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CAPITULO I: INTRODUCCION



1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de mama constituye una de las neoplasias mas prevalentes a nivel mundial y
representa una de las principales causas de mortalidad en mujeres, pese a los avances
alcanzados en su diagnostico y tratamiento. En 2022, se estimaron 2,3 millones de casos
nuevos y 670 000 muertes por cancer de mama a escala global, lo que evidencia su
elevada carga bioldgica y socioecondémica. La magnitud del problema demanda el
desarrollo continuo de estrategias experimentales y terapéuticas mas eficaces, sustentadas
en evidencia reproducible y modelos preclinicos con mayor capacidad predictiva (World
Health Organization, 2025).

Desde la biotecnologia y la biologia molecular, un reto central es comprender como la
organizacion celular y el microambiente modulan la proliferacion tumoral y la respuesta
a compuestos antineoplésicos. Los taxanos, como el paclitaxel (PTX) y el docetaxel
(DTX), actan principalmente mediante la estabilizacién de microttbulos y la alteracion
de la dinamica mitética; sin embargo, su eficacia puede verse limitada por fendmenos de
resistencia celular. Entre estos mecanismos se incluyen la sobreexpresion de
transportadores de eflujo, cambios en el citoesqueleto, reprogramacion de vias de
supervivencia y variaciones en el estado proliferativo, factores que reducen la respuesta

citotoxica bajo presion farmacolégica (Vaidyanathan et al., 2016).

En investigacion preclinica, la evaluacion de proliferacion y quimiorespuesta se ha
basado tradicionalmente en cultivos bidimensionales (2D). Aunque estos sistemas son
reproducibles y permiten un control experimental estricto, no representan de forma
adecuada la arquitectura tisular y la heterogeneidad microambiental de tumores solidos,
particularmente las interacciones célula—célula y célula—matriz extracelular, ni los
gradientes de oxigeno y nutrientes. Esta simplificacion puede sesgar la interpretacién de
la potencia farmacoldgica y, en consecuencia, contribuir a discrepancias entre resultados

in vitro y observaciones en sistemas biol6gicos mas complejos (Edmondson et al., 2014).

Frente a estas limitaciones, los modelos tridimensionales (3D), como los esferoides
multicelulares, han emergido como plataformas in vitro mas fisiol6gicamente relevantes.
En estos sistemas se generan gradientes internos y se favorecen interacciones espaciales
que influyen en fenotipos de proliferacion, supervivencia, expresion génica y resistencia

a farmacos. Por ello, con frecuencia se observa una disminucion de la sensibilidad a
2



quimioterapicos en 3D respecto de 2D, atribuible a barreras de difusion y penetracion del
farmaco, a la presencia de subpoblaciones quiescentes en regiones internas y a programas

adaptativos inducidos por hipoxia y estrés metabolico (Kapatczynska et al., 2016).

A pesar del crecimiento de la literatura sobre cultivos 3D, persisten vacios de informacién
en estudios comparativos que evalien, bajo condiciones experimentales estandarizadas,
las diferencias en proliferacion y respuesta a taxanos entre lineas celulares de cancer de
mama con perfiles contrastantes, como MCF-7 y MDA-MB-231, tanto en modelos 2D
como 3D. Abordar esta brecha permitira optimizar la seleccion de modelos in vitro,
fortalecer la interpretabilidad de los ensayos farmacoldgicos y mejorar la relevancia
biotecnoldgica de los resultados para la investigacion aplicada en cribado de farmacos y

caracterizacion funcional de fenotipos tumorales.

1.2 JUSTIFICACION

El estudio de la respuesta a quimioterapia en cancer de mama enfrenta un desafio
metodoldgico clave: los modelos celulares bidimensionales (2D) tradicionales, aunque
atiles para ensayos rapidos y reproducibles, no reproducen de manera adecuada la
complejidad estructural del microambiente tumoral, lo cual puede sesgar la evaluacién
farmacodinamica de agentes antineoplasicos, ya que los gradientes de oxigeno,
proliferacion y matriz extracelular influyen en la sensibilidad a los farmacos (Breslin &
O’Driscoll, 2016).

Los modelos tridimensionales (3D), especialmente los esferoides multicelulares,
permiten formar estructuras celulares organizadas que generan gradientes internos
fisiologicamente relevantes y establecen interacciones célula—célula y célula—matriz
extracelular méas parecidas a las observadas in vivo. En estos sistemas, la eficacia de
compuestos citotoxicos suele ser disminuida en comparacion con cultivos 2D, lo que se
ha observado tanto en lineas de céncer de mama como en otros tumores solidos,
posicionando los cultivos 3D como una herramienta mas representativa para analisis

funcionales de fenotipos y de respuesta farmacolégica (Cha et al., 2025).



Respecto a agentes basados en taxanos como PTX y DTX, diversos estudios han
reportado que la resistencia observada en modelos 3D es mayor que en cultivos 2D, lo
que se asocia tanto a barreras fisicas de penetracion como a diferencias en estados
celulares proliferativos, activacion de mecanismos de transporte y variaciones en la

expresion de proteinas relacionadas con resistencia terapéutica (Lovitt et al., 2015).

Sin embargo, persisten vacios metodologicos en estudios que comparen de manera
estandarizada el comportamiento de lineas celulares de cancer de mama con perfiles
biol6gicos contrastantes, como MCF-7 y MDA-MB-231, cuando son expuestas a taxanos
bajo condiciones experimentales equivalentes en modelos 2D y 3D. Este vacio limita la
comprension precisa de la interaccion entre arquitectura microambiental y respuesta
farmacoldgica, dificultando la identificacion de modelos in vitro con mayor predictividad
para cribado farmacoldgico (Imamura et al., 2015).

En este contexto, la presente investigacion se justifica por su disefio comparativo
sistemético entre modelos 2D y 3D bajo condiciones experimentales homogéneas,
utilizando lineas celulares con perfiles biologicos contrastantes como MCF-7 y MDA-
MB-231 para evaluar proliferacion celular y sensibilidad a taxanos mediante parametros
cuantificables. Esta aproximacién permitira generar evidencia metodologica que
fortalezca la seleccion de modelos in vitro con mayor relevancia predictiva en estudios

de cribado farmacoldgico y caracterizacion funcional de fenotipos tumorales.

Finalmente, al aportar datos comparativos bajo un mismo esquema experimental, este
estudio contribuira a la estandarizacion de modelos tridimensionales en investigacion
oncologica y a desarrollar estrategias experimentales mas robustas para el analisis

funcional de fenotipos tumorales en el ambito de la biologia molecular.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 GENERAL

e Evaluar y comparar la proliferacion y respuesta a paclitaxel y docetaxel en
esferoides 3D derivados de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7, en

comparacion con cultivos 2D.

1.3.2 ESPECIFICOS

e Caracterizar la formacion de esferas tumorales.
e Determinar el ICso de paclitaxel y docetaxel, mediante ensayos de viabilidad (MTT).

e Caracterizar la proliferacion de esfera tumorales en comparacion con cultivos 2D.

1.4 HIPOTESIS

e El cultivo de esferas tumorales presenta mayor resistencia a taxanos en comparacion
con modelos de cultivo in vitro 2D.
e Los taxanos reducen mayormente la viabilidad celular en la linea MCF-7 en

comparacion con las células de cancer triple negativo MDA-MB-231.



CAPITULO II: MARCO TEORICO



2.1 INTRODUCCION

El cancer de mama es un proceso bioldgico complejo caracterizado por proliferacion
descontrolada y expansion clonal de células con alteraciones genéticas y epigenéticas,
acompafiado de una marcada heterogeneidad molecular. Esta diversidad se expresa en
diferencias en programas transcriptémicos, fenotipo celular, capacidad proliferativa y
respuesta a agentes antineoplasicos, lo que constituye un reto para la interpretacion
experimental de la eficacia farmacoldgica (Weigelt et al., 2014). En este contexto, la
investigacion preclinica basada en modelos in vitro e in vivo resulta esencial para
dilucidar mecanismos de progresion tumoral y de respuesta/adaptacion a compuestos

bioactivos.

Entre las herramientas experimentales mas empleadas se encuentran los modelos de
cultivo celular in vitro, los cuales permiten estudiar de forma controlada distintos aspectos
del comportamiento tumoral. En particular, las lineas celulares humanas de céncer de
mama MCF-7, representativa del subtipo luminal, y MDA-MB-231, correspondiente al
subtipo triple negativo, han sido ampliamente utilizadas debido a que exhiben fenotipos
bioldgicos contrastantes (Holliday & Speirs, 2011). Estas lineas constituyen modelos
relevantes para evaluar procesos de proliferacion celular y respuesta a agentes

quimioterapéuticos empleados en la préactica clinica.

Tradicionalmente, estos estudios se han desarrollado utilizando cultivos bidimensionales
(2D), en los que las células crecen como monocapas adheridas a superficies planas. Si
bien este enfoque ha permitido importantes avances en la comprensiéon de mecanismos
celulares basicos, su capacidad para reproducir la complejidad estructural y funcional de
los tumores sélidos es limitada. Los cultivos 2D no reflejan adecuadamente las
interacciones célula—célula, la comunicacion con la matriz extracelular ni los gradientes
de oxigeno, nutrientes y sefiales bioquimicas presentes en el microambiente tumoral in
vivo, factores que influyen de manera determinante en la respuesta terapéutica (Weigelt
etal., 2014).

Como alternativa, los modelos tridimensionales (3D) de cultivo celular han emergido
como sistemas experimentales mas fisiologicamente relevantes. En estos modelos, las
células forman estructuras multicelulares organizadas, como esferoides tumorales, que
reproducen de manera mas cercana la arquitectura del tumor y su microambiente
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(Edmondson et al., 2014). La presencia de gradientes internos y una mayor complejidad
estructural permite evaluar fendmenos bioldgicos que no son evidentes en cultivos 2D,
incluyendo cambios en la proliferacion, la supervivencia celular y la respuesta a farmacos

antineoplasicos.

Diversos estudios han demostrado que la respuesta de las células tumorales a la
quimioterapia puede diferir de forma significativa entre modelos 2D y 3D, evidenciando
una menor sensibilidad a determinados agentes citotoxicos en condiciones
tridimensionales. Estas diferencias han sido atribuidas, entre otros factores, a la
organizacion celular, la limitada penetracion de los farmacos y la influencia del
microambiente tumoral. No obstante, a pesar del creciente interés en los modelos 3D, aun
es necesario profundizar en la evaluacion comparativa de la proliferacion celular y la
respuesta a quimioterapia en distintos subtipos de cancer de mama utilizando sistemas

tridimensionales bien caracterizados (Zhang et al., 2024).

