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RESUMEN.

El glioblastoma multiforme (GBM) o glioma es el tumor cerebral més frecuente y
mortal, debido a que los tratamientos antitumorales convencionales como la
quimio- y la radio- terapia presentan una baja tasa de éxito. Esta gran resistencia
del GBM a los tratamientos se debe en parte a la presencia de células madre de
glioma, o GSCs (por sus siglas en inglés), las cuales cuentan con la capacidad
de autorrenovarse, diferenciarse y reiniciar el tumor, lo que, sumado a su
facilidad de migracion y de infiltracion en el parénquima cerebral hacen
virtualmente imposible erradicar al GBM. Asi, tanto el disefio como el desarrollo
de nuevas terapias para el tratamiento del GBM deberan tomar en cuenta a las
GSCs para ser verdaderamente eficaces.

El objetivo principal de este trabajo fue el establecimiento de un método de
cultivo de esferoides con un alto rendimiento de GSCs, a partir de lineas
celulares de glioma, que pueda ser util como modelo preclinico en el desarrollo

de nuevos farmacos dirigidos contra este tumor cerebral.

Para lograr el objetivo, este trabajo se dividié en dos partes. En la primera de
ellas se estandarizé un método para el cultivo de esferoides empleando la linea
celular de glioma humano T98G. Las células se sembraron bajo diferentes
condiciones en 3 dimensiones, mediante los métodos de: |) gota colgante
seguido de cultivo con rotacién, Il) empaquetado celular por centrifugacién IIl)
sembrado en cajas de ultra baja adherencia o 1V) en cajas Petri bacteriol6gicas
0 V) en cajas Petri recubiertas con Poly-Hema o VI) cajas Petri recubiertas con
agarosa al 1%. Los medios empleados consistieron en combinaciones de medio
DMEM o DMEM/F12 suplementado o no con alguno de los siguientes
componentes: 1) SFB (10%), IlII) SFB KO (especial para células madre) al 10%,
o IV) suplemento B27 (2X) y factores de crecimiento EGF y FGF2. El crecimiento
de los esferoides se monitore0 durante 1-7 dias, y al término de este plazo, los
esferoides se recuperaron para estudios de Inmunofluorescencia Indirecta y
Western blot con el fin de detectar marcadores especificos de GSCs (CD133,
NESTIN y GFAP), o alternativamente, se disgregaron y resembraron en
condiciones 3D para verificar su capacidad de formar tumoroesferas de novo que
expresen los mismos biomarcadores de troncalidad. En la segunda parte del
trabajo, se buscé demostrar que el método establecido para producir GSC’s
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puede funcionar con cualquier linea celular de glioma, por lo que se reprodujo

empleando las lineas celulares LN18 de glioma humano y C6 de glioma de rata.

Los resultados demuestran que se logré estandarizar un método sencillo y
econdémico, que produce un gran nimero de esferoides ricos en GSC's en el
minimo tiempo, independientemente de la linea celular empleada. Este método
puede ser de utilidad en medicina traslacional para realizar pruebas analiticas
robustas empleando métodos convencionales (Western blot, PCR en tiempo
real, Inmunofluorescencia y citometria de flujo), a diferencia de los métodos
actuales, ya que en éstos se obtiene una cantidad muy limitada de esferoides,
los cuales no estan completamente formados por GSCs, por lo que solamente
se pueden realizar pruebas a microescala que requieren de equipos sofisticados
de andlisis, los cuales no estan disponibles en todos los laboratorios.
Adicionalmente, nuestro método podria tener aplicaciones también en medicina
personalizada, ya que la obtencion de esferoides enriquecidos en GSC’s a partir
de tumores primarios obtenidos de pacientes, ayudaria a seleccionar el

tratamiento mas adecuado en cada caso particular.



1. INTRODUCCION

1.1Neoplasias Cerebrales

Glioma es el término con el que se describe a la neoplasia cerebral maligna
primaria mas comun originada de la proliferacion anormal de células gliales
(Okuma et al., 2017) las cuales brindan soporte y proteccion a las células
nerviosas, es decir a las neuronas (Jakel & Dimou, 2017). Las células gliales son
de tres tipos: células ependimarias, oligodendrocitos o astrocitos (Figura 1) y los
tumores cerebrales derivados de éstas se clasifican con base en la célula que

los origina (Hanif et al., 2017).

Liquido cefalorraquideo]
(en ventriculos
o canal central)

r Ependimocitos

Cilio

Tanicitos

Figura 1. Células gliales del sistema nervioso central (Modificada de Vidovic
et al., 2018)

Asi, los ependimomas son originados por células ependimarias, las cuales son
células multiciliadas que recubren por dentro el epitelio ventricular del cerebro,
ademas de que se sugiere que son células en estado latente con la capacidad
de adquirir funcion neurogénica (Jakacki, 2015). Los oligodendrogliomas son
originados por los oligodendrocitos, que tienen la capacidad fundamental
producir la mielina que envuelve a los axones para permitir una comunicacion
neuronal eficiente (Reyes-Haro et al., 2014). Finalmente, los tumores
astrociticos, también Illamados astrocitomas, son originados por células
astrociticas, que son las células gliales mas abundantes en el SNC y se
encuentran intimamente asociados con las neuronas. Tienen diferentes
funciones dentro del cerebro, pues regulan su homeostasis, y lo proveen de

energia y sustratos para la neurotransmision. Ademas, estan relacionados con
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el paso de las sustancias del torrente sanguineo al cerebro y viceversa; por lo
cual se les atribuye el establecimiento de la barrera hematoencefalica (BHE)
(Reyes-Haro et al., 2014).

Los astrocitomas pueden clasificarse por su velocidad de crecimiento (lento,
moderado o rapido) o también por el nivel de anomalia que presentan
(comprendido por una escala de | a IV), siendo esta Ultima la mas coman. De
acuerdo con esta clasificacion, tenemos (Phuphanich, 2017):

- Grado I: Tumor considerado benigno por su buen prondstico debido a que
se considera curable con una reseccion quirdrgica. La mayoria de estos
tumores son diagnosticados mayormente en nifios.

- Grado Il: A menudo designados como de “grado bajo”. El término
“benigno” puede ser equivocado debido a que este grado de tumores
refleja una tendencia a repetirse. Los pacientes requieren ser
monitoreados por resonancias magnética o tomografias computarizadas
por varios meses para asegurar que no reaparezca.

- Grado lll: Tumores formados por células anaplasicas, por lo cual se
consideran gliomas malignos debido a que son infiltrantes y tienen un
indice de crecimiento celular mayor al visto en los grados | y Il.

- Grado IV: Es el grado mas alto de glioma que debido a su rapido
crecimiento y mayor presencia de tumores malignos, es el mas maligno
de los astrocitomas. También recibe el nombre de glioblastoma, que suele
distinguirse por la presencia de células necréticas y un crecimiento

anormal de vasos sanguineos alrededor del tumor.

El término “glioma maligno” y “glioma de alto grado” comprende a los gliomas de

grado lll y IV.

Sin embargo, en el afio 2016, la OMS cambié la manera de clasificar a los
tumores, haciendo principal énfasis en que en afios anteriores se han clasificado
de acuerdo con las similitudes observadas al microscopio (células de origen y
nivel de diferenciacién, dependiendo de la interaccién de la luz del microscopio
con las secciones marcadas con hematoxilina y eosina). La modificacion se hizo

considerando tanto las caracteristicas histolégicas (fenotipo) como el genotipo
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gue presentan, por lo que ahora la clasificacion es como se muestra a

continuacion en la Tabla 1 (Louis, et al., 2016).

TABLA 1. Clasificacion actual de los gliomas segun la OMS (2016)

Gliomas Clasificacién OMS
astrociticos y Grado
. . 2016
oligodendrociticos
Astrocitoma difuso con Grado Il
IDH mutado
Astrocitoma difuso | Astrocitoma d!fuso con Grado I
IDH nativo
Gliomgs Astrocitoma difuso NOS | Grado Il
de bajo
grado Oligodendroglioma con
. . IDH mutado y 1p19q Grado I
Oligodendroglioma codeletado
Oligodendroglioma NOS | Grado Il
Oligoastrocitoma Oligoastrocitoma NOS Grado I
Astrocitoma anaplasico
con IDH mutado Grado Il
Astrocitoma Astrocitoma anaplésico q
anaplasico con IDH nativo Grado Il
Astrocitoma anaplasico
NOS Grado Il
Oligodendroglioma
. . anaplajlco con IDH Grado il
Oligodendroglioma mutado y 1p19q
Gliomas Oligodendroglioma
de alto anaplasico NOS Grado lil
grado ; ) : .
Oligoastrocitoma Oligoastrocitoma
L . Grado Il
anaplasico anaplasico NOS
Glioblastoma con IDH Grado IV
mutado
. Glloblastoma con IDH Grado IV
Glioblastoma nativo
Glioblastoma NOS Grado IV

IDH: Gen de la isocitrato deshidrogenasa; NOS: Tumores cuyo estudio molecular
no se llevo a cabo (modificada de Sinning, 2017).
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1.2Glioblastoma

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor mas comun, representando al 60%
de los tumores astrociticos y esta clasificado como tumor de grado IV de acuerdo
con la OMS debido a su agresividad (Louis, Perry, et al., 2016). Histolégicamente
se reconoce por tener un gran indice de densidad celular, pleomorfismo,
actividad mitotica prominente, ademas de contar con proliferacion vascular y
necrosis (Gonzélez-Trujillo et al., 2014). Suele originarse en la sustancia blanca
y la denominacion multiforme esta dada por la heterogeneidad que lo caracteriza
bajo visidon microscopica. Puede desarrollarse a partir de un astrocitoma de bajo
grado que va sufriendo transformacion anaplasica e ir evolucionando hasta un
glioblastoma secundario (GBMZ2); o directamente presentarse como un
glioblastoma primario o de novo (GBM1). (Franco-Hernandez et al., 2007).

La localizacion del tumor varia segun la regién del cerebro: en el 31% de los
casos se encuentra en el l6bulo temporal; en el 24%, en el I6bulo parietal; en el
23%, en el I6bulo frontal y en el 16%, en el lI6bulo occipital (Figura 2). La
presencia del glioblastoma en el area frontotemporal también es frecuente (Celis
et al., 2015).

Lébulo parietal

Lébulo frontal

Lébulo occipital

Lébulo temporal

6%

Otras regiones

Figura 2: Localizacion del glioblastoma en las diferentes regiones del cerebro
humano (modificada de Gould, 2018).
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1.2.1 Incidenciay mortalidad

Los glioblastomas multiformes (GBMs) representan 12-15% de las neoplasias
intracraneanas y el 60-75% de los tumores astrociticos (Hermida-Pérez et al.,
2013). La prevalencia de glioblastoma en EE.UU. y Europa es de 3-4 casos
nuevos por cada 100.000 habitantes por afio (Celis et al.,, 2015) Se informa
también que el pico de incidencia de glioblastoma es a los 61 afios y que 80%
de los pacientes afectados eran mayores a 50 afios ademas de que es mas
comun en hombres que en mujeres (Celis et al., 2015). La agencia Globocan
(Global Cancer Observatory) en 2012 reporté que la incidencia mundial de GBM
es aproximadamente de 3,8 casos por cada 100 mil habitantes al afio
(Castafieda et al., 2015). En México la incidencia y prevalencia de estas
neoplasias se estima que es de 3.5 por cada 100 mil habitantes y representa la
segunda y quinta causa de mortalidad por cancer en grupos de 0 a 18 afios y de

18 a 29 afos, respectivamente (Arenas, 2020).

A pesar de un tratamiento 6ptimo en el que se lleve a cabo la reseccién quirdrgica
y constante quimioterapia, el glioblastoma maligno tiene un prondstico de vida
desfavorable donde los reportes indican que un 42.4% sobrevive por 6 meses,
el 17.7% por un afo y solo el 5% logra sobrevivir por 5 afios (Ohgaki et al., 2004).
Ademas, esta probabilidad va disminuyendo conforme aumenta la edad,
reduciéndose a un tiempo de no mas de 8.5 meses de supervivencia en
promedio (Delgado-L6épez & Corrales-Garcia, 2016). Este mal pronéstico puede
atribuirse a las limitaciones en los tratamientos, que se ven afectados por la
naturaleza infiltrativa de las células del tumor, el fracaso de los farmacos al
atravesar la barrera hematoencefélica, la heterogeneidad celular y la capacidad
metastasica y angiogénica natural de las células formadoras de tumores que
hacen que el tumor sea fuertemente resistente a quimioterapia (Ghosh et al.,
2018).

1.2.2 Glioblastomay mecanismos de resistencia tumoral

Las células de glioma tienen la habilidad de resistir a condiciones adversas,
como lo son la hipoxia y el estrés metabdlico, ya queestar constantemente bajo
estas condiciones favorece el crecimiento del tumor e influencia fuertemente el

comportamiento tumoral, caracterizado por una rapida proliferacion, invasion de
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tejidos cercanos al sistema nervioso central y una vascularizacion aberrante
conocida como angiogénesis (Ichikawa et al., 2016). Esta naturaleza del GBM
es un factor que interfiere con la respuesta a tratamientos convencionales y es

el obstaculo principal en el desarrollo de tratamientos efectivos.

1.2.2.1 Nicho hipoxico y angiogénesis

A pesar de que el glioblastoma es uno de los tumores humanos mas
vascularizados, su sistema de circulacion sanguinea es ineficiente, lo que
conduce a areas hipoxicas dentro del tumor asociadas a necrosis. La hipoxia
resulta en un suministro inadecuado de oxigeno y nutrientes por lo que promueve
cambios genéticos que seran fundamentales para la supervivencia y crecimiento
del tumor. Es asi como la agresividad del glioblastoma recae en la funcion de
factores inducibles por hipoxia, como lo son HIF-1, el cual es el regulador
maestro que orquesta la respuesta celular a la hipoxia (Domenech et al., 2021).
Recientemente, se ha asociado a la hipoxia con la actividad invasiva de los
tumores. Se ha observado que la hipoxia es la responsable de disminuir la
regulacion de cadherinas, resultando en la ruptura de la interaccion célula-célula,
promoviendo asi el comportamiento invasivo y metastasico, ademas de disminuir
la actividad proliferativa. Se ha concluido entonces que los niveles de oxigeno,
asociados directamente con la hipoxia son como un interruptor que hace el
cambio entre un fenotipo proliferativo o invasivo de los tumores (Ichikawa et al.,

2016).

1.2.2.2 Metabolismo tumoral.

Las actividades metabdlicas de las células cancerosas estan alteradas en
comparacion con las células normales, y estas alteraciones son el soporte para
la adquisicion y mantenimiento de sus propiedades malignas (De Berardinis &
Chandel, 2016).

Las células tumorales, al igual que otras células, dependen totalmente del
suministro de energia para soportar los eventos celulares como proliferacion,
migracion e invasion, tal y como ocurre con las células metastasicas. Unicamente
la proliferacién por si sola engloba varias reacciones anabdlicas, todas ellas

costosas en términos de energia. Por lo que se determina que las células
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tumorales no solo sobreviven, sino que progresan como resultado de la seleccion
de las rutas metabdlicas que generen el ATP y metabolitos suficientes incluso en

condiciones de hipoxia (Amoédo et al., 2013).

