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1. Abstract

The technological advances in cell culture has allowed 3D cell models to
improve the traditional monolayer culture method. These new 3D culture models

simulate better physiological and pathological tumoral ambient than 2D models.

The aim of this review is to analyze the characteristics, use and
implementation of different 3D cell culture models. In addition, we analyzed the
main advantages and disadvantages, their techniques, and their potential use to

predict sensitivity to drugs against ovarian cancer.

We hypothesize that the 3D spheroid or organoid models correspond to a
cellular model that can better predict the response to drugs in ovarian cancer. The
general aim was to analyze the use and implementation of different 3D culture
models for massive analysis of susceptibility to anticancer drugs in ovarian cancer
and its cost-efficiency relationship. We used Pubmed and Web of Science
databases, and the keywords: "Spheroids"; "Organoids"”; "Animal model"; and

"Ovarian cancer".

In general, it was evident that the different 3D cell culture models open a

big opportunity to investigate new topics in cancer biology and the development



of anticancer drugs. Besides, 3D culture has been used in multiple areas that

were previously difficult or impossible to model in traditional systems.

By characterizing the potential use of each model regarding its abilities to
predict drug response in ovarian cancer, both organoids and spheroids can be
used for study drug resistance, opening a way to personalized medicine with short

culture times.

The analysis of advantages and disadvantages in using the different cell
culture models shows that they can replace traditional models, especially with the
increase in research that results in constant optimizations reducing costs or

complications without sacrificing their capacity to model cell to cell interactions.



2. Resumen

El avance tecnolégico en cultivo celular ha permitido la aparicion de
nuevos modelos celulares con el potencial de suplir las deficiencias del método
tradicional de cultivo en monocapa. Estos nuevos modelos de cultivo 3D
prometen tener el potencial de imitar mejor las caracteristicas fisiologias y
patolégicas de los tumores, emulando caracteristicas dificiles o imposibles de

simular.

Esta revision bibliografica se realizd con el objetivo de analizar las
caracteristicas, uso e implementacion de distintos modelos de cultivo celulares
3D. Ademas, se analizaron las principales ventajas y desventajas de los distintos
modelos y técnicas de cultivos y su potencial uso para predecir sensibilidad a

drogas contra el cancer de ovario.

Nuestra hipotesis es que los modelos 3D esferoides u organoides
corresponden a un modelo celular que puede predecir de mejor forma la
respuesta a drogas en cancer de ovario. El objetivo general es: Analizar el uso e
implementacion de distintos modelos de cultivo 3D, para analisis masivo de
susceptibilidad a drogas anticancerigenas en cancer de ovario y su relacién

costo-eficiencia.
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Para la revision se us6 como metodologia los motores de busqueda de las
principales bases de datos cientificas Pubmed y Web of Science, utilizando las

siguientes palabras claves: “Spheroids” “Organoids” “Animal Model” “Ovarian

Cancer”.

En general, durante la revisién biblografica se evidencié que los distintos
modelos de cultivos celulares 3D abren una oportunidad a investigar nuevos
temas para el avance de la ciencia, en multiples areas antes dificiles o imposibles
de modelar en los sistemas tradicionales otorgandoles asi un gran potencial para

el desarrollo de farmacos anticancerigenos.

Al caracterizar el uso potencial de cada modelo respecto a sus capacidades
de predecir respuesta a drogas en cancer de ovario, tanto los organoides y
esferoides tienen el potencial de predecir y estudiar la resistencia a farmacos
dando paso a la medicina personalizada, con tiempos de cultivo cortos vy

necesidades de equipo y espacio menores a los modelos animales.

El analisis de ventajas y desventajas en el uso de los distintos modelos de
cultivos celulares demuestra que tienen el potencial de remplazar los modelos
tradicionales, en especial con el aumento de la investigacion que resulta en
optimizaciones constantes reduciendo costos o complicaciones sin sacrificar su

capacidad como modelo.

11
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4. Introduccion

El cancer es una de las principales causas de muerte. Actualmente,
produce aproximadamente 9,5 millones de muertes al afio a nivel mundial de las
cuales en Chile son cerca de 54 mil muertes segun cifras de “Global Cancer
Observatory”, lo que genera altos costos econdémicos y sociales que se
distribuyen principalmente en los costos del tratamiento, efectos psicolégicos,
problemas laborales de las personas directamente afectadas y de su entorno
familiar y/o cuidadores. Un desafio para su tratamiento es la falta de modelos

eficaces para reproducir la compleja biologia particular de esta enfermedad.

En el caso del cancer de ovario (OC) solo en Chile representa un estimado
de 841 casos nuevos y 470 muertes al afio segun cifras de “Global Cancer
Observatory”, donde el carcinoma epitelial predomina en frecuencia y
agresividad. El tratamiento quirlrgico suele ser la primera opcién para su
eliminacibn en los casos bien diferenciados, relativamente pequefios o
confinados al ovario. Sin embargo, alrededor del 75% de los casos se
diagnostican como enfermedad avanzada (Etapas Ill y 1IV) [1], ya que sus
sintomas se parecen mucho a las condiciones posmenopausicas generalizadas
o simplemente la enfermedad cursa de manera asintomatica. Ademas, las

pruebas de diagnostico actuales se limitan a exadmenes pélvicos fisicos, ecografia
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transvaginal y pruebas de suero del biomarcador CA125, todas las cuales tienen

una baja sensibilidad para la deteccidén temprana de la enfermedad.

Una de las caracteristicas del cancer de ovario es la quimio resistencia
gue ocurre en 25% de pacientes con enfermedad en estadio temprano y mas del
80% de pacientes con enfermedad avanzada [1]. La mayoria de las pacientes
con cancer de ovario avanzado experimentan una recaida de la enfermedad.
Durante la progresion de la enfermedad, las células de cancer de ovario se
desprenden de la masa tumoral liberando células individuales o esferoides en el
liquido ascitico que se acumulan dentro de la cavidad peritoneal. Tanto las
células individuales como los esferoides que se desprenden de los tumores
pueden generar metastasis en sitios dentro de la cavidad peritoneal a través del
liquido ascitico [2]. En consecuencia, la mayoria de las pacientes con cancer de
ovario mueren de metastasis debido al trasplante peritoneal o diseminacion del

torrente sanguineo.

Asi, uno de los principales problemas que se generan en el momento de tratar
un paciente con cancer de ovario es el grado de avance de la enfermedad, dado
principalmente por un diagndéstico tardio y la capacidad de desarrollar resistencia
a las drogas antineoplasicas. A nivel de laboratorio de investigacion clinico, la
generacion de modelos celulares que orienten sobre la biologia del cancer y sean
mas confiables a la hora de generar tratamiento personalizados parece ser claves

para un tratamiento rapido y efectivo. Aunque la implementacion de modelos
14



celulares mas complejos puede ser una importante herramienta para simular
mejor el ambiente tumoral, estos modelos son mas costosos, laboriosos y
requieren de un personal altamente capacitado. Frente a esto, se hace necesario
realizar una revision de la literatura cientifica de manera de analizar si la
implementacion de modelos celulares mas complejos tendr& un impacto

importante en la prediccion de la respuesta a drogas en cancer de ovario.

La generacion de cultivos celulares de monocapa primario e inmortalizados
(2D) para estudiar la biologia del cancer reflejé6 un enorme progreso, casi
revolucionario, para experimentar las condiciones propias del cancer y establecer
nuevas y mejoradas terapias. Este avance se debio, en parte, a sus bajos costos,
facil manipulacién y experimentacion, en comparacién con otros modelos

existentes.

Sin embargo, el modelo 2D ya sea cultivo primario o linea celular presenta
una serie de defectos como la incapacidad de imitar Tales como, nivel de
organizacion tridimensional, formacion de vasos sanguineos, gradientes de
nutrientes en tres las distintas capas celulares, entre otras propiedades con
efecto significativos a nivel fisiol6gicos importantes tanto para la comprension de

las patologias y su tratamiento.

En la busqueda de modelos celulares mas avanzados han surgido una serie

de técnicas mas complejas y especificas, entre ellas los cultivos en 3D; como los

15



esferoides; cultivos con caracteristicas funcionales como los organoides y
xenoinjertos en animales con un gran potencial para la investigacion en cancer.
Se ha visto que los cultivos 3D imitan mas estrechamente a los tumores solidos
con respecto a las interacciones célula-célula, la hipoxia, la penetracion de
farmacos y los gradientes de nutricibn como se expresara mas delante de forma
detallada, los que son irreproducibles en cultivos celulares en monocapa

convencionales como se explicara mas adelante.

En este contexto es importante preguntarse cuales son las ventajas y
desventajas de los distintos modelos y técnicas de cultivos 3D y su potencial uso

como modelo para predecir sensibilidad a drogas contra el cancer de ovario.

4.1. Justificacion del estudio

El Propésito de esta revision, es presentar una descripcion general y
comparacion de los modelos actuales y analizar el uso e implementacion de
distintos modelos de cultivo 3D, para analisis masivo de susceptibilidad a drogas

anticancerigenas en cancer de ovario y su relacién costo-eficiencia.

Teniendo en cuenta que para que un modelo de investigacion se considere
creible, debe ser biolégicamente relevante, reflejando las -caracteristicas

genéticas y fenotipicas, los receptores, las vias de transduccion de sefializacion

16



y los patrones de expresion génica del tejido precursor, idealmente con
aberraciones minimas o nulas en el tiempo. Nuestra hipétesis es que los modelos
3D esferoides u organoides corresponden a un modelo celular que puede

predecir de mejor forma la respuesta a drogas en cancer de ovario.

Aunque durante esta revision se analizaran principalmente trabajos
cientificos relacionados con lineas celulares derivadas de cancer de ovario como
OVCAR3 (ATCC® HTB-161 adenocarcinoma de células epiteliales) y SKOV3
(ATCC® HTB-77 adenocarcinoma de ascitis de ovario), se contemplé ademas
revisar referencias de diferentes lineas celulares y métodos recientes de cultivo
3D de manera de servir como una guia general para la busqueda de informacién

relevante para el desarrollo tedrico o experimental de cultivos 3D.

