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Glosario
ATCC: American Type Cell Culture
BHE: Barrera Hematoencefalica

CONCORD-3: Programa mundial de vigilancia global de tendencias de supervivencia del
cancer 2000-14

GBM: Glioblastoma multiforme

Gy: Grays

ICI: IC1 182 780 o Fulvestrant

INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia de México

MEC: Matriz extracelular

MGMT: O6-methylguanine-DNA methyltransferase

MRP/ABCCL1: Multidrug resistance protein o ATP binding cassette sub-family C member 1

P-gp/MDR1/ABCB1: glucoproteina de permeabilidad 1 o multidrug resistance protein 1
(MDR1) o ATP-binding cassette sub-family B member 1, ABCB1), también clUster de
diferenciacion 243 (CD243)

SNC: Sistema Nervioso Central

TMZ: Temozolomida
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Resumen

Antecedentes: El glioblastoma es el tipo de tumor cerebral primario mas comuny de mayor
agresividad, tiene una sobrevida global de 14 meses, una tasa de supervivencia menor al 5%
a 5 afios y una recaida en el 100% de los pacientes. El glioblastoma presenta alta resistencia
a la quimioterapia, para su investigacion se requiere modelos experimentales que permitan el
avance en su tratamiento. Una propuesta es el uso de modelos de cultivo en tres dimensiones
(3D), denominados esferoides; los cuales son un modelo que aprovecha la tendencia natural
de las células tumorales a agregarse. Este permite la investigacion in-vitro para la evaluacion
de farmacos en un microambiente y comportamiento espacial de las células tumorales.
Objetivo: Establecer un modelo de cultivo en 3D de glioblastoma que-permita evaluar la
respuesta farmacoldgica de Temozolomida y su combinacién con el antiestrogénico
Fulvestrant, a través del crecimiento del esferoide y su viabilidad celular.

Metodologia: Para establecer el cultivo en 3D, se utilizo la linea celular de glioblastoma C6,
las cuales fueron sembradas a diferentes densidades para definir el nimero adecuado de
células en la formacion de los esferoides; se utilizd coladgena | como componente de matriz
extracelular (MEC). Para la evaluacion del perfil de crecimiento, se siguio el diametro de los
esferoides mediante imagenes de microscopia de campdé claro. La viabilidad celular se
determin6 conimagenes de microscopia utilizando marcadores fluorescentes de células vivas
y muertas a través de un kit LIVE/DEAD. Para evaluar la funcionalidad del modelo en 3D, se
evalud el tamafioy la viabilidad celular al final de la exposicién de los tratamientos individuales
0 combinados de Temozolomida y Fulvestrant.

Resultados: Se establecié que el cultivo con 3000 células de la linea celular de glioblastoma
C6, sembradas en cajas de baja adherencia y utilizando colageno tipo | como componente de
matriz extracelular fueron las condiciones adecuadas para generar un modelo en 3D. La
respuesta a los tratamientos mostré un didmetro menor de los esferoides cuando fueron
expuestos a Temozolomida, y esta disminucion en el didmetro fue mayor cuando
Temozolomida fue combinada con Fulvestrant, resultados que fueron correlacionados con los

marcadores de viabilidad.

Conclusién: Se establecieron las condiciones experimentales para el cultivo en 3D de células
de glioblastoma, resultando reproducible y funcional como modelo para la evaluacion del

tratamiento de Temozolomida y su combinacion con el antiestrogénico Fulvestrant.

Palabras clave: esferoides, modelo preclinico, glioblastoma, Temozolomida, ICI, Fulvestrant,
LIVE/DEAD.
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1. Introduccioén

Unade las enfermedades actuales cuyodesarrollo se considera un problema de salud publica
es el glioblastoma (GBM), un tumor cerebral que se considera raro ya que su incidencia es
de menos de 10 por cada 100,000 personas, presenta un mal prondstico con una tasa de
supervivencia global de entre 14 a 15 meses después del diagnostico (1). Tiene una
supervivencia global a los 5 afios del 4 al 17% de acuerdo con el tercer ciclo del estudio

CONCORD-3(2) y afecta tanto a hombres como mujeres con una edad media de 62 afios
A3).

El mayor avance en la investigacion de distintos tipos de cancer ha sido a través de modelos
preclinicos, entre los que se encuentran las lineas celulares inmortalizadas, esferoides y
organoides, organismos como Drosophila melanogaster, ratones genéticamente modificados,

cerdos y xenoinjertos derivados de pacientes, entre otros (4).

Dadas las cifras de alarma del glioblastoma se necesitan mas investigaciones cientificas
béasicas y el desarrollo de modelos bioldgicos eficientes para abordar las limitaciones clinicas
actuales asociadas con su diagndstico y el tratamiento (5).

En la actualidad el uso del cultivo celular en 2D se ha convertido en el estdndar de oro para
investigar nuevos tratamientos; sin embargo, es importante destacar las limitantes de este
método. Por otro lado, existen los modelos preclinicos en animales, que, aunque no presentan
las mismas dificultades que el modelo en 2D, no son métodos totalmente fieles cuando se

comparan con un individuo o paciente, ademés de ser un modelo costoso (6-9).

En este sentido, los esferoides o tumoresferas son un modelo que imita mejor las
caracteristicas de un tumor sélido, pero con lineas celulares (10), los cuales se definen como
agregados celulares que se han desarrollado a partir de un pequefio nimero de células que
han sido cultivadas en un medio no adherente, la disposicion de estas células le permite
desarrollar caracteristicas fisicoquimicas que se asemejan mas a un tumor sélido que un

cultivo en monocapa (11).

Una caracteristica importante de los esferoides es la distribucion de las células en diferentes
estadios del ciclo celular a lo largo de toda la extensién de esta masa, por lo que se puede
encontrar un gradiente en los niveles de saturacion de oxigeno, concentracion de lactato y
cantidad de nutrientes, lo cual se traduce en un modelo que imita las caracteristicas de un
microambiente tumoral, permitiendo evaluar de manera mas eficiente el efecto de los

farmacos en un tumor. (12)
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Por lo tanto, en el presente trabajo experimental se planteé como objetivo establecer un
modelo de cultivo en 3D con lineas celulares de glioblastoma que permita la evaluacion de

Temozolomida y el antiestrogénico Fulvestrant.
2. Marco Teorico
2.1 Generalidades

El cancer se considera una enfermedad epidémica que cuesta cerca de 8 millones de vidas
al afo en todo el mundo (4). En México en el 2021 se registraron 1,122, 249 defunciones en
el pais, de las cuales 8 % (90 123) se debi6 a tumores malignos (figura 1); ademas segun
datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia de México (INEGI) a partir de los 50
afios hay un incremento mas dinamico en la tasa de defuncion por tumores malignos, tanto
en hombres como en mujeres, aunque a partir de los 60 afos, la tasa en cada grupo de edad
es superior en los hombres (figura 1) (13).

