucleolares y tRNA’s.
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Dado que el objetivo general de este proyecto es evaluar el efecto del cultivo en 3
dimensiones a nivel transcripcional, realizamos una discriminacién de los RNAm de
todo el pool de RNA’s identificados en nuestro ensayo; para esto, primeramente, los
clasificamos de acuerdo al subgrupo en el que el software los ubico: Multiple complex,
Noncoding, Coding, Unassigned, Pseudogene, premiRNA, small RNA, ribosomal y
tRNA. Posteriormente nos quedamos Unicamente con los genes de los grupos multiple
complex, coding, pseudogene y unassigned, a partir de estos se procedio a ubicar los
ID y nombres en base de datos como NCBI y UniProt para corroborar que fueran genes
anotados y codificantes, se descartaron todos aquellos genes no anotados.
Posteriormente, para continuar con nuestro analisis se realiz6 un filtraje de los genes
identificados, para quedarnos unicamente con aquellos que fueran RNAm codificantes
para proteinas, para esto se utilizé el programa Phyton, que nos permitio llegar a un
archivo con unicamente 4813 RNAm, de los cuales 2870 estaban sobre-expresados,
con un valor de fold change mayor a 2, y 1943 estaban reprimidos, con un valor de fold

change menor a -2 (grafica 9).
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Fig.17. Esquemade trabajo de filtraje. En el esquema se muestra el diagrama de flujo de filtraje,
se hizo uso del software de programacién Python para analizar los datos y quedarnos Gnicamente
con los RNA’s que se identificaban como RNA’s mensajeros, dichos RNA’"s estan identificados en

nuestros datos crudos como “mRNA”.
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Grafica 9. Total de RNA’s mensajeros filtrados y considerados como diferencialmente
expresados en cultivos 3D vs 2D. Se graficaron los 4813 RNA’s mensajeros considerados como
reprimidos (amarillo) y sobreexpresados (naranja). Los RNA"s mensajeros de este gréfico tenian un

valor de Fold Change >2 (sobreexpresados) y un Fold Change <2 (reprimidos).
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Una vez teniendo este set de genes, se realizé un heat map o mapa de calor para

identificar huellas de expresion entre ambos tipos de condiciones (fig. 18).
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Fig. 18. Heat Map. En la figura se muestran los RNA’s mensajeros expresados diferencialmente
entre las condiciones de cultivo en 3D vs 2D. En este mapa de calor se compard la expresion que
tuvieron los 4813 RNA’s mensajeros considerados como diferencialmente expresados en nuestros

analisis. Se identifican claras huellas de expresién entre ambos tipos de condiciones.
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Los heat maps son una herramienta muy utilizada para evaluar la expresion diferencial
entre dos tipos de condiciones generalmente una patolégica y una normal, para
nuestro caso seria la expresion diferencial entre dos tipos de condiciones de cultivo.
Este tipo de mapa de calor nos permite evaluar visualmente la expresion diferencial
entre 2 condiciones. En este heat map, se muestra la expresion de 4813 genes asi
como la uniformidad entre nuestras replicas, tanto en 3D como en 2D. Por ultimo, para
evaluar la expresion diferencial de los genes en ambos tipos de condiciones de cultivo,
se elaboro un Volcano plot, que es otra herramienta que nos permite analizar esta
expresion diferencial. Un volcano plot es un diagrama de dispersién que ubica al valor
de p como -logio en el eje vertical en funcion del valor de Fold Change en el eje
horizontal. Los valores de p mas bajos corresponden a las diferencias
estadisticamente mas significativas, y se encuentran en la parte superior del grafico.

En este tipo de graficos, los genes con diferencia estadisticamente significativa y fold

change se encuentran en los extremos superiores derecho e izquierdo (fig 19).
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Fig. 19. Volcano plot. En la figura se muestran los RNA'S mensajeros sobreexpresados y

reprimidos en nuestrao ensayo de microarreglos. Un volcano plot es un diagrama de dispersion que

ubica al valor de p como -log10 en el eje vertical en funcién del valor de Fold Change en el eje

horizontal. En este tipo de gréficos, los genes con diferencia estadisticamente significativa y fold

change se encuentran en los extremos superiores derecho e izquierdo. En este volcano plot se

graficaron los 4813 RNA"s mensajeros considerados como diferencialmente expresados, en verde
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10.4 Analisis bioinformatico de los RNA’s mensajeros diferencialmente
expresados.