17



4.2. Hipotesis

Los modelos 3D esferoides corresponden a un modelo celular que puede
predecir de mejor forma la respuesta a drogas en cancer de ovario que los

modelos tradicionales en 2D.

4.3. Objetivo General

Analizar el uso e implementacion de distintos modelos de cultivo 3D, para
analisis masivo de susceptibilidad a drogas anticancerigenas en cancer de ovario

y su relacién costo-eficiencia.

4.4. Objetivos especificos

e Clasificar los distintos modelos de cultivos celulares 2D y 3D (monocapa,

esferoides, organoides y modelos animales).

e Identificar el uso potencial de cada modelo respecto a sus capacidades de

predecir respuesta a drogas en cancer de ovario.

e Analizar ventajas y desventajas en el uso de los distintos modelos de cultivos

celulares.

18



5. Método

En esta revision bibliografica se realizard una busqueda detallada,
descriptiva, de caracter retrospectivo y sin intervenciones para obtener una

valoracion critica del tema.

Para cumplir los objetivos especificos se procederda con el estudio
selectivo de articulos cientificos, revisiones y publicaciones de acceso libre o
restringido utilizando la red de la universidad, consultando distintas bases de
datos, tales como web of science (WOS), Pubmed, Google Académico, entre
otras, ademas de otras fuentes bibliograficas como revistas de investigacion
cientificas y repositorios de diversas entidades universitarias; todo esto con

restricciones de fecha desde los ultimos 5 afios, en los idiomas inglés y espariol.

En cuanto a los criterios usados para limitar la blUsqueda se usaran

palabras claves: “organoid” “spheroid” “ovarian cancer” “3D culture” “animal
model” entre otras. Ademas, para afnadir o eliminar términos de busqueda en el
formulario se usardn los operadores logicos booleanos como AND para
combinar, OR para sumar y NOT para excluir, de este modo se permitiran

relacionar de forma l6gica los conceptos.
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Criterios de Inclusion: 1) Literatura relacionada sobre la introduccién de
Cultivos 2D y 3D 2) Literatura relevante sobre aplicaciones y cultivo de células en
2D y 3D, 3) Literatura relacionada sobre ensayos de resistencia a drogas en

cultivos 2D y 3D.

Criterios de Exclusién: 1) Articulos no relevantes para el proposito de la
revision, 2) Articulos de investigacion repetitivos, 3) Articulos cuyos datos no se

pueden extraer.

Estrategia de Recoleccion de datos: Cada estudio seleccionado sera leido

con el objeto de extraer datos para el trabajo, constando de dos etapas:

1) Lectura del resumen o abstract, introduccion, conclusion y referencias
con lo que se podra obtener la informacién referente a las principales

contribuciones del trabajo, sujeto o tema de estudio

2) Lectura del cuerpo del articulo lo que permitira extraer en forma
detallada la informacion necesaria para la revision y comprender el experimento

o fundamentos para identificar la relevancia de la publicacion.

Posteriormente, se procedera a la organizacion, andlisis y discusion de la

informacion obtenida acorde a los objetivos propuestos.

20



6. Resultados

6.1. Busqueda bibliografica

Realizar una busqueda sobre los modelos 2D tradicionales resulta
imposible de filtrar, debido a que es un método tan ampliamente utilizado, que es
considerado como el método tradicional lo que provoca que no se suele usar
como tag bibliogréfico y en su blusqueda suelen aparecer recursos comparativos
con los modelos 3D. Un caso similar es el modelo animal tan ampliamente usado
en el tiempo que se puede notar en el nimero de publicaciones en la busqueda

inicial.

La gran diferencia entre estos dos modelos es la fuerza propulsora de la
aparicion de los modelos 3D para mejorar las deficiencias del modelo 2D y buscar
alternativas para sortear las dificultades técnicas y éticas del modelo animal. El
modelo que podria considerarse una mejora del modelo tradicional seria el
esferoide, un modelo que logra mdultiples cualidades importante para el estudio
de tumores solidos principalmente con la facilidad de ser técnicamente muy

similar al modelo anterior, tanto que puede usarse tal modelo como base.
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Los esferoides abren la capacidad de estudiar el comportamiento de las
células en un ambiente mas real, donde conviven células en distintos estados
celulares, en condiciones similares donde la estructura y ordenamiento causa
diferentes gradientes que cambian en gran medida su comportamiento. La
facilidad de pasar del modelo tradicional al modelo de esferoides parece ser una
oportunidad que ha sido tomada en cuenta para la experimentacion. 16230
estudios en 5 aflos es un numero bajo si lo comparamos a los estudios en 2D o
modelo animal, pero mirando las graficas (Figura 1) es un numero en rapido

aumento.

2\ 429 .._.._._.........,..,...[..[..........mulll“l“ l

FIGURA 1. REGISTRO HISTORICO PUBLICACIONES DE “SPHEROIDS”

Registro histdrico de publicaciones indexadas utilizando la palabra clave “spheroids” (26 de febrero
2021) Informacion extraida directamente de la pagina: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov.

Los organoides tuvieron su aparicion afios atras aunque las dificultades
técnicas y éticas de algunos organoides (neuronales) estancaron su uso, en la
actualidad con las nuevas tecnologias disponibles este modelo empieza a ser
cada vez mas usado (Figura 2), en especial los PDO (Organoide derivados de
paciente) y los PDX (xenoinjerto derivados de pacientes) debido a que al ser una
muestra clinica poseen muchas caracteristicas perdidas de las lineas celulares e
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imposibles de replicar de forma eficiente en los modelos anteriores. Junto con los
esferoides los organoides prometen ser un modelo interesante con miras a la

medicina personalizada.

____...-|l|l|llll'llllm.-...-..-..--...-...-....nll“
1945 2021

FIGURA 2 REGISTRO HISTORICO PUBLICACIONES "ORGANOIDES"

Registro histérico de publicaciones indexadas utilizando la palabra clave “organoids” (26 de
febrero 2021) Informacidn extraida directamente de la pagina: https://pubmed.nchi.nlm.nih.gov.

6.1.1. Busqueda Bibliograficas de “Spheroids

De los 16230 resultados en Pubmed (Figura 3) obtenidos en la base de
datos se descartaron 15937 elementos debido a filtros preliminares (antigiedad
no mayor a 5 afos, ldioma, y Especificidad del tema) dando un niamero total de
293 resultados que analizar. Al realizar la busqueda en la base de datos de Web
of Science (Figura 4) se obtuvieron 20535 resultados, los cuales al aplicar los

filtros de seleccidn, finalizamos con 347 resultados.
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FIGURA 3 RESULTADO BUSQUEDA “SPHEROIDS” EN BASE DE DATOS PUBMED
Esquema del protocolo de filtrado en la busqueda de publicaciones, la busqueda se realizé

agregando de forma secuencial cada filtro busqueda realizada octubre del afio 2020. — Elaboracién
Propia
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FIGURA 4: RESULTADO BUSQUEDA “SPHEROIDS” EN BASE DE DATOS WEB OF SCIENCE

Esquema del protocolo de filtrado en la busqueda de publicaciones, la busqueda se realizé
agregando de forma secuencial cada filtro busqueda realizada octubre del afio 2020. —
Elaboracién Propia

En los resultados de esferoides destaca que las referencias mas nuevas
afio 2020 no hablan del método sino en gran medida de comparacién e
investigacion de expresion de distintas lineas celulares en este nuevo ambiente

su expresion y metastasis del cancer. Cabe destacar también que sin lugar a
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duda un gran aporte de los esferoides al estudio del cancer es la nueva
disposicion y estructura de las células abriendo paso a muchos estudios de
trasportadores de farmacos y su capacidad de penetracion y distribucién en las

células, de la busqueda se incluyeron 34 publicaciones (figura 5)

- p—
=) =
= —- {
Pubmed 293 -1 e
Resultados — * } % o
- p— Pe—
—.‘_ — 4’ 34
I —- Resultados
— — — —_— Incluidos
Web of 347 E E E
Science Resultados p— — —
145 220

241
Elementos Resultados Elementos
Sin Acceso Repetidos  Excluidos

FIGURA 5 NUMERO FINAL DE PUBLICACIONES UTILIZADAS PARA EL TEMA “SPHEROIDS”

Esquema del protocolo de unién y filtrado manual realizado para los resultados de la busqueda de

informacidn sobre esferoides en ambas bases de datos. — Elaboracién Propia

6.1.2. Busqueda Bibliografica de “Organoids”

Debido a que la busqueda daba un numero reducido de referencias en
cada base de datos, para la elaboracion de este trabajo de investigacion se

procedié a seleccionar este como el primer tema a trabajar y como método de
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inclusidén/exclusion el analisis completo del texto para aprobar o rechazar

priorizando la actualidad de la informacién.

De los 39 resultados en Pubmed (Figura 6) obtenidos en las bases de

datos solo 2 elementos fueron descartados por falta de acceso a la publicacion

dando un numero total de 37 resultados que analizar. Al realizar la busqueda en

la base de datos de Web of Science (Figura 7) obtuvieron 37 resultados de los

cuales 6 elementos fueron descartados por falta de acceso a la publicacion.