En este contexto, el presente estudio se plantea como una aproximacion experimental para
evaluar de manera comparativa la proliferacion celular y la respuesta a quimioterapia en
modelos tridimensionales de esferas tumorales derivadas de las lineas celulares MCF-7 y
MDA-MB-231, contribuyendo a una mejor comprension del impacto del modelo de
cultivo en la evaluacién preclinica de agentes quimioterapéuticos y resaltando la
relevancia de los cultivos 3D como herramientas mas representativas de la biologia

tumoral.

2.1.1 CONTEXTO GENERAL

El cancer de mama se define bioldgicamente como la proliferacion descontrolada de
células en la glandula mamaria, y este proceso da lugar a la formacion de un tumor
altamente complejo. Lo que comUnmente se siente es un bulto o masa extra de tejido, que
puede notarse tanto en la superficie de la piel como debajo de ella. A veces puede doler o
inflamarse, pero no siempre presenta sintomas visibles. Aunque tanto hombres como
mujeres pueden desarrollar la enfermedad, las mujeres son mucho mas propensas a

padecerla. En términos de salud publica, este tipo de cancer es la segunda neoplasia



maligna mas diagnosticada entre las mujeres, y genera un impacto social y econémico

considerable (American Cancer Society, 2024).

La transformacion tumoral suele asociarse con disrupciones en los puntos de control del
ciclo celular y en vias de muerte celular programada, lo que favorece la proliferacion
sostenida. Adicionalmente, la aparicion de resistencia a farmacos puede emerger por
seleccion clonal, plasticidad fenotipica, reprogramacién metabolica y mecanismos de
transporte/eflujo, entre otros; esto limita la eficacia de compuestos citotoxicos y subraya
la necesidad de comprender, a nivel molecular, como inducir muerte celular y/o

vulnerabilizar subpoblaciones resistentes (Burguées Gasion et al., 2005).

La gran mayoria de los canceres de mama corresponden a un tipo llamado
adenocarcinoma, que surge principalmente en los conductos mamarios (alrededor del
85%) y en menor medida en los lobulillos (15%). Dentro de estos, la gravedad puede
variar desde formas mas localizadas hasta otras que invaden los tejidos vecinos y avanzan
en la enfermedad. Existen también formas menos comunes, como la enfermedad de Paget
o0 el cancer mamario inflamatorio, y otros tipos muy raros como algunos sarcomas. Un
aspecto fundamental para decidir como tratar el cancer es conocer si las células tumorales
tienen o no receptores hormonales o el receptor HER2, pues esta informacion guia las
opciones de tratamiento mas adecuadas (Katsura et al., 2022).

2.1.2 CANCER DE MAMA COMO PROBLEMA DE SALUD PUBLICA

En 2022, el cancer de mama es el segundo tipo de cancer mas frecuente en mujeres
alrededor del mundo, con un estimado de 2,3 millones de casos nuevos, lo que significa
casi una décima parte de todos los canceres que se detectaron ese afio. Esta enfermedad
también es una de las principales causas de muerte a nivel global, causando mas de
660,000 defunciones. De hecho, en muchisimos paises es el cancer més diagnosticado en

mujeres y también la principal causa de muertes por esta enfermedad (Bray et al., 2024).

Cuando el cancer de mama esté en una etapa avanzada, entre un 10-16% de los pacientes
pueden desarrollar tumores secundarios en el cerebro, y esto suele venir acompariado de

un pronostico menos favorable y menor tiempo de vida. Este riesgo varia dependiendo



del subtipo especifico del cancer de mama, lo que influye mucho en el tratamiento y

manejo del paciente (Tuasha & Petros, 2020).

América tuvo un papel significativo en la incidencia mundial, al concentrarse cerca de
una cuarta parte de los nuevos casos en 2022, con mas de 525.000 casos reportados. En
particular, América Latina y el Caribe presentan una alta proporcion de mujeres
diagnosticadas antes de los 50 afios, mucho mas elevada que en Norteamérica. La tasa de
mortalidad en mujeres jovenes por esta enfermedad también es mayor en esta region en

comparacion con América del Norte (Organizacion Panamericana de la Salud, 2025).

El sexo femenino es el principal factor asociado a la incidencia poblacional, dado que la
mayoria de los casos se diagnostican en mujeres. Aunque el cancer de mama también
puede presentarse en hombres, su frecuencia es baja; en términos biotecnoldgicos, esta
distribucion refleja interacciones complejas entre endocrinologia, regulacién

transcripcional y susceptibilidad genética (World Health Organization, 2025).

2.1.3 HETEROGENEIDAD TUMORAL E IMPORTANCIA DE LOS SUBTIPOS
MOLECULARES

El cancer de mama no es una enfermedad homogénea, sino que presenta una notable
diversidad bioldgica. La heterogeneidad se expresa a nivel gendmico, epigenémico,
transcriptomico y proteémico, lo que da lugar a subpoblaciones celulares con diferentes
caracteristicas funcionales, agresividad y sensibilidad a los tratamientos (Tellez-Gabriel
et al., 2016; Candanedo-Gonzalez et al., 2025).

Estudios recientes han demostrado que estas diferencias no solo varian entre un tumor y
otro (heterogeneidad intertumoral), sino también dentro de un mismo tumor
(heterogeneidad intratumoral), que ademas pueden cambiar con el tiempo y dependiendo
de la ubicacion dentro del tejido. Estas variaciones impactan aspectos clave como
biomarcadores, metabolismo celular, la manera en que las células interactian con su

entorno, y la progresion clinica de la enfermedad (Guo et al., 2023).
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Cuando se examinan las células tumorales, es evidente que no todas son iguales, incluso
en tumores del mismo érgano o entre diferentes personas. Esta diferencia, conocida como
heterogeneidad entre tumores, ayuda a clasificar los canceres en distintos subtipos
basados en sus caracteristicas moleculares y marcadores expresados. Ademas, dentro de
un solo tumor, las células pueden variar en comportamiento y funciones, lo que permite
que el tumor se adapte a su entorno y cambie su potencial para crecer y diseminarse. Estos
cambios también afectan la capacidad de ciertos tratamientos y dificultan la precision de
los diagnosticos basados en biopsias limitadas (Tellez-Gabriel et al., 2016).

El cancer de mama es una enfermedad que cambia y evoluciona constantemente. A
medida que avanza, tiende a volverse mas complejo, al punto que el tumor original puede
contener diferentes grupos de células, cada uno con caracteristicas moleculares distintas
y con respuestas variadas a la exposicion experimental. Esta diversidad puede observarse
en diferentes areas del tumor o manifestarse a lo largo del tiempo, complicando el manejo
clinico. Detectar y comprender esta heterogeneidad es fundamental para poder desarrollar
terapias que realmente funcionen (Candanedo-Gonzalez et al., 2025).

Subtipos moleculares:

La clasificacion molecular del cancer de mama ha permitido identificar cuatro subtipos

principales con implicaciones prondésticas y terapéuticas:

e El subtipo luminal A, es el més frecuente y se caracteriza por la expresion de
receptores de estrogeno (RE) y progesterona (PR), suele asociarse con un mejor
prondstico y es llamado ER positivo.

e El luminal B comparte la positividad para receptores de estrogeno, pero presenta
un indice proliferativo mas alto y, en algunos casos, sobreexpresién de HER2.

e EIl cancer de mama HER?2 positivo se caracteriza por la ausencia de receptores
hormonales y la sobreexpresion de HERZ2,

e El cancer de mama triple negativo (TNBC), carece de los tres receptores, siendo

el subtipo mas agresivo y asociado a menor supervivencia.

Esta clasificacion ha permitido optimizar la seleccion de terapias y personalizar los

esquemas de exposicion experimental (Martinez-Pacheco & O'Driscoll, 2021).
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El tipo luminal de cancer de mama comprende aproximadamente el 60% de los casos,
caracterizado por la expresion de ER, aunque con mayor uniformidad en el tipo A que en
el tipo B. Clinicamente, tiende a presentarse como una etapa temprana del cancer. Se han
desarrollado maltiples ensayos especificos para este subgrupo con el fin de proporcionar
una guia para el manejo clinico 6ptimo de cada modelo celular. Hasta la fecha, este es el
grupo de tumores donde las herramientas moleculares han tenido mayor éxito en la
prediccion del comportamiento biolégico tumoral y las respuestas terapéuticas
(Goldhirsch et al., 2013).

2.1.4 RELEVANCIA EN SALUD PUBLICA

El cancer de mama representa un problema prioritario de salud global, con desigualdades
significativas en la incidencia y mortalidad segun el nivel de desarrollo de los paises. En
naciones con un indice de Desarrollo Humano (IDH) muy alto, se estima que una de cada
doce (12) mujeres sera diagnosticada con esta enfermedad a lo largo de su vida, y una de
cada setenta (70) morira a causa de ella. En cambio, en paises con bajo IDH, aunque solo
una de cada veintisiete (27) mujeres recibe el diagnostico, la mortalidad es mayor con una
de cada cuarenta y ocho (48) falleciendo por cancer de mama. Estas diferencias reflejan
la influencia del acceso a servicios de deteccion temprana, diagnostico y tratamiento
oportuno (World Health Organization, 2025b; Wilkinson & Gathani, 2021).

Segun proyecciones recientes del Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer
(IARC), para el afio 2050 se espera un aumento del 38 % en la incidencia global del cancer
de mama y un incremento del 68 % en la mortalidad. Estas cifras enfatizan la necesidad
de reforzar estrategias globales de prevencion, deteccién temprana y tratamiento. La
Iniciativa Mundial contra el Cancer de Mama de la OMS busca reducir en un 2,5 % anual
la mortalidad, lo que podria evitar 2,5 millones de muertes prematuras entre 2020 y 2040
(International Agency for Research on Cancer, 2025; Organizacion Panamericana de la
Salud, 2025).

El cancer, y en particular el de mama, representa un reto creciente para la salud publica

mundial debido al aumento de casos y muertes. Aunque las opciones disponibles, como
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la cirugia, la radioterapia o la quimioterapia, ayudan a prolongar la vida, muchos

obstaculos pueden limitar su efectividad (Bashi et al., 2024).

Al ser una enfermedad multifactorial, los factores causales asociados a esta enfermedad
son diversos. Se desarrolla a partir de una combinacion de factores genéticos, hormonales
y ambientales. Se estima que solo entre el 5y el 10% de los casos se deben a causas
hereditarias, mientras que la mayoria estan relacionadas con el entorno y estilo de vida.
Ademas, existen diferentes tipos de cancer de mama que varian segun el tejido afectado
y los mecanismos moleculares involucrados, lo que también influye en la agresividad de

cada tumor (National Cancer Institute, 2023).

Ademas de su creciente incidencia, un desafio critico en salud publica lo constituyen las
limitaciones de los tratamientos convencionales, los efectos secundarios de los farmacos
quimioterapéuticos y la falta de servicios de salud especializados en paises en desarrollo.
Estas barreras, junto con factores ambientales, genéticos y de estilo de vida, contribuyen
al aumento de la carga de esta enfermedad, que sigue siendo un reto prioritario para los
sistemas de salud (Bashi et al., 2024 b; Wilkinson & Gathani, 2021).

