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RESUMEN

El cancer de ovario es una de las neoplasias ginecoldgicas mas letales debido a su
diagnostico tardio y alta resistencia a la quimioterapia. Frente a ello, los modelos
tridimensionales (3D) han surgido como una alternativa mas representativa del
microambiente tumoral en comparacion con los cultivos bidimensionales

tradicionales.

Este estudio evaluo el efecto del cultivo 3D, mediante la formacion de esferoides
celulares, sobre la resistencia farmacologica y el metabolismo en lineas de cancer
de ovario sensibles (OVCAR-3) y resistentes (SKOV-3). Los esferoides obtenidos
mostraron una menor sensibilidad frente a los agentes antineoplasicos cisplatino,
carboplatino y doxorrubicina, evidenciando un aumento de la resistencia en el

modelo tridimensional.

A nivel molecular, se observd una sobreexpresion de genes asociados al
metabolismo glucolitico en OVCAR-3 y del metabolismo lipidico en SKOV-3,

sugiriendo una reprogramacioén metabdlica asociada a la resistencia.

En conjunto, estos resultados confirman que los modelos tridimensionales
reproducen de mejor manera las condiciones fisiologicas del tumor y representan
una herramienta mas adecuada para el estudio de la quimiorresistencia y del

metabolismo tumoral en cancer de ovario.



1. INTRODUCCION

1.1. Contexto del cancer de ovario

Hoy en dia, el cancer se posiciona como uno de los problemas de salud publica mas
importantes a nivel mundial, siendo esta enfermedad una de las principales causas
de muerte, donde, segun reportes de la Organizacion Mundial de la Salud, puede
llegar a tomar la primera o segunda posicion como causa de muerte antes de los 70
afos (WHO 2020). Es mas, se estima que para el afio 2040 se observe un aumento
del 47% de casos respecto a lo registrado en el afio 2020, donde los paises mas
afectados son aquellos en vias de desarrollo (Sung H, et al. 2021), no quedando
Chile exento de esto. Segun una proyeccion realizada por el Ministerio de Salud, el
cancer tomara la primera posicion como causa de muerte en un periodo no mayor

a 10 afios (MINSAL 2018).

El cancer corresponde a una patologia oncoldgica caracterizada por un crecimiento
descontrolado y anormal de las células en cualquier zona del organismo, un
reconocimiento aberrante por parte del sistema inmunoldgico y, en etapas mas
avanzadas de la enfermedad, la capacidad de invasion y metastasis, entre otras

caracteristicas (Yin, Wang et al. 2021).

Con relacion al cancer de ovario, esta patologia se categoriza como la neoplasia

maligna mas agresiva y letal dentro de los canceres gineco-obstétricos (Stewart et



al.,Cancer de ovario, esta patologia se categoriza como la neoplasia maligna mas
agresiva y letal dentro de los canceres gineco obstétricos (Stewart, et al. 2019).
Aunque comunmente se da una mayor cobertura al cancer de mama, el cancer de
ovario es 3 veces mas letal, teniendo el peor prondstico y la tasa de mortalidad mas

alta de los canceres femeninos del aparato reproductor (Bray, et al. 2018).

Si bien en un inicio esta patologia afecta como su nombre lo indica a los ovarios,
este no se limita a dichos érganos y segun sea su estadificacion este puede
comprometer estructuras adyacentes como las trompas de Falopio, utero, colon y
en etapas mas avanzadas afectar a ganglios linfaticos, de los cuales se vale para
diseminarse a érganos distantes como higado o pulmoén. (Olsen, et al. 2018). Las

caracteristicas para cada estadio del cancer pueden ser observadas en la Figura 1-

Estadio I: Estadio IV:
El cancer se encuentra El cancer se ha
solo en los ovarios o las uno de los ovarios o diseminado a los
trompas de Falopio trompas de Falopio, o érganos que se
ambos, un cancer encuentran fuera del
itonea area abdominal.

pelvis 0 es un cancer

peritoneal.

ganglios linfatic
retroperitoneales.

Figura 1-1. Estadificacion del cancer de ovario: (American Society of Clinical

Oncology, 2017).



Segun sea el tejido en el cual se origina este cancer, puede ser descrito de 3 formas:
como un carcinoma de origen epitelial, carcinoma estromal o un carcinoma de
células germinales. Aqui se destaca particularmente el carcinoma epitelial que se
caracteriza por tener dos presentaciones, una de lento crecimiento y desarrollo que
se limita principalmente a los ovarios y otra que presenta un crecimiento exacerbado
e invasivo. Este cancer de tipo epitelial corresponde al 90% de todos los casos

diagnosticados de cancer de ovario. (Kroeger & Drapkin, 2017).

Respecto a su prevalencia, existe una diversidad poblacional mostrando una mayor
tasa en mujeres blancas no hispanas e hispanas seguido de mujeres de raza negra
y asiaticas con una incidencia de entre 9.2 a 12.0 por 100.000 personas (Torre, et

al. 2018).

En el contexto nacional, existe un alza gradual tanto para la incidencia como
también para la mortalidad. Segun datos de GLOBOCAN, al ano 2020, (Sung, et al.
2021) se diagnosticaron anualmente mas de 800 casos nuevos y son alrededor de
500 personas que pierden la vida por esta enfermedad. Por otro lado, analizando la
situacion por region, la mayor taza de casos se concentra principalmente en 5
regiones del pais, posicionandose en primer lugar Magallanes con 12,2 por cada

100.000 mujeres, en segundo lugar, la regidon del Biobio con 8.1 por cada 100.000
mujeres, luego la region de Tarapaca con 7,4 por cada 100.000 mujeres, seguido
por la region de Los Lagos con 7,3 por cada 100.000 mujeres y finalmente por la

region de Los Rios con7.2 por cada 100.000 mujeres. (MINSAL, 2019)



Dentro de las caracteristicas de esta patologia se encuentra su sintomatologia
silente, lo que ocasiona que la mayoria de los diagndsticos sean realizados en
etapas avanzadas de la enfermedad. (Lheureux, 2019). Presenta una tasa de
supervivencia a 5 afos del 26 al 42% dependiendo de lo temprano que se logre
hacer el diagndstico. Sin embargo, el 40% de las pacientes diagnosticadas en
etapas Ill o IV mueren al afo y un 25% dentro de los primeros 90 dias post

diagnostico. (Bray, et al. 2018).
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1.2. Diagnéstico del cancer de ovario

Debido al caracter silente de esta enfermedad, el abordaje diagndstico suele ser
altamente complejo y cuyas posibilidades de supervivencia dependen directamente
de que pueda realizarse un diagnostico temprano, el cual muchas veces se ve
imposibilitado debido a la falta de biomarcadores de deteccién temprana. (Bonifacio

V. 2020).

Segun se puede encontrar en la literatura, la mayoria de los casos de cancer de
ovario son diagnosticados en etapas avanzadas de la enfermedad, correspondiendo
a los estadios Il y 1V, siendo un 34% de los diagndsticos en la etapa Il y un 26%

en la etapa IV (Paik et al. , 2015).

Clasicamente se ha utilizado el antigeno CA125 como un marcador tumoral en
cancer de ovario el cual corresponde a una glicoproteina secretada al torrente
sanguineo que se encuentra sobreexpresada en cancer. Se considera que cuando
los niveles séricos son mayores a 35 U/mL existe un alto riesgo de cursar con la
patologia (Zhang, et al. 2022). Sin embargo, actualmente este marcador no se
recomienda para la deteccion temprana de cancer de ovario debido a las altas

probabilidades tanto de falsos positivos como negativos. (Slatnik, et al. 2015).

Actualmente se investigan nuevas estrategias y biomarcadores para realizar una
pesquisa temprana, como es el caso de la proteina 4 de epididimo humano (HE4)
que en conjunto con el CA-125, alimenta un algoritmo de riesgo de malignidad

11



ovarica (ROMA) en combinacion con otros antecedentes clinicos para predecir un

alto o bajo riesgo de malignidad. (Dochez, et al. 2019)

Estudios preliminares muestran que este abordaje enfocado en el biomarcador
(HE4) presenta mayor sensibilidad que el CA-125 y ademas se encuentra presente
en todos los subtipos de cancer ovarico. Ademas, al igual que CA-125 es secretada

a la sangre por lo que puede ser detectada en suero (Anastasi, et al. 2023).

Existen, por otro lado, marcadores moleculares que tienen una directa relacion con
una predisposicion genética para la patologia, por ejemplo, se encuentran las
mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2. Si bien comunmente las mutaciones
asociadas a estos genes se relacionan principalmente con el cancer de mama,
aumentan significativamente el riesgo de desarrollar cancer de ovario. Mujeres con
mutaciones en BRCA1 tienen un riesgo del 40% de desarrollar cancer de ovario,
mientras que para BRCA2 un 18% (Llort, et al. 2015). Entre el 13 y 21% de las
pacientes presentan mutaciones en linea germinal y otro 6% con mutaciones
somaticas, es asi como la sociedad estadounidense de oncologia clinica
recomienda que todas las pacientes con diagnostico confirmado de cancer de ovario
deben realizarse estudios moleculares para detectar mutaciones en BRCA1 y

BRCAZ2 (Vergote, et al. 2022).

Para realizar un estudio confiable se opta por estudios imagenoldgicos como lo son
la radiografia de térax frontal y lateral, tomografia computarizada de térax completo
o de pelvis y también la ecografia abdominal y pélvicas, destacando particularmente
la ecografia transvaginal que entrega informacion sobre el tamafio del tumor, su

ubicacion, y la complejidad tumoral. (MINSAL 2019)
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Es justamente la ecografia transvaginal, la técnica predilecta para realizar un
correcto y completo diagndstico de cancer de ovario. Dentro de las caracteristicas
que se investigan mediante esta técnica imagenoldgica, esta la evaluacion de la
presencia de ascitis, proyecciones papilares, evaluacion de ganglios linfaticos
retroperitoneales o la irrigacion de la zona. Por otro lado, esta herramienta se utiliza
mas alla que solo para el diagnodstico de las pacientes, sino que también es de vital
importancia a la hora de monitorear y realizar un correcto seguimiento de la

enfermedad.

La limitante de este estudio es el hecho de que no puede realizarse una correcta
distinciébn entre masas cancerigenas de otras mas ovaricas como las que se
presentan en el sindrome de ovario poliquistico o quistes premenopausicos por lo
que un correcto diagnostico requiere de un abordaje multidisciplinario donde se
considere por ejemplo biomarcadores en sangre o pruebas genéticas (Kaijser, et al

2018).
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1.3. Terapia en cancer de ovario

En primera instancia, el abordaje estandar en el tratamiento del cancer de ovario es
la intervencion quirurgica; esta cirugia busca realizar una citorreduccion de tal
manera que pueda ser removido lo maximo posible de la masa tumoral. A
continuacion de esto se procede a administrar a las pacientes quimioterapia
adjuvante basada en un esquema principalmente a base de farmacos agentes del

platino. (de Jong, et al. 2023)

Dentro de los farmacos a base de platino mas conocidos se encuentra el cisplatino,
este agente quimioterapéutico actua uniéndose al DNA interfiriendo con la
replicacion e inhibiendo asi la division celular y por tanto induciendo muerte celular.

(Damia & Broggini, 2019) .

Especificamente el cisplatino ingresa a la célula tumoral mediante difusion pasiva,
aunque también puede hacerlo mediante el empleo de los transportadores de cobre
102 (CTR1 o CTR2). Cuando el cisplatino reacciona uniéndose covalentemente a
las hebras de DNA, interfiere con la separacién y el desenrollamiento de las
cadenas, lo que genera un arresto en el ciclo celular y, como consecuencia, la
muerte de la célula. Por otro lado, el cisplatino esta involucrado en el estrés oxidativo
de las células, por tanto, también contribuye de esta manera a la induccion de la

apoptosis (Fuertes et al., 2003).
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Si bien una alta cantidad de pacientes presenta una buena respuesta a los
esquemas basados farmacos de platino, es comun que un numero no menor,
especificamente un 62% de las pacientes presente una recaida de la enfermedad.
Por su parte un 25% de quienes son diagnosticadas con cancer de ovario, presenta
una resistencia primaria lo que significa que no hay una respuesta inicial a los
farmacos del platino. Para determinar si un paciente es sensible o resistente al
tratamiento, se considera la respuesta inicial a la quimioterapia, considerandose que
un paciente es resistente si sufre una recaida dentro de los 6 meses de administrado
el tratamiento y que es sensible si su recaida ocurre dentro de 6 0 mas meses desde

la quimioterapia (Le Saux, 2021).