Y Y Y Y

5 Afios Ingles o Cancer Cancer de

= T T Esparfiol T T Qvario
] —y —v —5 —5
u L —— e L — L ——
Pubmed 14087 4911 4876 2256 39
Resultados Resultados Resultados Resultados Resultados
9176 35 2620 2220
Resultados Resultados Resultados Resultados

FIGURA 6 RESULTADO BUSQUEDA “ORGANOIDS” EN BASE DE DATOS PUBMED

Esquema del protocolo de filtrado en la busqueda de publicaciones, la busqueda se realizé

agregando de forma secuencial cada filtro busqueda realizada en diciembre 2020. — Elaboracién

Propia
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FIGURA 7 RESULTADO BUSQUEDA “ORGANOIDS” EN BASE DE DATOS WEB OF SCIENCE

Esquema del protocolo de filtrado en la busqueda de publicaciones, la busqueda se realizé
agregando de forma secuencial cada filtro busqueda realizada en diciembre 2020. — Elaboracién
Propia

El total de Resultados corresponderia a 76 y se aplicaron los criterios de
exclusion (Figura 8) Para reducir la cantidad de elementos a incluir a 21 Algunos

resultados aportaban informacién relevante en otros temas como esferoides y

xenoinjertos. Pero NO informacién adicional a lo ya encontrado sobre organoides.
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FIGURA 8 NUMERO FINAL DE PUBLICACIONES UTILIZADAS PARA EL TEMA “ORGANOIDS”

Esquema del protocolo de unidn y filtrado manual realizado para los resultados de la busqueda de

informacidn sobre esferoides en ambas bases de datos. — Elaboracién Propia

6.1.3. Busqueda Bibliografica de “Animal Model’

De los 736385 resultados en Pubmed (Figura 9) obtenidos en la base de
datos se descartaron 735720 elementos debido a filtros preliminares (antigiiedad
no mayor a 5 afos, ldioma, y Especificidad del tema) dando un namero total de
665 resultados que analizar. Al realizar la busqueda en la base de datos de Web
of Science (Figura 10) obtuvieron 418511 se descartaron 418163 y quedaron

para analizar después de los filtros de la base de datos 348 elementos.
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_ 5 Afos _ Ingles o _ Cancer _ Cancerde
— Espariol Ovario
Pubmed 736385 162426 160775 29828 665
Resultados Resultados Resultados Resultados Resultados
573959 1651 130947 29163
Resultados Resultados Resultados Resultados

FIGURA 9 RESULTADO BUSQUEDA "ANIMAL MODEL" EN BASE DE DATOS PUBMED

Esquema del protocolo de filtrado en la busqueda de publicaciones, la busqueda se realizé
agregando de forma secuencial cada filtro busqueda realizada en enero 2020. — Elaboracion
Propia
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FIGURA 10 RESULTADO BUSQUEDA "ANIMAL MODEL" EN BASE WEB OF SCIENCE

Esquema del protocolo de filtrado en la busqueda de publicaciones, la busqueda se realizé

agregando de forma secuencial cada filtro busqueda realizada en enero 2020. — Elaboracién
Propia
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El total de Resultados corresponderia a 76 y se aplicaron los criterios de

exclusion (Figura 11) Para reducir la cantidad de elementos a incluir a 21. En

esta busqueda se encontré6 mucha informacion complementaria para temas

anteriores que fue revisada para temas anteriores.
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127
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FIGURA 11 PUBLICACIONES UTILIZADO PARA EL TEMA "ANIMAL MODEL"

Esquema del protocolo de unidn y filtrado manual realizado para los resultados de la busqueda de

informacidn sobre esferoides en ambas bases de datos. — Elaboracion Propia

Al Final de entre todas las busquedas por separado se utilizaron 72

publicaciones de forma directa y 8 para conectar entre los temas dando un total

de 80 referencias.
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Objetivo I: Caracterizacion de los modelos

celulares

6.2. Caracteristicas de los cultivos celulares - 2D

El cultivo celular inicié su desarrollo a principios del siglo XX uno de los
primeros fueron Harrison, 1907; Carrel, 1912 como un método para el estudio del
comportamiento de las células animales, una técnica que permitia el estudio tanto
in vitro como in vivo. Aunque el inicio con un cultivo de células animal,
exactamente anfibios. A partir de esto ya en 1952 Gry y col, establecen la primera
linea celular continua HelLa, aunque el medio usado fue complejo y poco definido

abria grandes oportunidades para el estudio de la fisiologia, patologia humana.

Las células que se cultivan directamente desde un sujeto se conocen
como células primarias. A excepcion de algunos derivados de tumores, la
mayoria de los cultivos celulares primarios tienen un periodo de vida limitado.
Después de un cierto numero de divisiones las células entran en el proceso de
senescencia y dejan de dividirse, generalmente manteniendo la viabilidad. Las
células se cultivan y mantienen habitualmente a 37°C, 5% CO2y 95% O2en un

incubador celular. Las condiciones de cultivo varian ampliamente para cada tipo
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celular, y la variacion de las condiciones para un tipo celular concreto, puede dar

lugar a la expresion de diferentes fenotipos.

El factor méas variado en los sistemas de cultivo es el medio de cultivo
celular, que dependen de la clase de célula a cultivar y de los factores de
crecimiento usados para suplementar los medios. Las células pueden crecer en
suspension (células sanguineas) o de manera adherente; las que necesitan una
superficie que normalmente es plastico como son las placas Petri, o frascos de
cultivo, que pueden 0 no estar recubiertas con componentes de matriz
extracelular para aumentar sus propiedades de adhesioén y proporcionar otras

sefales necesarias para el crecimiento y diferenciacion.

Las ceélulas terminan formando una capa adherida a la superficie de la
placa de cultivo donde todas las células estdn homogéneamente sometidas a

todos los factores antes descritos.

6.2.1. Cultivo Primario — lineas celulares inmortalizadas

Los cultivos primarios derivados de canceres ofrecen un modelo in vitro
para la investigacion del cancer a un bajo costo y han sido herramientas
invaluables para la ciencia traslacional durante muchos afios, Ademas han

permitido la manipulacion genémica, estudios de biologia celular y exdmenes de
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alto rendimiento més all4 de lo que seria factible en ensayos clinicos 0 modelos

animales.

Las lineas celulares se generan a partir de tejido derivado de pacientes
mediante algin método de inmortalizacion celular, un proceso con poca tasa de
éxito y las pocas que logran generarse son un producto de seleccion clonal a
largo plazo, que pierde la heterogeneidad celular original. Una solucion
econdmica pero que pierde cualidades como un modelo eficiente para el estudio

del cancer.

En relacion con el cancer de ovario estudios apuntan a que muchas de las
lineas celulares de ovario epitelial que se usan actualmente se establecieron con
importantes limitantes tecnoldgicas para su validacion. Analisis genéticos
realizados por Silvia Domcke et al (2003) revel6 que dos de las lineas celulares
mas utilizadas SKOV-3y A2780 (ECACC 93112517 carcinoma cancer de ovario)
carecen de las principales caracteristicas del cancer de ovario seroso de alto
grado (HG-SOC) del subtipo del que se creia originalmente se derivaban,
incluidas las mutaciones de TP53 y la inestabilidad gendmica extensa, lo que
obliga a reevaluar adecuadamente muchos estudios anteriores [3]. La mayoria
de las lineas disponibles comercialmente son TP53-mutantes y su fenotipo es
comparable al del adenocarcinoma, cubriendo solo una minoria de subtipos de

cancer de ovario, dejando la mayoria de los casos clinicos infrarrepresentados

[4].
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6.3. Caracteristicas de los cultivos celulares — 3D

Actualmente, las investigaciones del cancer se realizan utilizando diferentes
modelos en gran medida debido su complejidad y la cantidad de factores que
afectan las distintas etapas de esta enfermedad. Desde 1987 se han ideado
distintos métodos de cultivo 3D para mejorar las capacidades de los modelos
para la investigacién, de este impulso han surgido los esferoides y organoides
que han mostrado propiedades y organizacién celular cercanas a un tumor nativo,
pero la investigacion continua en especial con el aumento de la ciencia de la
ingenieria de tejidos que plantean a futuro la implementacion de organoides en

chips sintéticos que imitan muchos aspectos fisioldgicos de la célula.

De los cultivos 3D actuales, destacan principalmente los esferoides, los
organoides y los modelos animales por sobre otros como los micro fluidos, o
chips. Cada uno de estos modelos presentan ventajas y desventajas, que son

claves de considerar para lograr los objetivos de cada investigacion.
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6.3.1. Modelo de Esferoides

Los esferoides son un agregado de células de pacientes o lineas celulares
que permanece como una estructura 3D flotante. En comparacion con las lineas
celulares, los esferoides pueden simular en gran medida el microambiente de los

tumores y mantener la similitud con los tumores originales (Figura 12).

Los cultivos de esferoides han permitido revaluar con mas detalles el
comportamiento de lineas celulares de cancer de ovario tales como OVCAR - 3
[5], 105C (cancer de ovario epitelial) [6], permitiendo estudiar caracteristicas tales
como expresion proteica y resistencia a drogas que no se expresaban en los
modelos monocapa (2D), ayudando al estudio de la fisiologia, patologia y

bioinformética [7].

Los esferoides se pueden obtener desde fragmentos de tumores (esferas
tumorales derivadas de tejidos y esferoides multicelulares organotipicos), de
cultivos de células madre cancerosas (tumorosferas) o de cultivos en suspension
de células cancerosas individuales (MCTS). Todos los modelos tienen fortalezas
y debilidades. Por ejemplo, los fragmentos de tumor son adecuados para estudiar
tanto la heterogeneidad del tumor como la interaccion entre el tumory el estroma,
mientras que las tumorosferas son mas apropiadas para estudiar la raiz del

cancer y la tumorigenicidad in vivo. El modelo MCTS es probablemente el mas
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conveniente para evaluar el crecimiento tumoral y la supervivencia celular
después del tratamiento y, por lo tanto, esta bien adaptado para la deteccion de

farmacos en ensayos roboticos o masivos [8].