2.1.5 AVANCES TERAPEUTICOS Y DESAFIOS ACTUALES

Durante el siglo XX la medicina logré grandes avances al reducir notablemente las
muertes causadas por enfermedades infecciosas comunes, lo que extendi6 la esperanza de
vida humana. Sin embargo, esta mejora también coincidié con un aumento en el nimero
de casos de cancer. Fue en esta época cuando Paul Ehrlich introdujo el concepto de
quimioterapia y sentd las bases para el desarrollo experimental de medicamentos contra
el cancer. Un evento clave para avanzar en este campo ocurrio durante la Segunda Guerra
Mundial, cuando en un bombardeo se liberan sustancias quimicas que producen efectos
adversos severos en los sobrevivientes, llevando a que los cientificos investiguen su
potencial en tratamientos para ciertos tipos de cancer. Asi comenzo la era en la que se
utilizaron compuestos bioactivos, inicialmente naturales y luego semisintéticos, para
combatir enfermedades tumorales. En particular, el paclitaxel, descubierto en los afios 60,

se convirtio en un farmaco importante, aunque su fabricacion enfrentaba varios desafios
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que motivaron la basqueda de métodos mas eficientes para producirlo en laboratorio
(Sousa-Pimenta et al., 2023).

El paclitaxel se probo por primera vez en modelos celulares con cancer de pulmén para
evaluar su capacidad de inhibir el tumor. En un estudio clinico donde se compararon
diferentes tratamientos, quienes recibieron paclitaxel mostraron una mejor tasa de
supervivencia a un afio en comparacion con otros medicamentos. Ademas, el tiempo
promedio que vivieron con la enfermedad es mayor para el grupo tratado con este
farmaco, evidenciando su eficacia en este tipo de cancer. El docetaxel, otra exposicién
experimental importante, es identificado durante la sintesis del paclitaxel a partir de un
compuesto intermediario. Este medicamento actla blogueando el procesamiento de
ciertas proteinas responsables de la estructura celular, interrumpiendo la division celular
de forma mas estable y eficiente. Ademas, tiene la ventaja de ser mas soluble y contar
con mejor biodisponibilidad, lo que facilita su uso clinico. Un estudio con mas de 800
modelos celulares que tenian cdncer de mama avanzado con expresion del receptor HER2
mostré que la exposicion experimental con docetaxel junto a otros medicamentos
prolongaba significativamente el tiempo durante el cual la enfermedad no progresaba,
comparado con terapias estandar, mejorando las perspectivas para estos modelos celulares
(Sousa-Pimenta et al., 2023).

El cancer de mama representa un enorme desafio para la salud a nivel mundial,
especialmente en regiones con menos recursos. Aunque han mejorado las opciones de
tratamiento y la esperanza de vida, la realidad es que la enfermedad sigue en aumento, y
las disparidades en el acceso a terapias efectivas deben ser enfrentadas mediante esfuerzos
coordinados a nivel global (Wilkinson & Gathani, 2021).

2.1.6 HETEROGENEIDAD BIOLOGICA Y SU IMPACTO EN LA RESPUESTA
TERAPEUTICA

La heterogeneidad dentro de los tumores es una de las marcas mas caracteristicas del
cancer y representa un gran desafio para los especialistas en oncologia. Esta diversidad
es la razon principal por la que muchos tratamientos farmacologicos no tienen éxito, ya

que diferentes células dentro del mismo tumor pueden reaccionar distinto a un mismo
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medicamento. Esta variabilidad afecta directamente las dianas a las que se dirigen los
farmacos, o modifica el ambiente que rodea al tumor, definiendo perfiles moleculares y
caracteristicas celulares que dificultan la efectividad de los medicamentos (Zhang et al.,
2022).

La resistencia a los tratamientos es la principal causa por la cual muchos pacientes con
cancer no logran remision. Son varios los factores bioldgicos que influyen en esta
resistencia, desde la velocidad de crecimiento del tumor, la cantidad total de células
cancerosas, hasta las barreras fisicas y los mecanismos del sistema inmunolégico. De
todos ellos, la heterogeneidad tumoral se destaca como la mas importante, ya que, a lo
largo de la progresion del tumor, las células evolucionan y generan cambios no solo en
sus genes, sino también en la forma en que se comunican entre si y con su entorno,

favoreciendo la resistencia a distintos medicamentos (Zhang et al., 2022).

Hoy en dia, las terapias dirigidas han mejorado los resultados para algunos pacientes con
tumores solidos, pero la caida sigue siendo un problema importante debido a mecanismos
de resistencia. Cuando un tumor ya es resistente antes de iniciar el tratamiento, hablamos
de resistencia primaria. En cambio, la resistencia secundaria se adquiere después de una
primera respuesta favorable y puede surgir por mutaciones nuevas o cambios en las vias
de sefalizacion celular. También existe otro tipo de resistencia secundaria, que aparece
porque algunas células resistentes ya estaban presentes desde el origen y se favorecen

bajo presion del tratamiento al eliminar a las sensibles (Baliu-Piqué et al., 2020).

Un problema particular de las terapias con conjugados anticuerpo-farmaco es la
variabilidad en la expresion de las dianas a las que se dirigen. Estos tratamientos
combinan un anticuerpo con una toxina para atacar las células cancerosas, pero si no todas
las células expresan el objetivo, la exposicion experimental puede no eliminar todo el
tumor, generando resistencia. Ademas de la variabilidad genética, los tumores también
presentan cambios epigenéticos que regulan cuando y ddénde se activan ciertos genes.
Modificaciones como la metilacién del ADN o las alteraciones de las histonas pueden
silenciar genes que normalmente protegen contra el cancer. Estas alteraciones

epigenéticas influyen en la seleccion de ciertos clones celulares y pueden permitir que
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algunas celulas cambien temporalmente su sensibilidad a los medicamentos,

contribuyendo a la resistencia (Baliu-Piqué et al., 2020).

2.1.7 TRANSICION HACIA MODELOS PRECLINICOS MAS PREDICTIVOS

Los avances en oncologia han generado un abanico de tratamientos innovadores que
incluyen medicamentos bioldgicos, vacunas dirigidas contra el cancer, anticuerpos
monoclonales y agentes como inhibidores de tirosina quinasa, xenoinjertos tumorales y
farmacos antiangiogénicos. Estas innovaciones brindan nuevas esperanzas a los modelos
celulares, mejorando tanto las tasas de curacién como la supervivencia. Sin embargo, este
progreso entrafia desafios cruciales, especialmente en la necesidad de trasladar de manera
efectiva estos descubrimientos a la practica mediante modelos preclinicos confiables
(Wang et al., 2024).

El avance en tratamientos contra el cancer se ha visto retardado, en gran parte, por la
atencion de modelos preclinicos confiables con alto poder predictivo para los resultados
en modelos celulares. En este contexto, los modelos de xenoinjerto tumoral derivados
directamente de tejidos de pacientes han surgido como una estrategia para superar muchas
de estas limitaciones. Los pacientes conservan fielmente la heterogeneidad tumoral del
modelo celular original y han demostrado un desempefio superior al de métodos
convencionales, evidenciando su valor en la investigacion traslacional. Actualmente,
diversos grupos han generado numerosos modelos celulares estables y especificos que
conservan la anatomia, genética y respuestas terapéuticas del tumor original (Altogen
Labs, 2018).

El uso de estos y otros modelos preclinicos es esencial para el desarrollo traslacional de
nuevas terapias oncologicas. Aungue el cultivo en monocapa y algunos xenoinjertos
murinos ofrecen ventajas para pruebas iniciales, éstos no logran replicar el entorno
tumoral completo ni las interacciones con el sistema inmunolégico. Por ello, se hace cada
vez mas urgente desarrollar y aplicar modelos que reflejen mejor la fisiologia tumoral y
permitan una prediccion clinica mas precisa como lo son las esferas tumorales (Altogen
Labs, 2018).
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Por otro lado, los modelos murinos, tanto convencionales como genéticamente
modificados, son imprescindibles para estudiar los mecanismos moleculares que rigen la
progresion y metéstasis del cAncer de mama. Poseen un sistema inmunolégico funcional,
permitiendo examinar la relacion dinamica entre las células tumorales y el sistema
inmune. A pesar de ello, su complejidad y ciertas limitaciones en modelar procesos
metastasicos y tratamientos clinicos representan retos que aun se enfilan a superar
(Pedroza et al., 2024).

2.2 MODELOS CELULARES EN INVESTIGACION

2.2.1 MODELOS BIDIMENSIONALES (2D)

El cultivo celular bidimensional o 2D ha sido la técnica in vitro mas empleada en estudios
de céncer desde su establecimiento en el siglo XIX. Su simplicidad, bajo costo y
reproducibilidad lo convirtieron en una herramienta central para los primeros avances en
biologia celular y ensayos farmacoldgicos. En estos modelos, las células crecen en una
monocapa adherente sobre una superficie plana, como placas Petri o matraces de cultivo,
sumergidas en un medio de cultivo enriquecido con nutrientes, suero y factores de
crecimiento esenciales para la supervivencia y proliferacion celular. Este método permite
un control estricto de las condiciones experimentales y facilita la manipulacion y
observacion directa de las células, lo que la hace ideal para estudios iniciales de toxicidad,

proliferacion y mecanismos moleculares basicos (Nayak et al., 2023).

Sin embargo, pese a sus ventajas practicas, los modelos 2D presentan limitaciones criticas
que comprometen su capacidad para simular la complejidad de los tumores solidos in
vivo. La naturaleza plana de estos cultivos altera profundamente la morfologia, la
polaridad y el modo de division celular, ya que las células se ven forzadas a adaptarse a
un sustrato artificialmente rigido. Esto conduce a una pérdida de las interacciones celula-
célulay célula-matriz extracelular (MEC), que son fundamentales para la sefializacién, la
diferenciacion y funcion tisular normal de las células. En un cultivo 2D, todas las células
estdn expuestas de manera homogénea a los nutrientes, el oxigeno y los agentes
terapéuticos, una situacion que no refleja la realidad de los tumores sélidos, donde existen

gradientes de difusion que generan microambientes heterogéneos. Esto elimina la
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complejidad fisioldgica de los tumores y limita la capacidad de los modelos 2D para
predecir mecanismos de resistencia adquirida. Ademas, se ha reportado que estos cultivos
pueden alterar la expresion génica y proteica, modificando la respuesta celular a diversos
estimulos y disminuyendo su validez como representacion del entorno tumoral real
(Kapalczynska et al., 2016).