A patrtir de los RNA"s mensajeros identificados como DEG en nuestro microarreglo, lo
que nos permitié llegar a un archivo con 4813 transcritos, de los cuales 2870 estaban
sobre-expresados y 1943 reprimidos en la condicion 3D con respecto a la condicion
2D (fig. 19), para llevar a cabo los analisis bioinformaticos de estos transcritos se
procedié a hacer uso de diferentes programas y bases de datos, las 3 principales
fueron DAVID, FunRichy Enrichr, esta Ultima fue la que mejores resultados nos ofrecio,
y la que reconocié un mayor porcentaje de los genes ingresados, lo cual es util para

gue los resultados de nuestros andlisis posteriores tengan un mejor respaldo.

Total de RNA’s mensajeros diferencialmente
expresados

Reprimidos 1943

Sobreexpresados
2870

H Up-regulated Down-regulated

N
\
. )

\ SEnrichr

\\ //
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Fig. 20. Diagrama de flujo para el analisis de los RNA's mensajeros diferencialmente
expresados. Se esquematiza como se llevé a cabo el andlisis bioinformético de los 4813 RNA's
mensajeros considerados como DEG, se usaron diferentes plataformas y bases de datos como

DAVID, Enrichr y FunRich con el fin de analizar vias y procesos enriquecidos.
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La plataforma Enrichr, es una plataforma muy amigable que nos permite clasificar
nuestros genes en diferentes procesos y vias de sefalizacion, haciendo un match
entre los genes ingresados contra los genes almacenados en su base de datos. Se
ingresaron por separado los archivos de genes sobre y sub expresados en la condicion
3D, ya que todo este set de genes es de nuestro particular interés. Primeramente, para
los genes sobre expresados, Enrichr nos arrojé un total de 43 vias y procesos
enriquecidos con estos genes, de igual forma para los genes reprimidos, pero para
estos nos ofrecié un total de 192 (fig. 20). Sin embargo, no todas estas vias y procesos
eran relevantes para nuestro modelo de estudio, es por eso que para hacer un analisis
mas fino, se procedid a corroborar en la literatura, en bases de datos como PubMed y
Springer, cuales de estos procesos eran relevantes para su estudio en cancer de
mama. Con la informacion obtenida, primeramente, se procedié a hacer un analisis de
Ontologia de genes o Gen Ontology (GO), es este tipo de analisis son utiles ya que
agrupan a nuestros genes en 3 categorias que corresponden con 3 aspectos diferentes
de la biologia celular (GeneOntology.org). 1) Procesos biolédgicos: Estos implican
generalmente transformaciones quimicas o fisicas que ocurren por la accion de un
conjunto de funciones moleculares organizadas, 2) Componentes celulares: Se
refiere al espacio celular donde se encuentra el producto génico y 3) Funcién

molecular: Describe actividades que ocurren a nivel molecular (GeneOntology.org).
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10.5 Rutas y vias de sefalizacion asociados a hallmarks del cancer

En los genes sobreexpresados los procesos bioldgicos mayormente enriquecidos
fueron la replicacion del DNA, organizacion de microtubulos, migracion celular y la del
factor inducible de hipoxia. Este Gltimo es de nuestro particular interés ya que alude a
las condiciones bajas de oxigeno, y es que a medida que disminuye la tension de oxigeno,
las células tumorales se adaptan al suministro limitado de éste (gréfica 10), algunos
estudios han demostrado que tal adaptacion conduce a un fenotipo mas agresivo que es

resistente a muchas terapias contra el cancer (Courtney, E. 2021).

BP- Procesos bioldgicos
CC- Componentes celulares
MF- Funcion molecular

. BP
s CC
. MF

Hipoxia

Enrichment score

Gréafica 10. Analisis de Gen Ontology (GO). La grafica muestra el GO de los 2870
RNA’s mensajeros sobreexpresados en la condiciéon 3D con respecto a 2D. Los
analisis de GO nos permitieron identificar que la hipoxia era uno de los procesos

bioldgicos enriquecidos con estos mensajeros.
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Al mismo tiempo, realizamos un andlisis de vias en la plataforma Enrichr, y
corroboramos el enriquecimiento de la ruta de hipoxia (grafica 11), de manera paralela
a esta via, la ruta de PISBK/AKT/mTOR, la cual esta activada de manera constitutiva en
los tumores HER2+, (fig. 21) representa una ruta alterna para la expresion y la
actividad transcripcional del factor inducible de hipoxia HIF1a en condiciones no
hipoxicas (Sena et al., 2014). El receptor del factor de crecimiento epidermal humano
(HER?2), el cual esta amplificado en el 15 a 30% de los canceres de mama, activa la
via de la fosfatidilinositol 4,5 bifosfato 3-kinasa/AKT serina/treonina kinasa (PI13K/AKT),
lo que conduce a un aumento, tanto de la expresion de HIF-1a, como de la actividad