Concentration gradient

Metabolic waste, CO:

0z, nutrients, metabolites

' necrotic zone

@ Senescent zone

. proliferation zone

FIGURA 12. ESTRUCTURA DE LOS MODELOS 3D

Esquema de las partes que componen un esferoide representado por sus distintas zonas;
necrética, senescente y de proliferacion esta es una de las ventajas de los modelos 3D es el
gradiente de metabolitos y nutrientes que se genera lo cual induce que coexistan células en
diversos estados metabdlicos distintos, esto asemeja mucho a lo que sucede en un tumor in vivo.
Modificado de Gilazieva, Z., et al. (2020) [9]

El término hetero esferoide y esferoides multicelulares se usa de forma
similar para referirse a esferoides que contienen méas de una clase celular y
generalmente se forman a partir de una linea celular cancerigena y otras
células tales como mesenquimales [10], macréfagos [11, 12] o fibroblastos
[13]. Esto permite el estudio de la interaccion entre células sanas y el cancer

con diversos propositos.
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6.3.1.1. Esferoides en la metastasis peritoneal

Una de las razones principales del mal pronéstico del cancer de ovario es
la metastasis intraperitoneal y pélvica, que se produce cuando las células del
cancer se diseminan mas alla del confinamiento de los ovarios (Figura 13). Las
células de cancer generalmente se diseminan dentro del abdomen, donde la
acumulacion de ascitis ayuda en su transito. La ascitis metastasica contiene
esferoides multicelulares, que promueven la quimio resistencia y la recurrencia
[14]. Estas unidades metastasicas, que pueden adherirse al mesotelio e invadir
la matriz extracelular para facilitar la diseminacion peritoneal, podrian
considerarse la fuerza impulsora en la metastasis tumoral en el cancer de ovario.
Estos esferoides naturales del cancer comparten una gran cantidad de
caracteristicas con los cultivados desde lineas celulares, por lo que protocolos
para estos cultivos pueden aplicarse para su estudio, estos crecen hasta
aproximadamente 500 um de didmetro, y tienen una zona exterior proliferativa y

una zona hipoxica — necrética en comun [15].
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FIGURA 13 EFECTOS Y OPORTUNIDAD DE LOS ESFEROIDES EN LAS ASCITIS MALIGNA

Los esferoides autogenerados son los precursores de la Metastasis Peritoneal, evento que suele
suceder en etapas tardias y suele considerarse como el evento principal causante de la mortalidad
del cancer de ovarios. Estudios sugieren que se pueden aprovechar estos esferoides para el
estudio de tratamientos personalizados y asi mejorar el prondstico de la enfermedad. Elaboracion
propia.

Para la generacion de esferoides existen principalmente dos métodos:

los independientes de matriz extracelular y los dependientes de matriz.
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6.3.2. Método de cultivo independiente de matriz

Los métodos de generacion de esferoides independientes de matriz son
muy comunes por su facil implementacion y van desde el uso de placas de ultra
baja adhesion el cual es tratado para evitar de forma fisica y/o quimica la unién
de las células a los pocillos, algunas técnicas usan agitacion para mejorar la unién
celular y evitar su adhesion a los pocillos., generacion de gotas colgantes método
que se basa en la generacion de pequefias gotas en suspension donde el
asentamiento celular la gravedad y la adhesion célula-célula propician la
generacion de aglutinaciones celulares. [3] o superficies tratadas para evitar la
adhesién celular [16] (Tabla 1) y (Figura 14). Otorgan un mejor modelo sin
alejarse demasiado de lo convencional. También se pueden utilizan herramientas
mecanicas como motores de rotacion e incluso usar propiedades fisicas como el
magnetismo para lograr un cultivo, aunque estas Ultimas requieren un

equipamiento especial.

En los cultivos independientes de matriz se puede apreciar de mejor
manera que el cambio espacial y estructural de los modelos 3D presenta
diferencias con respecto al modelo convencional monocapa como plantea
Singha, B et al. en sus resultados donde existen diferencias significativas en

expresion de muchas proteinas como LC3 - I, LC3 — II, ULK1 [16]. Siendo el
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modelo mas parecido al modelo 2D o de monocapa la disposicién y ordenamiento
genera cambios que permite nuevos estudios (Tabla 1), se pueden formar

esferoides de casi cualquier linea celular relevante para estudio.

TABLA 1 METODOS INDEPENDIENTE DE MATRIZ DESARROLLADOS EN LOS ULTIMOS 5 ANOS

Nombre del estudio Resumen Referencia
Método de gota colgante a Ensayo funcional para evaluar la sensibilidad a
partir de células primarias  drogas en cultivos de células primarias derivadas de [3]
derivadas de ascitis (AsPC) ascitis (AsPC) de pacientes
Cultivo de esferoides _— - .
. Generar datos predictivos de la sensibilidad in vivo
frescos en acido ) ) . : [16]
. L. al platino, con mira a terapias personalizadas
hialurénico

Examinar la aparicién y el desarrollo de la quimio
Modelo de pasajes en serie resistencia en el cancer de ovario en un formato [17]

controlable y reproducible.
Método de cultivo . . L.
e ) Los esferoides generados mediante esta técnica
dindmico, bajo esfuerzo

. fueron totalmente susceptibles de ensayos [18]
cortante fisiolégicamente .
funcionales.
relevante
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FIGURA 14 METODOS INDEPENDIENTE DE MATRIZ

Ay b) Método de superficies de baja adhesién, c) Métodos de gotas colgantes d y e) Método de
cultivo rotativo f) método de Microfluidos g) Método de levitacion magnética. Modificacion de
Imagen de “Na-Eun Ryu, et. al” [19]

6.3.3. Métodos de cultivos dependientes de matriz

El uso de matriz ayuda a emular un microambiente tumoral dado que juega
un papel importante en el del desarrollo del cancer [20]. El microambiente tumoral
es una mezcla de células malignas y no malignas, como fibroblastos, células
endoteliales y células inmunes que afecta el crecimiento del tumor y sufre
cambios en respuesta a la progresion del cancer, normalmente para imitar el

microambiente se utiliza un matrigel, films o particulas disueltas (Figura 15).

Los biopolimeros naturales incluyen los obtenidos de la naturaleza seda,
gelatina y alginato o componentes ECM, como el colageno fibrina y acido
hialurénico pueden ser utilizados para formar la matriz [21]. Actualmente, el
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método mas usado es matrigel que se trata de una membrana basal solubilizada
extraida de sarcoma de ratdn que consiste en una mezcla indefinida de proteinas
de la matriz extracelular (como laminina y coldgeno) que permite interacciones
célula-matriz, que promueven el crecimiento de células malignas y no malignas,
asi como la formacion de esferoides. Lamentablemente entre sus desventajas es
que es dificil su estandarizacién debido a su alta variabilidad de lotes [21],

composicion indefinida y origen murino.

Aungue como modelo experimental para el estudio de la fisiologia o
patologia del cancer pueden presentar ventajas, para la utilizacion en la prueba
de drogas el problema de la estandarizacion es complejo, razén por la cual se

sigue en busqueda de una matriz mas eficiente cada afio (Tabla 2).

FIGURA 15 METODOS DEPENDIENTE DE MATRIZ

Esquema de las diferentes técnicas de cultivo dependiente de matriz mas utilizados en la
investigacién. a) Matrigel b) Film ¢) microparticulas - Imagen de “Spheroid Culture System
Methods and Applications for Mesenchymal Stem Cells” [20]

Para abordar estos inconvenientes, se estdn explorando materiales
naturales y sintéticos como alternativas para generar modelos de cancer en 3D.

Los materiales naturales recapitulan los aspectos estructurales del medio
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extracelular, pero son limitados en las propiedades mecanicas. Mientras que los

materiales sintéticos pueden superar las limitaciones del control mecéanico, son

menos bioactivos [22].

TABLA 2 METODOS DEPENDIENTE DE MATRIZ DESARROLLADOS EN LOS ULTIMOS 5 ANOS

Nombre del estudio
Hidrogel biomimético a
base de colageno

Matrices de ensamblaje de
péptido-proteina como
modelo biomimético

Plataforma de micro fluidos

Poly (ethylene glycol)-Cross-
Linked Poly (methyl vinyl
ether-alt-maleic acid) and
Alginate Double-Network

Hydrogels

Un hidrogel 3D PEG
inspirado en omento

Generacion de hetero
esferoides en placas con
matrigel

Resumen
Recapitula el nicho de las células madre, mejora la
progresion y la quimio resistencia.

Los bio-enlaces de ensamblaje de PA / proteina
pueden modelar la TME del cancer de ovario a un
nivel similar, pero mds controlado, que el
proporcionado por Matrigel.

La viabilidad y la expresidon del marcador epitelial en
los cultivos de micro fluidos fue superior a la de
Matrigel o cultivos 3D de gran volumen.

Generacion de matrices con diferentes propiedades
para pruebas farmacoldgicas.

Plataforma mejorada de prueba de farmacos in vitro
para estudiar la respuesta a farmacos, para células
derivadas de pacientes.

Produce esferoides de tamafio uniforme para
multiples ensayos simultaneos.

Referencia

[23, 24]

(22]

(25]

(26]

(27]

(28]
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6.4. Modelos de Organoides

Los organoides son una version miniaturizada y simplificada de un 6rgano
producido in vitro que se derivan de células de un tejido, células madre
embrionarias o células madre pluripotentes inducidas mediante un cuidadoso
ajuste y control de su medio extracelular, las que pueden autoorganizarse en

cultivo tridimensional debido a su capacidad de autorrenovacion y diferenciacion.

En general, el proceso de fabricacion de un organoide empieza con la
capacidad intrinseca que exhiben las células madre para ensamblarse en
estructuras complejas; cuando estas se colocan dentro de un hidrogel (a menudo
matrigel) y en presencia de factores exdgenos adecuados las células madre

tienden a formar estructuras que contengan grupos organizados de células

Estas réplicas de 6rganos o tumores no requieren transformacion para
sobrevivir y permiten una expansion a largo plazo, al tiempo que mantienen el
panorama genomico de las células del donante. Dado que estos sistemas apoyan
el crecimiento de células epiteliales sanas, les da a los modelos organoides una
ventaja considerable que ninguan otro sistema de modelo derivado de humanos
ha tenido antes: idoneidad para estudiar las primeras etapas del desarrollo

tumoral en entornos relevantes para humanos [4].

44



Los organoides representan un enfoque emergente para la creacion de

modelos de céncer in vitro ya sea derivado de células madre (Tabla 3) o de

pacientes ya que son capaces de imitar las caracteristicas fisiopatoldgicas de la

tumorigénesis y metéstasis [1, 4, 29]. el tiempo de formacion suele ser de 1 o0 2

meses [29].