Las células normales, llevan a cabo el proceso de fosforilacion oxidativa cuando
hay presencia de oxigeno y el proceso de glucolisis en condiciones anaerobias
con la finalidad de obtener la energia necesaria (Strickland & Stoll, 2017). Por
otro lado, las células cancerosas metabolizan la glucosa de forma distinta pues
aun en presencia de oxigeno, las células siguen la ruta de la glucdlisis
funcionando unas 10 veces mas rapido, lo que sin embargo, parece no ser
suficiente para satisfacer las necesidades energéticas de las células, lo cual no
explica por qué seguir este camino seria ventajoso para las células tumorales
(Strickland & Stoll, 2017). Se ha aceptado que el hecho de que las células
cancerosas sigan esta ruta es debido a que la produccion de NADH ayuda a la
formacién de la biomasa del tumor y el lactato ayuda a acidificar el
microambiente, facilitando la invasion tumoral. (Heiden et al., 2009)

1.2.2.3 Células formadoras de tumor o células madre cancerosas

La primera evidencia de células madre cerebrales la llevé a cabo Ignatova en
2002, y posteriormente fue respaldada por otros grupos (Alves et al., 2021a). En
el glioblastoma, las células madre cancerosas o0 GSCs (por sus siglas en inglés),
fueron identificadas por Singh en 2004 como una poblacion de células capaces

de iniciar el crecimiento tumoral in vivo (Alves et al., 2021).

Las GSCs también conocidas como células iniciadoras de tumor son las
responsables de la resistencia a farmacos y reincidencia del cancer (Phi et al.,
2018a), debido a que los agentes quimioterapéuticos suelen tener como objetivo
conducir hacia la apoptosis a las células proliferativas. Si bien las terapias
exitosas suprimen la mayor parte de estas células, un pequefio remanente de
CSCs logran sobrevivir y promueven la reincidencia del cancer, por su habilidad

para establecer una mayor invasion y quimioresistencia (Phi et al., 2018).

Las GSCs residen en nichos vascularizados especiales, normalmente en la
region mas hipoxica del tumor, en contacto con las células del endotelio cerebral,
modelando su renovacion, determinando el destino en su ciclo celular, y

protegiéndolas de la quimio y radio terapia. Ademas se ha propuesto que
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pequefias cantidades de GSCs permanecen en el tejido cerebral después de una
cirugia de reseccién, causando un recrecimiento muy veloz y una resistencia a
la radioterapia y/o tratamiento con temozolomida y contribuyendo a la
recurrencia tumoral, agresividad y progresion de la enfermedad (Mattei et al.,
2021).

1.2.2.3.1 Marcadores de GSCs.

El primer marcador de superficie definido para GSC fue CD133, el cual permitio
la subdivision de las células troncales en dos grupos, los CD133 positivos
(CD133+) o células madre cancerosas y CD133 negativos (CD133-) o células
madre no cancerosas. Este marcador ademas indicaba la capacidad de las
células de autorrenovarse e inducir la formacion de esferoides in vitro y modelos
in vivo (Glumac & LeBeau, 2018). Otros marcadores como CD133 y CD15 se
han determinado como los marcadores mas Utiles para la identificacion de GSCs.
Si se encuentran asociados a otros marcadores como Nestin (una proteina
asociada con las células madre neurales) o a HOX (genes homeoticos
agrupados) constituye un factor adverso en el prondstico de la progresion del
glioblastoma. El marcador CD184, el cual est4 asociado con la expresion del
factor de hipoxia inducible (HIF-1), se encuentra expresado al igual que CD44,
CD90, SOX2, ALDH1, L1CAM, KLF4, SALL4 y GFA, que son usados para
identificar GSCs (Alves et al., 2021).

1.2.2.4 Microambiente tumoral (TME)

El proceso para la formacion y progresion del tumor esté influenciado por dos
factores, los cambios genéticos/epigenéticos en las células tumorales y el
reacomodo de los componentes en el microambiente tumoral (TME), mediante
comunicacién dinamica constante. El TME consiste en un conjunto de diferentes
células, ya sea células tumorales, células tumorales estromales como
fibroblastos, células endoteliales y células inmunes como la microglia, los
macroéfagos y los linfocitos, asi como de componentes no celulares como la
apocrina y la paracrina, moléculas de sefializacién y exosomas, ademas de
componentes de la matriz extracelular como el colageno, fibronectina, acido
hialuronico, laminina y algunos otros. Las células tumorales son consideradas el

corazén del TME, pues controlan la funcidon de los componentes celulares y no
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celulares a través de sefalizaciones complejas que hacen que las células no

malignas trabajen para su propio beneficio (Baghban et al., 2020).

Tanto las células presentes en el microambiente tumoral, como los componentes
no celulares, las moléculas de sefializacién, los componentes de la matriz
extracelular, los factores de crecimiento, ademas de las condiciones especificas
de hipoxia y acidosis, constituyen el microambiente tumoral y por tanto, este
juega un importante papel en el establecimiento de la quimioresistencia del
glioblastoma a los tratamientos, siendo ademas el responsable de proveer un

escudo protector contra la vigilancia inmunoldgica (Da Ros et al., 2018).

Como se puede observar en la Figura 3, las condiciones que tienen las células
dentro del tumor varian dependiendo si se ubican mas cerca de la periferia o se

encuentran mas cercanas al ndcleo tumoral.

Es asi que las células més cercanas al nicleo se encuentran en condicién de
hipoxia, pues el oxigeno disponible es mucho mas bajo que el disponible en la
periferia, por otro lado, la concentracion de protones hidrogeno es mayor al
centro que en la periferia, lo que indica que el ndcleo tumoral es mas acido, lo
cual esta relacionado con la baja capacidad de amortiguamiento que tiene el
nacleo tumoral a diferencia de la alta capacidad que podemos observar en la

periferia del tumor.

Periferia tumoral MNicleo tumoral

-

0; O,
Hipoxia 0, 0, 02 92 0, 0,
DE Dg DE Uz DZ Dg DZ

+ +
Acidosis b He H* He He
H* H* H* H* H* H+*
Pérdida de
homeostasis
del pH Capacidad amortiguadora

Figura 3. Condiciones fisicas dentro del microambiente tumoral (Modificada de
Damgaci et al., 2018).
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1.3Modelos experimentales de Glioblastoma

Las caracteristicas del glioblastoma que se han revisado en los incisos anteriores
asi como su desarrollo en un érgano aislado, como lo es el cerebro, hacen que
su estudio sea relativamente dificil. Esto ha llevado al desarrollo de diversas
aproximaciones experimentales para tratar de comprender el comportamiento de
las células que lo conforman, las interacciones entre ellas y el microambiente
tumoral, por lo que actualmente existen multiples opciones para el estudio del
GBM, que van desde los cultivos celulares méas basicos hasta los

tridimensionales mas sofisticados, pasando por diversos modelos animales.

En cualquier caso, un modelo preclinico ideal debe cumplir con ciertas
caracteristicas tales como (Lenting et al., 2017): 1) La genética debe ser similar
al de un subconjunto de gliomas; Il) La genética, epigenética y fenotipo de la
heterogeneidad intratumoral debe ser igual a la del glioma humano; Ill) Los
modelos deben implicar un microambiente adecuado respecto a la
inmunocompetencia, la presencia de barrera hematoencefélica (BHE) y las
interacciones célula-célula y célula-microambiente; 1V) EI modelo debe ser

reproducible y estable con el paso del tiempo.

Con estos requisitos, lo que se busca es simular las mismas lesiones,
localizacion anatomica y caracteristicas histopatolégicas de los tumores
humanos y asi poder predecir de mejor manera la respuesta del paciente al

tratamiento.
1.3.1.1 Cultivos celulares

Los cultivos celulares, asi como los modelos animales son fundamentales para
entender la formacion, funcién y patologia de tejidos y 6érganos, por lo cual han
brindado importantes avances conceptuales (Yamada & Cukierman, 2007). Se
entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento de las células in vitro, manteniendo al maximo sus propiedades

fisiol6gicas, bioquimicas y genéticas (Segeritz & Vallier, 2017).

Los cultivos celulares se pueden llevar a cabo utilizando células primarias
aisladas directamente desde donadores (cultivos primarios) o cultivos ya

establecidos y resguardados en bancos celulares (lineas celulares). Los cultivos
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primarios son células aisladas quirirgicamente de un organismo y colocadas en
un ambiente adecuado donde puedan adherirse, dividirse y crecer. Una de las
formas de obtener estos cultivos es por explantacion, en donde pequefias partes
de un tejido se adhieren a cajas para cultivo de vidrio o plastico previamente
tratado, afiadiendo medio de cultivo. Tras unos dias, las células individuales se
moveran del tejido hacia la superficie de la placa de cultivo (Yamada &
Cukierman, 2007). La segunda técnica mas utilizada es conocida como
disociacion enzimatica, la cual es mas rapida, en ella se afiaden enzimas
digestivas, como tripsina o colagenasa para desgregar los fragmentos de tejido
y mantener juntas a las células, las cuales posteriormente se pueden colocar en

placas de cultivo, permitiendo su divisiéon y crecimiento (Ryan, 2008).

Los cultivos primarios son dificiles de aislar y tienen un periodo corto de vida, sin
embargo, logran mimetizar las caracteristicas genéticas de tumores in vivo y
hacen que sea posible llevar a cabo experimentos funcionales, por lo que
permiten entender la biologia celular, la morfologia de tejidos, los mecanismos
de enfermedades y la forma de actuar de farmacos, haciendo que sean
indispensables en estudios preclinicos de diferentes farmacos, en estudios de

cancer y estudios del funcionamiento de genes (Kapatczynska et al., 2018a).

Por su parte, el diccionario de cancer del Instituto Nacional del Cancer de los
Estados Unidos define a las lineas celulares como células de un tipo Unico
(humano, animal o vegetal) que son adaptadas para su crecimiento y expansion

continuos en el laboratorio (Diccionario de Cancer del NCI, s. f.).

Las lineas celulares tienen muchas aplicaciones tanto en investigacion como en
la industria, por ejemplo, en la produccion de biomoléculas de interés, como
proteinas y anticuerpos, asi como para pruebas de nuevas moléculas con
potencial terapéutico y estudios funcionales de genes. Debido a la facilidad de
obtencion y mantenimiento de las lineas celulares, su empleo como plataformas
para el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos se popularizé durante el
siglo pasado. Sin embargo, se ha visto que de cada diez potenciales farmacos
nuevos, solo uno tiene éxito en las pruebas clinicas. Esta alta tasa de fracaso se

ha atribuido al uso de cultivos celulares en monocapa o 2D, como plataforma de
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prueba, ya que no mimetizan la compleja organizacion de las células in vivo,

especialmente de los tumores, cdmo se discute a continuacion.

1.3.1.1 Cultivos 2D

En los cultivos 2D, las células crecen en monocapa adheridas a la superficie
plastica de una caja de Petri o frasco de cultivo (Kapatczynska et al., 2018) y son
el modelo base en la investigacion biolégica debido al bajo costo que tienen, a
su facilidad para ser llevados a cabo, el poder monitorear el crecimiento de las
células y su repetibilidad (Wanigasekara et al., 2023). Sin embargo, gracias a su
constante uso, se han observado numerosas desventajas. Los cultivos 2D no
imitan la naturaleza de los tejidos o los tumores, por lo que tampoco logran
representar las interacciones célula-célula y célula-ambiente extracelular como
se veria en un tumor, las cuales son responsables de la diferenciacién celular, el
metabolismo de farmacos, proliferacion y expresion de genes y proteinas
(Kapatczynska et al., 2018). Ademas, se ha visto que, en este modelo de cultivo,
las células tienen un acceso ilimitado al oxigeno, nutrientes, metabolitos y
moléculas de sefializacion lo cual es un contraste con las condiciones in vivo

donde hay un acceso variable a estos componentes (Mohandas et al., 2023)

Finalmente, los cultivos adherentes suelen ser de monocultivos permitiendo
Unicamente el estudio de solo un tipo celular, resultando en un microambiente o
nicho tumoral ausente, el cual es requerido por las células iniciadoras de cancer

también conocidas como cancer stem cells (CSCs) (Razi et al., 2023).

1.3.1.2 Eficacia de cultivos 2D como modelo preclinico.

El primer paso en el desarrollo de farmacos inicia con el cultivo 2D, que prosigue
con el estudio de modelos animales; solo un 5% de los estudios preclinicos en
todas las areas terapéuticas son exitosos al resultar efectivos en tratamiento
humano (Brancato et al., 2020). La razdn principal es que los datos obtenidos de
pruebas realizadas en cultivos 2D no logran predecir de manera adecuada la
respuesta celular y por tanto predecir la respuesta in vivo del compuesto,
resultando en una pérdida de tiempo y de recursos, por lo que termina retrasando

la identificacion de tratamientos viables. Por ello, ha aumentado el interés en la
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adopcién del cultivo 3D como modelo en la obtencion de nuevos compuestos
(Belfiore et al., 2021).

Las desventajas previamente mencionadas y sumado a sus limitantes como
modelo preclinico ha provocado que los investigadores emprendieran una
bdsqueda de un modelo que predijera de mejor manera el comportamiento de

los compuestos
1.3.2 Cultivos 3D

Los cultivos tridimensionales o 3D han contribuido a zanjar la brecha entre los
modelos tradicionales 2D y los modelos animales de glioblastoma, porque ellos
presentan un microambiente muy similar al encontrado en condiciones in vivo.
Los diferentes tipos de cultivos 3D pueden obtenerse ya sea a partir de la libre
agregacion celular, mediante cultivos rotatorios en biorreactor, produciendo
agregados celulares, con microacarreadores empleando cultivos en hidrogeles
o andamios. Este tipo de cultivos pueden mantenerse en plataformas
adaptables y escalables, e incluyen los cultivos de esferas y las rebanadas

organotipicas (Wanigasekara et al., 2023)

El gran interés suscitado por los cultivos de esferoides ha llevado al desarrollo
de multiples protocolos para su obtencién, los cuales van desde técnicas muy
simples hasta algunas que requieren instrumentos mas complejos y
sofisticados, pero a grandes rasgos se distinguen dos tipos de metodologias
para la obtencion de cultivos 3D: las que se basan en el uso de sistemas de

apoyo o andamiaje y las que no los requieren.

Por un lado, los sistemas de andamiaje requieren de una matriz capaz de tener
las caracteristicas similares a la matriz extracelular (ECM), por lo que se ha
recurrido a polimeros naturales, sintéticos, con proteinas recombinantes,
ceramicas o incluso compuesta de metales; por su similitud con la ECM, los
polimeros derivados de animales como colageno son considerados como el
estandar de oro. Lamentablemente, la dependencia de productos animales ha
provocado un cierto rechazo debido a su variabilidad, a su impacto ambiental

y temas éticos (Ahmad et al., 2021)
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En la busqueda de andamios libres de animales, ha surgido una fuente
potencial de materiales consistentes, quimicamente definidos y de bajo costo,
como son los polimeros sintéticos o los naturales libres de animales tales como
celulosa, Cultrex (marca registrada R&D Systems), Geltrex (marca registrada
GIBCO), &cido hialurénico, coldgeno, agarosa, alginato, polietilenglicol (PEG),
Alcohol polivinilico (PVA), polylactide-co-glycolide (PLG), acido polilactico
(PLA), gelatina metacrilada (gelMA) quitina/quitosano, alginatos y seda

recombinante (revisado en Campuzano & Pelling, 2019).