transcripcional en condiciones no hipoxicas. (Courtney E. 2021).
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Fig 21. Anédlisis de vias de enriquecimiento de los RNA’s mensajeros sobreexpresados en
3D. En nuestro andlisis de vias comprobamos el enriquecimiento de la ruta de hipoxia. Asimismo,
identificamos el enriquecimiento de la via de PISK/AKT/mTOR, la cual esta activada de manera
constitutiva en los tumores HER2+, y que representa una ruta alterna para la expresion y la
actividad transcripcional del factor inducible de hipoxia HIF1a en condiciones no hipdxicas (Sena

et al., 2014).
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10.6 Identificacién de RNA’s mensajeros sobreexpresados en 3D y asociados a
resistencia a terapia.

Dado lo anterior, los tumores HER2-positivos, y negativos para el supresor de tumoral
PTEN pueden tener niveles altos de HIF-1a y por lo tanto un incremento en la
resistencia a drogas, ya que HIF-1 activa rio abajo a genes involucrados en la

resistencia a drogas, incluidos algunos transportadores tipo ABC (Courtney E. 2021).

Dado lo anterior, nos dimos a la tarea de identificar aquellos genes asociados a
resistencia a terapia que se sobre expresaron en la condicién de cultivo en 3D con
respecto al cultivo en 2D, para esto se hizo un match de todo nuestro set de genes
sobre expresados VS la firma genética
“Creighton_endocrine_therapy resistance_1_and_2” de la plataforma GSEA, la cual
contiene una coleccion de conjuntos de genes que expresan ESR1 (receptor de
estrogeno) y ERBB2 (HER2). De todos nuestros genes sobreexpresados, solo 158
genes hicieron match vs esta firma genética, es decir estos estaban asociados a

resistencia a terapia (tabla 4).

Genes Up-regulated (en microarreglo) vinculados a resistencia a terapia

PGR EFCASZ HNRNPAO ESR1 REEP1  SUPTIGH Tabla 4. Lista de genes (RNAm) asociados a
GREB1 DKK1 HACD1 PALLD KIF24 IRX4

MGP AREG PKIB FLNA MYOF CDK2 resistencia a terapia. En la tabla se muestran
NRCAM SLC7A2 RALGPS1  PKIG CA2 CLUAPL

NPY1R VEPH1 RBBPS BTG2 PMVK ZNF346 158 RNAmM sobreexpresados en nuestro
PRPS2 BCL2 ELP2 ZNFa06 MYBL1 KLK11 . ) .

E= p— ETE T SR A ensayo de microarreglos y que se identificaron
HEY2 CPERL  GPX8 DSP MLFL ABCBI0 como genes asociados a resistencia a terapia
INPP4B SLC38A6 TTL PARP1 RSRC1

NAALADLZ PTEN TKFC MYHIO  NEK11 de acuerdo a los datos reportados en la firma
DMKN GFRAL COL12A1 ZNF20 THSD4

OLFM1  SFXN3 ERBB4 SVIL BDH2 genética del GSEA
STC2 CIQTNF6 ADAMTS1S9 SYTLS TRIM24 « . . .

USP32 ARMTL  CEPTO STREP TCEALL Creighton_endocrine_therapy_resistance_1_
RIMS2 - ECI2 SPATAG — RHNOL — WDRSS and_2”. la cual contiene una coleccién de
MNR2F2 IGF1R SEMABA ATPEB2 SLC38A2 -

PDCD4  1QCG suzi2 RIBC2 CXCL12 conjuntos de genes que expresan ESR1
SPQP PPM1K TNPO2 TSGAL0 TMEMET

DTNA PFN2 AGR3 KLHDCO  CFAP70 (receptor de estrogeno) y a HER2 igual que
SIAHZ PHF12 ZNF703 CCDC191  CRAPS3 L

PRR11 SHANK2 ~NETO2  FUTS CAD nuestra linea celular.