TABLA 3 METODOS DE FORMACION DE ORGANOIDES DESARROLLADOS EN LOS ULTIMOS 5ANOS

Método

Organoides Endometriales
libres de matriz.
Cultivo a partir de
esferoides multicelulares
(MCS) presentes en los
liquidos de efusiones
malignas.
Formacion de organoides
desde tejido de epitelio de
las trompas de Falopio
reconstruido.
Formacién de organoides de
HGSC mediante sefializacion

Resumen

Caracteristicas funcionales del endometrio nativo en
respuesta a la fase folicular E2 y testosterona

El modelo recapitula las caracteristicas histoldgicas del
liquido ascitico maligno y pueden expandirse durante
al menos 6 dias.

Se demostro, abundante presencia de células madre
en tejido de epitelio de las trompas de Falopio,
eficientes en la formacion de organoides

Modelo derivado de células pluripotentes de epitelio
de las trompas de Falopio humano.

6.4.1. Organoides derivados de Pacientes (PDO)

Referencia

(30]

(31]

(32]

(33]

Los organoides tumorales derivados de pacientes se han convertido en

importantes sistemas de modelos preclinicos. Esto principalmente a que se

pueden cultivar a partir del material celular extraido del propio del paciente, se

pueden expandir con alta eficiencia y en parte también a que son mas

econdémicos y rapidos existiendo técnicas para lograrlo en aproximadamente 20
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dias [34]. El tratamiento de estos organoides es muy parecido a los de esferoides

anteriormente tratados.

Brevemente, el cultivo de PDO comienza picando el tejido del paciente y
colocando las células en Matrigel. Luego, se agregan medios llenos de nutrientes
alrededor de las gotas para permitir el crecimiento continuo de las PDO y para
gue las células crezcan en formas de esferoides que se denominan "organoides".
Si se cultivan bien, las formas conservan el paisaje genético y las propiedades

histolégicas del tumor original [35].

Los organoides derivados de pacientes no pierden la capacidad de imitar
las caracteristicas de expresion genética [34] y fisioldégicas del tumor de los
mismos pacientes [36, 37]. Incluyendo la capacidad de emular de cerca la
respuesta fisiolégica a farmacos para medir la eficacia y toxicidad [29],
convirtiendo este método una alternativa mas conveniente que los Xenoinjertos

(revision mas adelante) [38].

Se han generado organoides tumorales derivados del paciente a partir de
tejidos tumorales extraidos: de colon, pancreas, préstata, mama, gastrico,

pulmén, eso6fago, vejiga, ovario, riidn e higado [36, 39].

En el caso particular del cancer de ovario existen estudios que sugieren el
uso de organoides derivados de pacientes para el estudio de todas las etapas del

cancer desde determinar el riesgo de recurrencia en etapas tempranas, al
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monitorear las caracteristicas de estos organoides ya que conservan fielmente
las propiedades del paciente del que se generd. [40] y otros que demuestra
correlacion entre la resistencia a drogas y la respuesta del paciente como
demostré Chris Jenske de Witte et al. [1, 34] al estudiar y caracterizar 36
organoides derivados de paciente de 23 pacientes, también es importante
mencionar que incluso se pueden estudiar etapas tan tardias como la metastasis
y el efecto de esta en otros érganos como los pulmones y tejido circundante. [41];
abriendo la puerta a ser usados para el avance de una medicina personalizada

para todas las etapas de la enfermedad.

En los dltimos afios se han generado distintos métodos para la
recapitulacion de organoides a partir de pacientes, para superar distintos
desafios propios de cada cancer o tejido como la resistencia a la digestion o
tejido, o con miradas a optimizar el rendimiento para lograr pruebas de alto

rendimiento.
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TABLA 4 METODO DE ENSAYOS PDO DESARROLLADOS EN LOS ULTIMOS 5 ANOS

Los ensayos de organoides derivados de pacientes carecen de las complicaciones de la transicion
del modelo de organoide lo que permite que su investigacion en los Ultimos 5 afios se centre en
mejorar las cualidades del modelo — Elaboracion Propia

Nombre del estudio Resumen Referencia

Método para la reduccion de la perdida de
muestra por los procesos de digestidn en los
métodos tradicionales de cultivo de organoides [42]
derivados de pacientes logrando un éxito del 45 al
90%, para una propagacion robusta de organoides
Estandarizacién de metodologia para el cultivo de
Cultivo derivado de pacientes esferoides derivados de pacientes con miras a
en Matrigel mantener las caracteristicas histolégicas y la
positividad de p53 de los tumores primarios.
Mediante una adaptacidn al medio de cultivo se
pueden generar organoides de pequefio tamano
de forma eficiente para ser usado dentro de una [43]
semana después de la cirugia, para evaluar
sensibilidad a drogas

Método optimizado contra la
resistencia a la digestion

(39]

Método de alto rendimiento
en forma de mini anillo

6.5. Caracteristica de los Modelos Animales

En la actualidad ademas de las lineas celulares se suele usar el modelo
animal. Estos modelos sirven como puentes entre las pruebas in vitro y la
composicién heterogénea de un organismo vivo, en las que distintos tipos
celulares se relacionan dentro de un microambiente. Los modelos animales, en
especial el de ratén se utilizan ampliamente en la investigacion del cancer debido
a disponibilidad y diversidad de cepas inmunocompetentes e inmunodeficientes

y esto motiva a la modificacién de métodos para mejorar su eficiencia (Tabla 5).
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Dado la capacidad de mantener un microambiente fisiologicamente
controlado, los modelos de animales, permite estudiar posibles efectos
secundarios producidos por farmacos en tejido u érganos [44], Ademas, es una
estrategia para predecir y evitar tales efectos [45] También es una técnicas de
deteccion en etapas tempranas del cancer o de una posible metéstasis [46]
cualidades imposibles de reproducir en los modelos in vitro; como el efecto en

foliculos primordiales [47] o los efectos de mMARNS [48].

Sin embargo, es importante entender que un modelo animal no siempre
es extrapolable al ser humano. Esto dado principalmente por razones propias de
la fisiologia animal, como el comportamiento de los animales y las diferencias
entre especies que pueden contribuir a interpretaciones erréneas de los

resultados.
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TABLA 5 MODELOS ANIMALES INNOVADORES EN LOS ULTIMOS 5 ANOS

En los Ultimos 5 afos una de las areas de investigacion del modelo animal es mejorar la capacidad
exploratoria del modelo, para lograr estudiar sin intervenir demasiado el modelo. — Elaboracion
Propia

Nombre del estudio Resumen Referencia

Modelo de ratén de cancer

de ovario para metastasis , . . .
P Modelo de ratdn para el estudio de quimioterapia

peritoneal para el estudio de . . [49]
. . intraperitoneal.
quimioterapia
intraperitoneal.
Este método se puede utilizar para producir
Puerto endoscopico de dispositivos con fines ligeramente diferentes a los
acceso repetido y de bajo del acceso endoscopico repetido, como la [50]
costo produccidn de un puerto de entrada para

herramientas quirurgicas.

6.5.1. Ratones Modificados Genéticamente (GEM)

El raton de laboratorio es el modelo animal mas utilizado en la
investigacion del cancer debido a su alta adaptacion a diferentes ambientes,
variabilidad genética y similitudes fisiolégicas con humanos. Comenzando con
mutaciones espontaneas que surgen en colonias de ratones que permiten
perseguir estudios de condiciones patolégicas especificas, esta area de
investigacion in vivo ha evolucionado significativamente, Tal como su nombre lo

indica este modelo nace con las técnicas de edicidon genética.

Este modelo sigue evolucionando en especial con la técnica de secuestro

CRISPR / Cas9, que ofrece herramientas poderosas en el disefio y desarrollo
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varias cepas de raton con capacidades como de generar modelos de ratones
humanizados que abarcan el sistema inmunologico humano o emular cualidades

antes dificiles o imposibles [51].

En la actualidad existen tres estrategias principales para la generacion de
GEM Microinyeccion de constructo de ADN, infeccidn retroviral y transgén
dirigido, todas las cuales implican la introduccion de secuencias de ADN en el

genoma en el modelo de raton.

La mayoria de los estudios preclinicos en cancer de ovario se realizan
utilizando modelos de roedores inmunodeficientes o xenoinjertos para el estudio
de etapas mas avanzadas o ya formadas de cancer. Y se pueden usar métodos
de induccidén quimica para generar un cancer de ovario que puedan ser un buen
modelo para etapas tempranas ya que poseen una histopatologia y vias de
diseminacibn a otros oOrganos similar al cancer de ovario humano.

lamentablemente la formacién del cancer toma de 6 a 12 meses [52].
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TABLA 6 METODOS DE OPTIMIZACION DE ENSAYOS CON GEM EN LOS ULTIMOS 5 ANOS

El modelo de raton modificado genéticamente es un modelo hecho a medida para el estudio de
cada cdncer. En los ultimos 5 afos se estudia como generar ratones especificos para cada cancer
mas que en mejorar el modelo como técnica — Elaboracion Propia.

Método Resumen Referencia
Terapia génica monitoreada Linea celular de cancer de ovario humano con
por imagenes moleculares expresion estable de luciferasa mediante la [49]
para el cancer de ovario transfeccion de las células con el gen lentiviral
ortotdpico de rata mCherry / luciferasa

6.5.2. Xenoinjertos Derivados del Paciente (PDX)

Actualmente los modelos de xenoinjertos derivados del paciente (PDX) o
xenoinjertos tumorales derivados de pacientes (PDTX) se han desarrollado
ampliamente debido a que pueden representar de mejor forma la heterogeneidad
del tumor y ademas el microambiente tumoral con retencion de la complejidad
celular, citogenética y arquitectura estromal [53]. Ademas, al poner el tumor en
un ambiente mas realista ha permitido su uso como una forma eficiente de

ensayos farmacolégicos preclinicos [42, 54].

Generalmente, el xenoinjerto se genera desde una biopsia derivada del
paciente o tejidos tumorales disecados quirdrgicamente y se utilizan para el
crecimiento tumoral ratones inmunodeficientes. Dependiendo el lugar del
trasplante se denomina implantacion heterotopica (cuando se inyectan muestras

de cancer en un sitio de raton independiente de la ubicacion del cancer primario)
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u ortotopica (Los modelos ortotépicos implican la siembra de lineas de células

tumorales en el tejido correspondiente en modelos animales).