Por otra parte, los sistemas libres de andamiaje se basan en la autoagregacion
de las células, impidiendo que estas se adhieran a una superficie, para lo cual
se utilizan placas de cultivo especiales, ya sea elaboradas con materiales de
ultra baja adherencia o tratadas con polimeros inertes como agarosa 0
Polihidroxietilmetacrilato (Poly-HEMA) (Langhans, 2018). De igual manera, se
pueden obtener forzando su autoagregacion mediante gravedad como en los
métodos de gota colgante o centrifugacion, y pueden ser obtenidas por
agitacion constante (Langhans, 2018). En la Figura 4, se muestran algunos de

estos métodos.
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Figura 4. Diferentes métodos de obtencién de esferoides (figura modificada de

Hoarau-Véchot et al., 2018).
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1.3.2.1 Esferoides

Los esferoides son agregados celulares formados por el cultivo de una gran
densidad celular, crecidos en un ambiente que no permite que se adhieran a una
superficie plana, ya sea de una placa Petri o caja de cultivo ( Li et al., 2020). La
formacion de los esferoides es posible gracias a proteinas de membrana
(integrinas) y proteinas de la matriz extracelular (Li et al., 2020). La formacion de
esferoides sucede en 3 pasos:

1) Las células dispersas en una solucién forman agregados gracias a las fibras
de cadena larga presentes en la matriz extracelular las cuales presentan RGD
(péptido mas comun responsable de la adhesion celular a la matriz extracelular),
permitiendo asi la unién de las integrinas de la superficie celular, esto lleva a la

sobreexpresion de cadherina.
2) La cadherina se acumula en la superficie de la membrana celular

3) La uniéon cadherina-cadherina entre células vecinas permite conexiones
estrechas entre las células, formando finalmente los esferoides (Biatkowska et
al., 2020).

Los esferoides, a diferencia de lo visto en cultivos de monocapa, muestran
existencia de gradientes de nutrientes, oxigeno, factores de crecimiento, y
farmacos, por lo que podemos encontrar diferentes capas formando el esferoide
(Figura 5); lo que brinda heterogeneidad celular dependiendo de la capa celular,
incluyendo células proliferativas, quiescentes, hipéxicas y necroticas, tal y como

ocurre en los tumores in vivo.

Las células formadoras del esferoide que se encuentran en la periferia cuentan
con una mayor concentracion de nutrientes, oxigeno, factores de crecimiento y
farmacos, mientras que a medida que las células se aproximan al nucleo del
esferoide, estas concentraciones se ven reducidas, e incluso no siempre logran
penetrar completamente al esferoide. En contraste, las condiciones hipdxicas, la
acidez del medio y la necrosis, ocurren en el interior, algo muy similar a lo que

sucede en el crecimiento de un tumor (Sant & Johnston, 2017).
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Figura 5. Diferentes zonas que forman un esferoide. Se puede observar la
presencia de zona necroética, quiescente y proliferativa, las cuales estan
conformadas por células que interactlan entre si y con la matriz extracelular,
donde ademas del gradiente de la llegada de nutrientes, Oz y pH, se observa un
gradiente con la interaccion de farmacos y la salida de CO: y productos de
desecho (modificado de Sant & Johnston, 2017).

Quereda y colaboradores (2018) identificaron por inmunofluorescencia que los
esferoides formados por células de glioblastoma expresan marcadores de GSCs,
entre ellos, Nestin, Sox2 y Sox9. Por su parte, Jensen (Jensen et al.,, 2016)
identificd por analisis inmunohistoquimico a los marcadores Nestin, CD133 y
CD56 en células T98. Adicionalmente, Tang y colaboradores (2021) identificaron
por PCR los marcadores CD44, Nanog y OCT4 en células U-251. Todos estos
marcadores no suelen identificarse en los cultivos 2D formados por astrocitos

diferenciados (Yamamuro et al., 2015)

Una de las caracteristicas de los cultivos 3D que mas implicaciones tiene, es la
interaccion ceélula-célula y célula-matriz extracelular mas natural, en contraste
con los cultivos en monocapa; estas interacciones permiten una proliferaciéon in
vitro en un microambiente que refleja lo ocurrido in vivo (Wanigasekara et al.,
2023).
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Asi mismo, se ha demostrado que, en comparacion con las células crecidas en

monocapa, los esferoides sobrexpresan genes involucrados en autofagia,

metabolismo de farmacos a través de citocromo p450 y a los transportadores

tipo ABC unidos a ATP, los cuales estan relacionados con la resistencia a los

farmacos. Ademas, existe la sobre-regulacion de genes, entre los cuales se

encuentran los relacionados con el control del ciclo celular y la replicacion de

ADN (Chaicharoenaudomrung et al., 2020). En la Tabla 2 se resumen algunas

caracteristicas de los cultivos 2D vs. cultivos 3D.

Tabla 2. Comparacién de las caracteristicas de los cultivos 2D vs 3D.

Caracteristicas

celulares Cultivos 2D Cultivos 3D

Morfologia Células con forma de Er?égqr?traggs i;;‘arec\ll?ve(l) a dlg
(Huang et al., |hoja, estiradas y en toroid ’ q
2013) monocapa esferoide y agregados

celulares

Interaccioén celular
(Z. Li & Cui, 2014)

No hay una interaccién
célula-célula ni célula-
microambiente

Hay interaccion célula-células
y célula-microambiente,
creando “nichos” ambientales

Proliferacion

Pueden llegar a

Diferentes tipos de células

2007)(Z. Li & Cui,
2014)

(Joseph et al., prohferay mas  rapido proliferan a diferentes ritmos
2018) gue in vivo

Los metabolitos, nutrientes,
Exposicion a o . . ~

P Exposicién homogénea | oxigeno y sefiales moleculares

medio/ farmacos .

. a metabolitos, | pueden no  penetrar el
(Bokhari et al.,

nutrientes, oxigeno y
sefales moleculares

esferoide por completo, el
nucleo celular recibe menos de
estos elementos.

Fase del ciclo
celular
(Kapatczynska et

al., 2018)

Las células suelen
estar en un mismo ciclo
celular pues reciben los
mismos nutrientes

Los esferoides, al no recibir la
misma cantidad de nutrientes
pueden contener  células
guiescentes, proliferativas,
hipoxicas y necroticas.

Tiempo de
formacion
(Kapatczynska et

al., 2018)

Se forman de min
a algunas horas

Se forman de algunas horas o
algunos dias

Sensibilidad a
farmacos

Las células suelen
ceder a los farmacos y

Son mas resistentes a los
farmacos y  tratamientos
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(Bokhari et al., | tratamientos, comparados con los cultivos

2007) aparentando que son |2D, lo que simula de mejor
muy efectivos manera un comportamiento in
Vivo
Suele ser mas barato, | Suelen ser mas caros, debido
Costo de

son mas comerciales | a que las pruebas y el medio
tanto las pruebas como | son  menos  comerciales,
el medio a utilizar en | ademas de consumir un mayor
estos cultivos tiempo que los cultivos 2D

mantenimiento
(Kapatczynska et
al., 2018)

Asi la conformacion espacial de las células parece jugar un papel de gran
importancia para su biologia (Figura 6). Todos estos datos han llevado a que
actualmente nos encontremos con una tendencia por sustituir los cultivos 2D por
cultivos 3D en cuanto a la investigacibn en cancer, pues estos parecen
comportarse de una manera mas aproximada al crecimiento natural de un tumor
y pueden predecir de una forma mas exacta, el comportamiento que presentaran

los tratamientos con farmacos.

Cultivo 2D vs 3D
Morfolegia que
Morfologiano mimetiza la in-vivo
mimetiza estructuras Interaccién célula-
nativas célula y célula-
No hay interaccion microambiente
célula-célula y célula- _ -
microambiente e
~_ X
oS \
\ N ,
/ Y
Exposicién homogénea ~~ < \\
a metabolitos, La exposiciéna \‘\
nutrientes y oxigeno . metabolitos, nutrientes
Esparcimientoy y oxigeno mimetiza a .
Suelencedera los migracion la in vivo Esparcimiento y
farmacos y tratamientos, incontenida migracion contenida
aparentando efectividad por la matriz

Simula de mejor
manera la reaccién
frente a farmacosy

tratamientos

Figura 6. Comparacion de las caracteristicas de los cultivos celulares en 2D vs
3D (Modificado de UPM BIOMEDICALS, 2018).

Como hemos visto en el apartado 1.2.4, actualmente existen diversos protocolos
para la obtencion de esferoides a partir de lineas celulares, especificamente en

el caso de células de glioma; sin embargo, éstos métodos no permiten la
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obtencion de una cantidad suficientemente vasta de esferoides para extraer
proteinas o acidos nucleicos para su posterior analisis por métodos
convencionales tales como Western blot o PCR en tiempo real, lo que ha llevado
al desarrollo de técnicas muy sofisticadas que permiten el andlisis de
practicamente un esferoide a la vez. Por fascinante que esto pueda ser, los
analisis robustos siguen siendo necesarios, particularmente cuando se trata de
pruebas preclinicas de una nueva molécula candidata a ser un nuevo agente
antitumoral. Esto hace imprescindible la estandarizacion de un método que
permita obtener una cantidad abundante de esferoides, con particular énfasis en
GSCs, y que sea accesible a cualquier laboratorio interesado en realizar estas

pruebas.

Aunque actualmente existen multiples protocolos para la obtencién de GSCs,
una comparacion experimental entre algunos de ellos nos mostré que la cantidad
de GSCs obtenidas con dichos protocolos no permite la realizacion de estudios

moleculares y bioguimicos convencionales.

HIPOTESIS.
Es posible estandarizar un protocolo de obtencién de esferoides enriquecidos
en GSCs

OBJETIVO GENERAL.
- Establecer un método de cultivo de esferoides con alto rendimiento de
GSCs y con una buena relacion costo/eficiencia a partir de lineas
celulares de glioma humano, que sea util como modelo preclinico para el

desarrollo de nuevos farmacos contra el glioblastoma.

OBJETIVOS PARTICULARES.
- Producir esferoides de entre 100 y 200 um de diametro
- Comparar mediante observaciones microscoépicas el tiempo en que se
forman esferoides empleando diferentes cantidades de células y diversas
condiciones de cultivo 3D.
- Verificar la presencia de GSCs en los esferoides mediante la expresion
de marcadores especificos

a) Deteccion por inmunofluorescencia
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b) Cuantificar mediante la técnica de Western blot la expresion de
los marcadores de GSCs en los esferoides obtenidos mediante
el protocolo estandarizado de cultivo 3D.

- Demostrar que el método estandarizado de produccion de un maximo

namero de esferoides funciona para cualquier otra linea celular de glioma.

2 METODOLOGIA.

La preparacion de soluciones, medios de cultivo y otros reactivos se encuentra

en el Apéndice 1
2.1Crecimiento de células en monocapa 2D

Se emplearon las lineas celulares provenientes de glioma humano T98G y LN18
(CRL-1690 y CRL-2610 respectivamente ) y C6 de glioma de rata (CCL-107) las
cuales se adquirieron del catalogo de ATCC y se trataron de acuerdo con el

siguiente protocolo:
1. Descongelamiento de células

Las alicuotas de cada una de las lineas celulares (=1 X 10°) contenidas en
crioviales de 2 ml y almacenados en un contenedor de nitrébgeno, se
descongelaron en un bafio maria a 37°C. Previamente, se prepararon 3 tubos
conicos de 15 mL con 10 mL de medio DMEM. Una vez descongeladas las
células, se depositaron en el respectivo tubo con medio, resuspendiéndolas con
pipeteo suave (5 veces). Luego de esto, las células se centrifugaron a 2000 rpm
en una centrifuga clinica (800 D, Biofield Medical). El sobrenadante se eliming,
y de nueva cuenta se resuspendieron suavemente en 5 mL de medio DMEM
completo con suero fetal bovino (SFB) al 5 % para las células LN18 o al 10 %
para los otros tipos celulares. El medio también se adicion6 con antibiéticos y
antimicotico (penicilina G, sulfato de estreptomicina y anfotericina B, Santa Cruz
Biotechnology ®); los medios asi preparados se denominan medios DMEM
completos. La suspension de células se colocé en una botella de cultivo T25
(TPP ® Switzerland) y se introdujeron en una incubadora a 37°C, 5 % de CO2y
80 % de humedad. Se permitié que las células alcanzaran una confluencia del
70-80 % antes de realizar el pase.
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2. Proceso de pasaje de células

La monocapa celular se lavé dos veces con PBS, y se afiadieron, 0.7 mL (para
botellas T25) 0 2.0 mL (para cajas Petri de 100 mm) de Tripsina al 0.25 %-1 mM
EDTA. Las células se regresaron a la incubadora durante 5-7 min. Al término de
este tiempo, se les agregaron dos volumenes de medio DMEM completo (37°C).
Las células se recuperaron en un tubo coénico para centrifuga de 15 mL y se
centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min. Se retir6 el medio, posteriormente se
agregaron 3-5 mL de PBS y se procedio a resuspender el boton de células y se
repitid el proceso de centrifugacion. Se retiré el PBS y se resuspendié de nuevo
el botdén formado en PBS (en esta parte se lleva a cabo un conteo celular por
medio del método de azul tripano y haciendo uso del contador automético
Invitrogen™ Countess™ 3. Este método se encuentra descrito en el Apéndice
2), para poder determinar la densidad celular y con ello calcular la o las diluciones
para obtener los contenidos necesarios para cada experimento. Se eliminé el
PBS por centrifugacion y se agrega la cantidad de medio DMEM completo
necesario para obtener la densidad celular deseada y se distribuy6 en cajas Petri
de 100 mm de diametro (Corning Inc. ® USA).

3. Sembrado en caja Petri

Se prepararon las cajas Petri de 100 mm de diametro para cultivo previamente
con 8 mL de medio DMEM vy se agrego la cantidad de la suspension de células
ya con la dilucién de células adecuada, se homogenizaron las células en el medio
realizando movimientos circulares en forma de “8” con la caja apoyada sobre la
superficie de la campana de flujo, durante 30 s. Posteriormente se incubaron a
37°C, 5 % de CO2 y 95 % de humedad en una incubadora (Memmert ®
INCO108med)

Se verificd el crecimiento celular todos los dias y al cabo de 3 dias se observo
una confluencia de al menos 70-80 %. Después de 3 pases sucesivos
posteriores a la descongelacion, las células se pusieron en condiciones de cultivo

3D con las técnicas que a continuacion se describen.
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2.2 Cultivos 3D.

Para la obtencion de cultivos celulares en 3D o esferoides, se siguieron
diferentes protocolos; I) gota colgante seguido de cultivo con rotacion, II)
sembrado en cajas de ultra baja adherencia, Ill) empaquetado celular por
centrifugacion, IV) sembrado en cajas Petri bacteriolégicas, V) sembrado en
cajas Petri recubiertas con Poly-HEMA o VI) sembrado en cajas Petri recubiertas
con agarosa al 1 %.