En aquellos casos en que el equipo clinico se encuentra con pacientes
resistentes al tratamiento, se debe recurrir al uso de una terapia de segunda linea
que tiene un objetivo paliativo mas que curativo. Aqui, se encuentran farmacos
como la Doxorrubicina la cual es un agente antineoplasico ampliamente utilizado en
diversos tipos de cancer. La doxorrubicina corresponde a un antibiético antraciclina
con actividad antitumoral y citotoxica que actua intercalando el ADN, inhibiendo la
topoisomerasa e induciendo la produccion de ROS (Thorn et al. 2011).
Ademas, frente a la exposicion a la doxorrubicina, se ha observado que aumentan
también los niveles intracelulares de glutation como una respuesta de proteccion

celular (Kim et al. 2019).

En el caso de Chile, los lineamientos que entrega el ministerio de salud siguen la
misma dinamica que se encuentra en la literatura. De acuerdo con las guias clinicas

del ministerio de salud, el tratamiento del cancer de ovario en estadios iniciales es
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preferentemente la cirugia cito reductora teniendo en cuenta la edad de la paciente
para abordar de manera conservadora si se encuentra en edad fértil. En estadios
avanzados se debe considerar un enfoque mas radical pudiendo alcanzar hasta una
histerectomia completa con remocion de tejido linfatico y estructuras anexas como

el omento, peritoneo o resecciones intestinales (MINSAL 2019).

Con respecto a la quimioterapia, esta debe ser determinada por el medico oncélogo
en base a andlisis de laboratorio y estudios de anatomia patolédgica. Esta puede ser
administrada en cualquiera de las estadificaciones, salvo en etapas | y || que posean
estadificacion quirdrgica. En general, se recomienda terapia combinada tanto por
via intravenosa como por via intraperitoneal, segun determine el equipo clinico. Por
otro lado, también se reporta que la administracion conjunta de carboplatino mas
placitaxel presenta una mejor respuesta que administrando carboplatino como
monoterapia, esto dado que el placitaxel junto al carboplatino actuan de manera
complementaria, el primero a nivel de los microtubulos en la mitosis y el segundo a
nivel de ADN. Para estadios avanzados de la enfermedad, el esquema de
tratamiento puede tener tanto un enfoque adjuvante como un neo-adjuvante
utilizando una combinacion de placitaxel con carboplatino, carboplatino con
gemcitabina o carboplatino con doxorrubicina. En caso de que las pacientes sean
consideradas resistentes al tratamiento, se debe evaluar por parte del comité
oncolégico la utilizacién de terapias paliativas o la utilizacidon de monoterapia de
topotecan, gemcitabina, doxorrubicina liposomal, placitaxel semanal, teniendo en
consideracion siempre la toxicidad del tratamiento, la respuesta a este y la calidad

de sobrevivida. (MINSAL 2019
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1.4. Quimiorresistencia en Cancer de Ovario

Una caracteristica muy importante del cancer de ovario es su elevada
quimiorresistencia, aun cuando un elevado porcentaje de pacientes logra alcanzar
la remision. En la literatura, podemos encontrar que en 80% de las pacientes que
alcanzan la remisién en estadios avanzados de la enfermedad experimentan una

recaida que es explicada por el fendmeno de la quimioresitencia.

La resistencia viene dada por una variedad de situaciones multifactoriales como lo
son alteraciones genéticas, tanto desde una perspectiva de mutaciones como
también a través de una regulacién epigenética, asi como también alteraciones por

parte del sistema inmune.

Uno de los mecanismos mas estudiados sobre la resistencia a la quimioterapia a
base de platino son las alteraciones en el transporte del farmaco, de esta forma lo
que falla aqui es la via por la cual la célula tumoral capta y expulsa el farmaco. Asi
una posible opcidn es una baja en la expresién de transportadores que capten el
compuesto lo que se traduce en una baja o nula concentracion intracelular de la

droga.

Por otro lado, hay una sobreexpresion de transportadores de multirresistencia a
drogas, de modo que el farmaco esta siendo sacado constantemente al medio
extracelular. Muchas de las células resistentes a la quimioterapia también muestran
mayores capacidades de reparacion de ADN; esto ha sido evidenciado en estudios

que muestran un aumento en la expresion de genes asociados a la reparaciéon de

17



ADN, como, por ejemplo, MSH1 y MSH2. También las células cancerigenas activan
mecanismos de regulacion epigenéticas de tal manera que aumentan la expresion
de DNA metiltransferasas generandose una hipermetilacion en zonas del DNA
relacionadas a muerte celular y represion de la proliferacion o también una
hipermetilacion en zonas promitoticas (Havasi, 2023). En la Figura 1-2 se presentan
algunos de los mecanismos de resistencia a drogas en cancer de ovario que han

sido descritos.

Intrinsic Resistance Acquired Resistance
Chemotherapy

% |%
[meomar | %6 46 3 |y ,@@;

Drug target
Cytochrome p450 Pro-survival alteration
Bcl-2, Bel-XL, xIAP,

Glutathione transferases
clAP, MCL-1

insensitivity and repair

Figura 1-2. Mecanismos de quimiorresistencia intrinsecos y adquiridos en cancer
de ovario: Fuente: (Cornelison et al. 2017) Emerging Therapeutics to Overcome
Chemoresistance in Epithelial Ovarian Cancer: A Mini-Review.
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Por su parte en el caso de la doxorrubicina, un estudio metabolémico recientemente
realizado en nuestro laboratorio, utilizando lineas celulares de cancer de ovario,
investigo el papel del glutation y del metabolismo lipidico como factores clave en la
resistencia a este farmaco. En células resistentes a dicho farmaco encontraron una
regulacion al alza de glutatién y metabolitos lipidicos. Cuando se realizé la deplecion
de glutatién se indujo un cambio en la sensibilidad a los farmacos mostrando un
cambio de respuesta citostatica a citotdxica. De esta forma los autores plantean al
glutation como uno de los mecanismos que adquiere la célula cancerigena para la
resistencia a Doxorrubicina, ademas de sugerirlo como un posible blanco

farmacologico (Alarcon-zapata et al. 2023).
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1.5. Cancer de ovario y liquido ascitico

El liquido ascitico es un liquido seroso, de color claro semi transparente, que se
acumula en la cavidad abdominal, entre las capas del peritoneo, es decir el espacio

que reviste al abdomen y los érganos internos (Rakina, et al 2022).

En el caso del cancer de ovario, la acumulacion de liquido ascitico ocurre en etapas
avanzadas de la enfermedad y es denominado como ascitis maligna y ademas de
componerse por sustancias como agua, glucosa, electrolitos o proteinas contiene
células cancerosas, lipidos y moléculas de sefAalizacion que crean un
microambiente que favorece la supervivencia, proliferacion, e invasion y metastasis
de las células tumorales (Ford, et al.2020). Esto ocurre debido a la obstruccion de
los vasos linfaticos por células tumorales y a alteraciones en la permeabilidad
capilar que conllevan a alteraciones del equilibrio de la presién hidrostatica y
oncotica lo que se traduce en una mayor filtracion de liquido hacia la cavidad

abdominal (Du, et al. 2023).

Dado que el liquido ascitico actia como un microambiente propicio para la
supervivencia y proliferacion de células tumorales, las cuales pueden agregarse
para formar esferoides tridimensionales que actuan como precursores clave de las
metastasis (Uno et al., 2022). Estos esferoides derivados de la ascitis maligna
facilitan la diseminacion, adhiriéendose al mesotelio peritoneal, lo que conlleva la
metastasis intraperitoneal y pélvica, lo cual corresponde a la principal causa de
mortalidad en cancer de ovario y, por tanto, a la resistencia al tratamiento (Tadi¢ et
al., 2024).
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1.6. Relacion del metabolismo y el cancer.

En el caso particular del cancer de ovario, recientemente nuestro laboratorio ha
observado, mediante analisis metaboldmicos en lineas celulares SKOV-3 vy
OVCAR-3, modelos representativos de células resistentes y sensibles a agentes
antineoplasicos respectivamente, que las células sensibles presentan un
enriquecimiento de metabolitos de origen glucidico, mientras que las resistentes
muestran una predominancia de metabolitos lipidicos. Ademas, se identificd al
glutation como un actor clave en los mecanismos de resistencia, ya que su
deplecion permitié cambiar un fenotipo resistente por uno sensible. Estos hallazgos
demuestran que la resistencia terapéutica esta directamente relacionada con

adaptaciones metabdlicas hacia un metabolismo lipidico (Alarcon-Zapata, 2023).

El metabolismo y sus alteraciones en el cancer han sido reconocidos desde hace
muchos afios. Las células cancerigenas, en su afan por sobrevivir y proliferar,
reprograman sus procesos metabolicos normales para adquirir caracteristicas que
potencien su malignidad, incluyendo una mayor capacidad invasiva. Este fendbmeno,
conocido como reprogramacion metabdlica, es considerado uno de los "hallmarks"

del cancer, tal como se muestra en la Figura 1-3 (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Figura 1-3. Sellos del cancer actualizados. Modificado de: Hanahan, D., &

Weinberg, R., Hallmarks of Cancer: The Next Generation.

Uno de los ejemplos mas conocidos de esta reprogramacion es el efecto Warburg,
descrito por Otto Warburg, quien observé que las células tumorales utilizan
preferentemente la glucdlisis para obtener energia, produciendo lactato incluso en
presencia de oxigeno (Liberti & Locasale, 2016). Aunque la glucélisis es menos
eficiente energéticamente que la fosforilacion oxidativa, las células cancerigenas la
prefieren porque les permite obtener intermediarios metabdlicos fundamentales
para la proliferacién celular, como ribosa, aminoacidos y nucleétidos (Icard et al.,

2018).
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Para favorecer la glucolisis, las células tumorales pueden sobre expresar
transportadores como GLUT-1, y aumentar la expresion de enzimas clave como la
hexoquinasa 2 (HK2), lactato deshidrogenasa (LDHA) y piruvato quinasa tipo M
(PKM). Esta situacion ha sido particularmente observada en el cancer de ovario,
donde la literatura reporta un aumento en la expresion de GLUT-1, HK2, LDHA y

PKM (Xintaropoulou et al., 2018).

Otro factor importante en la desregulacion metabdlica es la disponibilidad de
nutrientes. Los tumores presentan gradientes de oxigeno, pH y nutrientes que
disminuyen desde la periferia hacia el interior. Esto, sumado a la alta tasa de
proliferacion celular, obliga a las células cancerosas a activar vias metabdlicas
alternativas, como las asociadas al metabolismo de lipidos. Los lipidos no solo
aportan energia, sino que también participan en la formacion de membranas

celulares y en procesos de sefializacion celular (Kroemer & Pouyssegur, 2008).

En este contexto, las células tumorales pueden aumentar procesos como la sintesis
de novo de acidos grasos, su captacion o su oxidacion (Broadfield et al., 2021). Esta
desregulacion no solo impacta la proliferacion, sino también la interacciéon con el
microambiente tumoral. Algunas moléculas lipidicas, como la prostaglandina E2 y
el acido lisofosfatidico (LPA), estan involucradas en la progresiéon tumoral y la
resistencia a farmacos (Chiurchiu et al., 2018). Ademas, estas alteraciones afectan
la angiogénesis, la actividad de fibroblastos, células inmunes, y pueden inducir
lipdlisis en adipocitos cercanos (Broadfield et al., 2021). Asi, diversas proteinas y

enzimas han sido identificadas con un rol alterado en este contexto: CD36 en la
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captacion de acidos grasos (Guillaumond et al., 2015), CPT1A y CPT1B en la

oxidacion (Liu et al., 2016), y FASN en la sintesis de novo (Du et al., 2022).