La principal consecuencia de estas limitaciones es la falta de predictividad en la respuesta
a farmacos. Muchos compuestos que demuestran una alta eficacia citotdxica en
monocapas fallan en ensayos preclinicos mas avanzados o en la practica clinica, ya que
no logran superar las barreras fisicas y microambientales presentes en un tumor
tridimensional. Esta discrepancia contribuye al elevado costo y prolongado tiempo del
desarrollo de farmacos, ademas de promover el uso de modelos animales que podrian
reducirse con sistemas in vitro mas representativos (Nayak et al., 2023; Guan & Huang,
2022).

2.2.2 MODELOS TRIDIMENSIONALES (3D)

Ante las limitaciones de los cultivos 2D, surgieron los modelos tridimensionales (3D),
como los esferoides tumorales, que reproducen con mayor fidelidad la arquitectura y
fisiologia de los tumores sélidos. Estos modelos permiten la formacion de estructuras
multicelulares organizadas en capas, generando gradientes de oxigeno, nutrientes y
metabolitos similares a los encontrados in vivo. Como resultado, las células cultivadas en
condiciones 3D exhiben comportamientos fisiologicos y respuestas farmacolégicas mas

cercanas a las observadas en pacientes (Kapalczynska et al., 2016).

Los esferoides tumorales han demostrado replicar con precision aspectos clave de los
tumores, tales como la secrecion de mediadores solubles, la activacion de vias de
resistencia a farmacos, la variacion en la expresion génica y las respuestas adaptativas al
microambiente. Su estructura multicapa permite distinguir zonas con diferentes
caracteristicas celulares: una region periférica con células altamente proliferativas, una
zona media con ceélulas quiescentes bajo condiciones hipdxicas y una zona central con

celulas necroticas. Esta organizacion confiere a los modelos 3D un alto valor predictivo
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en el estudio de proliferacion tumoral y eficacia de agentes quimioterapéuticos (Nayak et
al., 2023).

2.2.3 LIMITACIONES DE MODELOS 2D Y VALOR DEL MODELO 3D
(ESFEROIDES)

Los cultivos celulares en dos dimensiones, o 2D, son una técnica muy utilizada para
estudiar la biologia celular y el impacto de los medicamentos, asi como para observar la
morfologia de los tejidos y estudiar diversas enfermedades. Aunque este método es
sencillo y reproducible, también presenta importantes limitaciones, ya que no refleja las
complejas interacciones entre la célula y su entorno, ni reproduce fielmente la morfologia,
polaridad y forma de division celular que ocurre en el cuerpo. Estas deficiencias han
motivado el desarrollo de modelos més avanzados destinados a reproducir con mayor
realismo las condiciones bioldgicas que enfrentan las células in vivo (Kapalczynska et al.,
2016).

Una de las principales limitaciones de los cultivos 2D es la ausencia de heterogeneidad
celular y un microambiente tumoral funcional, elementos clave que influyen en el avance
del cancer y en la resistencia a los tratamientos. Para avanzar en la creacién de terapias
efectivas que realmente mejoren los resultados clinicos, es esencial contar con modelos
que puedan reflejar la complejidad y variabilidad de las enfermedades humanas. Las
interacciones multicelulares y con la matriz extracelular, que son esenciales para la
formacion y crecimiento de los tumores, son dificiles de replicar en cultivos planos
(National Cancer Institute, 2023).

Las ventajas de los cultivos 2D estan la simpleza del mantenimiento y su bajo costo,
ademas de que permiten realizar distintos ensayos funcionales con facilidad. Sin embargo,
las células en estos sistemas no se organizan como en los tejidos reales, lo que limita la
representacion de las interacciones necesarias para funciones celulares vitales como la
proliferacion, diferenciacion, metabolismo y respuesta al estrés. Tras la transicion desde
el tejido vivo a las condiciones 2D, las células suelen modificar su forma y
comportamiento, perdiendo diversidad fenotipica. También, al crecer en monocapa, todos
los nutrientes y factores estan accesibles de forma uniforme, algo que contrasta con la
variabilidad de recursos dentro de un tumor real. Ademas, esta técnica suele estudiar un
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solo tipo celular, lo que impide recrear el microambiente heterogéneo requerido por las

células iniciadoras del cancer (Kapalczynska et al., 2016).

En los organismos vivos, las células no se encuentran en ambientes planos sino
tridimensionales. Por ello, los cultivos 2D no logran simular con exactitud las condiciones
y fisiologia celular natural que existen dentro del cuerpo. Ademas, las células crecen en
contacto uniforme con el medio, por lo que estan expuestas de manera constante a
medicamentos y factores externos, diferentes de la distribucion heterogénea que ocurre
in vivo (Guan & Huang, 2022).

» 3D (esferoides): reproducen gradientes de oxigeno y nutrientes, zonas
proliferativas/hipoxicas/necroticas y barreras de penetracion del farmaco.

Los esferoides multicelulares en 3D, creados a partir de células cancerosas, son modelos
ideales para estudiar los gradientes de presion parcial de oxigeno y sus efectos en el
crecimiento tumoral. La estructura de estos esferoides simula muy bien la heterogeneidad
que existe en una pequefia region tumoral, incluyendo las interacciones de las células
entre si y con el microambiente que las rodea. Al igual, que un microdominio tumoral sin
vasos sanguineos, el crecimiento del esferoide conduce a zonas centrales donde faltan
oxigeno y nutrientes, generando hipoxia y acidosis, mientras que las partes externas
reciben mas oxigeno, similar al estroma tumoral cerca de los vasos sanguineos (Gomes
etal., 2016).

La répida proliferacion de células cancerosas, junto con la deficiencia de vasos
sanguineos, genera en los tumores solidos regiones deficientes de nutrientes y oxigeno.
Algunas células tienen la capacidad de sobrevivir en estas condiciones hipdxicas extremas
y contribuyen al avance del tumor. La hipoxia dentro del tumor se ha relacionado con un
prondstico mas desfavorable. Los modelos tridimensionales in vitro, como los esferoides
y organoides, reproducen espontaneamente estos gradientes de oxigeno, lo que los hace

atiles para estudiar el comportamiento tumoral bajo estas condiciones (Godet et al., 2022).

En la mayoria de los tumores solidos, aproximadamente el 90%, surgen areas de hipoxia
debido a la réapida proliferacion celular y al desarrollo vascular limitado. En modelos
celulares con cancer de mama, las concentraciones medias de oxigeno en el tumor son
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significativamente menores que en el tejido mamario normal. La presencia de hipoxia en
los tumores se asocia con mayor riesgo de metastasis y mortalidad, y es un factor
pronostico negativo independientemente del estadio clinico al diagnostico. Las células
tumorales pueden adaptarse a la escasez de oxigeno, principalmente a través de la
activacion de factores inducibles por hipoxia (HIF), que regulan la expresion de genes

que les permiten sobrevivir en entornos desfavorables (Godet et al., 2022).

Los tumores solidos crecen formando estructuras tridimensionales en las que se
establecen gradientes de nutrientes y oxigeno debido a la distribucion limitada por la
vascularizacion. La hipoxia activa vias celulares y cambios en la expresion genética que
favorecen la supervivencia de las células malignas y la formacion de células madre
cancerosas con capacidad de autorrenovacion y comienzo del tumor. Tanto la hipoxia
como estas células madre cancerosas estan asociadas a la resistencia terapéutica y a las

caidas en los pacientes (Ham et al., 2016).

En las fases iniciales del cancer epitelial, las células malignas invaden la membrana basal
y proliferan formando masas tridimensionales que obtienen nutrientes por difusién desde
los vasos sanguineos cercanos. Estas masas tumorales contienen células diversas en
cuanto a funcion y forma, y su crecimiento contindia hasta que los niveles de oxigeno y
nutrientes disminuyen en las zonas mas alejadas de los vasos. La hipoxia activa la via del
factor inducible por hipoxia (HIF), aumentando la estabilidad de sus componentes y su
transporte al nacleo, donde promueven la expresion de genes que facilitan la adaptacién

y supervivencia celular bajo condiciones de bajo oxigeno (Ham et al., 2016).

Los esferoides formados por células tumorales constituyen modelos muy relevantes en
investigacion debido a su estructura tridimensional, la complejidad de sus redes de
interaccion entre células y la limitada distribucion de nutrientes y oxigeno dentro de estos

agregados (Ham et al., 2016).
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23 (POR QUE USAR ESFEROIDES PARA PROLIFERACION Y
QUIMIORRESPUESTAS?

Los esferoides tumorales se estan imponiendo como una alternativa mas avanzada y
precisa en comparacion con los cultivos celulares tradicionales en dos dimensiones (2D).
Estos sistemas permiten recrear de mejor forma la compleja estructura y organizacion de
las celulas in vivo aportando nuevas posibilidades en la investigacion oncoldgica
(Nikdouz & Orso, 2023).

Una de las grandes ventajas de los cultivos 3D es la capacidad para mantener
interacciones entre las células y componentes de la matriz extracelular (ECM). Estos
cultivos presentan una organizacion espacial definida que influye directamente en el
comportamiento celular. Dentro de estos modelos conviven células en diferentes estados:
algunas se estan dividiendo activamente, otras permanecen en reposo y algunas se
encuentran muriendo, lo cual se asemeja mucho a la dindmica que se da en los tumores
reales. Los modelos 3D también ofrecen mayor precision en la prediccion de como
responderan los pacientes a ciertos medicamentos, siendo un modelo Gtil para analizar la
actividad bioldgica y toxicidad de los medicamentos en comparacion con los cultivos 2D
(Nikdouz & Orso, 2023).

Se ha demostrado que organoides y esferoides derivados de pacientes pueden ser
empleados para evaluar la eficacia individualizada de farmacos, permitiendo el desarrollo
de tratamientos adaptados al perfil tumoral de cada paciente. Esta capacidad de predecir
respuestas clinicas con mayor precision convierte a los cultivos 3D en aliados clave para

la traslacion de hallazgos de laboratorio a la practica clinica (Huang et al., 2020).

Finalmente, en comparacion con los cultivos 2D, los modelos 3D reproducen de mejor
manera el microambiente de los tumores primarios, modificando funciones celulares
como la proliferacion, la viabilidad, la migracion, la respuesta a hipoxia, la diferenciacion
y la sensibilidad a farmacos, lo que los convierte en una herramienta imprescindible para

la investigacion y el desarrollo de nuevas terapias oncolégicas (Huang et al., 2020).
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2.4 JUSTIFICACION DE LAS LINEAS CELULARES

2.4.1 LINEA CELULAR MCF-7 (SUBTIPO LUMINAL, DEPENDIENTE DE
ESTROGENO)

La linea celular MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7), que representa un modelo
luminal dependiente de estrogeno y menos agresivo, es uno de los modelos mas utilizados
en estudios de cancer de mama. Esta linea celular ha sido cultivada extensamente por
diversos grupos a lo largo de los afios, se caracteriza por ser positiva para receptores de
estrogeno y progesterona, perteneciendo al subtipo molecular luminal A. Se considera
que tiene un bajo potencial metastasico, siendo no invasiva y menos agresiva en

comparacion con otras (Comsa & Serban, 2015).