2.2.1 Gota colgante

Los esferoides de la linea celular T98G se crecieron utilizando la técnica
modificada descrita (Foty, 2011). Cuando la monocapa de células alcanz6 una
confluencia del 80-90 %, se preparo la suspension celular, para lo cual, primero
se enjuagaron las células con PBS en dos ocasiones, después de retirar por
completo el PBS se agregaron 2 mL (para una caja de 100 mm) de tripsina 0.25
%-1 mM EDTA y se incubaron a 37°C para favorecer el desprendimiento. La
accion enzimética de la tripsina se detuvo agregando 2 mL de medio DMEM
adicionado con SFB al 10 %, y disgregando suavemente las células con el uso
de una pipeta de 5 mL hasta obtener una suspensiéon celular homogénea. Se
centrifugd a 2000 RPM durante 5 min. Al botén celular obtenido se le realizaron
2 lavados con PBS, se contaron las células por medio del contador automatico
(Thermo Fisher Scientific ® Countess Il) y se ajusté la concentracién a 2.5 x 108

células/mL con medio DMEM completo.

Se removi6 la tapa de una caja de cultivo de 60 mm, en el fondo de la caja se
agregaron 5 mL de PBS, el cual actia como una camara de hidratacion. En la
superficie de la tapa invertida se depositaron gotas de 10 ul de la suspension
celular lo suficientemente alejadas para que no se tocaran unas con otras. En
total se colocaron 16 gotas. Se invirti6 la tapa y se coloc6 cuidadosamente sobre
la cAmara de hidratacion con PBS. Las gotas se incubaron en una incubadora a
37°C/ 5 % CO2/ 95 % de humedad. Mediante estereomicroscopio y microscopio
invertido, se observo el crecimiento de los esferoides todos los dias cuidando de
no abrir la caja, hasta que los esferoides alcanzaron un diametro de
aproximadamente 100 um (aproximadamente en 48 h). Se afiadieron 2 mL de
medio DMEM/F12 sin suero en la tapa invertida, con el fin de recolectar los

esferoides mediante una pipeta de transferencia. Los esferoides se depositaron
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en un matraz de fondo redondo que contenia otros 5 mL del mismo medio, y se
introdujeron en un incubador orbital (Thermoscientific ® MaxQ 400) a 37 °C con
agitacion de 30 rpm, y se incubaron durante 24-48 h. Al término de este periodo
los esferoides se recuperaron en un tubo Falcon de 50 mL introduciendo una
pipeta de transferencia.

2.2.2 Sembrado en cajas de ultra baja adherencia

Se obtuvo una suspension celular de 1 x 108 células/mL a partir de la monocapa
de células, y se colocaron 100 pl (10,000 células por pozo) en cada uno de los
pocillos de una caja de ultra baja retencion (Corning ® Ref. 3474, USA) siguiendo
el protocolo (Culley et al., 2023). Los esferoides se cultivaron tanto con medio
DMEM suplementado con SFB (medio completo) como sin SFB, afiadiendo a
este Ultimo factores de crecimiento y antibioticos (medio de esferoides). Las
cajas se llevaron a incubacion a 37°C/ 5 % CO2/ 95 % de humedad y se
monitorearon durante 3 dias hasta que alcanzaron un tamafio aproximado de
200 pm.

2.2.3 Empaquetado celular por centrifugacion

Para este método se siguié el protocolo descrito por (Zanoni et al., 2016) con
algunas modificaciones. Después de obtener la suspensién de células crecidas
en forma de cultivo 2D, esta se centrifugé a 1000 rpm durante 5 min. Una vez
que se contaron las células se resuspendieron en medio DMEM completo, a
una concentracion de 1x106 células /mL, y después se ajusto la concentracion a
1.25x 104, 2.5 x 10%, 5.0 x 104, 1.0 x 10°y 2.0 x10° células/0.5 mL. Cada una de
estas suspensiones se colocd en microtubos de 1.5 mL y se centrifugé a 2000
rpom por 5 min. El botén celular asi obtenido se incubo con la tapa abierta para
permitir el intercambio de gases, en una incubadora con condiciones de 37°C,
5% de CO?y 95 % de humedad durante 24 h en medio DMEM completo. Cada
esferoide se separ6 de su tubo y se transfirid a placas de cultivo de 94 pozos
con ultra baja adherencia (Corning ® Ref. 3474, USA) afiadiendo medio DMEM

completo y antibidticos.
2.2.4 Cajas Petri recubiertas con agarosa al 1 % (suero vs libre de suero)

Los esferoides de la linea celular T98 se obtuvieron siguiendo el protocolo

descrito por (Rivera, 2017) con algunas modificaciones. Como primer paso, se
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recubrieron las cajas Petri con agarosa al 1 % (Anexo 1). Para mantener la
agarosa en forma liquida se mantuvo en un bafio Maria a 50°C. Para recubrir las
cajas de 60 mm de didmetro se agreg6 1 mL de la solucion de agarosa y 3 mL
para las cajas de 100 mm de diametro. Una vez que se deposit6 la agarosa sobre
el fondo de las cajas Petri, se cuid6 de que quedara una superficie lo més
uniforme posible mediante movimientos circulares en forma de “8” suaves y se
permiti6 la gelificacion a temperatura ambiente. Una vez que estuvieron
completamente gelificadas, se sellaron con Parafilm y se almacenaron a 4°C
hasta su uso. Las células se sembraron en medio DMEM sin suero, adicionando
factores de crecimiento FGF-2 (10 ng/mL) y EGF (20 ng/mL) asi como
antibioticos (penicilina G y sulfato de estreptomicina, Santa Cruz Biotechnology
®) y con una densidad de 1x10° células/mL. Se incubaron a 37°C, 5 % de CO:2
y 95 % de humedad, y se observaron en un microscopio estereoscopico a las
24, 72 y 168 h posteriores.

2.2.5 Cajas Petri bacterioldgicas (suero vs libre de suero)

Después del tercer pase de cultivo en monocapa después de la descongelacion
de las células y con una confluencia mayor al 80 %, se preparo la suspension
celular como previamente se ha descrito. Las células se contaron (ver Apéndice
2) y se resuspendieron en medio DMEM sin suero para obtener una
concentracion final de 2x10° células/mL. Las células se sembraron en cajas Petri
bacteriol6gicas que contenian 5 mL del medio DMEM suplementado con suero
KO respectivo o medio DMEM para esferoides, y se adicionaron las cantidades
necesarias de la suspension celular para obtener una cantidad final de 3x10°
células por caja Petri de 100 mm de didmetro. Las células se introdujeron en una
incubadora a 37°C, 5 % de CO2 y 95 % de humedad y se observaron todos los

dias durante 1 a 7 dias.
2.2.6 Cajas Petri recubiertas con poly-HEMA

Este método se basoé en el protocolo descrito por Hong y colaboradores (Hong
et al., 2012), para ello, primero se recubrieron las cajas Petri con poly-HEMA,
cuya preparacion se encuentra descrita en el Anexo 1. Dentro de la campana de
flujo laminar, se agregd 1 mL de la solucion de poly-HEMA en cajas de cultivo de

60 mm, con movimientos circulares y en forma de “8” se asegurd de cubrir toda

34



la superficie de las cajas. Se taparon y se dejaron secar durante 24 h dentro de
la campana y una vez que estuvieron completamente secas se sellaron con
Parafiim™ y se almacenaron a 4°C hasta su uso. EI mismo procedimiento se
siguid para las cajas de 100 mm, pero agregando 3 mL de la solucién de poly-
HEMA para asegurar la completa cobertura de estas.

Antes de utilizar las cajas, se enjuagaron tres veces con PBS, y se dejaron en la
campana de flujo laminar hasta alcanzar la temperatura ambiente. Se obtuvo una
suspension celular a una concentracion de 5 x 10° células/mL en medio DMEM
para esferoides. En las cajas previamente tratadas, se agrego la cantidad de
medio y suspensién correspondiente para tener 1x10° células/mL (1x10° células
totales por caja de 100 mm). Las células se incubaron a 37°C, 5 % de COzy con
95 % de humedad y se observaron a las 24, 72y 168 h.

Mg_terlal Medio utilizado Denominacion
utilizado
Medio DMEM +
SFB

Tapa de caja Petri | Medio

DMEM/F12 sin | Medio DMEM/F12

Técnica

Medio completo

Gota colgante
(Foty, 2011)

SFB
Medio DMEM + Medio completo
Sembrado en SFB
cajas de ultra baja . Medio DMEM +
adherencia ga_Jas de_,ultra factores de .
(Culley et al., aja retencion crecimiento + M?dlo.d de
2023) B27 + antibiético | €3'€T019€S
y antimicético
Empaquetado
celular por

Microtubos Medio DMEM +

centrifugacion cénicos de 1.5 ml | SFB

(Zanoni et al.,

Medio completo

2016)
Cajas Petri ggg)'?esDMEM d;
recubiertas con | Caja Petri + e Medio de
agarosa (Rivera, | agarosa creC|m|entc_)_ T esferoides
’ B27 + antibidtico
2017) o
y antimicotico
Medio DMEM + | Medio
suero KO suplementado
Cajas Petri | Caja Petri con suero KO
bacterioldgicas bacteriologica Medio DMEM + .
Medio de
factores de .
esferoides

crecimiento +
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B27 + antibibtico
y antimicético
Medio DMEM +

Cajas Petri

. factores de .
recubiertas con Caia Petri crecimiento + Medio de
poly-HEMA (Hong J esferoides

etal.,, 2012a) B27 + antibictico
y antimicoético
Tabla 3. Medios utilizados durante las diferentes técnicas de cultivo de

esferoides
2.3 Conteo de esferoides

Para calcular el nUmero de esferoides obtenidos se realizé la contabilidad de

estos segun se describe en el Anexo 2.
2.4 Pase de esferoides

Con el fin de determinar si después de disgregarse, las GSCs obtenidas son
capaces de reiniciar la formacion de esferoides conservando los marcadores de
troncalidad, se realizaron hasta dos pases sucesivos de las mismas como se

describe en el Anexo 2.
2.5 Congelacion de esferoides

Con el fin de investigar si los esferoides pueden almacenarse en congelacion sin
que pierdan sus propiedades de GSCs, se implementé un protocolo para la
congelacion de estos antes del pase y después de disgregarse segun se reporta

en el anexo 2.
2.3 Inmunofluorescencia.

La tincion por inmunofluorescencia es un método ampliamente utilizado para
identificar y cuantificar la expresion de biomarcadores especificos y su
localizacion subcelular. En este trabajo se empled esta técnica para analizar la
expresion de marcadores especificos de GSCs (CD133, Nestina y GFAP) en
aguellos esferoides obtenidos con los métodos con mejor rendimiento, cuando
alcanzaron un diametro de 100-200 um para lo cual se sigui6 el protocolo que se

encuentra a continuacion:

2.3.5 Lavadoy Permeabilizacion
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a) Recuperacion de esferoides: Los esferoides formados se recolectaron en
un tubo falcon haciendo uso de una pipeta de transferencia y evitando su
disociacion. Se permitié que los esferoides se depositaran en el fondo del
tubo por gravedad, para lo cual se dej6 en reposo el tubo. Cuando fue
visible el boton en el fondo (aproximadamente 15 min después), se elimino
casi totalmente el medio, dejando aproximadamente dos mL de medio, el
cual se transfirio junto con los esferoides a un microtubo de 2 mL de
capacidad.

b) Lavado: Una vez recuperados, los esferoides se centrifugaron a 2300 x g
durante 5 min en la microcentrifuga. Se aspiré el sobrenadante cuidando
de no deshacer el boton, al cual se le agregé 1mL de PBS. Se invirtio
suavemente el tubo de 3 a 5 veces para no dafar los esferoides y se
centrifugé nuevamente. Este lavado se repitié dos veces mas.

c) El boton se resuspendio en 1mL de TBST 0.5 % (ver preparacion en el
Anexo 1)

d) Se dejaron permeabilizar por 30 min con agitacién suave en un mezclador
de tubos (Thermolyne Vari-mix™), a temperatura ambiente.

e) Los esferoides se resuspendieron por agitacion suave y se colocaron en
partes iguales (200 pl) en cada uno de los pozos de un portaobjetos de
una cadmara de 4 pozos. Para no dafarlos, se corté la punta de una punta
para micropipeta de 1 mL.

2.3.6 Bloqueo y tincion
El bloqueo previene la tincion no especifica de los anticuerpos afiadidos.

a) Los esferoides se lavaron nuevamente tres veces con PBS, pero en lugar
de centrifugar, se permitié que los esferoides se depositaran en el fondo
de la camara (aproximadamente 5 min), antes de eliminar el PBS de cada
lavado.

b) A cada pozo con esferoides se le agregaron 200 ul de anticuerpo primario
diluido 1:100; el primer pozo fue el control, por lo que solo se agreg6 PBS,
en el segundo pozo se afiadio el anticuerpo anti-CD133, en el tercer pozo
se afadio anti-NESTIN y en el cuarto pozo se afadio el anticuerpo anti-
GFAP.

c) Se incubo toda la noche a 4°C en cdmara hiumeda
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d)

2.3.7

Se realizaron 3 lavados con PBS (200-300 pl)

El anticuerpo secundario se afiadié en concentraciéon 1:1000 y se incubo6
por 1 h y 30 min en cAmara humeda a temperatura ambiente. En el pozo
control se le afiadid un anticuerpo anti-rabbit y en los siguientes pozos se

agrego el anticuerpo secundario correspondiente.

Preparacion del portaobjetos y captura de imagenes

El paso final es la recuperacion del portaobjetos con los esferoides tefiidos y una

vez realizado, el portaobjetos puede almacenarse un tiempo indefinido a -80°C,

pero en nuestra experiencia, la captura de las imagenes y el analisis es de mejor

calidad si se realiza antes de que transcurran mas de tres dias posteriores a la

tincioén.

a)
b)
c)

d)

Se realizaron 3 lavados con PBS durante 10 min

Se retird con precaucion la parte de la camara (pozos) del portaobjetos
Se afiadio una gota de medio de montaje (UltraCruz® Aqueos mounting
medium with DAPI) y se colocé delicadamente un cubreobjetos, se esperé
a que el medio se distribuyera homogéneamente y sin burbujas de aire a
lo largo entre el portaobjetos y el cubreobjetos. Se dejé secar durante 2-3
h en la obscuridad.

Los bordes entre el cubreobjetos y el portaobjetos se sellaron con barniz
para ufias transparente.

Las laminillas se colocaron una por una en el dispositivo para laminillas
del lector multimodal BioTek ® Cytation 7 para realizar la captura de
imagenes y la medicion del tamafio del esferoide.

2.4 Western blot

Para analizar la expresion de marcadores de GSCs se utilizo el método de

inmunotransferencia o Western blot, la cual es una técnica que permite

reconocer anticuerpos por antigenos que se absorben en una membrana. Se

realizé el siguiente protocolo:

2.4.1 Extraccion de proteinas
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a) Los esferoides se recuperaron y lavaron como se ha descrito en el
apartado anterior. En el tercer lavado los esferoides se centrifugaron
a 3500 rpm por 5 min a 4°C. Se les eliminé completamente el PBS y
se resuspendieron en 250 pul de amortiguador de lisis RIPA con
inhibidores de proteasas (Ultracruz™ Cocktail Tablet) y se incubaron
en hielo por 15 min.

b) Al término de la incubacion se agitd vigorosamente con un vortex
durante 60 s y se dejo de nueva cuenta en hielo por 15 min mas. Al
término de la incubacion el tubo se centrifugé a 13000 rpm durante 10
min a 4°C

c) Se recupero el sobrenadante en un tubo limpio. Se tom6 una alicuota
para cuantificar la concentracion de proteina total por el método de
Lowry (Waterborg, 2009).