Entre los tipos de cancer principales que afectaron a la poblacion de 0 a 19 afios, se enlistan,
en primer lugar, leucemia; el tumor maligno de las meninges, del encéfalo y de otras partes
del sistema nervioso central; el tumor maligno del higado y de las vias biliares intrahepéticas;
asi como linfomas no Hodgkin (13).

El Cancer...

e Se considera una
enfermedad epidémica
que cobra ~8 millones de
decesos al ano.

e Es la primera causa de
muerte en el mundo.

e Los tipos de cancer mas
comunes son los de
mama, pulmoén, colon vy
recto y prostata.

En México...
|

e Enel 2021 se registraron
1 122 249 defunciones, el 8% fue por
cancer.

o Los tipos principales de cancer fueron
leucemia, tumor maligno de partes del
SNC, higado y linfomas.

Figura 1. Incidencia y mortalidad del cancer en México y en el mundo (13)
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2.2 Tumores del Sistema Nervioso Central

Este tipo de cancer representa el 2% de todas las neoplasias y hasta el 2017 tenia una tasa
de incidencia a nivel global de 10.8 casos por cada 100 000 personas (figura 2) (14); en el
caso de México, los estudios sobre su epidemiologia son reducidos y sélo se tiene registro
de los casos a nivel hospitalario; sin embargo, se estima que en el 2018 hubo
aproximadamente 3,451 casos de tumores del SNC (15).

Tumores del SNC

Glioblastoma - Epidemiologia

i <10 personas por ® Afecta mas a L Se presenta a una
cada 100,000 hombres que ’mw edad promedio
presentan la a mujeres de 64 afnos
enfermedad 1,6:1
80% xSE0AN. 60%

NUEVOS CASOS
DE CANCER DE
SNC EN 2020

\ 4

CEREBRO

El glioblastoma es el causante

_del 2.5% de muertes por Sobrevida global de
cancer en el mundo y la tercer 14 a 15 meses.

causa de muerte por cancer
en personas de 15 a 34 afos.

Figura 2. Incidencia y supervivencia global de los tumores del SNCy glioblastoma en
el mundo (14)

2.2.1 Clasificacion de los tumores del Sistema Nervioso Central

Existen distintos criterios para la clasificacion de estos tumores, en primer lugar, al ser un
grupo tan heterogéneo de neoplasias, se suelen clasificar en dos grandes grupos, las lesiones
primarias que son originadas a partir de células propias del SNCy las lesiones secundarias,
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gue aparecen como resultado de un proceso de metastasis desde otras partes del cuerpo
(16).

Generalmente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) tiene un criterio de clasificacion
histopatologico que se divide en 4 grupos (figura 3): los grupos | y Il considerados de bajo
grado y los grupos lll'y IV que son aquellos de alto grado (16).

- Grado | corresponde a los tumores circunscritos y que tienen poca probabilidad de
convertirse en neoplasias de mayor grado,

- Grado Il son aquellos tumores que presentan ya un borde difuso y es mas probable
gue puedan llegar a progresar; tanto el grado | como el grado Il se consideran de lento

crecimiento

- Grado lll son tumores que se infiltran y tienen un nimero aumentado de mitosis, asi
como células atipicas,

- Grado IV son los mas agresivos, de rapido crecimiento y pueden incluso presentar
zonas de necrosis y formacionde nuevos vasos sanguineos; el GBM pertenece a este

grupo (17).

(D

Grado | Grado Il Grado Il Grado IV
» Tumores circunscritos ¢ Borde difuso * Tumores que se ¢ Rapido crecimiento
e Baja probabilidad de e Mas probable su infiltran e Zonas de necrosis
progresion progresion ¢ Células atipicas ¢ Nuevos vasos
sanguineos

Figura 3. Clasificacién de los tumores del SNC segun criterios de la OMS. Sinning M.,
2021 (17)
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2.3 Glioblastoma

El glioblastoma (GBM) es un tipo de cancer de rapido desarrollo y muy agresivo que afecta
al sistema nervioso y/o al cerebro, las tumoraciones de este cancer se forman a partir del

tejido glial del encéfalo y la médula espinal (1).

EI GBM es parte de un tipo de cancer llamado glioma, estos gliomas y su clasificacién pueden
variar dependiendo de sus caracteristicas, localizacion y severidad, entre ellos se incluyen
por ejemplo los astrocitomas, oligodendrogliomas y los gliomas mixtos, etc. (18).

Debido a que no es posible definir al cancer como un solo tumor sino como un sistema
inmensamente variable se busca elegir siempre el modelo més representativo de la

enfermedad; sin embargo, ha sido una tarea sumamente compleja (4).

Entre una larga lista, de caracteristicas del glioblastoma que han dificultado la comprension
completa de procesos de patogénesis, respuestas terapéuticas y reacciones adversas, esta
la incapacidad de los modelos in vitro de imitar la heterogeneidad de las células de cancer,

ademas de su microambiente y compartimentos estromales (4).

El GBM puede ocurrir a cualquier edad, pero la edad promedio de diagnéstico es de 64 afios
y es mas comun en hombres que en mujeres. La supervivencia es escasa, con
aproximadamente un 40% de supervivencia en el primer afio posterior al diagndstico y un
17% en el segundo; ademas el GBM es el causante del 2.5% de muertes por cancery la

tercera causa de muerte por cancer en personas de 15 a 34 afos (1).

2.3.1 Tratamiento y sus retos

El tratamiento para este tipo de gliomas esta constituido por radioterapia, quimioterapia y
cirugia (19).