A pesar de los numerosos hallazgos que destacan al metabolismo como un eje
clave en la investigacion del cancer, una de las principales limitaciones es que la
mayoria de los estudios han sido realizados en cultivos celulares en monocapa, los
cuales no representan de manera fiel las condiciones in vivo y por tanto, es
necesario escalar hacia modelos mas complejos que permitan obtener resultados

mas representativos de lo que realmente ocurre en pacientes.
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1.7. Esferoides celulares como modelo de estudio en cancer de ovario.

Histéricamente, la mayoria de las investigaciones en cancer se han basado en el
uso de cultivos celulares bidimensionales (2D). A pesar de su amplia utilizacion,
estos modelos presentan limitaciones importantes al no reproducir adecuadamente
la complejidad del tumor in vivo. Su popularidad se debe principalmente a su
facilidad de estandarizacion, reproducibilidad y rapida tasa de crecimiento. Sin
embargo, tienden a perder parte de la heterogeneidad celular, ya que suelen
derivarse de la expansién clonal de un unico tipo celular, lo que reduce su capacidad
para reproducir con fidelidad el comportamiento del tumor in vivo (Gillet et al., 2013).
En contraposicidon, los modelos tridimensionales (3D), como los esferoides
tumorales, han emergido como herramientas mas representativas para el estudio
de la biologia del cancer, ya que ofrecen una mejor simulacién del microambiente
tumoral y preservan interacciones ceélula-célula y célula-matriz extracelular propias
del tejido tumoral (Ro et al., 2022; Fantacuzzi et al., 2023).

Una de sus principales ventajas es la capacidad de generar gradientes de
nutrientes, oxigeno y productos de desecho en su interior, formando zonas
proliferativas externas, capas de células quiescentes y nucleos necréticos en el
centro. Estos gradientes crean un microambiente protector para las células internas,
resguardandolas parcialmente de la accion de farmacos, lo que refleja con mayor
realismo la fisiologia de los tumores sdélidos (Fantacuzzi et al., 2023). Ademas, los

esferoides de cancer de ovario pueden obtenerse mediante técnicas scaffold-free,
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como placas de baja adherencia (ultra-low attachment), gotas colgantes o levitacion
magnética, asi como mediante métodos scaffold-based que emplean hidrogeles de
matriz extracelular (Swierczewska et al., 2023). En lineas celulares de cancer de
ovario como SKOV-3 y OVCAR-3, la optimizacion de condiciones permite generar
esferoides de caracter esférico con tamafnos uniformes y, ademas, con formacion
de prolongaciones irregulares en sus superficies, con propiedades estructurales
comparables a tumores primarios (Costa et al., 2016; Tofani et al., 2020).

Estos modelos 3D también han demostrado preservar multiples caracteristicas
funcionales de los tumores sdlidos. Se ha comprobado que mantienen patrones de
expresion geénica, sefalizacion y secrecion de mediadores solubles similares a los
tejidos originales, reproduciendo de manera mas fiel la arquitectura espacial y las
respuestas fisioldgicas del tumor (Costa et al., 2016). Asimismo, se ha observado
que los esferoides conservan propiedades de células madre cancerosas, como alta
autorrenovacion y resistencia a antineoplasicos (Liao et al., 2014). En este sentido,
Swierczewska et al. (2023) reportaron que tanto lineas celulares sensibles como
resistentes al tratamiento mostraban menor sensibilidad a multiples
quimioterapéuticos en esferoides que en cultivos 2D, requiriendo concentraciones
mas altas. Estos hallazgos refuerzan su utilidad como modelos experimentales mas
realistas, capaces de reproducir mecanismos de resistencia tumoral como la barrera
fisica, la heterogeneidad en el ciclo celular y los gradientes de penetracién de
farmacos (Swierczewska et al., 2023).

Este enfoque cobra especial relevancia en el contexto del cancer de ovario
avanzado, ya que como se ha mencionado anteriormente se ha documentado la

formacion natural de esferoides en el liquido ascitico de pacientes en estadios
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tardios de la enfermedad. Dichas estructuras participan en la diseminacién tumoral
intraperitoneal y pueden incluir células estromales e inmunes, lo que aumenta su
capacidad de invasion y resistencia frente a modelos 2D mas simples (Rakina et
al., 2022; Fantacuzzi et al., 2023). Por lo tanto, el estudio de esferoides no solo
representa una herramienta experimental in vitro, sino también un reflejo directo de
procesos bioldgicos que ocurren in vivo, lo que potencia su valor como modelo
fisiopatologico y de investigacion preclinica.

En resumen, los esferoides celulares se han posicionado como una herramienta
clave en la investigacion oncologica, superando las limitaciones de los cultivos
tradicionales y emergiendo como una alternativa viable para la evaluacion de
nuevas estrategias terapéuticas. Su capacidad para replicar el microambiente
tumoral, incluyendo gradientes fisioldgicos, expresidon génica conservada y
heterogeneidad celular, junto con su sensibilidad para detectar cambios
morfolégicos y funcionales, los convierte en una excelente metodologia para
estudiar procesos bioldgicos complejos como lo es la biologia del cancer. Ademas,
el uso de esferoides permite reducir la dependencia del uso de animales en la
investigacion biomédica, alineandose con principios éticos de reemplazo en la

experimentacion cientifica (Costa et al., 2016; Swierczewska et al., 2023).
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

La mayoria de los estudios sobre resistencia a quimioterapia en cancer de ovario
se han basado en cultivos bidimensionales (2D), los cuales no reproducen fielmente
la complejidad del microambiente tumoral in vivo. Esta limitacién ha impedido una
comprension completa de como el cambio a cultivos tridimensionales (3D), como
los esferoides celulares, modula los mecanismos de resistencia farmacologica. En
particular, en las lineas celulares OVCAR-3 y SKOV-3 se han reportado alteraciones
metabdlicas vinculadas a la resistencia, pero aun no se ha evaluado cémo estas
adaptaciones varian bajo condiciones 3D. Esto restringe el entendimiento de los

procesos moleculares involucrados en la quimiorresistencia.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Como influye el cultivo tridimensional en esferoides sobre la expresion de genes
clave del metabolismo glucidico y lipidico, como mecanismo de resistencia a la

quimioterapia, en lineas celulares sensibles y resistentes de cancer de ovario?
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4. HIPOTESIS

La transicion de cultivos en monocapa bidimensional a esferoides tridimensionales
en las lineas celulares OVCAR-3 y SKOV-3 potencia las alteraciones cambiando la
expresion de genes clave en el metabolismo glucidico y lipidico, respectivamente,

asociandose con un aumento en la resistencia a agentes antineoplasicos.

5. OBJETIVO GENERAL

Analizar el impacto del cultivo tridimensional sobre genes clave del metabolismo
glucidico y lipidico, y su relacion con la resistencia a quimioterapia en esferoides de

lineas celulares sensibles y resistentes de cancer de ovario.
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6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Establecer un protocolo estandarizado para la generacién de esferoides de
lineas celulares de cancer de ovario.

2) Evaluar la eficacia de doxorrubicina, cisplatino y carboplatino en esferoides
de cancer de ovario en comparacién con modelos 2D.

3) Analizar la expresion de genes clave implicados en el metabolismo glucidico
y lipidico en cultivos 2D y 3D.

4) Explorar el efecto de la deplecion de glutation sobre la formacion y el
crecimiento de esferoides de lineas celulares OVCAR-3 y SKOV-3, como
posible mecanismo de adaptacion metabdlica asociada a resistencia

farmacoldgica.
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7. METODOLOGIA

7.1. Cultivo de lineas celulares tumorales.

Se utilizaron las lineas celulares OVCAR-3 (células sensibles a quimioterapia HTB-
161) y SKOV-3 (Células resistentes a quimioterapia HTB-77), ambas derivadas de
adenocarcinoma de ovario humano. Las lineas celulares fueron cultivadas y
mantenidas a 37°C en atmésfera humeda con un 95% Oz y 5% CO2 y en medio
RPMI (Corning) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) y 100 U/mL de

la mezcla penicilina/estreptomicina.

La disposicion de los residuos peligrosos se llevd a cabo de acuerdo con lo
establecido por el plan de manejo de sustancias y residuos peligrosos (MATPEL)
de la universidad de Concepcion, como se ve descrito en el ANEXO: “Manejo de

residuos”.
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7.2. Generacioén de esferoides celulares de las lineas SKOV-3 y OVCAR-
3.

Para la generacion de esferoides celulares, se utilizd el protocolo propuesto por
Friedrich basado en el uso de placas de cultivo de ultra baja adhesion (Friedrich, et
al. 2009). Se sembraron 2.000 células por pocillo en 100 uyL de medio por
quintuplicado en una placa para esferoides de 96 pocillos de fondo redondo de
ultrabaja adhesion de la empresa Corning, numero de producto 4515. Para
favorecer la formacién del esferoide, la placa se centrifugo a 2000 rpom por 10
minutos en una centrifuga para placa Centurion Scientific K241 y se dejaron crecer

por 4 dias a 37°C con atmdsfera humeda con 95% O2 y 5% COa.

Para el seguimiento y estudio de la cinética de crecimiento, se empled un
microscopio Optico NIKON modelo Eclipse E400 con una camara NIKON DS FI3,
acompanado del software de imagen Nis Elements que se configurd para detectar
de forma semiautomatizada el area en ym? del esferoide y obtener asi registro por
medio de fotografias. Los datos fueron recolectados tomando las fotografias a las
24, 48, 72 horas y 7 dias después de la formacion del esferoide (Friedrich et al.,

2009).
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7.3. Efecto de agentes antineoplasicos sobre esferoides celulares de
Cancer de ovario SKOV-3 y OVCAR-3.

Las células se sembraron en 100 pL de medio por pocillo en una placa de 96 pocillos
de fondo redondo de ultrabaja adhesion que luego se centrifugd a 2000 rpm por 10
minutos. Los esferoides se dejaron crecer por 4 dias a 37 °C con atmésfera humeda

con 95% O2 y 5% COs..

A los cuatro dias de formacion del esferoide se agregaron las distintas
concentraciones a investigar de doxorrubicina, cisplatino y carboplatino, realizando
el experimento en quintuplicado. La Placa se mantuvo en cultivo por 7 dias y la
lectura del area se llevé a cabo en intervalos regulares, tomando registro fotografico
luego de incubar con los farmacos por 24 horas, 48 horas, 72 horas y 7 dias.

(Lazzari, et al. 2018).
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7.4. Medicion de genes asociados a la via glicolitica y lipidica por RT-
gPCR en esferoides celulares generados de las lineas celulares
OVCAR-3 y SKOV-3.

Los esferoides generados a partir de las lineas celulares SKOV-3 y OVCAR-3 se
cultivaron cuatro dias luego de sembrar las células y luego se recuperaron en Trizol

para la extraccion de su ARN total.