2.4.2 Cuantificacién de proteinas por el método de Lowry
Para la preparacion de las soluciones ver el apéndice 1

a) Antes de comenzar se encendi6 el espectrofotometro (Beckman DU-
530) a A750 nm para su autocalibracion.

b) Se prepard una curva de calibracion con albumina de rango 0-20 ug
de proteina (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 20 pg/ul de acuerdo con la tabla 1 del
apéndice 2)

c) Se realiz6 una dilucién 1:100 de cada extracto de proteina a cuantificar
(2ul de muestra en 200 pl de agua pura)

d) Se incluyé un tubo con una dilucién 1:100 del amortiguador en que se
encuentran las muestras (Blanco)

e) Las soluciones Ay B se prepararon de acuerdo con el apéndice 1

f) Lasolucion C se preparé en el momento y se agreg6 1 mL a cada tubo,
los cuales se agitaron y se dejaron reposar 10 min a temperatura
ambiente (T.A)

g) A todos los tubos se les agregaron 100 pl del reactivo de Folin-
Ciocalteau diluido 1:1 con agua pura y se agitaron con vortex
inmediatamente durante 15 s.

h) Los tubos se incubaron 30 mina T.A
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)

b)

d)

Se leyd la absorbancia en el espectrofotometro tanto de los tubos con
albumina y los controles, asi como de las muestras.

Las concentraciones de las muestras se determinaron mediante la
interpolacion de las concentraciones de la curva de albumina y

ajustandolas con el factor de dilucién.

2.4.3 Preparacion del Gel
Las placas de vidrio de la unidad de electroforesis se limpiaron
cuidadosamente antes de comenzar a preparar los geles. Se montaron
en el soporte provisto por el fabricante (BioRad), para la polimerizacion
de los geles.
Se selecciono el porcentaje de acrilamida a utilizar (10 % de acuerdo
con la Tabla 1 del Anexo 1.)
En un frasco se colocaron los reactivos para hacer el gel de resolucion,
excepto TEMED, se agitd suavemente para homogenizar y se agrego
este Ultimo. Inmediatamente se vertid la solucion en las placas de
vidrio y se dejo reposar 10-15 min para gelificacion completa.
Se prepard en otro frasco la solucion para el gel concentrador
(cuidando de agregar el TEMED al final). Se coloco el peine de 0.75
mm de espesor y se dejé reposar 5-10 min a T.A.

2.4.4 Preparacién de las proteinas
En un microtubo se coloco el volumen de muestra equivalente a 30 ug
de proteina
Se agregaron 5 pl de amortiguador Laemmli 5X a cada tubo con
muestra
Se llevd a un volumen final de 25 pl con agua pura
Las muestras asi preparadas se introdujeron en bafio Maria a 95°C

por 5 min.
2.45 Electroforesis

Una vez polimerizados los geles, se retiraron los peines a cada uno,

con mucho cuidado para mantener los carriles de los pozos intactos.
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b)

b)

d)

Las placas de vidrio con los geles se colocaron en la cdmara de
electroforesis y se llené con amortiguador de corrida el interior y
exterior de los geles
Se cargaron las muestras en los carriles del gel, utilizando una pipeta
p200 y una punta por cada muestra.
En el primer carril se cargd el marcador de pesos moleculares
(CruzMarker™, SantaCruz Biotechnology) y en los carriles sin
muestra, se agrego sélo amortiguador de muestra.
Se colocé la tapa de la cdmara de electroforesis y se migraron las
proteinas a 200 volts durante 60 min.

2.4.6 Transferencia
Se cort6 la membrana de PVDF (fluoruro de polivinilideno BIO RAD®)
a la medida del gel usando guantes y pinzas para no tocarla
directamente con las manos.
Una vez finalizado el tiempo de la electroforesis se desprendio
cuidadosamente el gel de los cristales y se sumergioé inmediatamente
en aproximadamente 20 mL de amortiguador de transferencia
semiseca (ver apéndice 1). Dos papeles filtro (BioRad) de la misma
medida que la membrana se colocaron también en amortiguador de
transferencia
La membrana de PVDF se activé sumergiéndola en metanol por 30 s
y posteriormente colocé en amortiguador de transferencia
La unidad de transferencia (Semi-Dry blotters Cleaver Scientific) se

ensamblé de la siguiente manera:
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Figura 7. Ensamblado de membrana Semi-Dry Modificada de
Sinobiological, 2023 Https://www.sinobiological.com/category/wb-

semi-dry-transfer

Antes de colocar la tapa se removieron las burbujas de aire con ayuda de

un rodillo

e)

a)

b)

La transferencia se llevd a cabo por 15 min a 320 mA

2.4.7 Bloqueo, lavados y colocacién de anticuerpos

Terminada la transferencia, la membrana se coloc6 en un recipiente
pequefio (justo el tamafio de la membrana) con 10 mL de leche
descremada (Svelty™, Nestlé) al 5 % en TBS-Tween 20, durante 15-
60 min en agitaciéon constante a T.A.

Pasado ese tiempo, se retir6 la leche y se afiadié el anticuerpo primario
monoclonal (Santa Cruz Biotechnology) respectivo (anti-CD133, Anti-
Nestina, anti-GFAP o anti-GADPH) diluido 1:1000, en 10 mL de leche
descremada al 3 % en TBS-Tween 20 1X (TBS-T 1X) durante 1 h a
T.A.

Terminado el tiempo de incubacion con el anticuerpo, éste se elimino

y se realizaron 3 lavados con TBS-T de 5 min cada uno con agitacion.
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d)

b)

d)

f)

Se colocé el anticuerpo secundario respectivo diluido 1:10,000 en la
solucion de leche al 3 % en TBS-T. Se dejo en incubacion por 30 min
aT.A.

Al término de la incubacion se lavé la membrana 3 veces con TBS-

Tween 20, durante 5 min cada vez.

2.4.8 Revelado

En la obscuridad, se sacudié la membrana en una sanita para eliminar
el exceso de liquido y se coloc6 en un recipiente obscuro. Se agrego
1 mL de solucion de peréoxido y 1 mL de sustrato luminiscente
(Clarity™Western ECL Substrate Bio-Rad). Se tapo el recipiente y se
agité suavemente 30 s y se dejé reposar 1 min.

La membrana se colocé en un fotodocumentador, durante 10 s. Las
imagenes fueron capturadas con el software SmartView Pro

Los analisis densitométrico se realizaron por medio del programa

ImageJ de dominio publico https://imagej.net/ij/

2.4.9 DOTBLOT
En el caso de los esferoides crecidos en cajas de 60 mm de diametro,
se realiz6 el analisis de la expresién de CD133 por la técnica de Dot-
blot.
Se obtuvieron los esferoides como ya se describié anteriormente
Los esferoides se centrifugaron a 4°C durante 15 min a maxima
velocidad (14000 rpm) en una centrifuga Eppendorf 5417R
El sobrenadante se eliminé cuidadosamente y conservando el boton
de células. Para eliminar la mayor cantidad posible de liquido se
colocaron los tubos por inversién en una sanita.
El boton se resuspendidé en acetona fria (mantenida a -20°C) con
vortex, se dejo toda la noche a -20°C.
Al dia siguiente se centrifugo durante 30 min a maxima velocidad.
Las muestras se secaron al aire para eliminar cualquier residuo de

acetona durante 5 min.
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g) Las muestras fueron resuspendidas en 10 pl de PBS. Se cuantificaron
por el método de Lowry, y se deposito el equivalente a 5 pug de proteina
en una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad), con una pipeta p10.

h) Se dej6 secar la membrana durante 15 min. Se sumergié en etanol al
70 % durante 30 s y se dej6 secar otros 10 min.

i) Se introdujo en un recipiente pequefio con 15 mL de solucion de Rojo
de Ponceau (descripcion en anexo l)y se puso en agitacion suave
durante 45 mina T.A

j) Se elimind la solucion de Rojo de Ponceau y se realizaron varios
lavados con agua destilada hasta que so6lo aparecieron las marcas de
las proteinas correspondientes a cada muestra.

k) Se tomd una fotografia con un teléfono inteligente.

l) Se continuaron los lavados hasta la completa descoloracion de la
membrana

m) Se coloc6 la membrana en un recipiente pequefio con el anticuerpo
anti-CD133 diluido en TBS-T/ 3 % leche. Se dej6é en incubacién
durante 1 h

n) Al cabo de la incubacion con el anticuerpo primario, se realizaron 3
lavados de 5 min cada uno con TBS-T

0) Se colocd la membrana con el anticuerpo secundario. Se dejé en
incubacion por 30 min a T.A.

p) Altérmino de la incubacion se eliminé el anticuerpo y se realizaron tres
lavados con TBS-T.

Se incubd con el reactivo de quimioluminiscencia y se fotodocumenté
como se describi6 en el apartado anterior
3 RESULTADOS
3.1 Estandarizacién de un protocolo de alto rendimiento para la
obtencion de esferoides ricos en GSCs a partir de lineas celulares de
glioma
3.1.1 Comparacion por microscopia de campo claro de los esferoides

obtenidos por diversas técnicas

En una primera etapa, se llevo a cabo la comparacion de 6 métodos de cultivo

de esferoides reportados en la literatura con la finalidad de encontrar la técnica
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y condiciones que brindaran la mayor cantidad de esferoides, con mejor forma,
mejor tamafo y que fueran obtenidos en el menor tiempo y por lo tanto que
brinden un mejor costo/beneficio. Asi, primero se obtuvieron esferoides mediante

el método descrito por Foty (Foty, 2011)

En la Figura 7, los esferoides formados por gota colgante tienen un tamafio
adecuado transcurridos 7 dias (>200 pm) (A), sin embargo, no su morfologia no
es la adecuada, ya que muy pocos de ellos presentan una forma esférica (B).
Ademas, el numero de esferoides que se obtienen por esta técnica depende de
la cantidad de gotas colocadas en la tapa de la caja Petri, por lo que pueden
obtenerse hasta 25 esferoides por caja de 60 mm los cuales son relativamente
pocos. Adicionalmente, la manipulacién de estos esferoides es dificil, porque
cuando se transfirieron a un matraz para crecerlos en rotacion se perdi6 la mayor
parte de ellos debido a que quedaron adheridos a las paredes del matraz, por lo
gue su recuperacion es dificil. Sin embargo, observamos que los esferoides se
forman con mayor facilidad en gota colgante si se emplea el medio DMEM/F12

sin suero en lugar del medio DMEM completo.

Figura 8. Esferoides a partir de células T98G formados por la técnica de gota
colgante, observados a través del microscopio digital USB (A) 50x; observados
con microscopio estereoscopico (B) la forma que presentan la mayoria de los

esferoides no es regular 20x

Por su parte, la técnica de sembrado en placas de ultra baja adherencia (Figura
9) brinda esferoides con una forma mas esférica desde los 3 dias (Figura 9 A).
A los 7 dias pueden observarse al microscopio zonas necréticas y quiescentes
(Figura 8 B), sin embargo, observamos que el tamafio de los esferoides depende

de la cantidad de células iniciales, por lo que pudimos estandarizar el nimero de
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células necesarias para obtener esferoides de tamafio optimo (100-200 pm)
desde los 4 dias; y si bien se obtiene una gran cantidad de esferoides (mas de
96 por cada placa de 96 pozos), su manipulacién resulta dificil cuando se
requiere recuperarlos para andlisis de Western blot, inmunofluorescencia o PCR

en tiempo real.

Figura 9. Esferoides obtenidos a partir de la linea celular de glioma T98G,
mediante la técnica de sembrado en placas de ultra baja adherencia observados
en microscopio invertido con el objetivo 40x. A) después de 3 dias de cultivo en

medio de esferoides; (B) después de 7 dias en cultivo con medio de esferoides.

Por su parte, los esferoides formados por empaquetado celular por
centrifugacion (o Boton) (Figura 10) producen esferoides con una forma
adecuada y también dependiendo de la densidad celular inicial se pueden
obtener con un buen tamafio (entre 100 y 200 um) desde el primer dia. Si bien
estos esferoides son faciles de manipular, se obtiene una muy baja cantidad de
ellos (solo 1 por tubo), por lo que su uso no es apropiado cuando se requiere la
extraccion de proteinas o acidos nucleicos, por ejemplo. Sin embargo, esta
técnica nos permitié6 determinar que la densidad celular 6ptima para obtener
esferoides de tamario y forma adecuados es de 1 x 10° células/mL que se empled
en las otras técnicas de produccion de esferoides.

Otra desventaja de este método es el hecho de tener que incubar los esferoides
en el tubo, con la tapa semicerrada, para permitir la entrada de los gases, lo que

puede ocasionar la contaminacion de los cultivos.
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Figura 10. Esferoides obtenidos por empaquetado de células T98G mediante
centrifugacion de diferentes densidades celulares. Los esferoides se observaron
en un microscopio optico invertido, después de 24 h de haberse recuperado en
una placa de 96 pozos con medio para esferoides. (Objetivo 40x).

Por su parte los esferoides obtenidos en cajas Petri recubiertas con agarosa al
1 % (Figura 11) muestran una forma no tan regular a los 3 dias (Figura 11A) sin
embargo a los 7 dias (Figura 11B) estos ya presentan una forma mas esférica y
un tamafio mas regular mayor a 200 um, aunque ya se observa el nucleo
necrético en la mayoria de ellos. Con esta técnica se obtuvieron
aproximadamente 30 esferoides por caja de 100 mm, los cuales son faciles de
manipular si se quisiera llevar a cabo estudios de caracterizacion, sin embargo,
su observacion al microscopio y la captura de imagenes se dificulta por la

presencia de la capa de agarosa.

Una variacion de esta técnica consistio en recubrir las cajas con poly-HEMA, con
la cual los esferoides obtenidos tuvieron una forma esférica muy regular y un
tamafio regular aproximado de 200 um a los 7 dias (B1) se obtuvo una gran
cantidad de esferoides en una caja de 100 mm, y al ser sencilla su manipulacién,
se pudieron recuperar con facilidad para resembrar las células disgregadas de
los esferoides en una segunda caja también tratada con poly-Hema (B2) Los
esferoides crecieron rapidamente, conservando las caracteristicas observadas
con los esferoides previos al pase, y también pueden recuperarse facilmente

para su analisis.
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Figura 11. Esferoides obtenidos a partir de la linea celular T98G mediante la
técnica de sembrado en caja recubierta con agarosa (A'y B) o con poly-HEMA
(C y D). Los esferoides se cultivaron en medio para esferoides durante 7 dias y
las imagenes se obtuvieron a los 3 dias (Ay C) o a los 7 dias (B y D), en un

microscopio Optico (aumento 40x).

Finalmente, con la técnica de sembrado en caja bacteriol6gica (Figura 12), se
observo que las células rapidamente se agregan y los esferoides se observaron
desde las primeras 24 h (Figura 12A). A los 3 dias (Figura 12B) los esferoides
muestran una forma completamente esférica y regular y aunque se observaron
esferoides de diferentes tamafios, la gran mayoria se encontraban entre 100 y
200 pm, por lo que se les realizé un pase en este momento. Esta técnica brinda
una buena cantidad de esferoides, ya que se pudo calcular que cuando se
siembra una cantidad de 1X10° células/mL de medio, se obtienen mas de 7,500
esferoides por caja. El pase se hizo mediante la disgregacion de las células que
forman los esferoides, las cuales se resembraron ya sea con medio libre de suero
(Figura 12C) o con medio DMEM adicionado con suero fetal bovino (medio

completo) (Figura 12D). En ambos casos, las células fueron capaces de formar
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nuevamente esferoides, pero esta vez a una mayor velocidad y mostrando una
forma esférica muy regular desde las primeras horas, rindiendo en promedio
7,500 esferoides por caja. Debido a la facilidad de obtencion y manipulacién, los
esferoides obtenidos por este método fueron caracterizados por técnicas

moleculares.