El cuadro de tratamiento inicia por la intervencion quirdrgica; sin embargo, la remocion del
tumor o tumores puede dejar lugar a células residuales (19) que pueden ser capaces de
migrary seguir proliferando. Ademas de la cirugia, el tratamiento se acompafia con 60 Grays
(Gy) de radioterapia (2Gy/dia) y quimioterapia con el agente alquilante Temozolomida (TMZ2)
por 6 semanas, con dosis de mantenimiento por 5 dias cada 28 dias hasta completar seis
ciclos iguales. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos titanicos por tratar el avance de la
enfermedad, la media de supervivencia sigue sin superar los 15 meses (19). Algunos de los
problemas que se presentan con los agentes quimioterapéuticos es atravesar la barrera
hematoencefélica (BHE), la limitada respuesta a la terapia y la neurotoxicidad que provocan

ciertos tratamientos (19).
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El tratamiento estandar de la quimioterapia para el GBM es la TMZ (20) cuyo mecanismo de
accion es la inhibicion de la replicacion del ADN; la TMZ es un profarmaco que, gracias a su
biotransformacion, alquila la cadena de ADN; Sin embargo, uno de los mecanismos de
resistencia a este farmaco es mediado por la enzima MGMT (metilguanina-O6-
metiltransferasa) la cual remueve los aductos del ADN (figura 4). Otro de los mecanismos de
resistencia que se presenta con la administracién de TMZ es la acumulacion insuficiente de
farmaco en el SNC por la presencia de transportadores dependientes de ATP comolo son el
P-gp/MDR1/ABCB1y el MRP/ABCCL1 expresadas en la barrera hematoencefélica (BHE),
ademas de la sobreexpresion de estas proteinas en la BHE (18).

Muerte celular Supervivencia

Forma SSB.’
BER/

DSB**
MR*

" bm
Reparacmn dela

ruptura de la

cadena Reparacién

0" Me 7/ N3 Me del DNA
Membrana celular

Temozolomlda

Superwven(:la MGMT*'** T eparauén munl T Nuicleo ——s

Resistencia del GBM a
Bombas de eflujo de farmacos temozolomida
Transportadores ABC
P-gp/MRPkkx

Figura 4. Mecanismos de resistencia del glioblastoma. Los transportadores de eflujo
de farmacos (P-gp/MRP) son expresados en la BHE y algunos agentes terapéuticos (entre
ellos TMZ) son reconocidos por éstos, lo que contribuye a la multiresistencia a farmacos por
la acumulacion limitada de farmacos al interior de las células tumorales (21) Mismatch repair-
Reparacion por apareamiento erroneo (MMR), Base excision repair (BER)/N-Methylpurine
DNA Glycosylase (MPG), O6-Methylguanine-DNA Methyltransferase (MGMT), single-
stranded breaks (SSBs)/double-stranded breaks (DSBs), P-glycoprotein (P-gp)/Multidrug
Resistance Protein (MRP).
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TMZ tiene una actividad alquilante en la cadena de ADN en tres sitios preferentes, la posicion
N7y O6 de la guanina y en la posicion O3 de la adenina; si estos sitios no son reparados
llevan a la ruptura de la cadena; MGMT es una enzima enddgena reparadora del ADN que
ayuda a la estabilidad gendmica a través del sistema MMR; el efecto de la enzima MGMT se
asocia como el mayor contribuyente de la resistencia a TMZ, bajo las condiciones de
tratamiento con TMZ, la enzima MGMT puede remover los grupos metilo en la posicion O6-
metilguanina que dona TMZ, lo que permite la reparacién de la cadena de ADN vy
eventualmente, la supervivencia de las células tumorigénicas (22). Los aductos provocados
por la metilacién en las posiciones N7 de la guanina y O3 de la adenina son reparadas por el

sistema de reparacion por escision de bases (BER) iniciado por la enzima MPG (23-24).

Debido al pobre pronéstico de los pacientes con GBM, diversas investigaciones han intentado
disefiar nuevas moléculas que permitan mejorar la sobrevida global de los pacientes, pero los
resultados no han sido alentadores. Una de las lineas de investigacion que se ha desarrollado
en los ultimos afios para el tratamiento del GBM es el reposicionamiento de farmacos; el cual
se define como nuevas aplicaciones de farmacos que fueron diseflados para otras
enfermedades (18). En el laboratorio donde se realiz0 el presente trabajo se estudian
farmacos de reposicionamiento como quimio-sensibilizantes que incrementan el efecto de
temozolomida. Uno de estos farmacoses el agente antiestrogénico Fulvestrant (ICI 182,780),
el cual ha demostrado una accion sinérgica cuando es combinado con cisplatino o
temozolomida mas radioterapia (25, 26).

Fulvestrant ha sido descrito como un agente radiosensibilizante y se utiliza como
antiestrogénico en el tratamiento de cancer de mama (25); algunos de los mecanismos
propuestos por los que este farmaco sensibiliza a las células tumorales se encuentran la
activacion de la caspasa, la regulacion de factores de crecimiento, la inhibicion de proteinas

anti apoptéticas y la induccion de la apoptosis mediada por p53 (25, 26).

Por otro lado, en algunas lineas celulares se ha reportado también que Fulvestrant induce al
arresto celular en la transicion de la fase G2/M, provocando una inestabilidad gendémica,
dando como resultado una hipersensibilidad a la radiacion (25,27).

2.4 Modelos de cultivo 3D de cancer

En los Ultimos afios se han establecido algunos modelos que permitan mejorar el avance de
la investigacién biomédica béasica en cancer. Existen diversos modelos de estudio in vivo e in

vitro (figura 5); sin embargo, estos sistemas presentan diferencias a los tumores reales,
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ademas que presentan limitantes que no permiten comprender los mecanismos de la

patogenia tumoral, las respuestas a diversos farmacosy las reacciones adversas que pueden

llegar a presentarse (4).
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Figura 5. Modelos preclinicos mas utilizados en la investigacion biomédica basica;
ordenados a la izquierda, aquellos con mayor rendimiento; y hacia la derecha, los que tienen

mayor relevancia fisioldgica. Imagen modificada de: Kim, S. (2021) BioRender (28).

El modelo de cultivo en monocapa o 2D con lineas celulares inmortalizadas es uno de los
mas populares en los laboratorios de investigacion oncoldgica; sin embargo, este modelo
presenta diferencias cruciales con los tumores solidos (figura 6) entre las que se encuentran
la disminucion de interacciones célula-célula, la nula formacién de matriz extracelular y la
aparente sensibilidad a la mayoria de farmacos (7); sin embargo, estas diferencias son
producto del crecimiento forzado de estas células sobre una superficie plana y adherente, lo
gue provoca un cambio en su metabolismo y funcionamiento; ademas el microambiente del
cultivo celular puede afectar el fenotipo de las células, y por lo tanto afectar también la

respuesta celular a los farmacos (7).