El ARN total se extrajo a partir de 5 esferoides recolectados en 500 uL del reactivo
TRIzol (Invitrogen) y el kit Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La reaccion de RT-qPCR se realizé en un solo paso,
utilizando el reactivo TaqgPart, CG de un paso (ThermoFisher) para sondas TagMan
y el equipo Applied Biosystem 7500 FAST Real Time PCR System con el protocolo
de amplificacion: 50°C por 15 minutos, 95°C por 2 minutos seguido por 40 ciclos de
95°C por 3 segundos y alineamiento/extension a 60°C por 30 segundos. Las sondas
TagMan predisefiadas para GLUT1 (Hs00892681 m1), HK2 (Hs00606086_m1),
LDHA (Hs01378790_g1), PKM (Hs00987255 _m1), (Hs00987255_m1) y via acidos
grasos: FASN (Hs01005622_m1), CD36 (Hs00169627_m1), CPT1A

(Hs00912671_m1), CPT1B (Hs00189258 m1) y RNAseP se adquirieron desde
Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, Inc.). La cuantificacion relativa se
normalizo a la expresion de RNAse P utilizando el método 2-AACq. Cada muestra

se analizo por triplicado.
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7.5. Deplecion de Glutation

La deplecién de glutation se realiz6 mediante el protocolo descrito por Mardones
con algunas modificaciones (Mardones, et al. 2012). Para realizar la deplecién, se
cultivaron las células de las lineas celulares SKOV-3 y OVCAR-3 en monocapa y
se incubaron con Butionina Sulfoximina (BSO), el cual inhibe a la enzima Y-
glutamilcisteina sintasa, enzima limitante en la sintesis de glutation a una
concentracion de 1 mM por 24 horas. Luego de esto, se realizé una segunda
incubacion, esta vez con Maleato de Dietilo (DEM) el cual se une covalentemente
al glutation consumiéndolo por 1 hora. Luego las células se lavaron dos veces con
PBS 1X antes de tripsinizarlas para generar esferoides celulares. Una vez
completado el protocolo de deplecion, las células se utilizaron para la generacién
de esferoides celulares. Por otro lado, se generaron esferoides con células sin

depletar como controles, haciéndoles seguimiento a las 24, 48, 72 horas y 7 dias.
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7.6. Analisis Estadistico

Los datos fueron procesados utilizando el software GraphPad Prism versién 8.0
para Windows 11. Los resultados se estudiaron mediante analisis de varianza
(ANOVA). Los datos se reportaron como error estandar medio de a lo menos 3

determinaciones con su respectiva desviaciéon estandar.
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8. RESULTADOS

8.1. Generacion de Esferoides de lineas celulares SKOV-3 y OVCAR-3.

En primera instancia, lo primero que se realiz6 fue determinar el numero éptimo de
células requeridas para generar esferoides de lineas celulares de cancer de ovario,
con el objetivo de realizar un seguimiento a su crecimiento mediante la medicion de

su area a lo largo del tiempo.

Para llevar a cabo esto, se sembraron distintos numeros de células pertenecientes
a las 2 lineas celulares utilizadas en el laboratorio, SKOV-3 y OVCAR-3, y se

generaron esferoides que fueron estudiados por un periodo de 7 dias.

Se pudo observar que, independientemente de la linea celular utilizada, se
evidencié crecimiento del tamafo del esferoide cuando se utilizaban densidades
celulares de entre 1.000 y 5.000 células por pocillo. Durante los 7 dias de estudio,
se registraron aumentos en el tamano del esferoide, determinados en base a su
area, que en algunos casos dependiendo de la linea celular utilizada, logro
aumentar mas del doble de su tamafo inicial, sin embargo, cuando se utilizaron
densidades celulares mayores a 5.000 células por pocillo no se logré observar

crecimiento de los esferoides.

Los resultados de la generacién de los esferoides se pueden ver de manera

representativa en las figuras 8.1-1 y 8.1-3.
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Para la observacion grafica de los registros representados en las figuras 8.1-1y 8.1-
3; se tomaron los datos de las distintas mediciones que se realizaron en
quintuplicado y se confeccionaron los distintos graficos del tipo “Time plot” donde
se puede observar el crecimiento de los esferoides de las distintas lineas celulares

a través de los dias de cultivo. Esto se observa en las figuras 8.1-2 y 8.1-4.
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ESFEROIDES LINEA CELULAR SKOV-3

Dial Dia 3 Dia 7

Area = 7568,68 pm*

1000 cell/well

2000 cell/well

5000 cell/well

Figura 8.1-1. Esferoides de linea celular SKOV-3. Imagenes representativas por
microscopia de contraste de fases wusando el sistema de deteccidn
semiautomatizada de NIS-Elements© para determinar el crecimiento de esferoides

de la linea celular SKOV-3. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 8.1-2. “Time plot” del crecimiento de esferoides de la linea celular
SKOV-3 a distintas densidades celulares. Se determiné el crecimiento de
esferoides generados de la linea celular SKOV-3 a distinto numero de células por
un periodo de 7 dias. (A) 1000 células por pocillo. (B) 2000 células por pocillo. (C)
5000 células por pocillo. (D) Comparacién del distinto nimero de células. Las
determinaciones del area del esferoide fueron realizadas en quintuplicado. Las

barras de error indican SEM. Fuente: elaboracion propia.
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ESFEROIDES LINEA CELULAR OVCAR-3

Dial Dia 3 Dia 7

Area = 5084,15 um®

1000 cell/well

Area = 699,76 um?

2000 cell/well

Area = 9367,80 ym*

Area = 9155,12 ym*

5000 cell/well

Figura 8.1-3. Esferoides de linea celular OVCAR-3. Imagenes representativas por
microscopia de contraste de fases wusando el sistema de deteccidn
semiautomatizada de NIS-Elements© para determinar el crecimiento de esferoides

de la linea celular OVCAR-3. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 8.1-4. “Time plot” del crecimiento de esferoides de la linea celular
OVCAR-3 a distintas densidades celulares. Se determiné el crecimiento de
esferoides generados de la linea celular OVCAR-3 a distinto numero de células por
un periodo de 7 dias. (A) 1000 células por pocillo. (B) 2000 células por pocillo. (C)
5000 células por pocillo. (D) Comparacién del distinto nimero de células. Las
determinaciones del area del esferoide fueron realizadas en quintuplicado. Las

barras de error indican SEM. Fuente: elaboracion propia.
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8.2. Efecto de Doxorrubicina en esferoides de lineas celulares SKOV-3 y
OVCAR-3

Con el propésito de evaluar el impacto de la doxorrubicina en los esferoides
celulares, se llevaron a cabo estudios utilizando diversas concentraciones de este
agente antineoplasico en esferoides generados a partir de las lineas celulares
SKOV-3 y OVCAR-3. La evaluacién del efecto de agentes antineoplasicos en la
literatura mediante ensayos de citotoxicidad destaca la evaluacion de los efectos
de la incubaciéon con drogas a las 72 horas (Swierczewska, et al. 2023). Sin
embargo, en este estudio se decidié realizar mediciones a intervalos de 24, 48 y
72 horas, asi como a los 7 dias para recabar mas informacién de cémo es el
progreso del crecimiento del esferoide frente a una determinada condiciéon, como

se representa en la figura 8.2-1 y figura 8.2-2.
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ESFEROIDES CELULAS SKOV-3 |
Dia 2 [{ Dia 3 I Dia 7 |

DOX 0.0001uM | |

]

DOX0.001uM

L

_DOX0.01uM

| |

DOX0.1uM

Il

_DOX 1uM

Figura 8.2-1. Esferoides de la linea celular SKOV-3 incubados con
doxorrubicina a distintas concentraciones. Imagenes representativas por
microscopia de contraste de fases usando el sistema de deteccidn
semiautomatizada de NIS-Elements© para determinar el crecimiento de esferoides
de la linea celular SKOV-3 tratados con distintas concentraciones de doxorrubicina

(DOX) por periodos de 24, 48, 72 horas y 7 dias. Fuente: elaboracion propia.
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‘ ESFEROIDES CELULAS OVCAR-3 |

| Dia 1 I Dia 2 || Dia 3 | Dia 7 |

Control

|| poxo.oium || Doxo0.0001uM | |

DOX0.1uM || DOX0.01uM

|

DOX 1uM

Figura 8.2-2. Esferoides de linea celular OVCAR-3 incubados con
doxorrubicina a distintas concentraciones. Imagenes representativas por
microscopia de contraste de fases usando el sistema de deteccidn
semiautomatizada de NIS-Elements© para determinar el crecimiento de esferoides
de la linea celular OVCAR-3 tratados con distintas concentraciones de
doxorrubicina (DOX) por periodos de 24, 48, 72 horas y 7 dias. Fuente: elaboracion

propia.
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Los datos fueron recopilados realizando microscopia microscopia de contraste de
fases, mediante la captura de fotografias de los esferoides. Para el analisis de los
resultados, se aplicé una normalizacion de los datos, tomando las determinaciones
de las areas de los esferoides obtenidas a partir de las distintas concentraciones de
doxorrubicina en relacion con el tamafio de los esferoides cultivados sin tratamiento,
sirviendo como control. Esto permitié observar un cambio neto en el tamafo del
esferoide bajo diversas condiciones, en comparacion con el tamafio obtenido en los

esferoides no tratados.

De esta forma, lo que se representa en la figura 8.2-3 es un “Time plot” del
crecimiento celular donde todos los esferoides parten de un tamafo promedio
similar. Segun el efecto que tenga la doxorrubicina sobre el cultivo, estas curvas se
van separando, mostrando cada una su propia cinética de crecimiento en funcion
de una dosis-respuesta. Finalmente, se observa que los esferoides pueden
aumentar su tamano, disminuir su tamano o le-mantenerlo de manera similar al

control.

Para el caso de las células OVCAR-3, el efecto citotdxico de la Doxorrubicina se
comienza a observar tanto al para las concentraciones de 0.1 yM y 1 uM a partir del
dia 2 de incubacion extendiéndose hasta el dia 7 con una disminucién parcial del
tamano de aproximadamente un 40%. En contraste, para las células SKOV-3, la
concentracion de 1 uM no muestra un efecto significativo en el tamafio del esferoide

hasta el dia 7 de incubacién.
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Figura 8.2-3. “Time plot” del crecimiento de esferoides SKOV-3 y OVCAR-3

frente a la incubaciéon con doxorrubicina. Tanto los esferoides generados de

células SKOV-3 (A) como OVCAR-3 (B) fueron expuestos a concentraciones

crecientes de doxorrubicina. En color violeta claro se observan los controles de

crecimiento que no fueron incubados con doxorrubicina; el resto de los colores

indica las distintas concentraciones a las cuales fueron sometidos los esferoides

celulares. Las determinaciones fueron realizadas en quintuplicado y los datos fueron

utilizando a lo menos 3 réplicas. p<0.0001 (****) Las barras de error indican SEM.

Fuente: elaboracion propia.
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8.3. Eficacia de Doxorrubicina para esferoides celulares y cultivos en
monocapa.

En la figura 8.2-3 se observo que, para el caso de los esferoides generados a partir
de las células OVCAR-3, la incubacion con doxorrubicina a concentraciones de 0.1
MMy 1 uM afectd el crecimiento del esferoide, manteniendo un tamafo similar al
inicial y generando una disminucion del tamano al séptimo dia de trabajo para cada
concentracion, respectivamente. En contraste, para los esferoides obtenidos a
partir de células SKOV-3, la concentracion de 1 uM resulté en una mantencién del
tamano similar a la inicial, sin mostrar una disminucion de la masa celular. Es por
esta razén que se generaron las curvas de ICso para cuantificar la sensibilidad a
doxorrubicina en los esferoides de ambas lineas celulares, como se observa en la
figura 8.3-1. En dicha figura, se puede apreciar que la concentracion de ICsp para
los esferoides generados a partir de la linea celular SKOV-3 es mayor que en el
caso de OVCAR-3. Esta diferencia en la concentracion ICso esta en concordancia
con lo descrito en la literatura y con resultados previos de nuestro laboratorio, que
indican que SKOV-3 muestra resistencia a agentes antineoplasicos, mientras que
OVCAR-3 es sensible a estos tratamientos. Por otro lado, en la figura 8.3-4 se
observa una linea punteada roja que denota el tamafio inicial de los controles de
crecimiento. En estas curvas, se pueden observar dos tipos de efectos. Primero,
en (A), los esferoides SKOV-3 frente a distintas concentraciones de doxorrubicina
no lograron reducir su tamafno por debajo del umbral del control. Esto indica que el
efecto del farmaco es de tipo citostatico. Por su parte, en el caso de los esferoides

OVCAR-3 (B), al analizar este umbral indicado por la linea roja punteada, se
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observa que la incubacion con doxorrubicina a concentraciones de 0.1 yMy 1 uM
provoca una disminucion del tamano respecto al umbral de crecimiento. Por lo tanto,
la figura revela dos tipos de efecto, el primero a concentraciones inferiores a 0.01
MM donde la accién de doxorrubicina estaria inhibiendo el crecimiento del esferoide
y por tanto ejerce una accion del tipo citostatica, mientras a concentraciones por
sobre 0.01 uyM se estaria observando muerte celular indicada por una disminucién

del tamafio lo que indica que a concentraciones mayores el efecto es del tipo

citotéxico.
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Figura 8.3-1. Curvas ICs0 para doxorrubicina en esferoides de células SKOV-
3 y OVCAR-3. Se realizé la curva de dosis-respuesta tanto para los esferoides
generados de la linea celular SKOV-3 (A) como para OVCAR-3 (B) al séptimo de
incubacion con doxorrubicina. La linea roja punteada representa el tamao inicial

de los controles de crecimiento, donde se denota que a partir de dicho punto los
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esferoides sufren un aumento o disminucion del tamano. Las determinaciones

fueron realizadas en quintuplicado y los datos graficados utilizando a lo menos 3

réplicas. Las barras de error indican SEM. Fuente: elaboracion propia.