MAPT SMYD3 PCM1 HOXC6 SNRPE

PTPRG SYTL2 CCTeB TMPRSS3  COPRS

AP152 CDH3 TPBG TCAF1 IQCK

SGK3 MEX3C DHFR RMND1 RPGR

FAME3B TMCC1 SDAD1 PYROXD2 TPX2

GATA3 ARL2 PNMAL CD99 MCM3

PHF10 PRLR MSI2 TCEAL4 CCDhC113

SGK3 ILIRN I/NF432 PLCB1 EVL

TBL1X RERG NTAN1 FKBP4 NRIP1
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Valores de AUC de genes Up-regulated

Fold G AUC Fold
Change en Change

CCTeb 0.63 3.76 5SLC38A6 0.644 9.52

Gen AUC

ZNFE06  0.607 3.43 NPY1R 0.61 369.94
STRBP  0.605 3.2 GATA3  0.628 14.95
KLHDCS  0.657 293 BCL2 0.61 11.34
NEK11 0.62 2.41 ERBB4 0.61 4.25

TMEM6E7 0.71 2.25 AGR3 0.733 3.97

COPFRS 0.63 2.18 ZNF703  0.68 3.96

GFRA1  0.637 8.38 CCT6B 0.63 3.76
IGF1R 0.635 6.99 ESR1 0.658 3.58
RERG 0.672 4.7 EVL 0.603 2.15
SYTLS 0.653 3.25  ABCB10  0.65 4.59

THSD4  0.618 24 ASPM 0.602 2

Posteriormente, con la plataforma ROC, la cual nos permite realizar un analisis de
curva ROC, acronimo de Receiver Operating Characteristic o Caracteristica Operativa
del Receptor. Este analisis nos ayuda a vincular la expresion génica y la respuesta a
la terapia utilizando datos a nivel transcriptémico de pacientes con cancer de mama,
ovario y colorrectal. El andlisis de curva ROC fue utilizado para evaluar el poder como
biomarcador clinico de los genes previamente identificados. Biomarcador es una
molécula biolégica que se encuentra en la sangre, otros liquidos o tejidos del cuerpo y
cuya presencia es un signo de un proceso normal o anormal de una afeccién o de una

enfermedad.Para llevar a cabo nuestros analisis se utilizaron las muestras del grupo

Tabla 5. Lista de genes (RNAm) con un
valor de AUC > 6. En la tabla se muestran
24 RNAm sobreexpresados en nuestrao
ensayo de microarreglos, que se
identificaron asociados a resistencia a
terapia (GSEA) y que ademas tuvieron un
valor de AUC > 6, lo cual los ubica como
potenciales biomarcadores en cancer con

potencial uso clinico.

con una respuesta patolégica completa (n=1775).

<0.6

0.6

0.6-7

>7

Sin efecto de utilidad clinica.

Poco efecto de utilidad clinica

Biomarcador en cancer con potencial uso clinico

Biomarcador clinico en cancer



Con base en los andlisis anteriores se decidié analizar funcionalmente al gen ABCB10,
debido a su valor de AUC (0.65) lo que lo coloca en la categoria de biomarcador en
cancer con potencial uso clinico; asi como a su sobreexpresion en pacientes que no
respondieron a terapia, lo cual estaria evidenciando su probable participacion en la
resistencia a farmacos y por ultimo por su sobrexpresion en muestras de tejido tumoral

mamario vs muestras de tejido normal de mama.

10.7 Andlisis de expresion del gen ABCB10 en células BT474 cultivadas en 2D y
3D.

Una vez teniendo identificado a nuestro gen de interés, para poder evaluar su
expresion, se disefiaron primers especificos, haciendo uso de la plataforma Primer3,
el cual es ampliamente utilizado para disefiar primers para PCR (Polymerase Chain
Reaction), cabe recordar que la PCR es una herramienta esencial en genética y
biologia molecular. Para llevar a cabo esto, primeramente, se buscaron y descargaron
las secuencias del gen ABCB10, se encontraron 3 secuencias, el gen parental y 2
variantes del gen. Se hizo un alineamiento multiple y se identificaron las regiones
conservadas, posteriormente, haciendo uso de la plataforma primer3 se disefiaron

oligos que fueran complementarias a las 3 variantes del gen. (fig 22).

Tabla 3. primers para el gen ABCB10

5’-CTCATTTTCTTTTGCCTGCTGTT-3’ Forward
Gen ABCB10
5’-AGTGATTGGTAAACTGGCCTAAA-3’ Reverse

Tamaio del amplicén: 111

Fig 22. Secuencias de oligonucledtidos dirigidas a las variantes del gen ABCB10. Las
caracteristicas de los primers fueron: Tamafo: 23 mers; Tm: 54.6 °C (F) y 54.3 °C (R) y un Contenido
de GC: 39.1%.
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Posteriormente, para corroborar los datos del microarreglo (Clariom D) que realizamos,
se llevo a cabo una gRT-PCR para analizar la expresion del gen ABCB10 tanto en 2D
como en 3D (fig. 23).