Debido a las desventajas de los modelos en 2D se han establecido los modelos en 3D de
organoides (4).
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Los modelos tridimensionales in vitro se han utilizado como modelo intermedio entre lineas

celulares inmortalizadas que son sembradas en dos dimensiones y tumores sélidos.
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Organizacion i
celular forzada |

Las células se
adhieren a la MEC
mediante la unién
de integrina-matriz

Gradiente
concentrado de
factores solubles

Difusién de factores
solubles en el medio
(no hay gradiente)

Las células
estan

Células
expuestas ala
interfase liquida
todo el tiempo

compactadas
) unas con otras

La alta rigidez
promueve la
propagacion de
células en
monocapa

Interacciones ' LaslﬁbrlHa.s dela 1 J Interaccién
célula-célula | matriz restringen la célula-célula
restringidas ! propagacion celular J

|

Figura 6. Comparacion de las principales caracteristicas entre el modelo 2D y el
modelo 3D. Modificado de: Kim, S. (2022) BioRender (28)

Los modelos esféricos de cancer ademas forman la gran mayoria de modelos in vitro en 3D
gue se han utilizado durante los Ultimos cuarenta afios (29).

Weiswald y colaboradores han propuesto una clasificacion simple para los cuatro principales
modelos en 3D que se utilizan en la investigacion basica, basada en los métodos de formacion

y la composicion bioldgica béasica de los modelos, entre estos modelos se encuentran (29):

e ElImodelo de esferoide multicelulares de tumor, que fueron descritos por primera vez
hace casi 50 afios y obtenidos a partir de lineas celulares que habian sido cultivadas

bajo condiciones de no adherencia.

e Las tumoresferas, modelo que se basa en la expansion de células stem en un medio

libre de suero y que ha sido suplementado con algunos factores de crecimiento,

e Las esferas de tumor derivadas de tejido y los esferoides multicelulares organotipicos,
ambos obtenidos a partir de tejido tumoral disociado por métodos mecanicos.

En un modelo in vivo, los tumores soélidos crecen con una conformacion tridimensional que
resulta en una exposicion heterogénea al oxigeno, asi como a los nutrientes y otras fuentes
de estrés quimicas o fisicas. Esta distribucion fisica y su limitada difusion de oxigeno,
nutrientes metabolitos y moléculas de sefializacion no pueden ser imitadas en un modelo en

dos dimensiones (30).
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Ahoratambién se sabe que la interaccion en 3D de célula-célula per se influye en la estructura
celular, mecanismos de adhesion, mecanotransduccién y la sefializacion en respuesta a
factores solubles, que a su vez afectan la funcion celular de manera distinta a los formatos
tradicionales de cultivo celular en 2D (31).

Para investigar de manera eficiente la patobiologia del cancer humano, es necesario
mantener o recrear la arquitectura tipica de tres dimensiones de los tumores solidos, asi como
el microambiente en 3D que permite imitar los distintos tipos de heterogeneidad celular
observada en diferentes contextos in vivo. Es por eso por lo que los sistemas en 3D que
estan formados Unicamente por células de cancery adhesiones homotipicas célula-célula
pueden expresar distintos fenotipos como lo son células quiescentes o proliferativas

dependiendo de los gradientes quimicos inducidos (29).

2.4.1 Caracteristicas de los esferoides de tumor

Los esferoides son colonias celulares agrupadas en forma de esfera que permiten el estudio
de un modelo mas parecido a un tumor in vivo, pero con las ventajas de los ensayos in vitro
(32).

Una de las caracteristicas mas importantes que definen a un esferoide es lo que se le conoce
como “compartimentalizacion” es decir, las zonas virtuales en las que se divide la masa total
de un esferoide conformada por una zona exterior altamente proliferativa atribuida al
constante contacto con mayores concentraciones de oxigeno y nutrientes, después aparece
la zona de células quiescentes debido a la disminucion de estos dos factores; y por ultimo,
debido a esta falta de oxigeno se empieza a presentar hipoxia, lo que lleva a las células a su
muerte, es decir, la zona central esta conformadaen su mayoria por células necroticas (figura
7) (32).
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Figura 7. Caracteristicas de los esferoides de tumor, se presentan las caracteristicas
fisicoquimicas principales. Khanna S (2020) (32).

La zona més éacida del esferoide es el centro necrético donde se encuentran las mayores
concentraciones de lactato, lo que corresponde con el efecto Warburg que esta descrito para
diferentes tipos de cancer, en el cual el microambiente tumoral juega un papel crucial en la
caracterizacion de un esferoide. Hay algunos autores que consideran que la interaccion entre
célula-célula y célula-matriz extracelular puede llevar a efectos metabdlicos distintos a los que

se suele encontrar en los cultivos en dos dimensiones (33).

Por otro lado, la matriz extracelular (MEC) es el componente no celular del tejido que le brinda
soporte tanto bioquimico como estructural y aunque pareciera soélo un relleno intercelular, la
realidad es que es un componente fisiologicamente activo pues es responsable de diversos
procesos de comunicacion célula-célula, proliferacion y adhesion. Estd compuesta
principalmente por diversas proteinas que le confieren diferentes caracteristicas morfolégicas
y propiedades fisiolégicas al interior del tejido, estas proteinas van desde colageno,
proteoglicanos y fibronectina hasta laminina (34).
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El tipo de colageno fibrilar mas abundante en la MEC es el colageno de tipo |, que puede

encontrarse en diversidad de tejido conectivo (36).

Diversos autores concluyen que la presencia de colageno permite la formacion de esferoides
mas compactosy homogéneos (37) ya que el colageno actia comoel esqueleto del esferoide,
le permite compartir caracteristicas viscoelasticas con los tumores un vivo, ademas qué en el
caso de las lineas celulares de glioblastoma, que suelen agruparse en agregados celulares
de manera espontdnea, permiten una mejor compactacion y distribucién de proteinas y
nutrientes como en los tumores soélidos (38).

Para el analisis de la morfologia de un esferoide, existen diversos modelos mateméticos que
han descrito su dinAmica de crecimiento, la mayoria de las lineas celulares se ajustan al
modelo de Gompertz (39) donde las células se agrupan y comienzan un crecimiento lento
para pasar a un desarrollo casi exponencial, alcanzando una meseta donde el esferoide
alcanzara su tamaiio final (figura 8).
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Figura 8. Dinamica de crecimiento de un esferoide de tumor donde se muestran las
tres fases principales por las que pasa un esferoide en la etapa de formacién. Wallace DI
(2013) (37)

2.4.2 Resistencia a los farmacos
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Otra caracteristica importante de los tumores avasculares que puede imitar un esferoide es
el desarrollo de un gradiente de oxigeno y nutrientes, debido a la organizacion y compactacion
de las células que lo componen (40). En este sentido, un nivel reducido de oxigeno provoca
guiescencia en las células, que es uno de los retos méas grandes en el tratamiento del cancer
puesto que es uno de los factores mas importantes por los que los tumores son resistentes a

la terapia (41).

2.4.3 Métodos de formacion de esferoides

Existen diferentes metodologias para llegar a formar modelos 3D de manera eficiente y
practica, se dividen principalmente en aquellos que necesitan un método de andamiaje para

formarse como es el colageno o el MatriGel (42).