Desde su establecimiento hace méas de 40 afios, MCF-7 ha servido como linea celular
estandar para investigaciones sobre receptores hormonales y para la evaluacion de
farmacos en oncologia. Su estabilidad genética y amplia disponibilidad en laboratorios
de todo el mundo han facilitado el desarrollo de mdltiples estudios orientados a

comprender la biologia del cancer y explorar nuevas terapias (Kleensang et al., 2016).

Las células MCF-7 se originaron del tejido mamario de una mujer de 69 afios con
adenocarcinoma metastasico, reflejando el subtipo luminal A, el cual se asocia con menor

grado de malignidad y mejor pronéstico gque otros subtipos mas agresivos (Cytion, 2025).

A nivel funcional, las células MCF-7 expresan receptores de estrdgeno, progesterona y
glucocorticoides, lo que las hace especialmente Gtiles para estudios hormonales. En
cultivo presentan propiedades tipicas de epitelio mamario, como la formacion de
monocapas y domos, y son las primeras en demostrar respuesta a hormonas in vitro (Lee
et al., 2015; Biology Insights, 2025).

En la investigacion las células MCF-7, permiten evaluar la eficacia de los tratamientos
contra el cancer de mama y estudiar la dindmica celular, incluyendo el comportamiento
de las células madre cancerosas. Son un contraste fundamental frente a lineas mas
agresivas como la MDA-MB-231, contribuyendo a comprender diferentes perfiles

tumorales. Los estudios con MCF-7 incluyen sistemas de cultivo tanto en 2D como 3D,
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incluyendo el uso de esferoides que reproducen mejor el microambiente tumoral. Esto
facilita el analisis en profundidad de como crecen estos modelos celulares y cémo se
comportan las células madre dentro de estructuras que simulan tejidos usando andamios
(Cytion, 2025).

Al ser un modelo basado en células epiteliales con caracteristicas similares al
adenocarcinoma humano, la linea MCF-7 es esencial para la evaluacion de nuevos
farmacos, mecanismos de resistencia y el papel de células madre mesenquimales, tanto

in vitro como en estudios preclinicos (Cytion, 2025).

En investigaciones sobre cancer de mama metastésico, MCF-7 se utiliza en tecnologias
avanzadas como microtejidos autocontenidos en hidrogeles o andamios, que imitan el
entorno natural del tumor. Este enfoque ha revelado caracteristicas especificas de la
enfermedad en distintas etapas y diferencias clinicas, incluyendo respuestas
farmacogenéticas y epigenéticas relevantes para tratamientos personalizados,
especialmente en mujeres posmenopausicas (Cytion, 2025).

2.4.2 LINEA CELULAR MDA-MB-231 (SUBTIPO TRIPLE NEGATIVO,
ALTAMENTE INVASIVA)

La linea celular MDA-MB-231 corresponde a un subtipo de cancer de mama triple
negativo (TNBC), definido por la ausencia de receptores de estrdgeno, progesterona y
HER2. Este subtipo representa entre el 15 % y 20 % de los casos de cancer de mamay se
asocia con peor pronostico clinico, alta recurrencia y resistencia a los tratamientos

convencionales (National Cancer Institute, 2023).

MDA-MB-231 es aislada a partir de un derrame pleural de una paciente con carcinoma
ductal invasivo avanzado. Se caracteriza por su alto potencial invasivo, mutaciones en
p53 y agrupamiento dentro del subtipo basal de cancer de mama. Ademas, genera
xenoinjertos metastasicos espontaneos en modelos animales, lo que la convierte en una
herramienta fundamental para investigar metastasis y progresion tumoral (Huang et al.,
2020; Lv et al., 2024).
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Estudios recientes muestran que esta linea celular posee subpoblaciones con mayor
capacidad migratoria y un fenotipo fuertemente asociado a la transicion epitelial-
mesenquimal (TEM). Estos rasgos no solo aumentan su capacidad metastasica, sino que
también explican su resistencia frente a la quimioterapia estandar (Amaro et al., 2016).

En cultivo tridimensional, MDA-MB-231 exhibe una morfologia estrellada con
proyecciones invasivas que conectan distintas colonias celulares, imitando el
comportamiento de tumores altamente agresivos. Asimismo, se han descrito subclones
con tropismo hacia hueso, cerebro y pulmon, lo que permite utilizarla para estudios de

metéastasis organo-especifica (Culture Collections, 2022).

Finalmente, la principal limitante clinica asociada al TNBC modelado por MDA-MB-231
es su elevada quimiorresistencia, la cual se relaciona estrechamente con procesos de
plasticidad tumoral mediados por la transicion epitelial-mesenquimal. Esta caracteristica
hace de MDA-MB-231 un modelo clave para probar estrategias terapéuticas innovadoras
frente a tumores refractarios a tratamientos convencionales (Blaszczak et al., 2025).

2.4.3 JUSTIFICACION COMPARATIVA: EXTREMOS DEL ESPECTRO DEL
CANCER DE MAMA

Las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 representan modelos contrastantes dentro
del espectro biologico del cancer de mama, lo que las convierte en candidatas ideales para
una comparacion en estudios de proliferacion y respuesta terapéutica en esferas tumorales
3D. En primer lugar, estas lineas difieren en su perfil molecular y subtipo de cancer. MCF-
7 es una linea dependiente de estrogeno, lo que significa que en presencia de este estimulo
hormonal su proliferacion se incrementa, mientras que MDA-MB-231 carece de los
receptores hormonales principales (como los receptores de estrégeno y progesterona),
haciéndola inmune a terapias basadas en hormonas. Esta diferencia refleja la variabilidad
clinica entre tumores hormonodependientes y los que no lo son, siendo estos Ultimos
generalmente mas dificiles de tratar con terapias hormonales estandar (Theodossiou et al.,
2019; Flodrova et al., 2016).
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Ademas, tienen comportamientos tumorales distintos. MDA-MB-231 exhibe
caracteristicas mas agresivas: invasion, migracion y proliferacion mas rapida en muchos
ensayos experimentales, mientras que MCF-7 tiende a mostrar un crecimiento mas lento,
menor capacidad invasiva y una morfologia més epitelial y organizada. Estas diferencias
permiten modelar extremos de agresividad tumoral dentro de un mismo tipo de cancer de
mama, lo cual es util para evaluar cuanto difieren la proliferacion, la formacion de esferas

y la respuesta a tratamientos en un contexto tridimensional (Theodossiou et al., 2019).

Otra razon para compararlas es su uso extendido en la investigacion cientifica, lo que
facilita la comparacion de resultados con otros estudios. Al elegir estas dos lineas
contrastantes, se pueden observar diferencias claras en proliferacion, supervivencia y
sensibilidad a farmacos, lo que permite extraer conclusiones relevantes sobre la biologia

y resistencia del cancer de mama en modelos tridimensionales (Farhadi et al., 2021).

2.5 RELEVANCIA DE LOS FARMACOS ELEGIDOS

2.5.1 PACLITAXEL Y DOCETAXEL

El paclitaxel fue descubierto gracias a un programa conjunto del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA) y el Instituto Nacional del Cancer (NCI), que
evalud cerca de 15.000 plantas medicinales y mas de 115.000 extractos crudos para
identificar compuestos con actividad anticancerigena. De esta busqueda se aislé el
paclitaxel, un agente con eficacia comprobada en ensayos clinicos para diversas

neoplasias, incluido el cancer de mama (Sharifi-Rad et al., 2021).

El paclitaxel se deriva de la corteza del tejo del Pacifico (Taxus brevifolia), cuya accion
citotoxica se documentd inicialmente sobre cultivos celulares humanos. El aislamiento de
su componente activo fue realizado por Monroe Wall y Mansukh Wani en colaboracién
con el NCI, denominéndose paclitaxel en 1967. Este farmaco demostré un amplio rango
de accion antitumoral en modelos murinos y su mecanismo se basa en la estabilizacion
de microtubulos, estructuras cilindricas formadas por heterodimeros de a- y B-tubulina,
impidiendo su despolimerizacion. Al bloguear la dindmica microtubular, paclitaxel
induce arresto del ciclo celular en G2/M y muerte celular programada (Sharifi-Rad et al.,

2021).
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El docetaxel es un taxano de segunda generacion extraido de las agujas de los tejos.
Presenta de 1,3 a 12 veces mas actividad anticancerigena que el paclitaxel frente a varios
tipos de tumores (mama, pulmon, ovario, prostata, cabeza y cuello). Comparte el mismo
sitio de union a la B-tubulina, pero con mayor afinidad y un tiempo de retencion
intracelular mas prolongado, lo que potencia su efecto supresor de la dinamica
microtubular y su capacidad para inducir apoptosis a traves de la fosforilacion de BCL2

y activacion de caspasas (Alalawy, 2024).

2.6 VACIO DE CONOCIMIENTO

2.6.1 PREDOMINIO DE ESTUDIOS EN MODELOS 2D

Desde principios del siglo XX, el cultivo celular bidimensional (2D) se ha utilizado como
la principal técnica para hacer crecer células en entornos artificiales controlados, lo que
ha permitido avances significativos en la investigacion biomédica. Durante décadas, este
método ha sido fundamental para estudiar diversos aspectos de la biologia celular, como
la morfologia, la proliferacion, la respuesta a diferentes estimulos, el metabolismo de
medicamentos y la produccién de proteinas. Sin embargo, a medida que se reconocieron
las limitaciones inherentes a los cultivos 2D, como la falta de tridimensionalidad y la
incapacidad de reproducir fielmente las condiciones en que las células se encuentran en
un organismo vivo, surgi6 el cultivo celular tridimensional (3D). Esta técnica mas
reciente ha demostrado mejorar la simulacion del entorno natural de las células, brindando
una perspectiva mas realista y completa para diversas aplicaciones cientificas (Guan &
Huang, 2022).

Los cultivos o modelos bidimensionales (2D), son ampliamente utilizados en la
investigacion del cancer, especialmente para probar si nuevos farmacos anticancerigenos
son efectivos, antes de avanzar a estudios en animales y finalmente en humanos. Sin
embargo, la mayoria de los cientificos dedicados al estudio del cancer contindan
utilizando exclusivamente modelos 2D en sus experimentos, principalmente debido a que
hay poca experiencia con cultivos tridimensionales (3D). De hecho, mas del 66% de los
investigadores reportaron usar Unicamente cultivos 2D en sus laboratorios. Este panorama

revela la importancia de crear protocolos estandarizados y métodos mas accesibles
27



economicamente para implementar cultivos 3D y caracterizarlos correctamente, con el
fin de reflejar con mayor fidelidad la complejidad del tumor y asi avanzar en el estudio
del cancer (Martinez-Pacheco & O’Driscoll, 2021).