1 2 3 a 5 6 7
@
ABCB10 GAPDH NS
g &
S $

2D 3D 2D 3D 3

GAPDH (139 pb)

ABCB10 (111 pb)
100 pb

Se corrieron las muestras en un gel de agarosa al 3%

Fig. 23. Gel de agarosa al 3% en donde se corrieron las muestras de nuestro ensayo de qRT-
PCR, En el gel se cargaron 5uL de muestra por carril. Carril 1) Marcador de talla, Carril 2) ABCB10
en 2D; Carril 3) ABCB10 en 3D; Carril 4) GAPDH en 2D; Carril 5) GAPDH en 3D; Carril 6) ABCB10
mas aguay Carril 7) GAPDH mas agua. Con este ensayo pudimos comprobar la sobrexpreexpresion

del gen ABCB10 en 3D vs 2D usando como control a GAPDH.

Se confirmo la sobre-expresion del gen ABCB10, reportada previamente en nuestro
ensayo de microarreglos en condiciones 3D con respecto a la condicion en 2D (carriles
2 y 3), en este ensayo se uso como control a GAPDH (carriles 4 y 5) y como control

negativo se utilizd una condicion con agua (carriles 6 y 7).
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Al realizar el analisis de los datos obtenidos en la qRT-PCR, se confirmo que la
expresion del gen ABCB10 estaba 4.5 veces mas expresado en las células cultivas en

3D vs las células cultivas en 2D.

Andlisis de la expresion del gen ABCB10 en células BT474
cultivadas en 2D y 3D

p-value: 0.020
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Grafica 11. Expresion diferencial del gen ABCB10 en células cultivadas en 2D y 3D. El andlisis
de los datos de expresién del gen ABCB10 extraido de células cultivadas en 2D vs 3D, nos permitio
confirmar que ABCB10 estaba sobreexpresado aproximadamente 4.9 veces mas en 3D que en 2D.
La significancia estadistica se determiné mediante la prueba t de Student y valores inferiores a p<

0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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10.8 Andlisis de inhibicién del gen ABCB10 en células BT474
Los resultados del ensayo de silenciamiento de la expresion utilizando un siRNA
exdgeno, se evaluaron mediante qRT-PCR, para lo cual se realizé la extraccion del

RNA total de las células transfectadas, 48 horas posteriores a la transfeccion.

1) ST- Células sin transfectar
2) Mock

3) Scramble 60 nM

4) siRNA 60 nM

Analisis de inhibicién del gen ABCB10 en células BT474
transfectadas con el siRNA.

1.20 p-value: <0.0026

p-value: <0.0193
[ p-value: <0.0075

1.00

0.80

0.60

0.40

Relative expression

0.20

e

ST MOCK SC 60 nM siRNA ABCB10 60
nM

0.00

Grafica 12: Resultados del ensayo de inhibicion del gen ABCB10 mediante gRT-PCR. En la
grafica se muestran los resultados del ensayo de inhibicion del gen ABCB10 con un siRNA
especifico se comprob6 que el siRNA a una concentracion de 60nM, disminuia la expresion del gen
en aproximadamente 9 veces menos en comparacion con las células que no fueron transfectadas.
Se evaluaron las condiciones de células sin transfectar, mock y células transfectadas con la
secuencia scramble. La significancia estadistica se determiné mediante la prueba t de Student y

valores inferiores a p< 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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10.9 Analisis de inhibicion de la proteina ABCB10 por Western Blot (WB)

De manera paralela se realiz6 un ensayo de WB para analizar la expresion del gen
ABCB10 en células BT474 transfectadas con el siRNA especifico para inhibir la
expresion de la proteina ABCB10. Los resultados confirmaron lo previamente
identificado en el ensayo por qRT-PCR, ya que se confirmd la inhibicidén de la expresion
de la proteina ABCB10 en las células BT474 transfectadas con el siRNA especifico

para el gen ABCB10 a una concentracion de 60 nM (fig. 24)

ABCB10 (79 KDa)

AR . A e GAPDH (36 KDa)