Entre los que no requieren de métodos de andamiaje se destacan los modelos que se
siembran en cajas de ultra baja adherencia (UBA), que son placas con tratamientos como
poli-HEMA que no permiten que las células sembradas se adhieran a la superficie de la caja;
el método de hanging drop o gota colgante, donde se colocan gotas de medio en la tapa de
una caja Petri y ahi se siembran las células para después voltear la tapa y permitir que las
esferas se formen por gravedad; levitacion magnética, y por ultimo, biorreactores giratorios
(figura 9) (42).

Por otro lado, aquellos que utilizan métodos de andamiaje, destacan los métodos de
encapsulacién en matriz, sembrados embebidos en la matriz y recubiertos por méas matriz y

dispositivos de microfluidos (42, 43).
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Figura 9. Métodos de formacion de esferoides multicelulares de tumor. Modificado de
Kim, S. (2021) BioRender (28).

2.4.4 Técnicas de analisis

Hay numerosos parametros morfoldgicos que pueden ayudar a darle seguimiento al
desarrollo del modelo desde su siembra como puede ser la integridad de los esferoides, el
volumen o didmetro, transparencia (que nos habla del nivel de compactacioén) y la cinética de
crecimiento (44) pero también entra en juego otras metodologias para caracterizar este
modelo, como la PCR o Western Blot para buscar proteinas especificas de quiescencia,
necrosis 0 incluso proteinas de la MEC; espectroscopia, inmunofluorescencia,
inmunohistoquimica y citometria de flujo para buscar marcadores especificos dependiendo
de cada linea y cada tipo de modelo 3D que se utilice (45). Por otro lado, en cuanto a la
respuesta de los esferoides a la terapia puede ser evaluada a través de los cambios que
surjan en diversos parametros morfologicos (46) como son el didmetro, la circularidad, la
integridad de la membrana, la actividad intracelular de las mitocondrias e incluso pueden

medirse los efectos con tinciones inmunofluorescentes (figura 10); sin embargo, al momento
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de elegir el método de evaluaciéon es importante tomar en cuenta que no todos los métodos
seran eficientes por la dificultad que la organizacién celular del esferoide predispone a la

penetracion algunas moléculas (47).
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Figura 10. Técnicas de andlisis para caracterizar esferoides y evaluar parametros
farmacologicos (45).

Los modelos en 3D reproducen la arquitectura tridimensional de los tumores, permitiendo una
mejor representacion de la complejidad celular y la heterogeneidad tumoral. Ademas, los
modelos en 3D posibilitan interacciones celulares méas complejas y la formacion de
estructuras celulares, asi comola simulacion del microambiente tumoral con elementos como
la matriz extracelular y la vascularizacion. Estas diferencias que resaltan la superioridad de
los modelos en 3D para proporcionar una representacion mas fiel de la biologia tumoral in
vivo (48). Por ultimo, cabe destacar que en la investigacion biomédica basica se cuenta con
modelos que abarcan el estudio del cancer desde distintos puntos de vista por ejemplo el uso
de xenoinjertos de tumor derivado del paciente (PDX) como modelo de cultivo destaca por su
capacidad para reproducir la complejidad celular del tumor original y preservar la
heterogeneidad tumoral. Sin embargo, se reconocen limitaciones, como tasas bajas de

implantacién, procesos prolongados de reconstitucion inmune, altos costos y tiempos



25

extensos para generar modelos humanizados (49); por lo que los modelos tridimensionales
(3D), al replicar de manera mas precisa la arquitectura tisular in vivo, pueden ser una
alternativa a los PDX y otros modelos in vivo. Estos modelos en 3D ofrecen una
representacion mas cercanade las caracteristicas de los tumores humanos, posicionandolos
como herramientas valiosas en la evaluacion de la terapia contra el cancer.

Atendiendo a la necesidad de modelos con mayor fidelidad para estudiar al glioblastoma es
importante destacar que también se busca la reduccion del uso de animales siguiendo el
modelo de las 3Rs propuesto por Russel y Burch desde el siglo pasado (50).

La implementacion de los modelos 3D es relevante desde el punto de vista cientifico, pero
también desde el punto de vista ético, tan s6lo en Norteamérica se utilizaron poco mas de
110 millones de animales, entre ratas y ratones, para la investigacion cientifica en un afo, de
2017 a 2018, cifras alarmantes puesto que se estima que al menos el 40% de estos animales
fueron sometidos a procedimientos dolorosos (51).

3. Planteamiento del problema

Durante afios el modelo elegido por innumerables investigadores para la evaluacion de
nuevos tratamientos en cancerincluido el glioblastoma ha sido el modelo en 2D; sin embargo,
debido a las limitaciones que se presentan con esta metodologia es necesario buscar
alternativas que permitan el estudio de los efectos farmacol6gicos de agentes
guimioterapéuticos con resultados mas significativos fisiolégicamente; sobre todo en
enfermedades con baja supervivencia global como el glioblastoma. Una alternativa aparente
a esta situacion es el desarrollo de modelos de cultivo en 3D, que nos permitan evaluar la
respuesta de propuestas farmacoldgicas como el caso de Temozolomida, el farmaco de
primera linea utilizada para el glioblastoma, y su combinacién con el antiestrogénico

Fulvestrant, a través del crecimiento de los esferoides y su viabilidad celular.

4. Pregunta de investigacion

¢ Factores como el nUmero de células de glioblastoma, la presencia de colagena y factores
de baja adherencia influyen en la formacion de esferoides de glioblastoma como modelo en
3D para evaluar el efecto del tratamiento de Temozolomida y Fulvestrant?
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5. Hipotesis

El establecimiento de un modelo de cultivo tridimensional (3D) de glioblastoma reproducira
las condiciones del microambiente tumoral y de quimio-resistencia, por lo que se espera que
el crecimiento y viabilidad de los esferoides se vea afectado por el tratamiento con
temozolomida y el antiestrogénico Fulvestrant, con una reduccion en el tamafio de los

esferoides y una disminucion en la viabilidad celular en comparacion con los controles.

6. Objetivo general

Establecer un modelo de cultivo en 3D de células de glioblastoma que permita evaluar la
respuesta farmacoldgica del tratamiento con Temozolomida y el antiestrogénico Fulvestrant

a traves el crecimiento del esferoide y su viabilidad celular.

6.1 Objetivos particulares

- Evaluar las variables experimentales como el nimero de células de glioblastoma, la
presencia de colagena y factores de baja adherencia en la formacionde esferoides de
glioblastoma.

- Determinar la viabilidad celular del modelo en 3D utilizando marcadores de
fluorescencia que miden la actividad metabdlica de las células.