Tabla 8.1. ICso Doxorrubicina en esferoides OVCAR-3 y SKOV-3

Droga

ICs0 Esferoides OVCAR-3

ICs0 Esferoides SKOV-3

Doxorrubicina

0.0098 uM

0.0129 uM

Fuente: elaboracién propia.
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8.4. Efecto de Cisplatino en esferoides de lineas celulares SKOV-3 y
OVCAR-3

Por otro lado, para el agente antineoplasico de primera linea cisplatino se realiz6
el mismo procedimiento utilizado con doxorrubicina en esferoides SKOV-3 y
OVCAR-3. La evaluacion del efecto de cisplatino se evalud segun la literatura a
las 24, 48 y 72 horas (Swierczewska et al., 2023). Sin embargo, segun se ha
descrito en este trabajo, también se realiz6 la medicidn a los 7 dias de iniciado el

trabajo, como se representa en la figura 8.4-1 y la figura 8.4-2.
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| Dia1 Dia2 /| Dia 3 Dia7 |

Control

|| coopoaum || coppo.oium || coppo.cotum | | cDDP0.0001uM | |

|| coopium

CDDP 10pM

[ coop 100pm

Figura 8.4-1. Esferoides de la linea celular SKOV-3 incubados con cisplatino a
distintas concentraciones. Imagenes representativas por microscopia de
contraste de fases usando el sistema de deteccion semiautomatizada de NIS-
Elements© para determinar el crecimiento de esferoides de la linea celular SKOV-
3 tratados con distintas concentraciones de Cisplatino (CDDP) por periodos de 24,

48, 72 horas y 7 dias. Fuente: elaboracién propia.
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| ESFEROIDES CELULAS OVCAR-3 |

| Dfa 1 | Dfa 2 Il Dfa 3 | Dfa7 |

Control

| ' coppo.oium || cDDP0.001uM | [ CDDP0.0001uM | |

|| coopium || cDDPO.1uM

CDDP 10uM

Figura 8.4-2. Esferoides de linea celular OVCAR-3 incubados con cisplatino a
distintas concentraciones. Imagenes representativas por microscopia de
contraste de fases usando el sistema de deteccion semiautomatizada de NIS-
Elements© para determinar el crecimiento de esferoides de la linea celular OVCAR-
3 tratados con distintas concentraciones de cisplatino (CDDP) por periodos de 24,

48, 72 horas y 7 dias. Fuente: elaboracién propia.
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Al igual que en el caso de Doxorrubicina, los datos fueron recopilados realizando
microscopia de contraste de fases, mediante la captura de fotografias de los
esferoides. Para el analisis de los resultados, también se recurri¢ a la normalizacion
de los datos, tomando las determinaciones de las areas de los esferoides obtenidas
a partir de las distintas concentraciones de cisplatino en relacion con el tamafio de

los esferoides cultivados sin tratamiento.

Asi, en el caso de cisplatino también se observd, segun se evidencia en la figura
8.4-3 , su “Time plot” de crecimiento celular, donde todos los esferoides parten de
un tamano promedio similar. Sin embargo, segun la concentracion de cisplatino a la
que se expongan los esferoides en cultivo, responden a una dosis-respuesta segun

sea la concentracion del farmaco.

Para el caso de los esferoides de la linea celular SKOV-3, se presenta a la
concentracion de 0.0001 pM una inhibicion parcial del crecimiento del esferoide
respecto al control de crecimiento, efecto que se ve aumentado entre las
concentraciones de 0.001 uM y 10 uM, donde se observa una respuesta citostatica
completa, y a la concentracién de 100 yM, un efecto citotdxico parcial. Por otro lado,
para el caso de OVCAR-3 existe una marcada disminucién del volumen desde el

segundo dia de incubacién con concentraciones desde 0.0001 uM.
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Figura 8.4-3. “Time plot” del crecimiento de esferoides SKOV-3 y OVCAR-3
frente a la incubacion con cisplatino. Tanto los esferoides generados de células
SKOV-3 (A) como OVCAR-3 (B) fueron expuestos a concentraciones crecientes de
cisplatino. En color celeste claro se observan los controles de crecimiento que no
fueron incubados con cisplatino; el resto de los colores indica las distintas
concentraciones a las cuales fueron sometidos los esferoides celulares. Las
determinaciones fueron realizadas en quintuplicado y los datos fueron recopilados
utilizando a lo menos 3 réplicas. p<0.01 (**). Las barras de error indican SEM.

Fuente: elaboracion propia.
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8.5. Eficacia de Cisplatino para esferoides celulares.

En la figura 8.4-3 se evidencia que la exposicion de esferoides OVCAR-3 a
Cisplatino en concentraciones de 0.1 yM y 100 uM se genera una reduccién
progresiva de su tamano con el paso de los dias. En contraste, los esferoides
derivados de SKOV-3 muestran un patron de resistencia caracterizado por una
inhibicion parcial del crecimiento a 0.0001 uM y una respuesta citostatica entre
0.001 pyM y 10 pM, alcanzando unicamente un efecto citotoxico parcial a la

concentracion mas alta evaluada (100 uM).

Estos resultados se correlacionan con los valores de ICso obtenidos, vistos en la
figura 8.5-1, la cual muestra la dosis-respuesta al séptimo dia de incubacién con
cisplatino. Aqui se observa que los esferoides SKOV-3 presentan una concentracion
inhibitoria mayor en comparacién con OVCAR-3, confirmando la menor sensibilidad
de esta linea a cisplatino. Asimismo, en la misma figura se aprecia la linea punteada
roja que corresponde al control de crecimiento, lo cual permite distinguir claramente
el caracter de la respuesta: en SKOV-3, la accion del farmaco se limita
principalmente a un efecto citostatico, mientras que en OVCAR-3 la disminucién por
debajo del umbral de control a concentraciones menores confirma un efecto
citotoxico de caracter parcial ya que se reduce aproximadamente a la mitad el

tamano de los esferoides incubados.

56



Esferoides OVCAR-3 Esferoides SKOV-3

2.0 25
£
o
© -
Roed '§ 2.0
£ E
c 1C50,=0.13 nM § 1C5,=0.24 nM
] SH=
g (— s CEY [ S— o
CRTE S JApeessnsessensanasassncncsstassssasssnsnsnnssssssnsansssenn ° '
o | 13 1
E I g 1
- ! @ n ]
g 1 - e 1.0 ceennnnnnnnnaad o athegatens MM eereesgsessscssnnnssanntaennnnns
= 1 Y ° |
€ 1 1 o |
g 0.5+ 1 s 1
1 £ 1
- 1 < 0.54 1
1 Ly 1
1 1
1 1
1 I
0.0 T T T T T T T 1 0.0 T T T T T T T 1
N N N N N N S O S
Q S () ) ™) N S o N N N N N N S & o
o o N > N Q' » 3 3 Q N o
g°° Q.Q N Q N g@ Q.QQ Q§ Q o LN N
Concentracion Cisplatino uM Concentracion Cisplatino uM

Figura 8.5-1. Curvas ICso para Cisplatino en esferoides de células SKOV-3 y
OVCAR-3. Se realizd la curva de dosis-respuesta tanto para los esferoides
generados de la linea celular SKOV-3 (A) como para OVCAR-3 (B) al séptimo de
incubacion con cisplatino. Para el caso de SKOV-3 se observa que presenta una
concentracion de ICso mayor al caso de OVCAR-3, siendo 0.24 nM y 0.13 nM,
respectivamente. La linea roja punteada representa el tamafo inicial de los
controles de crecimiento, donde se denota que a partir de dicho punto los esferoides
sufren un aumento o disminucion del tamafo. Las determinaciones fueron
realizadas en quintuplicado y los datos graficados utilizando a lo menos 3 réplicas.

Las barras de error indican SEM. Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 8.2. ICso de cisplatino en esferoides de OVCAR-3 y SKOV-3.

Droga

ICs0 Esferoides OVCAR-3

ICs0 Esferoides SKOV-3

Cisplatino

0.13 nM

0.24 nM

Fuente: elaboracién propia.
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8.6. Efecto de Carboplatino carboplatino en esferoides de lineas
celulares SKOV-3 y OVCAR-3.

Finalmente, se evalué el efecto del Carboplatino en los esferoides generados a partir
de las lineas celulares SKOV-3 y OVCAR-3. Buscando, al igual que con
Doxorrubicina doxorrubicina y Cisplatino cisplatino, ver la respuesta en términos de
sensibilidad y resistencia. Para ello, se realizé un seguimiento temporal a las 24, 48
y 72 horas (Swierczewska et al., 2023), ademas de una evaluacién a 7 dias, con el
proposito de registrar tanto los efectos iniciales como la evolucién del crecimiento o
reduccion de los esferoides en el tiempo. De esta forma se tiene una vista completa
entre los dos compuestos utilizados como primera linea en terapia antineoplasica
en cancer cancer de ovario, ademas de la doxorrubicina como agente terapéutico

de segunda linea.
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[ ESFEROIDES CELULAS SKOV-3 |
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|| cBbcaoapM || cBDCA0.01uM || CBDCA 0.001uM | | CBDCA0.0001uM | |

| cepca100um || cBDcAl0pM || cBDCA 1M

Figura 8.6-1. Esferoides de la linea celular SKOV-3 incubados con
Carboplatino carboplatino a distintas concentraciones. Imagenes
representativas por microscopia microscopia de contraste de fases usando el
sistema de deteccién semiautomatizada de NIS-Elements© para determinar el
crecimiento de esferoides de la linea celular SKOV-3 tratados con distintas
concentraciones de carboplatino (CBDCA) por periodos de 24, 48, 72 horas y 7 dias.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 8.6-2. Esferoides de linea celular OVCAR-3 incubados con a distintas
concentraciones. Imagenes representativas por microscopia de contraste de fases
usando el sistema de deteccion semiautomatizada de NIS-Elements© para
determinar el crecimiento de esferoides de la linea celular SKOV-3 tratados con
distintas concentraciones de carboplatino (CBDCA) por periodos de 24, 48, 72 horas

y 7 dias. Fuente: Elaboracion propia.
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microscopia de contraste de fases, mediante la captura de fotografias de los
esferoides. Para el analisis de los resultados, se aplicé una normalizacion de los
datos, tomando las determinaciones de las areas de los esferoides obtenidas a partir
de las distintas concentraciones de carboplatino en relacién con el tamafo de los
esferoides cultivados sin tratamiento, sirviendo como control; esto para observar un

cambio neto en el tamano del esferoide.

Asi, para esta tercera droga en estudio, también se puede observar en la figura 8.6-
3 el “time plot” confeccionado con los datos de las fotografias obtenidas por
microscopia. Observandose nuevamente en un inicio los esferoides con un tamano
similar promedio, cuyo crecimiento se ve afectado y por tanto el tamafio de estos
segun se aumentan las concentraciones de carboplatino separandose de lo

observado con el control de crecimiento.