2.6.2 LIMITADA EVIDENCIA COMPARATIVA EN MODELQOS 3D CON MCF-
7Y MDA-MB-231

Hoy en dia, los estudios que comparan directamente lineas celulares especificas, como
MCF7 y MDA-MB-231, usando cultivos tumorales en 3D y su respuesta a farmacos como
paclitaxel y docetaxel, son todavia escasos. Gran parte de la investigacion realizada con
células cancerosas en laboratorio ha empleado métodos bidimensionales (2D), los cuales,
aunque han aportado mucho conocimiento, no logran replicar con exactitud las
condiciones complejas que se presentan en un tumor dentro del organismo. En contraste,
los cultivos tridimensionales en forma de esferoides representan mejores las interacciones
celulares y la disponibilidad heterogénea de nutrientes que ocurren en los microambientes
tumorales reales, lo que facilita un entendimiento mas profundo de la biologia del cancer.
A pesar de esta clara ventaja, aun no se dispone de suficientes estudios que analicen las
diferencias metabolicas entre cultivos 2D y 3D, lo cual representa una brecha importante

en la investigacion actual (Tidwell et al., 2022).

En cuanto a las pruebas farmacoldgicas, la mayoria se ha realizado en cultivos 2D, aunque
los modelos 3D se plantean como herramientas con mayor fidelidad para la deteccion
inicial de nuevos medicamentos. Esto es gracias a su capacidad para reflejar las
interacciones células-células y los gradientes naturales de nutrientes en el microambiente
tumoral, especialmente en tumores con escasa 0 nula vascularizacion. Por ello, resulta
fundamental explorar como varian los procesos de crecimiento y metabolismo cuando se
comparan cultivos tradicionales en 2D con esferoides tridimensionales méas avanzados.
Desde que se documentaron por primera vez los esferoides tumorales en 1971, su uso en
la investigacion ha sido limitado, constituyendo apenas un pequefio porcentaje, cercano
al 1,7%, de las publicaciones cientificas indexadas que utilizan lineas celulares para el
estudio del cancer. Esto pone de manifiesto que sigue existiendo una necesidad urgente
de ampliar el nimero de estudios comparativos entre cultivos 2D y 3D para mejorar el

conocimiento y la eficacia terapéutica (Tidwell et al., 2022).
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CAPITULO Ill: MATERIALES Y
METODOS
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3.1 DISENO EXPERIMENTAL

El presente estudio emple6 un disefio experimental comparativo in vitro para evaluar la
proliferacion celular y la respuesta a farmacos en modelos celulares 2D (células
adherentes) y 3D (esferas tumorales) derivados de las lineas celulares humanas MDA-
MB-231 y MCF-7.

Se compard la capacidad de formacion de esferas, la viabilidad celular bajo tratamiento
farmacoldgico, la tasa de proliferacion y los cambios en la expresion génica asociados a

mecanismos de apoptosis y respuesta al dafio celular.

3.2 MATERIALES Y REACTIVOS

Las lineas celulares empleadas son MDA-MB-231 (cancer de mama triple negativo,
fenotipo agresivo) y MCF7 (cancer de mama, fenotipo menos agresivo). Los medios y
reactivos principales incluyen: DMEM high glucose suplementado con suero fetal bovino
y antibidticos, medio especifico para cultivo de esferas tumorales, TripLE para
disgregacién, DPBS, azul de tripano, reactivos para MTT Yy reactivos para extraccion de
ARN y RT-gPCR (incluyendo enzimas para retrotranscripcion y primers/probes para
BAX, p21, GAPDH, TUBB3. Como farmacos de prueba se utilizaran PTX y DTX.

3.3 LINEAS CELULARES Y CONDICIONES DE CULTIVO

3.3.1 CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE CELULAS ADHERENTES (2D)

Para el mantenimiento de los cultivos in vitro se emplearon las lineas celulares MDA-
MB-231 y MCF-7 (Donacidn). Inicialmente, ambas lineas fueron cultivadas en medio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose (Multicell™),
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS; Gibco™), 1 % de penicilina-
estreptomicina (Gibco™) y 1 % de anfotericina B (MB Biomedical). Se mantuvieron a
37 °C en una atmoésfera humidificada con 5 % de CO-, empleando placas de cultivo de 6

y 10 cm de diametro.
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Los subcultivos se realizaron cuando las células alcanzaron una confluencia aproximada
del 80-95 %. Previo a la disociacion celular, las monocapas fueron lavadas con solucién
salina tamponada con fosfatos (DPBS; Gibco™) para eliminar residuos de suero.
Posteriormente, la disociacion celular se efectué mediante la aplicacion de TripLE™ 0.5
mM (Gibco™). La accion de la enzima fue detenida mediante la adicion de medio DMEM
fresco, en una proporcion 3:1 (medio DMEM:TripLE). Tras este procedimiento, las
suspensiones celulares fueron recolectadas en tubos conicos de 15 mL hasta su

procesamiento correspondiente.

3.3.2 CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE ESFERAS TUMORALES (3D)

A partir de cultivos celulares bidimensionales (2D) previamente establecidos y
mantenidos en condiciones Optimas, las células de las lineas MDA-MB-231 y MCF-7
fueron colectadas y cuantificadas para su posterior transferencia a condiciones de cultivo

tridimensional.

Para la formacion y el mantenimiento de las esferas tumorales, se utiliz6 3D Tumor
Sphere Medium XF (PromoCell), un medio especifico disefiado para favorecer el

crecimiento celular en suspension y la formacién de estructuras tridimensionales.

Las células fueron colectadas en tubos conicos de 15 mL y centrifugadas a 100 x g durante
3-5 minutos. Posteriormente, se descarté el sobrenadante y el pellet celular fue
resuspendido suavemente en medio fresco para evitar la disociacion celular y preservar

la integridad de las esferas tumorales.

Las suspensiones celulares fueron sembradas en placas de cultivo de 6 pocillos Thermo
Scientific™ Nunclon™ Sphera™, disefiadas para cultivos en suspension, y se incubaron

a 37 °C en una atmosfera humidificada con 5 % de COs..

Durante el periodo de cultivo, las esferas tumorales se mantuvieron mediante cambios
periddicos de medio, realizados cuidadosamente para evitar la péerdida o disrupcion de las
estructuras tridimensionales, asegurando asi su viabilidad y estabilidad a lo largo del

tiempo experimental.
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3.4 PROLIFERACION CELULAR

La dindmica proliferativa de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 se determind
mediante la generacion de curvas de crecimiento. El crecimiento celular fue monitoreado

en diferentes condiciones experimentales, incluyendo la exposicion a PTX 'y DTX.

3.4.1 FORMACION DE ESFERAS TUMORALES

A partir de un recuento celular inicial de 200, 000 células, se calcul6 el volumen requerido
de suspension celular para la siembra en condiciones de formacién de esferas tumorales.
Se prepararon suspensiones celulares independientes para las lineas MDA-MB-231 y
MCEF-7 en tubos conicos de 15 mL. Para la linea MDA-MB-231, se mezclaron 13.15 mL
de células colectadas en 22.85 mL de medio especifico para esferas tumorales, mientras
que para la linea MCF-7 se prepard 21.06 mL de células en 14.94 mL del mismo medio
especializado. A partir de cada preparacion, se sembro 3 mL por pocillo en cuatro placas
de 6 pocillos, manteniendo condiciones estériles durante todo el procedimiento.
Posteriormente, los cultivos fueron incubados a 37 °C para favorecer la formacion y el

mantenimiento de esferas tumorales.

A las 24 h posteriores a la siembra (dia 1), los cultivos de ambas lineas celulares fueron
tratados con PTX y DTX, empleando una concentracion de 45 nM para la linea MDA-
MB-231y 70 nM para la linea MCF-7.

Las esferas tumorales fueron colectadas en los dias 2, 3, 5, 7, 9 y 11 posteriores a la
siembra en tubos conicos de 15 mL y centrifugadas a 400 x g durante 5 min.
Posteriormente, se retird el sobrenadante y las muestras fueron lavadas con 2 mL de
DPBS, seguido de una segunda centrifugacion bajo las mismas condiciones. Tras la
eliminacion del sobrenadante, las muestras celulares fueron almacenadas a —20 °C para

su posterior analisis.

3.4.2 CURVA DE CRECIMIENTO

Para la obtencién de las curvas de crecimiento, se establecié una siembra inicial de 20,000

células, asegurando una distribucién uniforme. A las 24 h posteriores a la siembra (dia 1),
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ambas lineas celulares (MDA-MB-231 y MCF-7) fueron tratadas con PTX y DTX,
empleando una concentracion final de 45 nM para MDA-MB-231 y 70 nM para MCF-7.

El crecimiento celular se evaluo en los dias 2, 3, 5, 7, 9 y 11 posteriores a la siembra. En
cada punto temporal, las células fueron disociadas enzimaticamente y cuantificadas
mediante conteo manual en camara de Neubauer (hemocitometro) bajo microscopio
optico invertido (Leica Suite v4) y mediante conteo automatizado utilizando un contador
de células Invitrogen® (Thermo Fisher Scientific), bajo condiciones estériles.

Posterior a los conteos, las células fueron colectadas en tubos conicos de 15 mL y
centrifugadas a 400 x g durante 5 min. Se retir6 el sobrenadante y las muestras fueron
lavadas con DPBS, seguido de una segunda centrifugacion bajo las mismas condiciones.
Tras la eliminacion del sobrenadante, las muestras celulares fueron almacenadas a —20

°C hasta su posterior analisis.

3.5 ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR

Para evaluar el efecto de los tratamientos farmacologicos se emplearon metodologias
complementarias orientadas al andlisis de la viabilidad y la proliferacion celular. La
actividad metabdlica de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 expuestas a PTX y
DTX se midié mediante el ensayo MTT, permitiendo cuantificar cambios en la capacidad

metabdlica asociados al efecto citotoxico de los taxanos.
3.5.1 ENSAYO MTT

La evaluacion de la viabilidad celular y del efecto citotdxico inducido por los tratamientos
farmacoldgicos se llevo a cabo mediante el ensayo MTT en las lineas celulares MDA-
MB-231 y MCF-7.

Para este propdsito, las células fueron inicialmente mantenidas en cultivos en monocapa
Yy, una vez alcanzada la confluencia adecuada, se procedié a su recuperacion mediante

lavado con DPBS y posterior disociacion enzimatica utilizando TripLE.

A continuacion, se realizé un recuento celular con el fin de ajustar la densidad de siembra
requerida. A partir de la suspension obtenida, se establecid una concentracion que

permitio la siembra de 2,000 células por pocillo, dispensandose 200 pL por pocillo en
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placas de 96 pocillos. Las placas fueron incubadas a 37 °C en una atmdésfera humidificada
con 5 % de CO:, asegurando una distribuciéon homogénea de las células y condiciones

iniciales comparables entre los grupos experimentales.