Fig. 24 Resultados del ensayo de inhibicion de la proteina ABCB10 mediante WB. En la figura
se muestra la inhibicién de la expresion de la proteina ABCB10 en células BT474 sin transfectar
(1), transfectadas con el mock (2), transfectadas con el scramble a 60 nM (3) y transfectadas con
el siRNA para ABCB10 a 60 nM (4). Se observa una clara disminucién de la expresion de la
proteina ABCB10 en los extractos proteicos de las células BT474 transfectadas con el siRNA a 60
nM.
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Anadlisis de expresion de la proteina ABCB10 en células BT474 transfectadas

con el siRNA.
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Grafica 13. Resultados del analisis densitométrico del ensayo de Western Blot (WB). Se
realizo un andlisis densitométrico de las bandas identificadas en el ensayo de WB y se comprobd
que la expresion de la proteina ABCB10 estaba disminuida aproximadamente 4 veces menos en
comparacion con la expresién de esta misma proteina, pero en células que no fueron transfectadas.
La significancia estadistica se determind mediante la prueba t de Student y valores inferiores a p<

0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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10.10 Ensayo de MTT para determinar la viabilidad de las células BT474 tratadas
con cisplatino.

Posteriormente se evaluo la viabilidad de las células usando el ensayo de MTT, y se
calculo la IC50, que es la concentracion de farmaco a la cual el 50% del cultivo se
encuentra con viabilidad (grafica 15). Se obtuvo que el valor de IC50 para la linea

celular BT474 tratada con cisplatino fue de 30.09uM.

Calculo de IC50 para células BT474 tratadas con cisplatino

% de células muertas

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentracion cisplatino uM

Gréfica 14. IC50 de las células BT474 tratadas a diferentes concentraciones de cisplatino. Se
realizo un ensayo de MTT para evaluar la viabilidad de las células BT474 tratadas con cisplatino a
diferentes concentraciones, se probaron 4 concentraciones del farmaco OuM, 25 uM, 50 uM y 100
UM, Se comprobd que a una concentracién de 30 uM habia una disminucion del 50% de la viabilidad,

por lo tanto fue la concentracién que se uso para los analisis posteriores.
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10.11 Determinacion de la viabilidad de las células BT474 transfectadas con el
siRNA para el gen ABCB10

Una vez teniendo los datos de la transfeccion del siRNA en las células BT474 por qRT-
PCR, asi como el resultado de la IC50 obtenido del ensayo de viabilidad por el ensayo
de MTT; se procedid a evaluar la viabilidad de las BT474 transfectadas con el sSiRNA
para el gen ABCB10, con la concentracion adecuada de cisplatino, previamente
obtenida. Los resultados de este ensayo se muestran en la grafica 16 en dichos
resultados confirmamos nuestra hipétesis, ya que las células que fueron transfectadas
con el siRNA vs el gen ABCB10 disminuyeron su viabilidad vs las células transfectadas
con el mock y con la secuencia scramble, asi como con las células que Unicamente

fueron tratadas con cisplatino.
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VIABILIDAD DE CELULAS BT474 TRANSFECTADAS CON
EL MOCK, SCRAMBLE Y SIRNA.
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Gréfica 16. Resultados del ensayo de MTT y qRT-PCR para evaluar la viabilidad de las células
BT474 transfectadas con el siRNA y tratadas con cisplatino. Se realizé la transfeccion del sSiRNA
especifico para el gen ABCB10 en células BT474, pasadas 48 horas de la transfeccion se realiz6 el
tratamiento con cisplatino por 48 horas. Los resultados se evaluaron con un ensayo de MTT para
determinar la viabilidad de las células, se comprobd que la viabilidad de las células que fueron
transfectadas con el siRNA para ABCB10 y tratadas con cisplatino, disminuia en comparacion con
las células que no fueron transfectadas, pero si tratadas con cisplatino. La significancia estadistica
se determiné mediante la prueba t de Student y valores inferiores a p< 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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11. DISCUSION.

En las réplicas realizadas se comprobo el crecimiento en masa de las células BT474
lo que sugiere fuertes uniones célula- célula, a diferencia de los cultivos en monocapa
en los cuales la morfologia de las células no es uniforme. Asimismo, en este tipo de
cultivos en monocopa se corroboré que las células crecen juntas formando parches,
con una morfologia alterada y una pérdida de la polaridad celular. Las diferencias en
las condiciones de cultivo permitieron que, por ejemplo, en los cultivos en monocapa
todas las células recibieran una cantidad homogénea de nutrientes y factores de
crecimiento del medio durante el crecimiento. La monocapa estd compuesta
principalmente por células en proliferacion, ya que las células necréticas generalmente
se desprenden de las superficies y se eliminan facilmente durante el cambio de medio.
A diferencia de los esferoides cultivados en 3D, en los cuales se genera un gradiente
al interior de estos tanto de nutrientes y oxigeno, como de los farmacos que
usualmente son utilizados durante el tratamiento, imitando de esta forma un modelo

mas allegado a lo que seria un tumor in-vivo.