Los modelos PDX de trasplante ortotopico pueden generan metastasis e
imitan con precision el entorno natural del tumor primario, generalmente se
utilizan para el estudio de metastasis tumoral. Para la mayoria de los canceres
de ovario, la investigacion se realiza con frecuencia utilizando heterotépicamente
debido a que es mas facil técnicamente de implementar, como también para

realizar el seguimiento y monitoreo del tumor.

Las limitaciones de los xenoinjertos derivados de pacientes incluyen,
ademas del uso de animales de experimentacion, una baja eficiencia del injerto
para algunos subconjuntos de tumores de pacientes. Ademas, el enfoque es
costoso, requiere mucho tiempo y recursos asociados y los PDX pueden sufrir

una evolucion tumoral especifica hacia la fisiologia del ratén [29].

TABLA 7 METODOS DESARROLLADOS DE PDX DESARROLLADOS EN LOS ULTIMOS 5 ANOS

Método Resumen Referencia
Xenoinjertos derivados de
pacientes en ratén Reduccidn de la disparidad entre los modelos
parcialmente humanizado convencionales y los bloqueadores de puntos de [55]
para pruebas preclinicas de control inmunitarios usando xenoinjertos

inmunoterapias
Generacion de lineas

celulares derivadas de PDX Capacidad de expandir células PDX in vitro para

ensayos de cribado 2D posteriores, asi como para

estables L . s [56]
., su uso in vivo para reducir la variabilidad, el uso
usando reprogramacion i .
. de animales y los costos de estudio.
condicional
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Objetivo II: Potencial para predecir una respuesta a

drogas

6.6. Potencial y utilizacion de los Cultivo 2D

El modelo de cultivo celular en monocapa o 2D ha sido el modelo
tradicional utilizado para el estudio de muchas patologias, incluyendo cancer y
su tratamiento farmacol6gico, es normal que todos los estudios siempre sean
probados en este modelo, aunque su capacidad de prediccién es conocida como
muy baja. Pero es evidente que este modelo presenta una serie de limitaciones
siendo poco representativo de la realidad del microambiente celular. Esta es la
principal razén por la cual los ensayos experimentales con nuevas terapias
siempre incluyen modelos mas complejos como el animal, especialmente si es

necesario predecir la respuesta a farmacos.
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6.7. Potencial de los Modelos celulares 3D

Existen diferencias significativas al cambiar de modelos monocapa a los
modelos 3D, el cambio espacial genera que no todas las células estan expuestas
en las mismas condiciones, generando una heterogeneidad en los estados
celulares en un mismo cultivo. Al crecer el numero de células en los esferoides
se generan gradientes donde las células precursoras quedan en el centro
incapaces de obtener nutrientes y oxigeno entrando en un estado de hipoxia y
cambiando su expresion y comunicacion con otras células (Figura 16)., mientras
que las células més exteriores se encuentran expuestas al medio nutritivo y al
oxigeno en una fase de proliferacion. Diversos estudios apuntan a que la hipoxia
juega un papel importante en la aparicion de la resistencia a farmacos [57], todo

esto combinado crea un cambio importante en el modelo celular
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FIGURA 16 CAMBIOS ENTRE MODELOS 2D Y 3D

Multiples propiedades son la razén del cambio de la resistencia a drogas entre el modelo
monocapa y los nuevos modelos 3D, los cuales pueden potenciarse en los modelos para el
estudio de forma independiente o en conjunto de sus efectos. La hipoxia es un factor reconocido
por generar otros cambios como el aumento de la acides y el cambio metabdlico, estos cambios
se ven potenciados en los esferoides y permiten mejor su estudio — Imagen de Nunes et al. —
Modificada [57].

6.8. Potencial de los esferoides

Los esferoides tienen la ventaja de ser un punto de partida mucho mejor
que los modelos monocapa ya que pueden manejarse con precision y facilidad
para emular caracteristicas especificas de un tumor [8], es posible generar
cocultivos ademas las propiedades fisicoquimicas y biologicas son
personalizables; se establece un gran numero de interacciones célula-ECM
artificiales, estan presentes gradientes de gases, nutrientes y pH; los esferoides

se pueden formar sin equipos y herramientas especificos; la mayoria de las
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técnicas son econdmicas; compatible con ensayos masivos [21], usando este
modelo se pueden hacer ensayos predictivos con una alta tasa de confiabilidad
sobre el futuro resultado de los tratamientos de ciertos pacientes [58]. En gran
medida por dar un salto importante en la representacion de la fisiologia del cAncer

en comparacion al modelo monocapa. (Figura 17).
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Figura 17 Los esferoides mantienen la histologia de los tumores

En los modelos de esferoides se puede apreciar de mejor manera las similitudes estructurales Imagen
superior y los parecidos histoldgicos Imagen inferior que tienen los esferoides a un tumor real, esto
debido a que su ordenamiento permite la interaccidn de células en distintos estados celulares,
mejorando el modelo de forma significativa. - Imagen de Maria Jeppesen et al. [59]
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6.8.1. Penetracion de farmacos

En los cultivos tradicionales monocapa es dificil de evaluar la capacidad
de los farmacos y de los sistemas de administracion de farmacos para llegar
selectivamente al lugar de accién, la capacidad de penetrar y distribuirse por los

tumores soélidos, factores limitantes del éxito del tratamiento del cancer.

El surgimiento de los modelos 3D ha sido un gran impulso para el estudio
de nanoparticulas trasportadoras y el estudio de farmacologia de forma mas
precisa en especial la capacidad de evaluar la penetracion de moléculas en el
tejido tumoral, Marie Millard et al. [8] sugiere que estos modelos pueden
integrarse al estudio de nanoparticulas dado que los esferoides multicelulares
mostraron una fuerte evidencia de barreras de transporte que impiden la difusién
de macromoléculas (farmacos, trasportadores, proteinas). Ademas, los modelos
3D han permitido estudiar los mecanismos que influyen en la difusién de
moléculas a través del espacio intersticial como son la estructura y composicion
del compartimento intersticial, el tamafio de los espacios intersticiales, la

densidad celular, etc.

En este sentido los cultivos 3D ofrecen evaluar la penetracion de farmacos

y trasportadores de una forma mas econdmica y rapida que el modelo animal, ya
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existen estudios que lo evallan tomando en cuenta las propiedades tanto de
superficie como internas del tumor [60]. Ademas, se han usado estos modelos
para estudiar el efecto de estas propiedades en los medios de distribucion y la

incorporacion de moléculas trasportadoras. [8, 61, 62].

6.8.2. Protedmica y expresion.

El uso de modelos 3D en especial de esferoides ha permitido estudiar las
interacciones que se generan entre distintas poblaciones celulares ya sea de la
misma linea u otras poblaciones celulares como en los esferoides multicelulares
u organoides. Esto ha generado cambios de expresion de proteinas, en especial
integrinas, entre otras lo que se asemeja a un ambiente mas representativo a un
tumor sélido real [63]. En cuanto a proteGmica existen estudios muy extensos
como Thomas Worzfeld et al. [64] que han demostrado diferencias significativas
en multiples vias de sefalizacion intercelular impulsadas por mediadores de
proteinas o lipidos que estan asociadas con el resultado clinico en esferoides.
Las proteinas mas destacadas del grupo de "adhesion celular" son integrinas
(ITG) y receptores con funciones de sefializacién fundamentales en la biologia
del céncer, incluidos los receptores de efrina (rEPH), EGFR, NOTCH3, la

molécula de adhesion L1CAM, las fosfatasas de proteina de tirosina de tipo
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receptor (PTPR) y los receptores de semaforina de las familias de neuropilina

(NRP) y plexina (PLXN) entre otros.

Estas expresiones se ven potenciadas en los modelos 3D debido a que su
estructura potencia la interaccion intracelular. Existen una gran cantidad de
estudios que hablan de la expresidn especifica de proteinas o vias de
sefalizacion para esferoides. Con un especial enfoque los esferoides
multicelulares los cuales han demostrado como otras células logran enriquecer
el modelo para el estudio de la generacion de la quimio proteccion [10], uno de

los factores méas importantes del mal pronostico en el cancer de ovario.

6.8.3. Estudios de los Mecanismos de Metastasis en Cancer de ovario

Una de las caracteristicas en cancer de ovario es la generacion de
metastasis en el liquido intraperitoneal. Estas células metastasicas generan
esferoides de forma natural lo que puede ser aprovechado usando las técnicas
de cultivo de esferoides y se ha visto que por medio de este fendmeno se generan

multiples mecanismos de resistencia a farmacos.

El cancer de ovario seroso de alto grado (HGSOC) es la forma mas
agresiva de cancer de ovario (OC) y se caracteriza por el inicio temprano de la

diseminacién peritoneal, fendmeno que lo distingue del cancer de ovario seroso
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de bajo grado (LGSOC). La metéastasis en cancer de ovario se produce por
diseminacion intraperitoneal de las células cancerosas, tanto la metastasis
hematdgena como la intraperitoneal implican cambios en las interacciones célula-
célula o célula-matriz debido a la expresion de proteinas de adhesién mejor
representada en los modelos 3D. Esta es una de las razones mas influyentes en
el mal pronostico de esta patologia. Estas caracteristicas se reflejan en los
esferoides extraidos de la ascitis peritoneal. Con esto en mente se han usado
esferoides para estudiar el prondstico de distintas pacientes, demostrando su
potencial aplicacion debido que los canceres mas agresivos son propensas a
formar esferoides heterotipicos con fibroblastos, y asocian la expresién de ciertas

proteinas como ITGA5 como indicadores de un mal pronéstico. [13, 65].

Estudios genéticos comparativos entre los esferoides formados de células
de ascitis maligna con las células del tumor primario del paciente pueden ayudar
a conocer tanto la progresion del tumor como los posibles resultados terapéuticos
en el cancer de ovario [66]. Con esto en mente existen ensayos que demuestran
que el uso de estos esferoides son un buen modelo para el analisis de
susceptibilidad a drogas, esto a su capacidades como modelo y su adaptabilidad

al ensayo masivo [67].
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6.9. Avances de los organoides

Los organoides tradicionales a partir de células madre. Han demostrado
tener mucha capacidad para el estudio de las primeras etapas del cancer y las
interacciones en las primeras etapas. Pero su aplicacion esta muy limitada por el
tiempo que demoran en diferenciarse. Actualmente se plantea y se estan
generando bancos de esferoides de muchas lineas celulares que pueden ayudar

a estudiar y reclasificar lineas celulares muy utilizadas.