Figura 12. Esferoides obtenidos a partir de la linea celular T98G, empleando la
técnica de sembrado en caja bacterioldgica estéril. La suspension de células se
sembro en una caja Petri bacteriol6gica de 100 mm de didmetro y se observaron
con un microscopio invertido 24 h (A) y 72 h (B) después. Los esferoides de 72
h se disgregaron manualmente y las células se sembraron ya sea en medio de
esferoides (C) o en medio DMEM completo suplementado con suero KO (D).

Imagenes representativas obtenidas en un microscopio invertido (Objetivo 40x).

Técnica Medio utilizado Caracteristicas obtenidas
Esferoides de menor tamafo y
Gota colgante . .
Medio completo forma, se obtienen pocos
(Foty, 2011) .
esferoides
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Medio DMEM/F12

Esferoides con morfologia vy
tamafio méas regular, formadas en
menor tiempo

Esferoides de buen tamafno (*),

bacteriolégicas

Medio de esferoides

Sembrado en di |
cajas de ultra baja Medio completo aunque  no presentan  una
. morfologia regular
adherencia . -
Esferoides pequefos, aunque con
(Culley et al., . . .
2023) Medio de esferoides morfologla regular y formados en
menor tiempo
Empaquetado
celular por Esferoides de buen tamafio (*),
centrifugacion Medio completo forma no regular y se obtiene
(Zanoni et al,, apenas 1 esferoide por microtubo
2016)
Cajas Petri Esferoides con morfologia vy
recubiertas con : . tamafio regular, formados en
. Medio de esferoides , :
agarosa (Rivera, menor tiempo, se obtiene gran
2017) cantidad de esferoides
Medio Esferoides de buen tamafio (*),
suplementado con | forma no regular, se obtienen
suero KO muchos esferoides en poco tiempo
. : Esferoides con mejor tamafo (*),
Cajas Petri

de morfologia méas regular y
obtenidos en el menor tiempo,
ademas de permitir pase de
esferoides, por lo que se obtiene
gran cantidad de esferoides

Cajas Petri
recubiertas con
poly-HEMA (Hong
et al., 2012a)

Medio de esferoides

Esferoides con mejor tamario, de
morfologia mas regular 'y
obtenidos en el menor tiempo,
ademas de permitir pase de
esferoides, permite obtener gran
cantidad de esferoides

Tabla 4. Resultados obtenidos con diferentes técnicas de obtenciéon de

esferoides

(*) tamafio entre 100 y 200 micras.

3.1.2 Expresion de marcadores especificos de GSCs en los

esferoides obtenidos por cultivo en cajas bacterioldgicas

De los resultados anteriores se logré determinar que los mejores métodos para
obtener los esferoides a partir de la linea celular T98G de glioma humano fueron
el cultivo en cajas Petri bacteriologicas o en cajas Petri recubiertas con poly-
HEMA. Sin embargo, debido a que el primer método utiliza cajas bacteriol6gicas

mas econdmicas que las de cultivo celular, y ademéas no se emplea ningun otro
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aditivo como el poly-HEMA o la agarosa, se ahorran varios pasos, ademas de
reactivos, por lo que resulta mucho mas econdémico, simple y rapido emplear
cajas bacteriologicas. Adicionalmente, observamos que con las cajas
bacteriol6gicas se acorta el tiempo en el que se obtienen esferoides, por lo que
los esferoides obtenidos por este método se analizaron por dos métodos

moleculares.

Para confirmar la presencia de GSCs en los esferoides obtenidos con el
protocolo estandarizado antes descrito, se midieron los niveles de expresion de
las proteinas, CD133, GFAP y NESTIN, las cuales son marcadores especificos
de GSCs (Yamamuro et al., 2015). Los esferoides crecidos en una caja
bacteriolégica de 100 mm de didmetro se dividieron en dos partes cuando
tuvieron 5 dias en cultivo; una parte se empled para realizar un pase de
esferoides (P1) y la segunda para hacer una lisis celular para extraer proteinas.
El mismo procedimiento se realizé en los esferoides P1. Los resultados se
muestran en la Figura 13, en donde se observa que los controles GADPH y
GFAP se expresan tanto en cultivo en monocapa (2D) como en los esferoides,
sin embargo, CD133 solo se expresa en las células crecidas como esferoides.
Lo mismo ocurre con la expresion de NESTIN, que solo se observa en los

esferoides, pero no en las células crecidas en monocapa (Figura 13 A).

En la Figura 13 B podemos observar los cambios en la expresion de las proteinas
GFAP, CD133 y NESTIN en esferoides recuperados a los 5 dias y esferoides
recuperados 5 dias después de un pase (P1) con respecto al cultivo de células
en monocapa (Control 2D). Los resultados muestran que mientras que los
niveles de GFAP se mantienen relativamente homogéneos en todos los casos,
aunqgue disminuyen ligeramente en los esferoides P1, las proteinas CD133 y

NESTIN se expresan solamente cuando las células se crecen como esferoides.
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Figura 13. Analisis de la expresion de las proteinas CD133, NESTIN, GFAP por
Western blot. (A) Se analizaron por duplicado 30 ug de proteinas totales en geles
de acrilamida al 10 %, que se transfirieron en membranas PVDF, y las imagenes
se capturaron en fotodocumentador. COmo control de carga se empleo la
deteccién de la proteina GADPH, en células T98 crecidas en monocapa (control
2D) y en esferoides crecidos en medio DMEM completo (B) Analisis
densitométrico comparando los niveles de expresion de las proteinas

normalizadas con el control de carga (n=2).

Estos resultados demuestran que los esferoides obtenidos con nuestro protocolo
contienen GCSC'’s, e interesantemente, parece que la poblacion de éstas se
enriquece con el pase, ya que los niveles de nestina se incrementan mientras
que los de GFAP, un marcador de astrocitos diferenciados parece disminuir.
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Para demostrar que con éste nuevo método de obtencion de esferoides que
estandarizamos pueden realizarse sin problemas este tipo de analisis
convencionales, comparamos la factibilidad de analizar muestras de lisados
proteicos a partir de los esferoides obtenidos por el método de la gota colgante
y encajas de ultra baja adherencia. De inicio observamos que la cantidad de
proteinas obtenidas no nos permite realizar un ensayo de Western blot, por lo
gue se optod por un analisis mediante Dot-blot con esferoides obtenidos por gota
colgante y cultivo en placas de ultra baja adherencia (Figura 14). Los resultados
demuestran que no es posible la deteccidén de proteinas en estas muestras.

GADPH

¢ &

Esleroides Esferoides Placa ultra-
Cultivo 2D Gota Colgante baja adherencia

Figura 14. Ensayo dot blot realizado para las células T98 y esferoides obtenidos

por la técnica de gota colgante y sembrado en placas de ultra baja adherencia.

Los resultados del Western blot se confirmaron empleando la técnica de
inmunofluorescencia indirecta, tal y como puede observarse en la Figura 15, en
donde los marcadores especificos de células madre de glioma, s6lo se expresan
en las células de los cultivos 3D, pero no en las células 2D. Por lo que respecta
a GFAP, marcador del linaje de astrocitos y la proteina GADPH, se expresan en
las células cultivadas tanto en monocapa (2D) como los esferoides obtenidos por

sembrado en placa bacteriologica (3D)
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Esferoides
T98G

Celulas 2D
T98G

Figura 15. Imégenes representativas de esferoides inmunomarcados (verde)
con anticuerpos contra (1) CD133, (2) GFAP y (3) NESTIN. Se utilizé DAPI (azul)

para tefiir los nacleos.

Asi pudimos determinar que las condiciones adecuadas para obtener una gran
cantidad de esferoides enriquecidos en GSCs son: 1) el cultivo en cajas
bacteriolégicas estériles de una suspension celular de 5x10° células/mL, 2)
Realmente no observamos diferencias importantes en el uso de medio especial
para esferoides o medio DMEM completo, bajo estas condiciones, aunque con
el medio de esferoides la morfologia es mas regular 3) a los 3-4 dias del
sembrado en las cajas bacteriolégicas ya se alcanza un tamafio 6ptimo (mayor
a 100 ym pero menor a 200 ym), por lo que los esferoides pueden emplearse
para su analisis, 4) los esferoides pueden disgregarse mecanicamente y las
células disociadas que los componen pueden resembrarse en las mismas

condiciones lo que parece enriquecer la poblacion de GSCs.
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3.2Pruebas de reproducibilidad con otras lineas celulares

Con el fin de demostrar que el protocolo funciona con otras lineas celulares de
glioma, se reprodujo el mismo, empleando esta vez las lineas celulares LN18 de

glioma humano y C6 de glioma de rata.

En la Figura 16 se muestra una comparacion del crecimiento de las células en
monocapa que crecen adheridas a lo largo y ancho de la caja de cultivo (2D),
con una forma alargada e irregular. Por el contrario, cuando las células se crecen
siguiendo el protocolo que hemos estandarizado, las células rapidamente se
aglomeran sin necesidad de centrifugar la suspension celular en las cajas,
formandose los esferoides desde el primer dia de cultivo. Una observacion
importante, concierne al comportamiento de las células de glioma de rata C6 ya
que a diferencia de las células en las lineas humanas T98G y LN18, las células
de rata en un principio forman “colonias” de células adheridas a la caja
bacteriologica, las cuales no son capaces de migrar, lo que hace que comiencen
a crecer hacia el centro y después un aglomerado celular que al pasar los dias
(2 o 3) se desprende flotando en el medio, formandose asi los esferoides,
mientras que las células adheridas a la caja continban ahi. Los esferoides
flotantes fueron recuperados y sus células disgregadas, y puestas de nuevo en
cultivo en condiciones 3D. Tanto las células disgregadas de los esferoides C6
como las de LN18 fueron capaces de volver a formar esferoides, por lo que es
claro que los esferoides primarios contienen GSCs. Ademas, los esferoides
formados a partir de las tres lineas celulares después del pase parecen ser mas
densos y compactos, es decir formados con un mayor numero de células,
ademas de que crecen con mayor rapidez y su morfologia es mas regular que
los esferoides antes del pase, e incluso en los esferoides C6 ya no se observaron
células adheridas a la caja, sino solamente esferoides flotantes, por lo que
parece ser que nuestro método también es una manera de seleccién y

enriquecimiento de GSCs.
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Figura 16. Formacién de esferoides a partir de lineas celulares C6 (glioma de
rata) y LN18 (glioma humano). Imagenes representativas obtenidas mediante un

microscopio invertido (Objetivo 10X).

Adicionalmente, tres dias después del pase de los esferoides C6 se recupero
una parte de estos para ser congelados y conservados en nitrégeno durante dos
semanas. Posteriormente fueron descongelados y se pusieron de nuevo en
cultivo en una caja bacterioldégica y en medio DMEM sin suero adicionado con
antibioticos y factores de crecimiento y suplemento B27. Como se observa en la
Figura 17, los esferoides descongelados continuaron creciendo después de
ponerse de nuevo en cultivo. Cinco dias después se recuperaron (Figura 17C) y
se lisaron para obtener extractos de proteinas totales, al igual que los de
esferoides primarios cultivados durante 5 dias (Figura 17A), esferoides
secundarios obtenidos a partir de un primer pase (Figura 17B). El equivalente de
5 ug de proteinas de cada uno de estos extractos se colocaron en una membrana
de nitrocelulosa para incubarse en presencia del anticuerpo anti-CD133, para
verificar la presencia de GSCs CD133+ (figura 17D).
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Figura 17. Andlisis de la presencia de células CD133+ en los esferoides C6. (A)
esferoides obtenidos a partir de un cultivo 2D. (B) Esferoides obtenidos a partir
de esferoides C6 (pase 1), (C) esferoides C6 pase 1 después de almacenarse
durante 2 semanas en nitrdgeno y ponerse durante 5 dias en cultivo después de
su descongelaciéon (3D/P1/C-DC). (D) Demostracion por la técnica de Dot-blot
gue CD133 se expresa en todos los esferoides, pero no en las células C6

cultivadas en monocapa (2D).

Los resultados demuestran que CD133, se expresa fuertemente en los
esferoides especialmente después del P1 y esto se acrecienta en los esferoides

descongelados, indicando un enriquecimiento en GCSC’s. Cabe destacar que
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para este ensayo los esferoides se cultivaron en cajas bacterioldégicas de 60mm,
lo que dio un rendimiento de entre 0.2 y 1.64 mg/mL de proteinas totales, que
fue suficiente para realizar el analisis por Dot-blot, confirmando que este método

de producir GSCs puede emplearse como un método de alto rendimiento.

En cuanto a los esferoides LN18, éstos también expresaron marcadores de
GSCs como se observa en la Figura 18. El andlisis por la técnica de
inmunofluorescencia mediante la cual se buscaron los marcadores especificos
de GSCs, CD133, GFAP y NESTIN muestran que en comparacion con los
esferoides T98 (véase la Figura 15 también), mientras que CD133 se expresa
fuertemente en ambos, GFAP y NESTIN se expresan poco en los esferoides
T98, pero su expresion es muy fuerte en los esferoides derivados de la linea
LN18, particularmente en la periferia en donde vemos que NESTIN es muy

abundante.

Anti-CD133 Anti-GFAP Anti-NESTIN

Esferoides
LN18

Figura 18. Imégenes representativas de esferoides inmunomarcados (verde)
con anticuerpos contra (1) CD133, (2) GFAP y (3) NESTIN. Se utilizé DAPI (azul)

para tefiir los nucleos.

En su conjunto, todos estos resultados demuestran que se ha estandarizado un
método sencillo, econdmico y de alto rendimiento, para la produccién de

esferoides ricos en GSCs a partir de lineas celulares de glioblastoma maligno.
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4 DISCUSION

En las dltimas décadas se ha sugerido que una subpoblaciéon de células
cancerosas (CSCs) se comporta de manera similar a las células madre llevando
a la heterogeneidad celular y crecimiento del tumor, contribuyendo a la
resistencia al tratamiento con quimio- y radio- terapia, asi como su recurrencia
(Alcantara Llaguno & Parada, 2021).

A pesar de que terapias eficientes contra el cancer logran eliminar la masa de
células tumorales proliferativas, un conjunto remanente de CSCs logra
sobrevivir promoviendo la reaparicion del cancer por su habilidad para
establecerse con mayor invasividad y resistencia (Phi et al., 2018b). Por ello,
las CSCs se han establecido como un nuevo objetivo en el tratamiento del
cancer. Los estudios encaminados a la busqueda de nuevas terapias enfocadas
en las CSCs ha determinado que el microambiente complejo 3D en el que se
desarrollan juega un papel de suma importancia para su mantenimiento y
proliferacion; es por ello que los esferoides, es decir agregados celulares que
recrean un tumor en una placa de cultivo, se han convertido en una herramienta
bioldgica indispensable debido a su estructura 3D y su capacidad para replicar

microambiente tumoral (Mehta et al., 2018).