Tras la siembra, las células se incubaron durante 24 horas con el objetivo de favorecer la
adhesion celular y el establecimiento de una condicidn basal. Posteriormente, el medio
de cultivo se retird y los pocillos se asignaron a los diferentes grupos experimentales, tras
lo cual las células se expusieron a los tratamientos farmacoldgicos correspondientes

durante periodos de 48 y 72 horas.

Las células se trataron con concentraciones crecientes de PTX y DTX (10, 25, 50, 75,
100, 150 y 200 nM). Finalizado cada periodo de tratamiento, el medio se removid y se
afiadieron 50 pL de solucion de MTT previamente preparada, seguida de una incubacién
de 4 horas, permitiendo la reduccion del tetrazolio y la formacion de cristales de formazéan

en las células metabdlicamente activas.

Concluida la incubacion, la solucion de MTT se descarto y los cristales de formazan se
solubilizaron mediante la adicién de 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma-
Aldrich™), La absorbancia se midié a 570 nm utilizando un lector de microplacas tipo

ELISA.

Este procedimiento fue aplicado de manera paralela en modelos de cultivo bidimensional
(2D) y tridimensional (3D), con el objetivo de realizar una comparacion directa de la
respuesta celular frente a los tratamientos farmacologicos. Los cultivos 2D se llevaron a
cabo en placas de fondo plano, mientras que los cultivos 3D se establecieron en placas de

fondo en V, favoreciendo la formacion de esferoides tumorales.

3.6 ANALISIS MOLECULAR

3.6.1 EXPRESON GENICA MEDIANTE QPCR EN TIEMPO REAL

La extraccién de ARN total se realizé utilizando el kit Column-Pure RNA Miniprep
(ABM, Cat. No. D518), siguiendo un procedimiento basado en la purificacion por
columna de silice. Para garantizar la calidad del material inicial, se emplearon pellets

celulares obtenidos previamente del procesamiento asociado a la curva de crecimiento,
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asegurando una cantidad aproximada de hasta 1 x 107 células por preparacion, segun las

especificaciones del fabricante.

Previo a la lisis, se prepard el buffer correspondiente mediante la adicion de B-
mercaptoetanol (B-ME) en una proporcion de 10 uL por cada mililitro de buffer de lisis.
Asimismo, se activd el Wash Buffer 2 incorporando etanol al 95-100 %, segun las
indicaciones técnicas del kit. Una vez retirado el sobrenadante de los pellets celulares, se
adicionaron 300 uL del buffer de lisis suplementado con B-ME, mezclando suavemente
por pipeteo y posteriormente mediante vortex por 10 segundos para asegurar la completa

disrupcion celular.

La mezcla resultante se cargd sobre la columna de purificacion en volimenes de hasta
700 pL por centrifugacion sucesiva (30s), descartando el flujo en cada repeticion.
Posteriormente, la columna se lavo con 350 uLL de Wash Buffer 1, seguido de una etapa
de digestion de ADN gendmico. Para ello, se prepar6 una solucion de DNasa | libre de
RNasa, compuesta por agua libre de nucleasas, 10x DNase | Reaction Buffer y DNase I,
la cual se aplicé directamente sobre la membrana de la columna y se incub6 durante 15

minutos a temperatura ambiente.

Finalizada la digestion, se realizé un nuevo lavado con Wash Buffer 1 y dos lavados
adicionales con 500 pL de Wash Buffer 2 activado con etanol, garantizando la completa
eliminacién de impurezas. Las columnas fueron centrifugadas por dos minutos
adicionales para remover cualquier residuo de etanol y posteriormente transferidas a tubos
eppendorf estériles de 1.5 mL. La elucion del ARN purificado se efectu6 mediante la
adicion de 3050 pL de agua libre de nucleasas directamente sobre la membrana, seguida

de centrifugacion por 1 minuto.

Una vez obtenido el ARN purificado, se evalud su concentracion y calidad mediante
espectrofotometria (NanoDrop), verificando que las muestras fueran aptas para los
siguientes analisis. Posteriormente, el ARN se almacend inmediatamente bajo
condiciones adecuadas para preservar su integridad hasta su utilizacion en los analisis

posteriores de retrotranscripcion y gPCR.

Con el material genético en condiciones dptimas, se procedié a la sintesis de ADN

complementario (cDNA) mediante un sistema de retrotranscripcion enzimatica disefiado
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para asegurar una conversion eficiente y reproducible. Se realizo utilizando el kit de
retrotranscripcion M-MLV Reverse Transcriptase (RNase H—) de BioFact, siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

El cDNA generado se utilizo como plantilla para los ensayos de gPCR, realizados con un
sistema de deteccion basado en SYBR Green. Cada reaccion incluyd pares de primers

dirigidos a genes asociados a mecanismos de respuesta y adaptacion frente a taxanos.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador en tiempo real con monitoreo
fluorescente, registrandose los valores de ciclo umbral (Ct) correspondientes a cada
tratamiento y linea celular. Para el andlisis cuantitativo, se aplico el método AACt,
permitiendo comparar los cambios en la expresion relativa entre MCF-7 y MDA-MB-231

y vincularlos con los patrones funcionales observados en los modelos 2D y 3D.

Tabla 1. Genes evaluados para el andlisis molecular

Gen Funcion biologica asociada

GAPDH Gen constitutivo (control endogeno)

Regulacion de ciclo celular

p21

Asociacion con resistencia a taxanos
TUBB3

Apoptosis
BAX PP
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CAPITULO IV: RESULTADOS
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4.1 DINAMICA PROLIFERATIVA EN MODELO BIDIMENSIONAL (2D)

Con el objetivo de caracterizar la evolucion temporal de la proliferacion celular bajo
exposicion continua a PTX y DTX, se realiz6 un seguimiento del nimero de células
durante 11 dias en las lineas MDA-MB-231 y MCF-7 cultivadas en condiciones
bidimensionales. La curva de crecimiento obtenida (Gréafica 1) evidencia respuestas
diferenciales dependientes tanto del tipo de taxano como de la linea celular, reflejando
dinamicas contrastantes de expansion inicial, pérdida proliferativa y declive poblacional
sostenido. Todas las condiciones iniciaron con una densidad celular de 20,000 células, lo

que permitio evaluar de manera homogénea el efecto temporal de cada tratamiento.

4.1.1 CINETICA PROLIFERATIVA DE MDA-MB-231 EN PRESENCIA DE
TAXANOS

En la linea celular MDA-MB-231 se observaron patrones diferenciales de crecimiento

dependiendo del taxano administrado (Gréfica 1).

En la condicion MDA-MB-231 + PTX (linea verde), la curva mostré un incremento
inicial del numero celular hasta alcanzar un maximo alrededor del dia 2—3. Este ascenso
temprano indica que la poblacién mantuvo capacidad proliferativa durante las primeras
fases del seguimiento. Tras este punto, se registré un descenso continuo y marcado en el
numero de células, con una reduccion progresiva gque se acentud entre los dias 5y 9. Para
el dia 11, los valores se mantuvieron cercanos al minimo registrado, sin evidencias de
recuperacion proliferativa bajo exposicion sostenida al farmaco. Este comportamiento

refleja una pérdida gradual de la viabilidad celular a medida que avanzé el tratamiento.

Por su parte, la respuesta de MDA-MB-231 expuestas a DTX (linea roja) present6 un
patrén considerablemente diferente. En este caso, la reduccion del nimero celular ocurrié
de forma abrupta desde el dia 2, alcanzando niveles muy bajos en etapas tempranas. A lo
largo del periodo experimental, la curva permanecio practicamente plana, sin indicios de
recuperacion o proliferacion residual. Este perfil indica que DTX ejercié un efecto méas
rapido e intenso en esta linea, limitando la expansion celular desde fases tempranas y

manteniendo a la poblacion en niveles minimos hasta el final del seguimiento.
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4.1.2 CINETICA PROLIFERATIVA DE MCF-7 EN PRESENCIA DE TAXANOS

En la linea celular MCF-7, la dinamica proliferativa varié segun el tratamiento

administrado, evidenciando perfiles temporales diferenciados (Grafica 1).

En la condicion MCF-7 + PTX (linea azul), la curva mostré un ascenso pronunciado hasta
el dia 2-3, alcanzando el valor maximo entre todas las condiciones evaluadas. Esta fase
inicial refleja un comportamiento altamente proliferativo previo al efecto citotoxico
sostenido del farmaco. Posteriormente, se registr un descenso gradual a partir del dia 3,
con una caida mas marcada entre los dias 5 y 7. EI nimero celular continu6 disminuyendo
hasta el dia 11, sin evidencia de recuperacion. Aunque el patron descendente fue similar
al observado en MDA-MB-231 + PTX, la reduccion ocurrié con menor brusquedad, lo

que sugiere una sensibilidad temporal distinta frente al tratamiento.

Por su parte, la curva correspondiente a MCF-7 + DTX (linea morada) mostrd un
incremento inicial moderado, inferior al observado con PTX, pero consistente con una
breve fase de proliferacion temprana. Tras alcanzar el maximo inicial, el nimero celular
disminuy6 de forma progresiva a lo largo del experimento. La caida, aunque sostenida,
no fue tan abrupta como la registrada en MDA-MB-231 + DTX. En los dias finales, la
poblacién se mantuvo en valores bajos, sin signos de recuperacion, indicando una

afectacion prolongada de la viabilidad celular bajo este tratamiento.

4.1.3 COMPARACION DEL EFECTO DE PACLITAXEL Y DOCETAXEL
SOBRE LA CINETICA PROLIFERATIVA EN 2D

El analisis comparativo entre lineas celulares y tratamientos evidencia diferencias
relevantes en la magnitud y temporalidad de la respuesta proliferativa (Grafica 1).
Mientras que MDA-MB-231 mostré una disminucion temprana y marcada bajo
tratamiento con DTX, MCF-7 presentd una fase inicial de expansidén celular mas

pronunciada antes de evidenciar el declive poblacional.

De forma general, PTX permitio una expansion inicial mas evidente en ambas lineas
celulares, seguida de una reduccién progresiva en el nimero de células. En contraste,
DTX indujo una disminucién mas temprana, particularmente en MDA-MB-231, donde el

efecto inhibitorio se manifesto desde los primeros puntos temporales.
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Hacia los dias finales del seguimiento, todas las condiciones convergieron en una
reduccién significativa del numero celular, aunque con diferencias claras en la velocidad
y el patron de respuesta. En conjunto, estos resultados demuestran que la dindmica
proliferativa en modelo 2D depende tanto del tipo celular como del taxano administrado,
evidenciando perfiles de sensibilidad temporal diferenciados bajo exposicion continua a

estos agentes.