- Evaluar en el modelo en 3D, la respuesta farmacolégica de Temozolomida y su
combinacion con el antiestrogénico Fulvestrant, a través del crecimiento del esferoide

y su viabilidad celular.

7. Material y métodos
7.1 Disefio de estudio

El estudio que se realizé es prospectivo, longitudinal, comparativo y experimental

7.2 Universo de estudio (poblacion o muestra)

Células de glioma de rata (C6) obtenidas de la American Type Cell Culture (ATCC).
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7.3 Variables
- Independientes: numero de células, composicion del medio de cultivo para el
esferoide, tipo de placas de siembra para los esferoides, exposicion de los esferoides
a Temozolomida y Fulvestrant.

- Dependientes: Tamafio final del esferoide, viabilidad del esferoide, proporcién de
células vivas y muertas en el esferoide, respuesta de los esferoides los farmacos de

Temozolomida y su combinacion con Fulvestrant.

7.4 Técnicas e instrumentos
7.4.1 Lineas celulares

Se utilizé una linea celular de glioma, la linea C6 de rata obtenida del ATCC (CCL-107)
cultivada en cajas de 75 cm2y mantenidas en medio RPMI 1640 suplementado al 5% de
suero fetal de bovino, en una incubadora Nuaire us autoflow UN4750 bajo una atmdsfera con
concentracion de 5% de CO2, alta humedad y a 37°C.

7.4.2 Formacion de esferoides por el método de Liquid Overlay en placas de 96 pocillos

con fondo concavo recubiertas de poli-HEMA

Se prepar6 el polimero poli-HEMA a una concentracion de 2 g/100 mL en etanol al 95% grado
cultivo celular, se disolvié a 60°C en un tubo Falcon de 15 mL durante 2 h'y se sonicé a 30°C
durante 1 h en un bafio de ultrasonido digital SCIENTZ SB-120DTN.

Con el reactivo preparado se vertieron 50 uL de poli-HEMA por pocillo en una placa de 96
pozos para ELISA y se mantuvo en orbitacién en un agitador angular PREMIERE RM-3

durante toda la noche para permitir que el etanol se evaporara y toda la placa se recubriera.

Antes de realizar el cultivo se expuso la placa a luz UV dentro de la campana de flujo laminar

para esterilizarla.

Las células cultivadas en monocapa a una confluencia de entre el 80 y 90% se despegaron
de la caja con ayuda de Tripsina al 2.5% (2.5% Trypsin 10X de Gibco REF 15090-046) en
una soluciéon de PBS-EDTA (1:100) y se neutraliz6 con medio RPMI 1640 enriquecido con
SFB, se contaron las células y se sembraron 5,000 células por pozo para la linea C6, todos
los pozos debian contener un volumen final de 150 uL de medio E8 (Essential 8 TM Basal
Medium de Gibco REF A15169-01) suplementado y 3 ug/mL de colageno tipo I, una vez

sembradas las células se orbit6 la caja en un rotador digital UNICO L-RT30C a 230 rpm
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durante 2 %2 h y al finalizar el proceso se incubaron a 37°C y una atmésfera al 5% CO2 en
una incubadora Nuaire us autoflow UN 4750 durante 10 dias, donde se realiz6 el registro

fotografico.

7.4.3 Formacion de esferoides por el método de Liquid Overlay en placas de 96 pocillos
de ultra baja adherencia con fondo concavo

Las células de glioblastoma C6, cultivadas en monocapa a una confluencia de entre el 80 y
90%, se despegaron de la caja con ayuda de Tripsina al 2.5% (2.5% Trypsin 10X de Gibco
REF 15090-046) en una solucion de PBS-EDTA (1:100) y se neutralizé con medio RPMI11640
enriguecido con SFB. Las células se contaron y se sembraron 5,000 y 3,000 células/pozo,
todos los pozos deben contener un volumen final de 150 uL de medio E8 (Essential 8 TM
Basal Medium de Gibco REF A15169-01) suplementado y 3 ug/mL de colageno tipo I, una
vez sembradas las células, las cajas se centrifugaron durante 4 minutos a 600 x G en una
centrifuga para placas GILSON (MOD. CENTRY 101 REF. 26203) y al finalizar se incubaron
a 37°C y una atmésferaal 5% CO2 en una incubadora Nuaire us autoflow UN 4750 durante

24 horas, donde se realizo el registro fotogréfico.

Una vez establecido el método de siembra se sembraron nuevos esferoides para llevar un
seguimiento fotografico cada 24 horas durante 4 dias, teniendo asi 4 diametros crecientes,
se realizd un andlisis normalizado del diametro del esferoide durante cada dia para determinar

en qué porcentaje aumento diariamente y al final del experimento con las siguientes férmulas:

D.d-D.b

% Aumento diario = x 100

D.f-D.b

% Aumento neto = x 100

Donde:

- D.b = Didmetro basal, que es el diametro en micras del esferoide 24 horas después

de la siembra,

- D.d = Diametro diario, que es el didmetro de cada esferoide en el dia 2 y 3 medido en

micras,

- D.f = Diametro final, que es el diametro del esferoide en el dia 4 medido en micras.
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7.4.4 Evaluacion de viabilidad de los esferoides (LIVE/DEAD)

Se realiz6 el ensayo de viabilidad/muerte siguiendo la metodologia incluida en el inserto del
kit LIVE/DEAD (LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit, for mammalian cells de Thermo Fisher
Scientific REF. L-3224) con una concentracion de calceina AM 2 uM y de homodimero de
etidio 4 uM sobre esferoides recolectados a los 4 dias de siembra, se incubaron durante 30
minutos a 37°C y 5% CO2, y se realizo el registro fotografico por epifluorescencia con el
microscopio (Olympus Modelo IX51) y el software (Olympus cellSens Imaging Software), el
andlisis de imagen se realiz6 con un software de edicion (FIJI: ImageJ ).

7.4 Evaluacién de larespuesta farmacolégica de Temozolomiday su combinacidén con

el antiestrogénico Fulvestrant en el modelo de esferoides.

Para este ensayo, los esferoides formados con el método Liquid Overlay en placas de 96
pocillos de ultra baja adherencia con fondo concavo descrito anteriormente, fueron expuestos
a los siguientes tratamientos: vehiculo, temozolomida (TMZ) (100 uM), Fulvestrant (10 uM) y
la combinacién TMZ + Fulvestrant (100 uM y 10 uM respectivamente), después de 96 horas
de exposicién, el didmetro y la viabilidad del esferoide fueron evaluados siguiendo la
metodologia descrita anteriormente.