Con la intencion de estudiar mas a fondo las CSCs y el impacto que pudieran
tener potenciales farmacos, se han establecido multiples protocolos para la
generacion de esferoides. Asi, encontramos desde técnicas tan simples como
la formacién de gotas colgantes de una suspension celular, el sembrado en
placas tratadas con agarosa o poly-HEMA, el sembrado en cajas
bacterioldgicas, o cultivo en frascos rotatorios, hasta técnicas mas complejas y
costosas como formacion por levitacion magnética, uso de biorreactores, uso
de hidrogeles para su cultivo o sistemas de micro fluido (Hoarau-Véchot et al.,
2018).

Sin embargo, los esferoides siguen teniendo limitantes en cuanto la
consecucion resultados satisfactorios para el estudio de nuevas terapias; entre

las mas destacables se encuentra la dificultad para obtener esferoides con un
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diametro regular, ademas de que la forma de obtencion es mediante protocolos
de bajo rendimiento. (Biatkowska et al., 2020). Varios estudios han determinado
que la utilizacion de esferoides de diametro entre 100 y 200 um es importante
pues se ha demostrado que bajo estas condiciones hay mejores gradientes de
nutrientes y de oxigeno (permitiendo regiones hipoxicas y proliferativas) y
evitandose asi un centro necrotico muy grande, ya que la presencia de un
mayor numero de células necréticas influye en los mecanismos de evasion de
la vigilancia inmune y promueve el desarrollo de tumores (Biatkowska et al.,
2020). El tamafio de los esferoides también muestra impacto en las variaciones
fisicas como las fuerzas celulares que juegan un rol importante en la formacion
y homeostasis del esferoide 3D (Lucio et al., 2017), ademas de los gradientes

quimicos.

Al realizar este trabajo, se llevd a cabo una revision exhaustiva en la literatura
lo que nos mostrd que existe un gran niumero de protocolos reportados para la
obtencién de esferoides, particularmente de glioma. Con el objetivo de
encontrar un método reproducible, de bajo costo y que pueda tener un alto
rendimiento en la produccién de esferoides para llevar a cabo analisis robustos,
se compraron de estos diversos protocolos. En una primera instancia se
observé que ciertos autores hacen uso del medio DMEM vy otros del medio
DMEM/F12.

La compafiia Merck indica que el medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (MERCK), 2024) no es un medio completo por si solo, ya que carece
de nutrientes necesarios como proteinas, lipidos o factores de crecimiento. Por
lo tanto, debe complementarse con otros componentes, como suero fetal
bovino, aminoacidos y otros nutrientes para proporcionar un entorno de
crecimiento completo y equilibrado a las células en cultivo. Por otro lado el
medio DMEM/F12 es un medio mucho mas complejo y completo por lo tanto
puede utilizarse sin suero. Sin embargo, a pesar de no ser claro el porqué, se
ha observado que esferoides crecidos con suero suelen mostrar un
compartimiento mas similar a células troncales, que el que se observa en los
esferoides crecidos sin suero fetal bovino (Hong et al., 2012). En nuestra
experiencia, los esferoides pudieron producirse con ambos tipos de medio,

aungue muestran una mejor morfologia (mas regular) con el uso de medio
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DMEM/F12 sin suero, con el cual también parecen formarse con mayor
facilidad. Como sabemos, en comparacion con los cultivos en monocapa, los
esferoides cambian su interaccion célula-célula, sobre todo porque las capas
mas internas del esferoide reciben una cantidad menor de nutrientes con
respecto con las capas mas externas. El suero en el medio puede brindar una
mejor capacidad para que las células de las capas internas se transformen en
células quiescentes o latentes, favoreciendo el comportamiento de células
madre cancerosas (Hong et al., 2012). Aunque, en contraste, también se ha
observado que el crecimiento de células en medio libre de suero impide el
crecimiento de una mayor cantidad de células no neoplasicas y no
diferenciadas, por lo que se favorece el crecimiento de células madre
cancerosas cuando se cultivan esferoides o neuroesferas, que mimetizan con
mayor acierto el comportamiento de las neuronales in vivo, presentando
finalmente un mayor potencial de diferenciacion y preservando el genotipo del
tumor original (Hasselbach et al., 2014). Nosotros observamos que los
esferoides crecidos tanto en presencia de suero, como sin éste expresan
marcadores de GSCs (Figuras 12, 14, 16, 17), por lo que en el protocolo
estandarizado en este trabajo se emplea medio DMEM sin suero, suplementado
con B27, que es una mezcla de antioxidantes, vitaminas y otros compuestos
que favorecen la proliferacién de células neurales, y los factores de crecimiento
FGF2y EGF.

En esta tesis se reportan los resultados obtenidos con el cultivo de esferoides
por diversas técnicas. Por ejemplo, Foty (Foty, 2011) reporta que con una
combinacion de la técnica de gota colgante, una técnica que se emplea con
mucha frecuencia por su sencillez y practicidad es el cultivo rotatorio, se pueden
obtener esferoides de manera simple y altamente costo/efectiva para ensayos
bioguimicos y de pruebas de farmacos. Sin embargo, nosotros obtuvimos
esferoides de un tamafio <200 um en un lapso de 7 dias; y si bien por este
método es facil llevar la cuenta de los esferoides obtenidos ya que depende de
la cantidad de gotas que se coloquen (aprox. 25 por tapa), cuando se les intentd
poner en rotacion en un matraz de fondo redondo para realizar tratamientos con
farmacos, su manipulacion no resulté sencilla, ya que se disgregan y no es

posible agruparlos nuevamente, ni se puede aumentar la cantidad y tamafio de
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los esferoides como lo describe Foty (Foty, 2011), por lo que su caracterizacion
y analisis tampoco se pudo llevar cabo, dado que, como se muestra en la Figura
13, la obtencion de proteinas totales fue tan pobre que no logré detectarse ni
siquiera por el método de Dot blot que requiere menores concentraciones de
proteinas que el Western blot. Sin embargo, interesantemente observamos que,
si se cultivan los esferoides en placa y con medio libre de suero o suero KO
(especial para cultivo de células madre), se obtienen esferoides de mejor
calidad (de tamafio y forma mas regular) que posteriormente pueden cultivarse
en rotacion en medio DMEM sin suero, a diferencia del articulo original que

utiliza medio completo para el crecimiento de los esferoides.

Por su parte, con la técnica de obtencion de esferoides por empaquetamiento
celular por centrifugacion se obtienen esferoides de buen tamafio (>200 pum)
dependiendo de la cantidad de células iniciales, pero no el tamafio reportado
por Zanoni de mayor a 500 um (2016). Estos esferoides presentan una forma
esférica desde los 3 dias, pero se encontré que esta técnica muestra dos
desventajas principales; la primera es que desde los primeros dias se observo
un gran nucleo muy necrosado que llegaba hasta la periferia, y la otra
desventaja es la cantidad de esferoides obtenidos, pues queda restringido
Unicamente a un esferoide por tubo por lo que utilizar este método para analisis
robustos es inviable. Sin embargo, tiene la ventaja de que al obtenerse un Unico
esferoide por tubo, permite hacer un seguimiento puntual del esferoide
mediante microscopia y a nosotros nos permitié utilizar esta técnica para
establecer la densidad celular éptima para la obtencién de esferoides en las
otras técnicas, porque se observdé que una densidad celular de 100,000
células/mL (aprox. 1 x 108 células por caja de 10 mL) brinda los esferoides con
un mejor tamafio, una mejor forma esférica, en un menor tiempo y permitiendo
la mejor heterogeneidad celular (respecto a otras densidades) por lo que esta

densidad celular se establecié como ideal para los siguientes experimentos.

Otro de los métodos mas frecuentemente empleados para la obtencion de
esferoides consiste en el crecimiento de éstos en fase liquida, lo que en inglés
se conoce como liquid overlay spheroids. Como su nombre lo indica, este
método se basa en la formacion de esferoides mediante la inhibicion del

contacto con la superficie del contenedor del cultivo, para que éstos se
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desarrollen en la fase liquida del cultivo (Jubelin et al., 2023). Para lograr esto,
existen diversos métodos, entre los cuales los mas populares son el empleo de
cajas de cultivo recubiertas con materiales inertes, ya sea preparadas
domésticamente o adquiridas comercialmente. En este Ultimo caso se
encuentran las cajas conocidas como de ultra baja adherencia, cémo las que
se emplearon en este trabajo. Siguiendo el protocolo de sembrado en placa de
ultra baja retencion, que se ha empelado ampliamente para obtener esferoides
de glioma, obtuvimos esferoides de buena calidad en muy corto tiempo (3 dias),
sin embargo, encontramos que esta técnica requiere de equipo especializado,
para los analisis de los resultados, como multilectores de placas o sistemas de
adquisicidon y analisis de imagenes, que no siempre estan disponibles en los
laboratorios. Aunque Culley (Culley et al., 2023), describo que con este método
se obtienen esferoides con mayores marcadores de troncalidad si se emplea el
medio DMEM completo. Nosotros observamos que, al igual que con el método
de la gota colgante, se obtienen esferoides de mejor calidad empleando el
medio sin suero o suplementado con suero KO. Asi, nuestros resultados
muestran que, aunque es muy fécil obtener esferoides de caracteristicas
Optimas por este método, tiene los inconvenientes del alto costo de las cajas y
el manejo dificil de los esferoides, por lo que frecuentemente se le emplea en
cajas de formatos de 96 o 384 pozos, limitando su empleo para pruebas de
viabilidad o de tincién de marcadores, lo que ademas requiere de equipos

especiales como se menciond.

Otras opciones para inhibir el contacto de las células con la superficie de las
cajas o frascos de cultivo, son por ejemplo el recubrir las cajas de cultivo
convencionales con materiales inertes con polimeros como agarosa o poly-
HEMA. En este trabajo se compararon ambos métodos y encontramos que el
meétodo con agarosa es dificil de estandarizar, pues se requiere que la agarosa
permanezca a una temperatura de 45-55 °C para evitar que solidifique antes de
aplicarse a las cajas, lo que requiere introducir un bafio Maria en la campana
de flujo laminar. Ademas, si se lleva a cabo la preparacion de varias cajas o
varios pozos, se corre el riesgo de que la agarosa polimerice en la pipeta, o que
se formen grumos, formando una superficie irregular, lo que podria explicar la

forma tan irregular de los esferoides obtenidos por este método.
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Adicionalmente, la capa de agarosa dificulta las observaciones al microscopio.
Por su parte el recubrimiento con poly-HEMA es mas homogéneo y
transparente, por lo que los esferoides obtenidos mostraron mejores
caracteristicas morfolégicas con respecto a los obtenidos en cajas recubiertas
con agarosa. Ambos métodos tienen el inconveniente de requerir la preparacion
previa de agarosa o de poly-HEMA, ademas del tiempo que toma el recubrir las
cajas y esperar a que puedan utilizarse (de 2 a 48 h, respectivamente). Ademas,
se incrementa el costo y el tiempo para obtener los esferoides, al requerir los
polimeros, asi como pasos adicionales con respecto a las cajas de ultra baja

adherencia.

Considerando que las placas de cultivo bacterioldgicas estan fabricadas con
poliestireno que no se ha tratado para la adhesion de las células, en este
trabajo, también se probaron como alternativa para la produccion de esferoides.
Aungque observamos que se requiere de un elevado namero inicial de células
(de 500 mil a 1 millon por mL de medio), para que puedan formarse los
esferoides iniciales, éstos se forman rapidamente (en 24 h) tanto con el medio
DMEM completo como con el medio DMEM/F12 suplementado con B27 y
factores de crecimiento. El tamafio éptimo (100-200 um) y forma adecuada
(esférica o semiesférica en la mayoria de los casos) se alcanza en pocos dias
(3-4). Estos esferoides muestran heterogeneidad celular desde los 3 dias que
se mantiene hasta los 7 dias, es decir que no muestran nucleos necroticos en
este periodo, por lo que pueden ser facilmente empleados en andlisis
preclinicos que requieran monitoreo con el paso de los dias. Este tipo de cultivo
resulté en numerosos esferoides de facil manipulacion lo que posibilitd la
recuperacion de la mayor parte de ellos. Una posible explicacion para el
comportamiento de las células en estas placas puede ser que a diferencia de
las superficies inertes logradas con el recubrimiento con agarosa o poli-HEMA,
la superficie hidréfoba de las cajas bacterioldégicas fomente la reagrupacion de
las células en suspension en colonias sin necesidad de centrifugacion,

favoreciendo una forma mas esférica y heterogénea.

Una de las propiedades de las GSCs, es la de poder reiniciar un tumor. Por ello,
se realiz6 un pase de los primeros esferoides obtenidos con las cajas

bacterioldgicas, los cuales se disgregaron mecanicamente a fin de no dafarlos
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con el uso de enzimas o influir en su biologia. Una vez obtenidas las células
que formaban los esferoides, se resembraron en las mismas condiciones,
siendo capaces de volver a formar rapidamente esferoides, manteniendo sus
caracteristicas Optimas de buen tamafio y forma esférica, que incluso fue mas
regular en la mayoria de los esferoides formados, lo que implica que las células
disgregadas de los primeros esferoides son en su mayoria GSC’s, las cuales
conservan sus propiedades de células iniciadoras de tumor (CIT) después del
pase. Estos esferoides fueron capaces de continuar creciendo incluso aun
después de haber sido criopreservados en nitrégeno liquido durante dos
semanas, aunque solo si el esferoide se conserva completo, ya que, si se
disgregan las células y se cultivan en condiciones 3D después de congelacion,
no se forman de nuevo los esferoides, o que parece indicar que, de esta
manera, pierden sus caracteristicas de CIT o su viabilidad, al menos en el caso

de los esferoides C6.

En comparacion, los esferoides obtenidos con la técnica de placas Petri
recubiertas con agarosa que se reporta ampliamente en la literatura, si bien
alcanzaron un tamafio adecuado (100-200 um), no lograron tener una forma
esférica regular, aunque al igual que los esferoides obtenidos con caja
bacteriol6gica estos son de facil manipulacion, pero su recuperacién es un poco
dificil, ya que muchos de ellos quedan adheridos a la agarosa, especialmente
cuando hay partes no uniformes, lo que disminuye la cantidad de proteina para
llevar a cabo el analisis de Western blot, y para la tincidbn para analisis de
inmunofluorescencia. Los esferoides obtenidos por esta técnica mostraron una
heterogeneidad celular contrario a la que se observa en el trabajo presentado
por Rivera (2017), aunque esto también puede deberse a las diferentes
densidades celulares cultivadas, pues nuestra técnica emplea el doble de

células utilizados por ese trabajo.