Posteriormente, para realizar el analisis morfologico de los esferoides, se utilizaron
softwares especializados. Se hizo uso del software ImageJ, éste nos permitié calcular
el diametro de los esferoides formados el cual fue aumentando con el paso de los dias,
hasta alcanzar su maximo a los 5 dias (120h). El diametro méaximo fue de 300 um, ya
se hareportado (Breslin, S. 2016) que las placas de cultivo utilizadas para realizar este
tipo de cultivos son una limitante para el tamafio maximo alcanzado por los
esferoideas, lo cual se pudo constatar de manera repetida en nuestros cultivos. De
manera paralela se calculé el nimero de esferoides formados, para esto se utilizé el
software CellProfiler que es un software especializado en imagenes de microscopia
celular, que no requiere gran capacitacion técnica, y nos proporciona entre otras cosas,

el nimero de esferoides en un campo.

El mayor numero de esferoides se detecté a las 24 horas posteriores a la siembra,
posteriormente este numero fue disminuyendo, pero el diametro de los esferoides fue
aumentando; la disminucién en el nimero de esferoides se ha atribuido a una pérdida
de la viabilidad celular en algunos esferoides, debido entre otros factores a que las

zonas necroticas en la regiéon central pueden tener un impacto en la proliferacién de
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las células méas externas, asi como a la disgregacion de los esferoides de menor

tamano.

Para analizar los RNAm filtrados se procedié a ingresar nuestros sets a diferentes
bases de datos de enriquecimiento, para evaluar que vias y procesos estaban
enriquecidos tanto en los genes sobreexpresados como en los genes reprimidos. Las
bases de datos que utilizamos fueron Enrichr, DAVID y FunRich, las cuales nos

permitieron categorizar nuestros genes e identificar las vias biolégicas enriquecidas.

En nuestros analisis in-silico pudimos comprobar que la hipoxia era una de las vias
enriquecidas con los genes sobreexpresados en 3D, corroborando lo previamente
reportado (Breslin, S., & O'Driscoll, L. 2016). Ya que se ha demostrado que la hipoxia
generada en los esferoides cultivados en 3D promueve la expresion de genes
asociados a la resistencia a terapia farmacoldgica (Nie, C. et. al. 2018). Lo cual se

comprobd en nuestros analisis bioinformaticos (tabla 3).

Asimismo, se identificd que algunos de los genes sobreexpresados en 3D con respecto
a 2D, asociados a resistencia terapia (tabla 3), también cumplian con un buen valor de
AUC, y podian ser considerados como biomarcadores con potencial uso clinico (tabla
4). Entre estos se encontr6 al gen ABCB10, un miembro de la familia de
transportadores dependientes de ATP tipo ABC. Implicados no sélo en la salida de
farmacos sino también en el movimiento de nutrientes y otras moléculas
biologicamente importantes hacia el interior, exterior y a través de las membranas

plasméticas y las membranas intracelulares de las células.

Posteriormente, se hizo uso de la plataforma ROC plotter, la cual nos permite vincular
la expresion génica y la respuesta a la terapia utilizando datos a nivel transcriptomico
de pacientes con cancer de mama (ROCplot.org). La plataforma ROC también nos
brinda un grafico ROC, acronimo de Receiver Operator Characteristic, que es una
representacion grafica de la sensibilidad vs la especificidad. La diagonal o linea de no
discriminacion, divide el espacio ROC y nos proporciona el valor de area bajo la curva
0 AUC, los puntos por encima de la diagonal representan buenos resultados de

clasificacion, los puntos por debajo son resultados pobres (Anexos, fig. 2).

Los valores AUC muestran el poder pronostico del gen que se esta evaluando.
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» AUC = 0.6 Poco efecto de utilidad clinica.
» AUC = 0.6 a 0.7 Biomarcador en cancer con potencial uso clinico.
» AUC > Biomarcador clinico en cancer

Uno de los genes con un buen valor de AUC y una expresion aumentada en pacientes
no respondedores vs respondedores (Anexos, fig. 1) asi como en muestras de tejido
tumoral vs muestras normales (Anexos, fig. 3), fue el transportador ABCB10, el cual
es uno de los 3 transportadores de cassette de union a ATP (ABC) que se localiza en
la membrana interna de las mitocondrias y que, entre otras funciones, cataliza la
exportacion de sustratos fisiolégicos desde la matriz mitocondrial al citosol de manera
dependiente de ATP. Esta proteina es miembro de la subfamilia MDR/TAP
involucrados en la resistencia a multiples farmacos (Lage, H. 2003).