En el caso particular de los organoides de cancer de ovario diversos
estudios apuntan a que es un modelo de tumor util para el andlisis de genes, la
prediccibn de sensibilidad a farmacos y la busqueda de biomarcadores
especificos [68, 69]. Los organoides son una herramienta util en el estudio de la
terapia de orientacion genética y proporciona un buen entorno para el estudio de
la inmunoterapia [70]. Esta herramienta se presenta como una opcion para
estudiar la evolucién desde tejidos normales, lesiones precancerosas, hasta la
malignidad. Este modelo se plantea con miras a lograr una deteccion, prevencion

y tratamiento tempranos.

Aun queda mucho por estudiar de estos modelos y se sigue generando

investigacion centrada en mejorar el rendimiento de los organoides, donde mas
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avance se ha logrado es agregando la Ingenieria de tejidos lo que permite

generar organoides en chips impresos [71].

6.9.1. Oportunidades de los Organoides derivados de pacientes

Estos modelos ya son parte de ensayos para medir y comprar efectividad
de drogas en tratamientos de cancer con distintos farmacos (Figura 18), estos
avances concuerdan que son un modelo viable con un gran potencial uso en la

medicina personalizada, de forma predictiva [58].

Day 1-3:
Organoid formation

Day 4-5:
Drug treatment

Day 0: Day 6:
Seeding in Dispase release and
matrigel final assay

Figura 18 organoides en la medicina personalizada

Los organoides derivados de pacientes poseen las propiedades especificas del cancer individual
del paciente convirtiéndolos en una poderosa herramienta potencial para el desarrollo de
medicina personalizada y una guia para el tratamiento farmacolégico del cancer. — Imagen de
Nhan Phan et al. [43]
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TABLA 8 UsO DE ORGANOIDES DERIVADOS DE PACIENTES EN ENSAYOS PRECLINICOS

Farmaco Tipo de cancer Conclusion Referencia
Derivados de Cancer de .

L . Efectividad comparable al

benzoilpiperidina de ovario seroso ) [29]
.. carboplatino
segunda generacion de alto grado
Se pueden realizar pruebas
Complejos de Paladio Cancer de farmacoldgicas para seleccionar
(11) con N-trifluorometilo . posibles antineopldsicos de un gran
ovario seroso [72]

Carbenos N- pool de opciones, una eleccién con
. de alto grado
heterociclicos: menos tasa de error que los
modelos tradicionales.

6.10. Modelo Animal

6.10.1. Estudios en la Vias de administracion

Existen multiples métodos de administracion que son imposibles de
estudiar en modelos in vitro y que pueden ser estudiados gracias a las
caracteristicas modelo animal. Incluso métodos parecidos pueden tener
diferencias significativas en los resultados de supervivencia segun la
quimioterapia intraperitoneal con catéter (CIPC), la quimio perfusion
normotérmica e hipertérmica (NIPEC e HIPEC) segun la droga que con la cual

se esté experimentando [73].

Gracias a los modelos estudios como el de Viadimir G. Bespalov et al.

Puede plantear cambios en los tratamientos actuales y sugerir nuevos
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tratamientos con potencial y da como ejemplos experimentales con el farmaco
dioxadet el cual tiene potenciales ventajas en la quimioterapia intraperitoneal
frente al cisplatino mas utilizado en la actualidad, lo que indica las perspectivas
del dioxadet para su futura introduccion en la practica clinica como farmaco
primario para HIPEC y CIPC en pacientes con cancer de ovario avanzado y

recidivante [73].

6.10.2. Caracteristicas de los Xenoinjerto

Dada las limitaciones de los modelos de lineas celulares y modelos
animales en la investigacion preclinica, que no reflejan de manera suficiente la
situacion fisiologica de los seres humanos, se han desarrollado ampliamente los
modelos de xenoinjertos derivados del paciente (PDX). Los PDX logran una
representacion de la heterogeneidad y microambiente tumorales con retencion

de la complejidad celular, citogenética y arquitectura estromal.

Un desafio en las pruebas de nuevos farmacos es determinar la
participacion de las caracteristicas fisiolégicas como las hormonas y la eficacia
antitumoral. El xenoinjerto es una mezcla entre los modelos de
esferoides/organoides y el modelo animal que permite precisamente estudiar

estos efectos, que pueden ser muy importante en el desarrollo de algunos

66



carcinomas serosos de alto grado [74], o el desarrollo de nuevas técnicas de

deteccion de cancer menos invasivas 0 mas precisas [75].

Existen estudios detectaron una gran concordancia de sensibilidad al
cisplatino y al carboplatino entre los modelos PDX y los pacientes donantes tales
como Cybulska P et al. (2018) [76], que realizo secuenciacidn genética

comparativa entre los xenoinjertos y los tumores de pacientes.
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Objetivo Ill: Analisis de ventajas y desventajas de los

modelos.

6.11. Diferencias Economicas entre modelos 2D y 3D

El modelo mas econdémico siempre sera el modelo 2D ya sea cultivo
primario o linea celular, su amplia utilizacion y optimizaciones por afos a
permitido minimizar sus costos, disminuir sus requerimientos en equipos Yy
técnica, los esferoides y organoides usan en gran mayoria el mismo soporte y
otros agregados como matrigel, o placas especiales menos estandarizadas y
altamente comerciales, esto debido a que es la base de la mayoria de los
métodos de cultivo y todo cultivo en 3D o modelo animal suele tener asociado en

algun grado un cultivo en 2D.

En cuanto a los modelos 3D los modelos independientes de matriz como
gotas colgantes o placas de ultra baja adhesion son los mas econémicos al no
ser muy diferentes a los cultivos 2D en cuanto a requerimientos o equipos

especiales, ya que otros pueden ser adaptados.
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6.12. Discusiones Eticas

En general se cree que el uso de material de lineas celulares carece de
implicancias éticas debido a su amplio uso y fécil acceso, pero no es el caso.
Como se explica en: “A Troubled Past? Reassessing Ethics in the History of
Tissue Culture” Existe un trasfondo muy ignorado en la utilizacion de muchas
lineas celulares, un tema aun sin resolver que puede afectar la conciencia de
cada investigador de manera diferente. Donde ya judicialmente se dio un

veredicto por lo que legalmente no habria implicancias.

Aquellos que tienen implicancias éticas mas directa y sencillas de ver
siempre son aquellos donde un ser vivo es afectado, ya sea un animal como en
los modelos animales. Donde se debe tener siempre en cuenta el tratar de afectar
al menor niumero posible, cosa que se opone a la estadistica que busca un gran
ndamero de muestras para ganar robustez, evitar el sufrimiento del animal es
dificilmente posible sin poner en riesgo las condiciones de estudio en una

patologia crénica y que con conocidos efectos en la calidad de vida.

En el caso de los organoides, en el caso de generarse de células madre o
sean parte de una biopsia u operacién son parte de un paciente el cual podria

entregar voluntariamente o como parte de desecho de operacién, con
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informacion genética, clinica y personal que se debe tratar con extremo cuidado

y respeto.

6.13. Ventajas y desventaja de los Esferoides

El uso de esferoides ha demostrado tener propiedades que los modelos
monocapa no poseen, estas propiedades se deben tener en cuenta en muchos
casos para el desarrollo experimental complicando el modelo a favor de una

mejor representacion de la realidad fisiologica (Figura 19).
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FIGURA 19 PARECIDO ENTRE ESFEROIDES Y TUMORES

Los esferoides, en especial los esferoides multicelulares tienen un gran parecido a los tumores
reales, esto es lo que les da una gran ventaja para el estudio contra el cancer. —imagen de Marie
Millard et al. [8]

6.13.1. Tamafio y forma

Uno de los grandes inconvenientes sobre el estudio en esferoides en
algunos métodos de cultivo como por ejemplo los de placas de ultra baja
adhesidn es la falta de capacidad de formar esferoides de forma uniforme ya sea
en tamafio, forma y por consecuencia de densidad para hacer los analisis
estadisticos de forma precisa como se demuestra en Ludivine Guillaume et al.

los esferoides acumulan estrés inducido por el crecimiento afectando la forma
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una caracteristica importante de evaluar al momento de desarrollar un método

experimental de cultivo de esferoides.

El tamafo de los esferoides también afecta los gradientes y la penetracion
de farmacos. Ademas, aunque todos tienen el nombre de esferoides no todos los

esferoides poseen la misma forma (Figura 20).

Group
Row 1 2' | 3 4
1 Breast ) 'y ~f 3
2 Colon ‘ A &
3 Ovarian - - ;
4 Leukemia > 3
5 CNS .
6 Prostate ® g
7 NSCLC ® »
8 Renal ® - o) o
9 Melanoma n e ,%

FIGURA 20 FORMA Y AGREGACION DE ESFEROIDES

Los esferoides pueden presentar formas distintas segun el tipo de linea celular que lo origine como
son ejemplos: Grupo 1= Esferoides Condensados, Grupo 2 = Esferoide no condensado, Grupo 3 =
Agregados, and Grupo 4 = agregados sueltos. -Imagen de Selby, M et al.
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6.13.2. Efectos fisicos

Todas las células existen en un entorno fisiol6gico que esta determinado
por factores biologicos, quimicos y fisicos. Los efectos fisicos a veces son
olvidados por la dificultad de tener modelos para su correcta evaluaciéon, pero
igual que los quimicos y biolégicos, estos factores dirigen el crecimiento, la
organizacion y la funcion de los tejidos, pero también pueden causar o contribuir

a enfermedades como el cancer.