Asi, de acuerdo a nuestros resultados, los cultivos en cajas bacterioldgicas
seguidos del cultivo en cajas de cultivo celular tratadas con poly-HEMA fueron
los que funcionaron mejor para obtener un numero suficiente de esferoides, ya
sea para emplearse en un pase sucesivo, 0 para estudios convencionales de
determinacién de proteinas o para inmunofluorescencia, ya que los esferoides

se forman rapidamente con forma y tamafio 6ptimo, se pueden recuperar
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facilmente, y subcultivarse en cajas de 100 mm, 60 mm, o en cajas de pozos o
en microcamaras para inmunofluorescencia, lo que facilita tanto su manejo para
pruebas con farmacos, asi como para la recoleccion de datos y su analisis. Sin
embargo, el cultivo en cajas bacterioldgicas resultd tener la mejor relacion
costo/beneficio, ademas que a diferencia de los esferoides cultivados en cajas
tratadas con poly-HEMA, que tardan hasta 3 dias en formarse, los esferoides
en cajas bacterioldgicas se forman en solo 1 dia, lo que también reduce el
tiempo y el medio que se requiere para obtenerlos. En este sentido, Alimperti,et
al (2014) menciona que el costo asociado al uso constante de suero suele
bloquear el avance cuando se requiere de realizar estudios terapéuticos en una
escala comercial y por tanto es critico obtener un medio libre de suero para el
cultivo de esferoides a gran escala. Pero no solo el costo se ve beneficiado en
el uso de un medio libre de suero, pues dichos autores (Alimperti et al., 2014)
también refieren que el uso de suero puede traer consigo varios problemas,
como la contaminacién con agentes adventicios, la posible presencia de
inhibidores de crecimiento o moléculas citotdxicas que interfieran con el uso
preclinico de las células. Por tanto, nuestro protocolo también ayuda a reducir
los recursos necesarios para llevar a cabo esta técnica, y evitar otras cuestiones

inherentes al uso de suero en los cultivos.

En este trabajo, también quedd demostrado que es posible obtener numerosos
esferoides ricos en GSCs, a partir de células C6 de rata y LN18 de glioma
humano empleando el protocolo de crecimiento en placa bacteriologia y medio
de cultvo DMEM sin suero que se estandarizd6 con células T98G.
Interesantemente, se observd un comportamiento en las células C6 diferente al
observado en las células T98 y LN18, pues en un inicio las células parecen
insistir en formar una monocapa, manteniéndose adheridas a la superficie de la
caja bacteriologica, sin embargo, ante la imposibilidad de migrar sobre la
superficie de la caja, las células forman “colonias” que comienzan a crecer hacia
arriba, formandose asi esferoides que se mantienen unidos a la “colonia”
adherida a la superficie. Al paso de los dias, esta acumulacién celular 3D se
desprende, mientras que las células adheridas permanecen inmdviles en la
superficie de la caja, lo que parece simular el proceso de metastasis. Cuando

estos esferoides se disgregan y se resiembra en condiciones 3D, las células
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pierden la capacidad de adherirse a la caja y forman solamente esferoides
flotantes desde el primer dia, lo que podria estar relacionado con una menor
diferenciacion y malignidad, que son las caracteristicas de GSCs. También se
ha reportado que las GSCs son las responsables de migrar a otros sitios del
cerebro, formando nuevos focos cancerosos (Ortensi et al., 2013), por lo que
es posible que el método que hemos estandarizado seleccione especificamente
alas GSCs. Esto explicaria los resultados que muestran la tendencia que tienen
los esferoides formados después del pase en aumentar los niveles de CD133 y
NESTIN, los cuales son indicadores de estas dos caracteristicas (Yamamuro et
al., 2015). También parece que el pase de esferoides enriquece la poblacion de
GSCsenlaslineas T98 y LN18, sin embargo, se requieren de mayores estudios

para confirmarlo.

Debido a que el método de cultivo que se estandarizé en este trabajo resultd
eficiente cuando se cultivaron tres lineas celulares diferentes, éste protocolo
también podria ser de utilidad en medicina de precision, la cual es una de las
principales aplicaciones actuales de los esferoides que busca personalizar los
tratamientos en los pacientes (Hofmann et al., 2022), si se emplea para la

obtencion de esferoides a partir tejido de gliomas humanos primarios.

5 CONCLUSIONES

Actualmente se reconoce que la resistencia del glioblastoma multiforme a los
tratamientos convencionales como la radio- y quimio- terapia se debe en gran
parte a la presencia de GSCs esto por ser criticas en la iniciacion,
mantenimiento y progresion del cancer, lo cual ha llevado a la busqueda de
nuevos enfoques en el desarrollo de terapias para el tratamiento eficaz del
GBM. Asi, los nuevos tratamientos deben estar encaminados a la eliminacion
eficaz de las GSC’s, por lo que actualmente existe la tendencia a privilegiar los
cultivos 3D para la obtencion de estas, los cuales presentan una serie de
multiples ventajas como, por ejemplo, tener una mejor capacidad para predecir
el comportamiento de nuevos compuestos. Sin embargo, su actual popularidad
ha provocado que contemos con una gran cantidad de protocolos para la

obtencion de esferoides, lo que puede ocasionar dificultad en la seleccion de
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las mejores opciones y poco rigor en la interpretacion de resultados,
independientemente de que no todas las técnicas estan disponibles para

cualquier laboratorio.

En este trabajo se estandarizd un protocolo relativamente simple, econémico, y
factible para obtener cultivos enriquecidos en GSCs, con una muy buena
relacion costo/beneficio y que también requiere de un menor tiempo para la
obtencion de esferoides, que consiste en la obtencion de esferoides por
sembrado en caja bacteriologica estéril en medio para esferoides. Asi, este
nuevo protocolo parece ser adecuado como una plataforma para la realizacion
de estudios preclinicos, en los que ademas de citotoxicidad, se requiera de la
caracterizacion de los mecanismos moleculares de nuevas moléculas mediante
métodos robustos como Western blot, PCR en tiempo real o citometria de flujo,

entre otros.

7. PERSPECTIVAS

Es necesario recordar que las GSCs son actualmente los objetivos sobre los
cuales se debe investigar si se quiere suplir o potenciar la actividad de terapias
convencionales como quimio- y radio- terapia. Con el protocolo que aqui
presentamos, parece ser posible llevar a cabo ensayos que permitan evaluar la
actividad biol6gica de nuevos compuestos en la busqueda de terapias eficaces
en el tratamiento del GBM estableciendo a los GSCs como objetivo de estos
compuestos. Sin embargo, seria conveniente caracterizar con mayor
profundidad estos esferoides con otras técnicas como citometria de flujo, por
ejemplo, para analizar un mayor nimero de marcadores de GSCs, ademas de
conocer el porcentaje de estas células en los cultivos, y tener un andlisis mas
preciso sobre las células vivas y muertas presentes, para asi poder determinar
el balance entre células quiescentes y necréticas. Pero, por el momento, aqui
en este trabajo se han sentado las bases de un protocolo que parece tener una

buena relacion costo/beneficio.
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APENDICE 1

Soluciones y materiales.

PBS 10x
- NaCl80g
- KCl2g
- NazHPO414.4 g

- KH2POs124¢g

Medio Eagle Modificado
de Dulbecco (DMEM)

- Medio en polvo 13.37
g

- NaHCOs33.79g

- Suero fetal bovino
(SFB)

- (Glutamina,
antibiotico y
antimicético)

Amortiguador de corrida
1x

- Tris3g

- Glicinal4.4g

- SDS2g

1) Pesar cada uno de los reactivos
y disolver completamente en 800 mL
de agua destilada.

2) Medir pH y ajustar a 7.4 si fuese
necesario, ya sea con HCI o NaOH.

3) Una vez ajustado el pH aforar a
1L con agua destilada.

4) Esterilizar en autoclave

1) Disolver NaHCO3 y medio en
800 mL de agua.

2) Medir pH y ajustar a 7.4 si fuese
necesario, ya sea con HCl o NaOH

3) Una vez ajustado, aforara 1 L
con agua destilada

4) En campana de flujo laminar y
haciendo uso de filtro 0.22 um se
afnade el SFB

0 Al5 % se deben agregar 50 mL
de suero fetal bovino (SFB)

0 Al 10 % se deben agregar 100
mL de suero fetal bovino (SFB)

5) Anadir 10 mL de glutamina,
antibiético y antimicético, para una
concentracion final 1x

1) Disolver reactivos en 1L de agua
destilada
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TBS 10x
- Tris24¢g

- NaCl88¢g

TBS-T 1x
- 100 mL stock TBS
10x

- 1 mL de Tween 20

4x SDS Amortiguador de
cargado de geles
(Stock 4x para 7.5 mL)
- 1.5 mL Tris-HCI pH
6.5 1M

3 mL de DTT 1M
- 600 mg de SDS

- 30 mg de azul de
bromofenol

- 2.4, g de glicerol

Amortiguador de
transferencia

- 5.8 gde Tris-base

- 2.9g(licina

- 0.37 gde SDS

SDS al 10 %

- 10gde SDS

1) Disolver reactivos en 800 mL de
agua destilada

2) Medir pH y de ser necesario
ajustar a 7.4 con HCIl o NaOH

3) Aforar a 1 L con agua destilada

1) Disolver los reactivos en 1 L de
agua destilada

1) Se disuelven los reactivos en 2
mL de agua destilada (dificil de
disolver)

2) Si la solucién es naranja o
amarilla se ajusta pH con NaOH 5M

3) Aforar a 7.5 mL

4) Se hacen alicuotas de 500 pl y
se guardan a — 20°C

1) Disolver reactivos en 800 mL de
agua destilada
2) Una vez disuelto, se aforaa 1 L

con 200 mL de metanol

1) Disolver y almacenar a
temperatura ambiente
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- 100 mL
desionizada

agua

Solucién 1.5 M tris-HCI pH
8.8

- 18.5 g de Tris-base

- 100 mL de agua
desionizada

Solucién 0.5 M tris-HCI pH
6.8

- 6 gde Tris-base

- 100 mL de agua
desionizada

Rojo de Ponceau
- 95 mL de agua

- 5mL de &cido acético
glacial

- 100 mg de rojo de
Ponceau

Poly-HEMA 1.2 %
- 1.2 g de poly-HEMA

- 100 mL alcohol 96 %

Agarosa l%

-1 g de
purificada

agarosa

1) Disolver Tris-base en agua
desionizada

2) Ajustar a pH 8.8 con HCI

3) Almacenar a 4°C

1) Disolver Tris-base en agua
desionizada

2) Ajustar a pH 6.8 con HCI

3) Almacenar a 4°C

1) Disolver rojo de Ponceau en acido
acetico

2) Llevar al aforo con agua destilada
hasta 100 mL

1) Disolver 1.2 g de poly-HEMA en 100
mL de alcohol al 96 % durante toda la
noche

2) Centrifugar solucién a 400 x g para
eliminar particulas no disueltas

3) Filtrar utilizando filtro de 0.22 pum

1) Disolver 1 g de agarosa purificada
en 100 mL de agua destilada
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- 100 mL agua
destilada

2) Antes de utilizar, calentar en
microondas (revisando que no se
derrame) para tener una consistencia
liquida y disuelta

Reactivos Lowry

Solucion A (1 L)
- Naz
- CO32 % (209)
- NaOH 0.4 % (49)
- Tartrato de Na 0.02
%
Solucién B
- Cu(SOa4)s (1.250)
@)

- Cu(SO4)z 5 H20
(0.59)

Solucién C (preparada en
el momento)

- 50 mL de solucién A

- 1 mL de soluciéon B

1) Disolver en 1 L de agua destilada

2) Guardar en frasco ambar a 4°C

1) Si se tiene Cu(SOa4)s , disolver en
250mL de agua destilada

2)Si se tiene Cu(SOa4)s3- 5 H20, disolver
en 100 mL de agua destilada

3)En cualquier caso, almacenar en
frasco &mbar a 4°C

1) En el momento de llevar a cabo la
cuantificacion se mezclan los
volumenes de acuerdo con la
proporcion indicada

Tabla 1. Porcentaje de acrilamida necesario de acuerdo con el tamafio de las

proteinas

Tamarfo de las proteinas

Concentraciéon de acrilamida

4-40 kDa

Hasta 20 %
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12-45 kDa 15 %
10-70 kDa 12.5%
15-100 kDa 10 %
50-200 kDa 8 %
+ 500 kDa 4-6 %

Obtenida de (Buenas Practicas al Realizar Una SDS-PAGE — Labster de

https://theory.labster.com/es/best practice sds/

APENDICE 2

Contabilidad celular.

Para llevar a cabo el conteo celular se utilizé el contador automatico
Invitrogen™ Countess™ 3y el método de azul de tripano que se describe a

continuacion:

1) Al momento de realizar el pase celular previo a la siembra de esferoides,
y cuando se encuentran resuspendidos en el segundo lavado con PBS,
se toman 10 pl de la suspension celular, para mejores resultados se
debe estimar una concentracion entre 1 x 10°y 4 x 108 células/mL.

2) Los 10 pl de suspension celular se mezclan con 10 pl de azul tripano al
0.4 % en un microtubo eppendorf, pipeteando un par de veces para
lograr una correcta mezcla.

3) Mediante capilaridad y haciendo uso de una pipeta, se colocan 10 pl en
la cAmara para conteo celular ( cada portaobjeto cuenta con dos
camaras para usar en el conteo).

4) Se lee el nimero de células en el contador automético, y se hacen los
calculos con las diluciones llevadas a cabo

Conteo de esferoides

1) Los esferoides se transfirieron a un tubo falcén de 15 mL.

2) Se lavo la placa de cultivo con 2 mL del medio utilizado, se combinaron
las suspensiones colectadas.

3) Se centrifugo a baja velocidad, aproximadamente 100-200 x g por 5 min

4) Se aspiro el sobrenadante cuidadosamente para no romper el boton de

esferoides.

5) Se resuspende el boton cuidadosamente en un volumen de 500 pl del

medio utilizado.


https://theory.labster.com/es/best_practice_sds/

6) Con un marcador fino, se dividié un pozo de una placa de 96 pozos en
cuadrantes, marcando una cruz por la parte de abajo del pozo.

7) Se afadieron 50 ul de la suspension de esferoides en el pozo y se
observaron bajo el microscopio.

8) Se contaron los esferoides de cada cuadrante usando un contador de
mano. Para asegurar que el conteo fue acertado, se deben contar al
menos 50 esferoides por cada pozo, los cuales deben tener al menos un
tamafio de 50 pum.

9) Se calculé la concentracion de esferoides dividiendo el conteo de
esferoides entre el volumen en el que se contaron, el total de esferoides
se conté multiplicando la concentracion de esferoides por el volumen

total.

Pase de esferoides

1) El pase de esferoides se hace cuando se observa un tamafio uniforme
de los esferoides o0 se considera que estos ya no tienen un crecimiento
(aproximadamente entre los 3y 7 dias).

2) Se recolectan los esferoides en un tubo de 15 mL.

3) Centrifugar por 15 min a 267 x g y descartar el sobrenadante.

4) Se afiaden aproximadamente 2 mL de PBS y se procede a disociar los
esferoides recolectados (se puede hacer uso de un agente disociativo
para facilitar la disociacion de los esferoides).

5) Haciendo uso de una pipeta se disocian los esferoides pipeteando arriba
y abajo en al menos 20 ocasiones

6) Se incuban esferoides a 37°C por 5-10 min, y se vuelve a pipetear en al
menos 20 ocasiones hasta lograr la disociacion.

7) Se anaden 3-4 mL de PBS y se centrifuga a 267 x g durante 15 min.

8) Se descarta el sobrenadante y se resuspende en el nuevo medio de

cultivo de esferoides a utilizarse.
Cuantificacion proteica por Lowry. Curva de Albumina

Tabla 2. Stock de 2mg/mL de albumina



H20 (ul) Volumen de Albumina (pl) Concentracion de
Albumina (mg/mL)
200 0 0
198 1 2
195 5 10
190 10 20
180 20 40
170 30 60
160 40 80
150 50 100

Obtenida de (Waterborg, 2009)