Ya se ha reportado el papel de algunos transportadores tipo ABC en el movimiento de
diferentes moléculas organicas y farmacos a través de membranas, asi como en el
mecanismo de resistencia a multiples farmacos (MDR) (Lage, 2003). Sin embargo, el
papel del transportador ABCB10 no se ha reportado como tal en este tipo de
mecanismo, nosotros comprobamos que su inhibiciébn promueve la sensibilizacién de
las células BT474 al tratamiento con cisplatino (grafica 15).

Para corroborar la sobreexpresion del gen ABCB10 identificada en nuestro ensayo de
microarreglo, se llevo a cabo una gRT-PCR y un WB para analizar la expresion del
gen ABCB10 a nivel de RNAm y de proteina, tanto en 3D como en 2D, los resultados
de estos ensayos corroboraron lo que previamente habiamos identificados en nuestro
microarreglo, ya que la expresion del gen ABCB10 fue aproximadamente 4.9 veces
mayor en cultivos 3D que en 2D (tabla 5). Con este resultado también se confirma que
en las células cultivadas en 3D hay una mayor expresion de genes asociados a

resistencia a terapia farmacologica.

Posteriormente, inhibimos la expresion del gen ABCB10 en las células BT474
utilizando un siRNA especifico para este gen. Esto con el fin de sensibilizar el cultivo
al tratamiento con cisplatino, los resultados del este experimento mostraron que las
células transfectadas con el siRNA a una concentraciéon de 60 nM se volvian mas
sensibles al tratamiento con cisplatino en comparacion con las células que no fueron

transfectadas o con las que fueron transfectadas con una secuencia scramble,
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comprobando que la inhibicion de la expresion del gen ABCB10 tiene un impacto en la
sensibilidad de las células al tratamiento con cisplatino.

Los datos obtenidos y posteriormente analizados, mostraron que las células que fueron
transfectadas con el sSiRNA vs el gen ABCB10 disminuyeron su viabilidad vs las células
transfectadas con el mock y con la secuencia scramble, asi como con las células que
Gnicamente fueron tratadas con cisplatino (grafica 15). Aunque el gen ABCB10 no esta
identificado como un gen asociado a MDR, nuestros resultados mostraron que su
inhibiciébn en células BT474 cultivadas en monocapa, presentan una mayor

sensibilidad al tratamiento farmacoldgico.

88



12.

CONCLUSIONES.

. Se comprobd que las células BT474 cultivadas en 3D crecen con una morfologia

en masa, asimismo, exhiben caracteristicas morfolégicas similares a los tumores
en condiciones in-vivo, y por lo tanto se espera que su perfil de expresion sea mas

allegado al de éstos

. Al realizar el analisis de los resultados del microarreglo se pudo confirmar que las

condiciones de cultivo en 3D de la linea celular BT474, genera una expresion
diferencial de genes, promoviendo la sobreexpresion de genes asociados a
resistencia a terapia (ABCB10, ESR1, CCT6B).

Los andlisis bioinforméticos, nos permitieron comprobar que la via de hipoxia,
promovida por las bajos niveles de oxigeno, promueve la expresion de genes
asociados a resistencia a terapia, los cuales pueden estar favoreciendo la
tumorogénesis.

Se corroboro la sobreexpresion del gen ABCB10, identificada en nuestro ensayo
de microarreglos, mediante gRT-PCR y WB en cultivos en 3D vs cultivos en 2D,
cabe resaltar que en los cultivos 3D, los esferoides formados presentan en sus
capas mas internas condiciones hipoxicas, asi como de deprivacion de nutrientes,
y por lo tanto pueden estar favoreciendo la expresion de transportadores.

Se comprobd que la viabilidad de las células BT474 transfectadas con el siRNA
para ABCB10 y tratadas con cisplatino a 30 uM, se volvian mas sensibles al

tratamiento con cisplatino en comparacion con las que no eran transfectadas.
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Figura 1. .Plot de expresiéon del gen ABCB10 en pacientes respondedores vs NO

respondedores a terapia.
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Figura 2. Grafico ROC del gen ABCB10.
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Figura 3. Plot de expresion del gen ABCB10 en muestras de tejido
tumoral de mama vs tejido no tumoral de mama.
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