En el caso de la figura 8.6-3 se observa que en los esferoides de la linea celular
SKOV-3 a medida que se aumenta la concentracion de carboplatino se produce una
disminucién gradual del tamano del esferoide respecto al control mientras que en el
caso de los esferoides generados con células OVCAR-3 experimentan una
diminucion del tamafo aun a bajas concentraciones de este agente antineoplasico,

sosteniendo el efecto a lo largo del experimento.
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Figura 8.6-3. “Time plot” del crecimiento de esferoides SKOV-3 y OVCAR-3
frente a la incubacién con carboplatino. Tanto los esferoides generados de
células SKOV-3 (A) como OVCAR-3 (B) fueron expuestos a concentraciones
crecientes de carboplatino. En color celeste claro se observan los controles de
crecimiento que no fueron incubados con carboplatino; el resto de los colores indica
las distintas concentraciones a las cuales fueron sometidos los esferoides celulares.
Las determinaciones fueron realizadas en quintuplicado y los datos fueron
recopilados utilizando a lo menos 3 réplicas. p<0.01 (**), p<0.05 (*). Las barras de

error indican SEM. Fuente: elaboracion propia.
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8.7. Eficacia de Carboplatino en esferoides.

En el Time plot presentado en la figura 8.6-3 se observa el comportamiento que
presentaron los esferoides celulares de las lineas OVCAR-3 y SKOV-3 frente a la

incubacion con Carboplatino.

En primer lugar, cuando se observd lo que ocurre con los esferoides formados a
partir de la linea celular SKOV-3, podemos ver que a medida que aumentamos la
concentracion de carboplatino desde 0.0001 uM hasta 100 uM existe una
disminucion gradual del tamafio del esferoide. Entre las 0.0001uM vy las
concentracion 0.01uM esta disminucion responden a una inhibicion de la
proliferacion celular denotado por tamafos que no pasan bajo los controles al dia 0
de trabajo, sin embargo, a concentraciones desde 0.1uM en adelante hasta alcanzar
los 100uM observamos que existe una disminucién de los tamafos de los esferoides
respecto a sus controles situacién que se ve mas pronunciada al tercer dia de
incubacion con carboplatino a la concentracién 100uM. Por otro lado, en el caso de
los esferoides generados a partir de la linea celular OVCAR-3 estos comienzan a
experimentar una disminucién de su tamano desde el primer dia de incubacién con
el farmaco desde las concentraciones mas bajas como lo es a 0.0001uM, este
efecto es de caracter sostenido en el tiempo extendiéndose hasta el dia 7 de la
incubacion con un tamafo menor del cual se inicié el trabajo experimental. Con
estos datos se procediéo a generar la curva de dosis respuesta para los datos
obtenidos de los esferoides de ambas lineas celulares al séptimo dia de trabajo

como se observa en la figura 8.6-4. En la figura mencionada se puede ver que, en
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concordancia con lo obtenido previamente, los esferoides generados con la linea
celular SKOV-3 presentan un mayor ICso que los que provienen de la linea celular
OVCAR-3 lo que indica que el farmaco tiene una menor potencia farmacoldgica en
SKOV-3 lo que se traduce en que se necesitan concentraciones mas altas para
lograr el efecto citotoxico. Ahora si se mira con mas detenimiento al ver el
comportamiento de los esferoides a las distintas concentraciones respecto a la linea
puntada roja que es el tamafio de inicio del control. En primer lugar, se observa el
caso de la figura 8.6-4 (A), donde se observa que a concentraciones desde 0.0001
MM hasta 100 yM genera una disminucion del tamafio respecto al umbral de
crecimiento indicando un efecto del tipo citotdxico, mientras que en el caso de la
figura 8.6-4 (B) incluso a concentraciones de 100 uM no logra disminuir el tamafo
por debajo del umbral y por tanto indica un efecto del tipo citostatico- donde la
accion de carboplatino estaria inhibiendo el crecimiento del esferoide y, por tanto,

ejerce una accion del tipo citostatico, como se describié anteriormente.
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Figura 8.6-4. Curvas ICso para Carboplatino en esferoides de células SKOV-3
y OVCAR-3. Se realizé la curva de dosis-respuesta tanto para los esferoides
generados de la linea celular SKOV-3 (A) como para OVCAR-3 (B) al séptimo de
incubacion con carboplatino. Para el caso de SKOV-3 se observa que presenta una
concentracion de ICso mayor al caso de OVCAR-3, siendo 0.82 nM y 0.18nM,
respectivamente. La linea roja punteada representa el tamafo inicial de los
controles de crecimiento, donde se denota que a partir de dicho punto los esferoides
sufren un aumento o disminucion del tamafo. Las determinaciones fueron
realizadas en quintuplicado y los datos graficados utilizando a lo menos 3 réplicas.

Las barras de error indican SEM. Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 8.3. ICso de carboplatino en esferoides OVCAR-3 y SKOV-3.

Droga

ICs0 Esferoides OVCAR-3

ICs0 Esferoides SKOV-3

Carboplatino

0.18 nM

0.82 nM

Fuente: elaboracion propia.
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8.8 Expresion génica de genes clave del metabolismo glucidico y lipidico
en esferoides SKOV-3 y OVCAR-3.

Para poder comprender de mejor manera el fendmeno de la quimiorresistencia en
cancer de ovario, se estudiaron 8 genes que tienen un rol importante tanto para el
metabolismo glucidico como para el metabolismo lipidico. Estos genes fueron
seleccionados con base en resultados previos obtenidos por el laboratorio en el
clasico modelo de monocapa. Es asi como, en el caso del metabolismo glucidico,

las 4 enzimas glucoliticas en estudio fueron GLUT1, HK2, PKM y LDHA.

Al observar la figura 8.8-1 (A) y observar lo que sucede con el transportador GLUT-
1, este se encuentra sobreexpresado en aproximadamente 1.5 veces en el modelo
de esferoides para la linea celular OVCAR-3 respecto a su expresion en monocapa,
mientras que en el caso de los esferoides de SKOV-3 estos presentan una
disminucion de la expresion respecto al modelo clasico. Por otro lado, en (B) con la
hexoquinasa 2 podemos observar que tanto los esferoides generados—contalinea
celdlar-SKOV-3 como los de la OVCAR-3 presentan una ligera sobreexpresion. En
tercer lugar, en (C) para la la Piruvato quinasa M ocurre algo similar que en (B)
mostrando una ligera sobreexpresion. Por ultimo, en el caso de (D) para los
esferoides generados con ambas lineas celulares presentan una sobreexpresion
considerable de la enzima Lactato deshidrogenasa A con ambos teniendo un
aumento de la expresion de aproximadamente 7 veces de lo que se observa en

monocapa.

En contraste, para los actores clave del metabolismo lipidico los genes estudiados
fueron FASN, CD36, CPT1Ay CPT1B.
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Revisando nuevamente la figura 8.8-1 (E) se puede observar que en el caso de la
sintasa de acidos grasos N, esta presenta una sobreexpresidon cercana a 3 veces
en los esferoides de la linea celular SKOV-3, mientras que en su contraparte los
esferoides OVCAR-3 estos presentan una disminucién en la expresion de 2 veces
respecto a la misma linea celular cultivada en monocapa. En segundo lugar, en (F)
EL receptor CD36 muestra esta vez que la sobreexpresion de 2 veces fue
observada en los esferoides de la linea celular OVCAR-3 en contraste con los de
SKOV-3 que presentaron una diminucion en la expresion. Por su parte la enzima
CPT1A presente en (G) muestra para los esferoides de ambas lineas celulares una
disminucién de la expresidon siendo esta mas pronunciada aquellos esferoides de la
linea celular OVCAR-3. Finalmente, la enzima CPT1B en (H) presenta una
expresion similar a lo visto en su isoforma CPT1A con una menor expresion en

esferoides OVCAR-3 respecto a los esferoides SKOV-3
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Figura 8.8-1. Expresion de ARNm de GLUT1, HK2, PKM, LDHA, FASN, CD36

CPT1Ay CPT1B en esferoides celulares de lineas celulares SKOV-3 y OVCAR-

3. Expresion de genes clave del metabolismo lipidico y glucidico en esferoides

celulares de lineas celulares de cancer de ovario respecto a su expresién en

monocapa. (A)GLUT1. (B) HK2. (C) PKM. (D) LDHA. (E) FASN. (F) CD36 (G)

CPT1A (H) CPT1B. Fuente: elaboracion propia
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8.9. Efecto de la deplecion de glutation sobre el crecimiento de
esferoides celulares.

Con el fin de evaluar el rol del glutation (GSH) en el crecimiento del esferoide, se
cultivaron las lineas celulares SKOV-3 y OVCAR-3 en monocapa en presencia de
presencia de Butionina sulfoximina (BSO) durante 24 horas y con dietil maleato por
1 hora posteriormente para luego generar los esferoides celulares. Estos fueron
comparados con esferoides generados con células cultivadas en monocapa bajo
condiciones normales. El seguimiento se realiz6 mediante microscopia de contraste
de fases, cuantificando de manera semiautomatizada el area del esferoide. Como
se observa en la figura 8.9-1 y la figura 8.9-2. Posteriormente, estos datos se

recogieron y normalizaron, tal como se observa en la figura 8.9-3.

En condiciones de control, los esferoides de SKOV-3 mostraron un crecimiento
progresivo durante los siete dias de cultivo, alcanzando un aumento aproximado de
2 veces su tamafo inicial, en concordancia con resultados previos descritos en este
trabajo. De manera similar, los esferoides de control de OVCAR-3 presentaron un

incremento de alrededor de 1,5 veces al dia 7.

En-contraste; los esferoides generados a partir de células SKOV-3 previamente
depletadas de glutation mostraron un crecimiento limitado; su tamafo mostré una
reduccion de tamano de aproximadamente 0.3 veces en comparacion con los
controles, manteniéndose practicamente constante entre el dia 1y el dia 7, con solo
pequefas variaciones. Finalmente, en el caso de las células OVCAR-3 sometidas a
deplecion, no se observé la formacion de esferoides celulares. En lugar de ello, las

células permanecieron dispersas en la placa.
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ESFEROIDES LINEA CELULAR SKOV-3

Dial Dia 3

Dia 7

Control

GSH Depletado

Figura 8.9-1. Esferoides de linea celular SKOV-3 depletados de glutation.

Esferoides celulares de la linea celular SKOV-3 generados con células cultivadas

en monocapa depletadas de glutation. Imagenes representativas por microscopia

de contraste de fases usando el sistema de deteccidn semiautomatizada de NIS-

Elements© para determinar el crecimiento de esferoides de la linea celular SKOV-

3. Fuente: elaboracion propia.
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ESFEROIDES LINEA CELULAR OVCAR-3

Dia 1

Dia 3

Dia 7

Control

GSH Depletado

Figura 8.9-2. Esferoides de linea celular OVCAR-3 depletados de glutation.

Esferoides celulares de la linea celular OVCAR-3 generados con células cultivadas

en monocapa depletadas de glutatiéon. Imagenes representativas por microscopia

de contraste de fases usando el sistema de deteccion semiautomatizada de NIS-

Elements© para determinar el crecimiento de esferoides de la linea celular OVCAR-

3. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 8.9-3. “Time plot” del crecimiento de esferoides SKOV-3 en condiciones
de deplecion de glutation. Los esferoides depletadas de glutation fueron
generados a partir de células cultivadas en monocapa. En color celeste claro se
observa el control de crecimiento para los esferoides SKOV-3 mientras que en color
rosa corresponde a esferoides generados con células SKOV-3 depletadas de
glutation. Las determinaciones fueron realizadas en quintuplicado y los datos fueron
utilizando a lo menos 3 réplicas. p<0.05 (*). Las barras de error indican SEM.