7.5 Disefio estadistico

Para la evaluacion de los tratamientos se utilizd un andlisis de varianza (ANOVA) de una via

seguido de una prueba post hoc de Tukey en el software Graphpad Prism 8.

Se consideré un valor de p < 0.05 como estadisticamente significativo.

8. Resultados
8.1 Evaluacion de variables para el establecimiento del modelo en 3D

En la figura 11-A y 11-B se muestran los resultados de la evaluacion de las variables que
fueron probadas para la estandarizacién del método de sembrado denominado Liquid Overlay
para formacioén de los esferoides utilizando los dos tipos de cajas (placas de 96 pocillos con
fondo céncavo recubiertas de poli-HEMA y placas de baja adherencia con fondo céncavo),
diferente nimero de células/pozo (5000, 2500 y 3000 células). El ensayo 1 realizado en
cajas recubiertas de poli-HEMA no permitié la formacion de esferoides; por otro lado, los

ensayos con cajas de fondo plano y 5000, 2500 y sin colagena (ensayos 2 a 5) dieron como
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resultado esferoides de tamafio >400 uM, sin un borde bien delimitado y con presencia de
células que no se adhieren al esferoide; a excepcion del ultimo ensayo (figura 11-B), en el
cual se sembraron 3,000 células/pozo en placas de Ultra baja Adherencia (UBA)y con 3ug/mL
de colageno tipo I, en el que se observé una mejoria en la morfologia del esferoide, debido a
esto se eligieron éstas como las condiciones optimas de formacion.

Basal Final

Ensayo 1

Ensayo 2

Ensayo 3

Figura 11-A. Imagenes en campo claro de los esferoides basales (24 horas después
de la siembra) y finales (96 horas después de la siembra). Cada imagen es representativa de
un grupo de 16 esferoides por cada ensayo.
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Basal Final
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Figura 11-B. Imagenes en campo claro de los esferoides a 24 horas de la siembray

96 horas después de la siembra. Cada imagen es representativa de un grupo de 16 esferoides

por cada ensayo.

La figura 12 muestra los resultados del diametro de los esferoides formados una vez que
todas las variables de cultivo fueron controladas, 3000 células/pozo en placas de 96 pozos
de UBAY cultivadas con medio con 3ug/mL de colageno I. Se observa que no hubo diferencia
significativa entre los diametros basales de los esferoides sembrados en repeticiones
realizadas en diferentes dias con las mismas condiciones, probando asi que el método de
siembra puede utilizarse para obtener esferoides en serie y de manera precisa. Cada punto
representa el promedio de 3 esferoides elegidos al azar de cada ensayo +/- D.E
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Figura 12. Didmetros basales de los esferoides sembrados en diferentes repeticiones.
ANOVA de una via y una prueba post hoc de Tukey, (p>0.05).

8.2 Formacioén de esferoides
8.2.1 Seguimiento del tamafio en funcion del tiempo

La figura 13-A nos muestra el crecimiento del esferoide sembrado con las condiciones
controladas en funcién del tiempo. Se observa como el diametro del esferoide aumenta en
relacion conlos dias de formacion. Se eligid un esferoide al azar y se realizd su seguimiento
durante el tiempo del experimento.

Lafigura 13-B es la representacion graficadel perfil del crecimiento del esferoide con respecto
al tiempo. Para llevar a cabo el seguimiento del crecimiento de los esferoides se tomaron
imagenes microscopicas de campo claro que fueron medidas cada 24 horas a partir de la
siembra obteniéndose diametro aument6 del 20.93% en el dia 2, el dia 3 el aumento fue del
28.83% y en el dia 4 el esferoide aumenté un 44.14%, Los esferoides no rebasaron las 400
micras de diametro. Se eligieron 3 esferoides al azar sin tratamiento y se realizd el
seguimiento de las imagenes durante el tiempo total del experimento.
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Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

263301uM 35,61 7uM

Figura 13-A. Imagenes de campo claro de los esferoides control durante 4 dias.
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Figura 13-B. Crecimiento de los esferoides determinado por su diametro en micrasy
en funcion con el tiempo después del dia 1 de su formacion.

8.3 Evaluacion de larespuesta farmacoldgica de Temozolomiday su combinacion con

el antiestrogénico Fulvestrant en el modelo de esferoides.

En la figura 14 se muestra el efecto sobre el tamafio del esferoide después de la aplicacion
de los farmacos Temozolomida solo o combinado con el antiestrogénico Fulvestrant. En la
figura 14-A se presentan las imagenes en campo claro de los esferoides al inicio y final de los
tratamientos, mientras que en la figura 14-B, se presenta el diametro promedio de tres
esferoides, observando que al inicio del tratamiento todos los esferoides mostraron un tamafio
de ~260 [m cada barra representa el promedio de 3 esferoides + D.E., y al final de la
exposicion se observa una disminucion del diametro cuando los esferoides son expuestos a
Temozolomida y una disminucion ain mayor cuando son expuestos al tratamiento combinado
de Temozolomida y Fulvestrant. La proporcion de células vivas y muertas marcadas con

calceina y el homodimero de etidio respectivamente se muestran en la figura 14-C y 14-D
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Basal Final

Vehiculo

Fulvestrant

T™MZ +
Fulvestrant

Figura 14-A. Imagenes de campo claro de los esferoides representativos de cada
grupo tratado. TMZ: Temozolomida.
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Figura 14-B. Diametros de los esferoides después de cuatro dias de tratamientos.
ANOVA de una via, andlisis post hoc de Tukey, *p>0.05, ns: sin significancia
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Figura 14-C. Imagenes tomadas con epifluorescencia de los esferoides al final del
experimento marcados con Calceina-AM (Células vivas-Live) (verde) y homodimero de etidio

(Células muertas-dead) (rojo).
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Figura 14-D. Porcentaje relativo de células marcadas con homodimero de etidio
(células muertas) de los esferoides de cada grupo tratado. Cada barra representa la medicion

de un solo esferoide.

9. Discusién

El glioblastoma es una enfermedad con una supervivencia global reducida, por lo que es
necesario establecer modelos que permitan su estudio para mejorar el tratamiento al que se

remite a los pacientes con esta enfermedad.

Durante afios se ha optado por el estudio del cancer a través de modelos in vitro como el
cultivo en monocapa (2D) y sus resultados se han trasladado a modelos in vivo con animales;
sin embargo, ambas opciones a pesar de que arrojan respuestas significativas en la
investigacion, suponen limitaciones que van desde la falta de relevancia fisiol6gica hasta el
alto coste de produccion por lo que este trabajo propuso el establecimiento de un modelo
intermedio entre el 2D y el modelo animal que permita el estudio del glioblastoma a través de
ensayos reproducibles, con bajo costo de produccion, mayor relevancia fisioldgica y sin el uso
de animales de laboratorio (6-9).