Estos fendmenos cobran especial relevancia en el cancer de ovario debido
al su particular mecanismo de metastasis en la ascitis como explica Alexandra R.
Hyler et al. Se ha demostrado que la adicion de pequefas cantidades de esfuerzo
cortante de fluidos (FSS) altera las propiedades de los esferoides [77], como el
aumento de la expresion de marcadores de células madre cancerosas y la quimio
resistencia [78]. Y esta también cambia la viabilidad y forma de los esferoides,

donde el efecto depende del tipo de linea celular. [18].

Aungue exponer a los esferoides en situaciones estresantes durante su
formacion los que pueden su tamafio y densidad parece ser relevante. Como
sefalan algunos estudios el tamafio manera de formacién de los esferoides no
tienen efectos significativos, respecto a la resistencia a drogas. El efecto solo se

presento en los esferoides grandes (5000) (estudio en cisplatino). Que suele ser
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dificil de evaluar debido a la deformaciones en el esferoide por efectos de las

drogas [79].

6.13.3. Desventajas del Efecto de la matriz.

Es importante tener en cuenta que la matriz puede afectar las pruebas
debido principalmente a que puede afectar la expresion de proteinas o ser un
impedimento al trasporte o llegada del farmaco, como ejemplo en las
demostraciones de Song, H., et al. En las que, las proteinas de adhesion tales
como Integrina 1, N-Cadherina, E-Cadherina [80] cambian su expresion de

acuerdo con la matriz (Figura 21).
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FIGURA 21 EFECTO DE LA MATRIZ

Paclhitaxel

La matriz extracelular juega un papel importante en la expresién de proteinas, lo que puede
afectar el resultado de algunos experimentos se presenta un ejemplo del efecto de la matriz
en la expresidn de proteinas de adhesion en cultivos de HO-8910PM de 7 dias [77]
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6.14. Ventajas de los Organoides

La principal ventaja de organoides cancerosos es ligeramente mas
econOmica en comparacion a los modelos animales, requiere menos espacio y
una técnica mas facil de usar y se puede lograr en 1 0 2 meses, y dejando la

oportunidad de subcultivos. [29].

Estos modelos tienen la ventaja de mantener el genotipo y fenotipo
originales de los tumores (Figura 22) y representan una herramienta importante
para las pruebas experimentales de agentes anticancerosos, Por tanto, se
podrian utilizar para aconsejar directamente decisiones individualizadas en

futuros ensayos clinicos [29].

Trichrome
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20um _*, =id

Organoid |

Figura 22 Modelo de organoides
Los organoides, aunque parecidos a los esferoides poseen la ventaja de tener una estructura mas

heterogénea y funcional de sus células, donde distintos tipos celulares pueden convivir para
imitar incluso el funcionamiento de un érgano. —imagen de Wiwatpanit, T. et al. [30]
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6.15. Modelo Animal

6.15.1. Modificacion genética ventajas y desventajas

En la actualidad la técnica CRISPR / Cas9, ofrece herramientas poderosas
para disefiar y desarrollar diversas cepas de raton. Comenzando con mutaciones
espontaneas que surgen en colonias de ratones que permiten realizar estudios
de condiciones patolégicas especificas, y los recientes avances permiten
“humanizar” el modelo en las areas especificas que se desee estudiar, de forma
menos costosa y mas eficiente, existen una gran variedad de formas de realizar
estas con ventajas y desventajas especificas como se explica en “Spontaneous

and Induced Animal Models for Cancer Research” [51].

6.15.2. Xenoinjerto

6.15.2.1. Heterotdpica u ortotopica

Es importante considerar la ubicacién del injerto para los experimentos,
Para la mayoria de los canceres de ovario, la investigacion se realiza con

frecuencia utilizando modelos PDX trasplantados heterotdpicamente, aun cuando
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poseen menos cualidades fisioldgicas que los ortotopicos debido principalmente
a que su técnica es mas facil y se puede monitorear el tamafio del cancer con
precision. En cambio, los modelos ortotopicos generar metéstasis e imitar con
precision el entorno natural del tumor primario, que normalmente se utilizan para
el estudio de la metastasis tumoral, pero poseen menor la tasa de éxito del injerto

tumoral y disminuyen la reserva de heterogeneidad del cancer humano [53].

6.15.2.2. Consideracion en la Tasa de Injerto

No solo la ubicacion es importante sino también se debe tener en cuenta
la tasa de injerto puede ser muy variable desde el 29% al 100% esto porque se
ve influenciada por multiples factores como el subtipos de cancer, huésped, el
sitio de implantacion, los tumores primarios 0 metastasicos, el estado del
tratamiento del paciente y la conservacion de las muestras tumorales [53].

Ademas de poder sufrir una evolucion tumoral especifica del raton [29].

Una de las desventajas mas grandes del modelo animal, es que es dificil
de humanizarlo debido a la fisiologia y comportamientos propios de los animales,
disponer de una gran cantidad es un gasto constante y tener una cantidad
reducida aumenta los tiempos de experimentacion en un proceso en que el
tiempo de establecimiento que puede variar desde 2 a 11 semanas, incluso en
algunos canceres 30+ semanas [53].
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6.15.2.3. Miradas a una Medicina Personalizada

El desarrollo de nuevos modelos en especial los derivados de paciente
directamente son un paso importante para la medicina personalizada. Esto
debido que cada tumor y cada paciente pueden tener diferencias significativas en

la respuesta a farmacos.

En el caso del cancer de ovario los esferoides provenientes de la ascitis
son una oportunidad aprovechable, de bajo costo y relativamente baja necesidad
de equipo especializado. En otro cancer es necesario usar modelos de

organoides derivados de paciente para lograr las mismas caracteristicas.

El uso de los Xenoinjertos derivados de pacientes permite el andlisis de la
farmacologia de forma mas precisa y personalizada, esto debido a que, al ser el
modelo mas complejo, capaz de emular la distribucién de los farmacos en cuerpo
y organos en general. Esto a pesar de lo complicado de su puesta en marcha
debido a su alto costo y requisitos técnicos puede ser un enfoque distinto para
las pruebas preclinicas existentes actualmente, esto debido a que al tener el
componente derivado de paciente pueden ser pruebas humanizadas sin poner
en riesgo a ningun paciente. Esto ya esta siendo explorado, ya existen estudios

de farmacolégicos tomando esta linea de investigacién como es el caso de “Anti-
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Cancer Activity of As406 and its Efficacy in a Series of Patient-Derived

Xenografts for Human Cervical Cancer”
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7. Discusion

En los 5 dltimos afios ha aumentado rapidamente el interés en el desarrollo
de modelos 3D generando a su vez una gran cantidad de informacion en especial
cuando se habla de esferoides. Por otro lado, la cantidad de informacion
disponible para los organoides, contrario a lo esperado, es mas modesta, esto
dado principalmente a la necesidad de contar con instrumentos especificos y
protocolos para generar este modelo mas complejo si se usan células madre o
de adquirir en el caso derivados de pacientes. Es importante recalcar que ninguin
modelo esta por encima del otro, y no responden a un desarrollo lineal, esto
debido principalmente que sus diferencias pueden ser ventajas y desventajas que
pueden ser aprovechadas de acuerdo con las necesidades experimentales de

cada laboratorio.

Como ocurre habitualmente en los avances tecnolégicos, en general aun
existe una falta de estandarizacién en la terminologia empleada y protocolos
utilizados, existiendo una gran cantidad de protocolos y métodos. Esto aumenta
la variabilidad y reproducibilidad entre modelos de cultivos 3D. Finalmente, este
problema es una oportunidad dirigida a los distintos grupos de investigacion de
generar protocolos y modelos innovadores estandarizados con miras a responder

a distintas necesidades, en distintas condiciones.
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Para el estudio de la respuesta a drogas los modelos mas complejos como
el modelo animal pueden estudiar la respuesta de forma eficiente y ademas se
puede observar las -caracteristicas farmacolégicas de estas drogas.
Lamentablemente este modelo es complejo en técnica, tiempo y equipo. Los
organoides son un modelo potencial en especial en los derivados de pacientes
tienen potencial en la medicina personalizada. Pero en el caso particular del
cancer de ovario los esferoides pueden ser el modelo con la mejor relacion costo
eficiencia debido a la particularidad de su metastasis que ofrece esferoides
naturales. E incluso los derivados de lineas celulares son mejores modelos de

pruebas que las pruebas en modelos 2D tradicionales.
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8. Conclusiones

Los nuevos modelos en 3D abren una oportunidad a investigar nuevos
temas para el avance de la ciencia, cada uno con sus caracteristicas, ventajas y
desventajas pueden ser usados con miras a investigar temas antes dificiles o
imposibles. Y esto se ve claramente en el rapido aumento en el numero de
publicaciones que aparecen cada afio usando alguno de estos modelos, asi
como también en las propuestas e inicio de bancos de esferoides y organoides,
pensando en un futuro donde el cultivo 2D sea solo una etapa méas que un fin.
En vista de esto es recomendable para todos los laboratorios de investigacion
poner esfuerzo en informarse y encontrar el modelo que pueda mejorar las
condiciones de su investigacion para entregar datos relevantes en sus
publicaciones, estas tecnologias pueden adaptarse a cualquier laboratorio
cualesquiera sean las condiciones. Por ejemplo, el modelo de gotas colgantes
para generar esferoides requiere de una minima inversion ya que no difiere en
gran medida con el modelo tradicional y aun con este cambio permite generar
cambios importantes que ofrecen la oportunidad de mejorar el modelo mas

cercano a la realidad.

En el cancer de ovario los esferoides y organoides tienen mucho que

aportar en el caso particular del cancer de ovario el esferoide tienen ventajas
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como modelo que pueden ser aprovechas para el entendimiento de esta

patologia.

Los modelos 3D tienen el potencial de remplazar completamente los
modelos tradicionales, el aumento de la tecnologia que disminuye costos,
tiempos y equipos. Puede ser la puerta a que estos modelos lleguen a la clinica
para determinar el mejor tratamiento a una paciente de forma personalizada, los
esferoides y organoides ya han demostrado ser capaces de esto, o que es un
importante avance en una patologia con tan mal prondstico donde cada minuto
cuenta en particular debido a su capacidad de adquirir resistencia a el tratamiento

con anticancerigenos.
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