Fuente: elaboracion propia.
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9. DISCUSION

La evolucion en los modelos preclinicos para el estudio del cancer de ovario ha puesto en
evidencia que los cultivos celulares bidimensionales no capturan la complejidad del
microambiente tumoral ni la heterogeneidad celular. (Costa et al., 2016; Ro et al., 2022;
Fantacuzzi et al., 2023) En un cancer tan complejo como el cancer de ovario epitelial, que
suele diagnosticarse un 70% de las pacientes en estadios avanzados y que ademas
presenta una alta recurrencia temprana y la resistencia a los farmacos constituyen la
principal causa de mortalidad, convirtiéndolo en el cancer gineco obstétrico mas grave.
(Torre et al., 2018; Lheureux et al., 2019; Ledermann et al., 2021; WHO, 2020) Por ello, en
la presente tesis se buscd evaluar la eficacia de los agentes antineoplasicos clasicos
usados en quimioterapia de primera y segunda linea frente a esta patologia oncolégica,
ademas de caracterizar su perfil metabdlico mediante esferoides celulares tridimensionales
en comparacion con los clasicos modelos de cultivo en monocapa 2D. (Friedrich et al., 2009;

Costa et al., 2016)

Los resultados obtenidos en esta investigacion confirman que el uso de esferoides
celulares derivados de las lineas OVCAR-3 y SKOV-3 ofrece una plataforma mas
representativa para evaluar la eficacia de agentes antineoplasicos en cancer de
ovario que los cultivos monocapa convencionales. (Selby et al., 2017; Swierczewska
et al., 2023; Costa et al., 2016) En el caso de la morfologia, los esferoides formados
mostraron compacidad variable, bordes irregulares y arquitectura de tipo agregada,
hallazgos que concuerdan con los descritos por Selby et al. (2017) y con la alta

variabilidad morfolégica mencionada por Swierczewska et al. (2023) como una
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propiedad distintiva de los modelos tridimensionales pero que a su vez es constante
y caracteristica para cada linea celular. (Selby et al., 2017; Swierczewska et al.,
2023) Este grado de heterogeneidad estructural es importante porque permite
reproducir gradientes de nutrientes, oxigeno y metabolitos que se observan en
tumores reales, representando microambientes internos con distintas tasas
proliferativas y estados celulares que se generan en directa respuesta al gradiente
de nutrientes y por tanto a la disponibilidad de estos. (Hanahan & Weinberg, 2011;

Liao et al., 2014; Guillaumond et al., 2015)

Al analizar la eficacia de doxorrubicina, cisplatino y carboplatino en 2D frente a 3D,
emergen diferencias notables: en monocapa la OVCAR-3 exhibid un efecto
citotoxico casi total con doxorrubicina, mientras que en esferoides solo ocurre una
diminucion parcial del tamafo de este, sugiriendo que la penetracion del farmaco o
la capacidad de muerte celular se ve parcialmente limitada en 3D dada la
disposicion y arquitectura de matriz extracelular que dificulta el contacto de los
farmacos de manera uniforme con las células como ocurre en el cultivo monocapa.
(Friedrich et al., 2009; Ro et al., 2022; Thorn et al., 2011) En SKOV-3, la respuesta
pas6 de un efecto parcialmente citotdxico en 2D a un efecto predominantemente
citostatico en 3D, sin reduccidon de volumen observable. Para cisplatino y
carboplatino, los esferoides OVCAR-3 respondieron con una reduccion sostenida
del tamafo desde concentraciones bajas, mientras que los esferoides SKOV-3
requirieron concentraciones mas elevadas para manifestar efecto y, en rangos
intermedios, exhibieron directamente una inhibicion del crecimiento. (Damia &

Broggini, 2019; Tadi¢ et al., 2024) Este patron produjo IC50 superiores en SKOV-3
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frente a OVCAR-3 para los tres farmacos, confirmando la resistencia intrinseca
incrementada en el entorno tridimensional. Comparados con estudios clinicos, estos
resultados reflejan los desafios terapéuticos del cancer de ovario: las pacientes con
tumores resistentes a platinos suelen presentar recaidas tempranas, y la eficacia
clinica de cisplatino y carboplatino a menudo se ve limitada por la heterogeneidad
tumoral y la induccion de mecanismos de resistencia. (Ledermann et al., 2021;

Havasi et al., 2023; Damia & Broggini, 2019)

Por tanto, los resultados in vitro aqui observados acercan el modelo experimental a
las realidades clinicas donde ademas no es dificil el plantear que mediante las
mismas biopsias provenientes de pacientes diagnosticadas con cancer de ovario
puedan usarse para generar esferoides celulares y mediante estos realizar un testeo
de farmacos para evaluar el mejor tratamiento posible acercando asi una medicina

mas personalizada. (Ford et al., 2020; Fantacuzzi et al., 2023; Ro et al., 2022)

En cuanto a como se ve afectado el metabolismo al cambiar de un modelo
tradicional en monocapa a esferoides 3D, los resultados muestran varios puntos
interesantes. Dentro de los datos obtenidos, se observd una marcada
sobreexpresion de LDHA, una ligera elevacion de HK2 y PKM, mientras que GLUT1
aumentoé su expresion en aproximadamente 1,5 veces en los esferoides OVCAR-3
pero disminuyo en los SKOV-3. (Xintaropoulou et al., 2018; Liberti & Locasale, 2016;
Icard et al., 2018) En el metabolismo lipidico, FASN se elevo alrededor de 3 veces
en SKOV-3 mientras que en OVCAR-3 disminuy6 en aproximadamente 2 veces; por
su parte, CD36 aumenté al doble en los esferoides OVCAR-3 y disminuyo

fuertemente en SKOV-3. (Menendez & Lupu, 2007; Pascual et al., 2017; Broadfield
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et al., 2021) Estos hallazgos van en directa relacion con los resultados reportados
previamente por nuestro laboratorio donde se observd mediante analisis
metaboldmico que las lineas de cancer de ovario con resistencia mostraron un perfil
de mayor dependencia lipidica y alteraciones en rutas de glicdlisis y lipidos,
fortaleciendo la hipdtesis de que los modelos tridimensionales realzan estas
adaptaciones metabdlicas. (Alarcon-Zapata et al., 2023; Broadfield et al., 2021) Es
mas, si se analiza en mayor detalle los resultados ademas sugieren que en células
resistentes a antineoplasicos no solo hay una reprogramacién metabdlica que
favorece el metabolismo lipidico sino que ademas cuando estamos a células que
son resistentes estas prefieren la sintesis de novo de compuestos lipidicos mas que
la captacion, situacién que se ve con el aumento de FASN y disminucién de CD36
en los esferoides SKOV-3, mientras que cuando las células estan en un etapa
sensible como el el caso de los esferoides OVCAR-3 prefieren un metabolismo
principalmente glucidico denotado por el aumento de GLUT-1 y su metabolismo
lipidico esta mas relacionado a la captacion que que a la sintesis dada su
sobreexpresion de CD36. (Menendez & Lupu, 2007; Pascual et al., 2017;
Xintaropoulou et al., 2018) Esta reprogramacién sugiere que en el contexto 3D estas
alteraciones se ven exacerbadas dado las diferencias en la accesibilidad a
nutrientes, gases y variaciones en el pH en las distintas subpoblaciones que
conforman el modelo de esferoides. (Guillaumond et al., 2015; Hanahan &
Weinberg, 2011) Estas adaptaciones metabdlicas podrian reducir la eficacia de
farmacos al limitar la generacion de estrés oxidativo o favorecer mecanismos de

reparacion celular. (Kroemer & Pouyssegur, 2008; Icard et al., 2018)
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El microambiente del esferoide juega un rol fundamental en estas diferencias: la
presencia de hipoxia, acidosis relativa, menor difusion de nutrientes y la
organizacion celular compacta establecen barreras fisicas y quimicas al farmaco,
creando zonas menos accesibles y células en estado de baja proliferacion que
evaden el efecto citotoxico. Ademas, los gradientes de pH y metabolitos pueden
alterar la carga ionica y la permeabilidad celular, modulando la efectividad de los
agentes. (Liao et al., 2014; Friedrich et al., 2009; Hanahan & Weinberg, 2011) En
este estudio, ademas se apunto a ver como la deplecion de glutation un metabolito
clave en la detoxificacion de farmacos y en la regulacion del estrés oxidativo
afectaba a los esferoides celulares. De la generacién de esferoides con células
depletadas de glutation se observé que en el caso de SKOV-3 generaron esferoides
de menor tamafo que los obtenidos en condiciones normales y mantuvieron su
volumen casi constante con el paso del tiempo indicando que la ausencia o en su
defecto la minima actividad proliferativa de las células del esferoide mientras que
en el caso de las células OVCAR-3 depletadas de glutatién no fueron capaces de
formar esferoides, quedando células dispersas sin agregarse. (Traverso et al., 2013;
Mardones et al., 2012) Esto evidencia que la capacidad antioxidante es esencial
para la supervivencia celular y para mantener la integridad estructural del esferoide
en presencia de estrés farmacologico situacion donde con el solo hecho de depletar
glutation se obtuvieron esferoides con tamafios cercanos a la mitad de lo que
normalmente se tienen en condiciones normales situacion que ademas es
importante al considerar que la disminucion de tamano de esas dimensiones fue
alcanzada con los agentes antineoplasicos evaluados en esta investigacion a

concentraciones elevadas sugiriendo que el glutatién y la modulacion de los perfiles
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metabdlicos podrian ser estudiados como posibles blancos terapéuticos para
abordar la resistencia farmacolégica y disefiar nuevas estrategias terapéuticas para
el tratamiento del cancer. (Traverso et al., 2013; Zhang et al., 2023; Alarcon-Zapata
et al., 2023) A su vez, en concordancia con lo reportado en otras lineas celulares
tumorales (Traverso et al., 2013; Ortega et al., 2021), la incapacidad de neutralizar
especies reactivas puede comprometer las rutas de reparacion del dano y
sensibilizar células a la muerte inducida por quimioterapia. (Traverso et al., 2013;

Ortega et al., 2021)

Con estos antecedentes, no esta de mas recalcar la importancia y el gran aporte
que presentarian desde el punto de vista preclinico, dado que los resultados
apuntan a que debe discutirse que los esferoides deben incorporarse como
plataforma un modelo importante en etapas tempranas del desarrollo de farmacos
oncologicos, dado que es posible observar una mayor resistencia que los modelos
2D no revelan donde muchas veces se sobreestiman los resultados ante la falta de
representatividad de sistemas bioldgicos traduciéndose en que finalmente al ver en
perspectiva el total de los nuevos compuestos que se desarrollan para tratar el
cancer, tan solo un 10% lleguen finalmente a los pacientes. (Costa et al., 2016;

Friedrich et al., 2009; Gillet et al., 2013; Ro et al., 2022)

Por otro lado el hecho de considerar combinaciones terapéuticas que incluyan
agentes antineoplasicos junto con moduladores metabdlicos o reguladores del
estado redox podrian mejorar la eficacia y el éxito terapéutico en los tratamientos.
Ademas no seria la primera vez que se plantean nuevos enfoques y abordajes

combinados por ejemplo algunos estudios enfocados en inmunoterapia han

80



planteado el uso de antiinflamatorios en combinacion con terapia citotoxica,
especificamente con inhibidores de COX-2 en esta linea un estudio publicado en
Nature communications mostro que la induccion de COX-2/PGE, por células
tumorales que mueren puede limitar la inmunidad antitumoral, y cuyos resultados
sugieren que justamente al inhibir COX-2 se puede mejorar respuestas a terapias

citotoxicas. (Le Saux et al., 2021; Chiurchiu et al., 2018)