Se establecio un modelo de esferoides multicelulares de tumor con una linea de glioblastoma
(C6) probandose diferentes métodos de cultivo; durante el proceso de seleccién de variables,
se descartaron aguellos ensayos en donde se obtuvieron esferoides de gran tamafo, sin un

borde bien delimitado y con presencia de células que no se adhirieron al esferoide principal.

Se observa que en el método en el que se utilizé el polimero poli-HEMA como recubrimiento
de baja adherencia para cajas de 96 pocillos, como reporté Naber y colaboradores en un
estudio del 2011 (52) para obtener esferoides de cancer de mama (con la linea MCF10A), no
se formaron los esferoides con la linea celular de glioblastoma; a pesar de que los autores
sugirieron que este método podia ser utilizado con otras lineas celulares, se obtuvieron
esferoides de tamafos y forma irregulares. Por otro lado, al probarse distintas nimero de
células, de 2500 a 5000 células/pozo como reportaron Pinto y colaboradores (53) en un
articulo de revision, en el que sugieren diferentes nimeros de células iniciales para obtener
esferoides con bordes bien delimitados, un solo esferoide por pozo y con un tamafio optimo
para iniciar la exposicion a farmacos, se determind que el nimero 6ptimo de células para
iniciar el cultivo fue de 3000 células, pues se obtuvieron esferoides de morfologia regular,
esta informacion se complementé con los datos que exponen Singh y colaboradores (37) para
formar esferoides que no superasen las 400 micras de didmetro, con la finalidad de poder
observar el efecto de farmacos utilizados en el tratamiento del glioblastoma, como TMZ y
Fulvestrant evaluados en este.



38

De las diferentes combinaciones que se realizaron al cambiar el nUmero de células inicial, el
tipo de caja para la siembra y el método, con y sin andamiaje citando el trabajo de Tevisy
colaboradores, en el cual propusieron imitar el microambiente tumoral a través de un ensayo
basado en el método de andamiaje para esferoides de cancer de mama (linea MDA-MB-231)
gue sembraron con colagena, un componente de la matriz extracelular que permite la
comunicacion intercelular y mejorar la estructura de estos modelos 3D (54) por lo que en
nuestro ensayo se determiné que las mejores condiciones de siembra fueron 3000 células
por pocillo en cajas de UBA y medio con una concentracion final de colageno tipo | de 3ug/mL.

Al establecer un modelo de estudio, la caracterizacion de éste es crucial para obtener un
punto de partida y poder comparar diferentes caracteristicas morfolégicas al momento de
determinar el efecto de los farmacos. Esta caracterizacion se llevo a cabo a través del perfil
de crecimiento del esferoide que no rebasé las 400 micras de diametro, lo cual es util para
obtener resultados confiables y reproducibles, asi como un mayor impacto en el estudio de
citotoxicidad de farmacos como se propuso en un articulo de 2020 (37), donde se expone que
aquellos esferoides que superan esta media de diametro suponen un aumento en la
proporcion de células quiescentes que son, per se, resistentes a los farmacosy una reduccién
de las células proliferativas (los blancos de la terapia), asi como una mayor area de hipoxia
debido a la compactacién de estas masas celulares, lo que reduce los niveles de oxigeno en

el centro del esferoide y lleva a las células del nucleo a la muerte (37).

Una vez caracterizado el modelo se probaron dos farmacos con este modelo, temozolomida
(TMZ) que se utiliza como estandar en el tratamiento del glioblastoma y Fulvestrant, un
antiestrogénico que se ha propuesto como sensibilizante al cisplatino en algunas lineas
celulares como céncer de cérvix en el laboratorio donde se realizé el presente proyecto de
investigacion (20,26). En la comparacionentre grupos se demostré una reduccion significativa
en el diametro del esferoide con la combinacion de temozolomida mas Fulvestrant en
comparacion al grupo control, el cual solo fue expuesto al vehiculo; incluso con los
tratamientos aplicados de manera individual, lo que puede sugerir un efecto sensibilizante
como lo proponen algunos autores (20,26) en estudios con lineas de cancer de cérvix.

Cuando se realizo el ensayo de viabilidad celular con calceina AM y el homodimero de etidio,
gue tifien células vivas y muertas respectivamente, una vez comparada la intensidad de
fluorescencia de cada esferoide por separado, se obtuvo la proporcion de células muertas por
grupo y se observo que no hay diferenciaentre el control y las esferas tratadas con Fulvestrant
solo, lo cual concuerda con algunos estudios donde evaluaron el efecto en lineas de cancer
de mama (50); ambos autores sugieren que este antiestrogénico presenta un efecto
citostatico o anti proliferativo al ser expuestas a Fulvestrant (56). Se observ6 un ligero

incremento en el nimero de células muertas cuando los esferoides fueron expuestos a la
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combinacién de ambos farmacos (TMZ+Fulvestrant). Sin embargo, es necesario realizar mas

experimentos para corroborar los resultados; como la determinacion de la viabilidad celular

utilizando un método cuantitativo, ademas evaluar la cantidad de células vivas y muertas

utilizando microscopia de lamina de luz (Lightsheet) y microscopia confocal que permita

observar la estructura del esferoide y, por ultimo, la evaluacion de los mecanismaos

moleculares presentes en el modelo 3D después de la exposicion a farmacos.

10. Conclusiones

Las condiciones de cultivo de los modelos en 3D que permitieron la formacion de los
esferoides de glioblastoma fueron: iniciar con 3000 células, la presencia de colageno
tipo | como método de andamiaje y condiciones de Ultra Baja Adherencia.

La evaluacion de la respuesta a los tratamientos farmacolégicos en el modelo en 3D
demostré que la aplicacion de Temozolomida presenta una disminucion en el tamafio
de los esferoides y una menor viabilidad celular, y al aplicar la combinacion de
Temozolomida y Fulvestrant, el efecto fue mayor; mostrando la utilidad del modelo en

3D de glioblastoma para la evaluacion farmacolégica.

11. Perspectivas

Evaluar los mecanismos moleculares después de la exposicion a los farmacosen el

modelo 3D.

Determinar la viabilidad celular de los esferoides, utilizando un método cuantitativo

sensible, después de los tratamientos farmacologicos.
Evaluar el nimero de células necréticas y apoptéticas en el modelo 3D

Realizar ensayos de viabilidad por microscopia de lamina de luz para realizar la
comparacion del numero de células vivas y muertas de los grupos tratados con los

farmacos individuales y su combinacion.
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