Por otro lado, desde una perspectiva mas clinica, si los perfiles de resistencia
responden a adaptaciones en el metabolismo teniendo células resistentes con un
preferencia hacia una via mas lipidica y sensibles hacia una via mas glucolitica, es
que puede plantearse la posibilidad de explorar ajustes nutricionales como
complemento terapéutico de tal manera que por ejemplo se limite la disponibilidad
de sustratos como carbohidratos simples u otros precursores lipidicos en
combinacion con compuestos inhibidores de la lipogénesis, mientras que se
mantiene un aporte balanceado de glucosa y macronutrientes en general podria
favorecer al abordaje terapéutico. (Menendez & Lupu, 2007; Pascual et al., 2017,
Xintaropoulou et al., 2018) Esto se ve respaldado por estudios donde se realizaron
intervenciones que modulan la lipogénesis o la captacion de glucosa observandose
alteraciones en la proliferaciéon y supervivencia de células tumorales (Menendez &
Lupu, 2007; Pascual et al., 2017), lo que respalda la opcién de que un enfoque
nutricional personalizado, dirigido a influir en la preferencia metabdlica del tumor
donde por ejemplo en el contexto del cancer de ovario se suplemente la via
glucolitica para mantener las células tumorales en un estado sensible y evitar a toda

cosa una reprogramacion metabolica a un metabolismo lipidico que se ha
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demostrado que se relaciona con un fenotipo resistente siendo esto una posible
forma de potenciar la respuesta a la quimioterapia. (Menendez & Lupu, 2007;

Pascual et al., 2017; Broadfield et al., 2021)

Finalmente, la utilizacion de esferoides como modelo intermedio entre los cultivos
2D vy los sistemas mas complejos, como los modelos animales, no solo permite
reducir significativamente el uso de organismos vivos en la investigacion, sino que
también incrementa la precision en la prediccidon de la eficacia terapéutica y
promueve un avance mas agil y rapido en el desarrollo de nuevos farmacos. (Costa
et al., 2016; Fantacuzzi et al., 2023; Ro et al., 2022; Ford et al., 2020) Asimismo,
este enfoque facilita la traslacion de hallazgos metabdlicos a estrategias
terapéuticas mas efectivas, ofreciendo un marco mas representativo del
microambiente tumoral en cancer de ovario y potenciando el desarrollo de
tratamientos personalizados basados en la biologia tumoral y avanzo asi cada vez

mas en medicina de precision. (Ro et al., 2022; Fantacuzzi et al., 2023)
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10. CONCLUSION

Los datos obtenidos durante esta investigacion muestran que, en primer lugar, los
esferoides generados a partir de las lineas celulares OVCAR-3 y SKOV-3 de cancer
de ovario presentan una morfologia caracteristica compartida para ambas lineas
celulares. Estas caracteristicas coinciden con lo descrito en la literatura,
correspondiendo a esferoides del tipo agregado, los cuales se caracterizan por
presentar una forma redondeada con una disposicion celular de compactaciéon
variable y bordes irregulares pero definidos. Por otro lado, al evaluar la respuesta
de los esferoides celulares frente a agentes antineoplasicos para determinar su
eficacia, se observd que en el modelo tridimensional existe una menor efectividad
de los agentes en comparacion con el cultivo en monocapa, siendo en este trabajo
evaluados los farmacos cisplatino y carboplatino como agentes de primera linea en
el tratamiento del cancer de ovario, y doxorrubicina como farmaco de segunda linea.
En detalle, en monocapa la linea OVCAR-3 presentd una respuesta
mayoritariamente citotoxica frente a doxorrubicina, mientras que en esferoides la
misma linea manifestd unicamente una disminucion parcial del tamafo, indicando
un efecto parcialmente citotoxico en 3D. En el caso de SKOV-3, conocida por su
perfil resistente, en monocapa se observé una poblaciéon minoritaria de células
afectadas frente a este farmaco, mientras que en esferoides no se registré una
disminucion  significativa de su volumen, evidenciando un efecto
predominantemente citostatico en 3D, distinto al parcialmente citotoxico descrito en

monocapa.
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Para carboplatino y cisplatino, en los esferoides de la linea OVCAR-3 se observo
una reduccion del tamano desde el primer dia de incubacién, alcanzando
aproximadamente la mitad de su condicion inicial, lo que corresponde a un efecto
parcialmente citotdxico diferente al observado en monocapa. Por otro lado, los
esferoides SKOV-3, a menores concentraciones (0.0001 uyM a 1 yM), mostraron una
respuesta citostatica parcial reflejada en la inhibicién del crecimiento respecto a sus
controles, mientras que a concentraciones mas altas (10 a 100 uM para carboplatino
y 100 uM para cisplatino) se observé una respuesta citotdxica parcial entre los dias
3 y 7 de incubacion con los respectivos agentes antineoplasicos. Estos resultados
evidencian que los esferoides reproducen de mejor manera las caracteristicas
fisioloégicas del microambiente tumoral y constituyen un modelo experimental mas
representativo que los cultivos convencionales en monocapa para estudios

preclinicos de sensibilidad farmacologica en cancer de ovario.

Asimismo, se realizd una comparacion de la expresion de genes clave del
metabolismo glucidico y lipidico, observandose en los esferoides OVCAR-3 una
mayor sobreexpresion de las enzimas glucoliticas en relacién con el modelo en
monocapa, destacando un aumento de 1.5 veces en GLUT-1 y de aproximadamente
7 veces en LDHA. En contraste, los esferoides SKOV-3 mostraron una mayor
expresion de genes asociados al metabolismo lipidico, destacando FASN con un
incremento de tres veces respecto al cultivo en 2D. Ademas, se observé que en los
esferoides OVCAR-3 la expresion de FASN disminuyé dos veces respecto al cultivo
tradicional y que CD36 aumentd dos veces, mientras que en SKOV-3 la expresion

de CD36 disminuy6 cerca de tres veces en comparacion con el modelo 2D.
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Finalmente, respecto a la generacidn de esferoides bajo la condicion de deplecion
de glutatién, se observo que los esferoides generados a partir de la linea celular
SKOV-3 presentaron un crecimiento limitado, partiendo desde tamafios menores
que los observados en condiciones normales y sin variaciones significativas a lo
largo del tiempo, manteniendo su tamafo constante durante los dias de incubacion.
En el caso de la linea OVCAR-3, no fue posible la formacion de esferoides bajo
deplecion de glutation, ya que las células permanecieron dispersas sin generar
agregados. Estos resultados indican que el glutatién es un componente esencial
para la formacién y estabilidad estructural de los esferoides celulares, asi como para

mantener la viabilidad de las células en condiciones tridimensionales.
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12. ANEXO

CLASIFICACION Y MANEJO DE RESIDUOS PELIGROSOS

TRATAMIENTO DE DESECHOS BIOLOGICOS

Se seguira la normativa vigente segun:

Plan de Manejo de Sustancias y Residuos Peligrosos
Vicerrectoria de Asuntos Econdmicos y Administrativos Universidad de Concepcion

www.udec.cl/matpel

Anexo: 7352/3330/1591, email: matpel@udec.cl

Segregacién y almacenamiento de residuos biolégicos

¢ Los residuos bioldgicos deben segregarse en residuo bioldgico (tipo 1), residuo
bioldgico cortopunzante (tipo 2), residuo bio-inerte (tipo 3), residuo cortopunzante

inerte (tipo 4) o residuo microbioldgico (tipo 5) (ANEXQO8.5).

e Se deben utilizar los envases proporcionados por la Unidad RESPEL segun se

indica a continuacion.

e Los residuos de tipo 1 deben ser almacenados en bolsas amarillas, y los de tipo 2
en cajas amarillas, ambos a temperaturas inferiores a 4°C. El retiro desde la
Facultad de Medicina, Facultad de Odontologia, DISE y Centro RAI, sera una vez a

la semana a través de empresa externa y la Unidad RESPEL, de acuerdo con el
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decreto N°6/2009, “Reglamento sobre Manejo de Residuos de Establecimientos de
Atencion de Salud (REAS)". El resto de las facultades que generen este tipo de

residuos debera gestionar retiro mensual a través de la Unidad RESPEL.

¢ Los residuos de tipo 3 deben ser almacenados en bolsas para residuos inertes
color negro, resistente al volumen y peso del residuo, a temperaturas inferiores a
4°C hasta ser retiradas por la Unidad RESPEL para su disposicion final. En caso de
que el residuo corresponda a una muestra preservada, se debe separar de la
fraccion liquida (ej. formalina, alcohol), la que debe ser almacenada como residuo

quimico.

¢ Los residuos de tipo 4 seran almacenados en contenedores plasticos de 4 u 8 kg,
etiquetados como “Cortopunzante inerte”, hasta ser retirados por la Unidad RESPEL

para su disposicioén final.

¢ Los residuos de tipo 5 deben ser entregados a la Unidad RESPEL, SOLO después
de ser inertizados mediante autoclave o desinfectados en un bafio con solucion de
hipoclorito de sodio al 1% durante 1 hora. En caso contrario, no se procedera con
el retiro. La Unidad RESPEL entregara bolsas de autoclave solo cuando éste sea el

método utilizado de inactivacion.
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ni . INSTRUCTIVO Codigo: 1-01 v02
gemm Clasificacion y manejo de residuos
peligrosos Pégina 19 de 23
ANEXO 8.5 Clasificacion y manejo de residuos biolégicos
Tipo de Residuo | Definicion Almacenamiento y Retiro Contenedor o bolsa
Residuos Corresponden SOLO a tejidos humanos, Deben ser almacenados a temperaturas inferiores a 4°C hasta | Bolsa de
bioldgicos restos de tejidos humanos, materiales ser retirados por la unidad RESPEL o0 empresa externa®. autoclave
(tipo 1) contaminados con fluidos humanos (sangre, amarilla @
orina) y restos de animales contaminados &
con bacterias o virus patégenos.
Residuos Corresponden a materiales cortopunzantes | Deben ser almacenados a temperaturas inferiores a 4°C hasta | Caja - -
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, ser retirados por la unidad RESPEL 0 empresa externa®. cortopunzante
biolégicos escalpelos) que se han utilizado con fluidos amarilla
(tipo 2) y tejidos humanos o en disecciones de '
animales contaminados con bacterias o
virus patogenos.
Residuos bio- Corresponden a animales o restos de Deben ser almacenados en bolsas para residuos inertes color | Bolsa para
inertes animales de experimentacion que NO estan | negro, resistente al volumen y peso del residuo, a | residuos inertes
(tipo 3) contaminados con bacterias o virus temperaturas inferiores a 4°C hasta ser retiradas por la unidad | color negro
patégenos u otras sustancias peligrosas. RESPEL para su disposicion final. En caso de que el residuo
corresponda a una muestra preservada, se debe separar de la
fraccion liquida (ej. formalina, alcohol), la que debe ser
almacenada como residuo quimico.
Residuos Corresponden a materiales cortopunzantes | Deben ser almacenados en contenedores plasticosde 4u 8 Contenedor
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, kg, etiquetados como “Cortopunzante inerte”, hasta ser plasticod u8 kg
inertes escalpelos) que NO han estado en contacto | retirados por la unidad RESPEL para su disposicion final \
(tipo 4) con tejidos humanos, restos de tejidos
humanos, fluidos humanos (sangre, orina),
ni restos de animales contaminados con
bacterias o virus patdgenos.
Residuos Corresponden a materiales de cultivo que Deben ser entregados a |a unidad RESPEL, SOLO después de | Bolsa de &
microbiolégicos | han estado en contacto con bacterias no ser inertizados mediante autoclave o desinfectados en un | autodave i
(tipo 5) patogenas y que han sido inactivados por bafio con solucidn de hipoclorito de sodio al 1% durante 1 | transparente o <
esterilizacion con autoclave o por hora. En caso contrario, no se procedera con el retiro. La | blanca (solo ﬁ.
desinfeccion en un bafo con solucion de unidad RESPEL entregard bolsas de autoclave solo cuando éste | para autoclave) .
hipoclorito de sodio. sea el método utilizado de inactivacion.
(*) El retiro desde la Facultad de Medicina, Facultad de Odontologia, DISE y Centro RAI, serd una vez a la semana a través de empresa externa Stericycdle y la unidad
RESPEL. El resto de las facultades que generen este tipo de residuos debera gestionar retiro mensual a través de la unidad RESPEL.

Instructivo elaborado en colaboracion con la Facultad de Ciencias Bioldgicas.
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