Grafica 1. Curva de crecimiento de células MDA-MB-231 y MCF-7 tratadas con
Paclitaxel y Docetaxel en modelos 2D.
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Nota. NUmero de células en funcién del tiempo (dias 0-11). Células MDA-MB-231 tratadas con 45 nM de
paclitaxel (MDA+PTX, linea verde), células MDA-MB-231 tratadas con 45 nM de docetaxel (MDA+DTX,
linea roja), células MCF-7 tratadas con 70 nM de paclitaxel (MCF-7 + PTX, linea azul), células MCF-7
tratadas con 70 nM de docetaxel (MCF-7 + DTX, linea morada).

4.2 EVALUACION DE VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE ENSAYO MTT

Con el objetivo de caracterizar la sensibilidad de las lineas celulares MDA-MB-231 y
MCF7 frente a los taxanos PTX y DTX, tras 48 h 'y 72 h de exposicion. Se evaluaron los
parametros de viabilidad e induccion de citotoxicidad en modelos de cultivo

bidimensional (2D) y tridimensional (3D). El analisis se realiz6 a través de curvas dosis—
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respuesta que permitieron determinar la concentracion inhibitoria media (ICso) para cada

linea celular.

4.2.1 VIABILIDAD CELULAR EN MODELO 2D

En el modelo bidimensional (2D), ambas lineas celulares mostraron una reduccién
progresiva de la viabilidad conforme aumento la concentracion de los taxanos PTX y
DTX (Grafica 2 A-D). La tendencia general fue dependiente de dosis y consistente en
ambos tiempos de exposicion evaluados (48 h y 72 h), observandose una disminucién
més marcada a las 72 h en comparacion con 48 h, lo que evidencia un efecto dependiente
tanto de la concentracion como del tiempo de tratamiento.

En la linea MDA-MB-231, el tratamiento con PTX indujo una reduccion gradual y
sostenida del porcentaje de células viables a medida que aumentd la concentracion. Esta
disminucion fue mas pronunciada a las 72 h, donde los valores de viabilidad alcanzaron
niveles inferiores respecto a las 48 h. De forma similar, DTX generd una reduccion
marcada y progresiva en todo el rango de concentraciones evaluado. Comparativamente,
DTX mostré un efecto inhibitorio méas intenso que PTX a concentraciones equivalentes,
particularmente a las 72 h, sugiriendo una mayor potencia citotdxica en este modelo 2D.

Por su parte, la linea MCF-7 también presentd una disminucion dependiente de la
concentracion tras el tratamiento con ambos taxanos. La exposicion a PTX produjo una
reduccién progresiva de la viabilidad, manteniéndose la tendencia dosis—dependiente en
ambos tiempos de incubacion. El tratamiento con DTX generé igualmente una
disminucion significativa, aunque la magnitud de la respuesta fue ligeramente menor en
comparacion con MDA-MB-231. Las curvas de respuesta en MCF-7 mostraron un
desplazamiento hacia concentraciones mayores, indicando una menor sensibilidad

relativa bajo condiciones bidimensionales.

El analisis de las curvas permiti6 estimar valores de ICso de 45 nM para MDA-MB-231y
70 nM para MCF-7 en el modelo 2D, confirmando diferencias cuantificables en la
sensibilidad farmacoldgica entre ambas lineas celulares. En conjunto, los resultados
evidencian que la respuesta en 2D est4 determinada por una interaccion entre tipo celular,
tipo de taxano, concentracion administrada y tiempo de exposicion, siendo MDA-MB-

231 la linea mas sensible en estas condiciones experimentales.
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Gréficas 2. Viabilidad en células MDA-MB-231 y MCF-7 2D tratadas con Docetaxel y
Paclitaxel.
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Nota. Viabilidad celular de células MDA-MB-231 y MCF-7 2D tratadas con Docetaxel (DTX) y Paclitaxel
(PTX). Tiempos de exposicion de 48 h (azul) y 72 h (morado). A) Células MDA+PTX; B) Células
MDA+DTX; C) Células MCF-7+PTX; D) Células MCF-7+DTX.

4.2.2 VIABILIDAD CELULAR EN MODELO 3D

En el modelo tridimensional (3D), ambas lineas celulares respondieron al tratamiento con
los taxanos PTX y DTX (Gréfica 3 A-D); sin embargo, la magnitud de la reduccién en la
viabilidad fue menor en comparacién con el modelo bidimensional (2D), evidenciando

una modulacién del efecto farmacoldgico en el contexto tridimensional.

En los esferoides de MDA-MB-231, la viabilidad celular disminuyd progresivamente
conforme aumento la concentracion de ambos farmacos, manteniéndose una tendencia
dependiente de dosis en los dos tiempos de exposicién evaluados (48 h y 72 h). No
obstante, el perfil de reduccion fue mas gradual que en monocapa, particularmente en
concentraciones intermedias, donde los porcentajes de viabilidad permanecieron
relativamente superiores a los observados en 2D. A las 72 h se evidencid una disminucion

ligeramente mayor respecto a las 48 h, confirmando un efecto dependiente del tiempo;
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aun asi, la magnitud global de la respuesta fue inferior a la registrada en el modelo

bidimensional.

De manera similar, los esferoides de MCF-7 mostraron una reduccion progresiva de la
viabilidad tras el tratamiento con PTX y DTX, conservando el patron dosis—dependiente
en ambos tiempos de incubacion. Sin embargo, la linea mantuvo su comportamiento de
menor sensibilidad relativa frente a MDA-MB-231, requiriendo concentraciones mayores
para alcanzar reducciones comparables en la viabilidad. Al igual que en la otra linea, la
disminucion fue mas evidente a las 72 h; no obstante, el efecto citotoxico en 3D fue

globalmente menos pronunciado que en 2D.

En conjunto, los resultados indican que, aunque los taxanos conservaron su actividad
antiproliferativa en condiciones tridimensionales, la arquitectura 3D modulé la magnitud

de la respuesta farmacoldgica.
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Gréficas 3. Viabilidad en células MDA-MB-231 y MCF-7 3D tratadas con Docetaxel y
Paclitaxel.
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Nota. Viabilidad celular de células MDA-MB-231 y MCF-7 3D tratadas con Docetaxel (DTX) y Paclitaxel
(PTX). Tiempos de exposicion de 48 h (azul) y 72 h (morado). A) Células MDA+PTX; B) Células
MDA+DTX; C) Células MCF-7+PTX; D) Células MCF-7+DTX.

4.3 EVALUACION DE CITOTOXICIDAD DERIVADA DEL ENSAYO MTT

La citotoxicidad fue evaluada como un parametro complementario a la viabilidad celular,
permitiendo cuantificar la pérdida celular inducida por los tratamientos y complementar
la interpretacion de las curvas de viabilidad.

4.3.1 CITOTOXICIDAD EN MODELO BIDIMENSIONAL (2D)

En el modelo 2D, tanto PTX como DTX indujeron un incremento progresivo de la
citotoxicidad conforme aumentd la concentraciéon del farmaco en ambas lineas celulares
(Grafica 4 A-D). EIl patron observado fue consistente con la reduccion de viabilidad

previamente descrita y evidencié un comportamiento claramente dependiente de dosis.

En la linea MDA-MB-231, los valores de citotoxicidad aumentaron de forma sostenida a

medida que se incrementd la concentracion, alcanzando niveles mas elevados en
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comparacion con MCF-7 a concentraciones equivalentes. Este efecto fue mas
pronunciado a las 72 h respecto a las 48 h, evidenciando una tendencia a mayor efecto
con tiempos prolongados de exposicién. Comparativamente, DTX genero porcentajes de
citotoxicidad ligeramente superiores a PTX en el mismo rango de concentraciones, en

concordancia con la mayor reduccion de viabilidad observada en esta linea celular.

Por su parte, la linea MCF-7 presentd un incremento gradual de la citotoxicidad en
respuesta a ambos taxanos, manteniendo un patrén dosis—dependiente en los dos tiempos
evaluados. No obstante, la magnitud del efecto fue menor en comparacién con MDA-

MB-231, particularmente en concentraciones intermedias.

En conjunto, los resultados de citotoxicidad en 2D confirman que la disminucion de la
viabilidad observada tras el tratamiento con taxanos se traduce en una pérdida celular
efectiva, con diferencias cuantificables entre lineas celulares, tipo de farmaco y tiempo

de exposicion.
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Gréficas 4. Citotoxicidad en células MDA-MB-231 y MCF-7 2D tratadas con Docetaxel
y Paclitaxel.

Citotoxicidad en MDA-MB-231 2D

100 0 48h 80 I 48h
PTX
A H72h B DTX B 72h
80 o6
60
40
40
20
20
T e e s e s s S G S G GO
O O
oo‘& & \Qﬁo \@o 'PQO (Péé & S \QQQ ,5:“0 @Qﬂ\
Citotoxicidad en MCF-7 2D
B 48h
80 I 48h
c 80 PTX g 72n 5 pTX 3
60 60
40 40
20 20
T e S e S s e S I NI
O’ O
<,°°\‘ o ,ff‘ & & \@o @Qo q,““o ooés & S \@o \"Q«\ @Q&\

Nota. Citotoxicidad celular de células MDA-MB-231 y MCF-7 2D tratadas con Docetaxel (DTX) y
Paclitaxel (PTX). Tiempos de exposicion de 48 h (azul) y 72 h (morado). A) Células MDA+PTX; B) Células
MDA+DTX; C) Células MCF-7+PTX; D) Células MCF-7+DTX.

4.3.2 CITOTOXICIDAD EN MODELO TRIDIMENSIONAL (3D)

En el modelo tridimensional (3D), tanto PTX como DTX indujeron un incremento
progresivo de la citotoxicidad conforme aument6 la concentracion en ambas lineas
celulares (Gréfica 5 A-D), manteniéndose un patrén dependiente de dosis similar al

observado en el modelo bidimensional.

En los esferoides de MDA-MB-231, la citotoxicidad aumentd gradualmente a medida que
se incremento la concentracion del farmaco, observandose valores ligeramente mayores
a las 72 h en comparacion con 48 h. No obstante, la magnitud del efecto fue inferior a la

registrada en el modelo 2D en concentraciones equivalentes.

Por su parte, los esferoides de MCF-7 mostraron igualmente un aumento dependiente de
la concentracion frente a ambos taxanos; sin embargo, los porcentajes de citotoxicidad
alcanzados fueron menores en comparacion con MDA-MB-231, especialmente en
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concentraciones intermedias. De forma similar a lo observado en la otra linea, los valores

a las 72 h fueron discretamente superiores a los de 48 h.

En conjunto, los resultados indican que los taxanos conservaron su actividad citotoxica
en condiciones tridimensionales, aunque la magnitud de la respuesta fue modulada por la
arquitectura 3D, evidenciando una menor susceptibilidad relativa en comparacion con el

cultivo en monocapa.

Gréficas 5. Citotoxicidad en células MDA-MB-231 y MCF-7 3D tratadas con Docetaxel
y Paclitaxel.
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Nota. Citotoxicidad celular de células MDA-MB-231 y MCF-7 3D tratadas con Docetaxel (DTX) y
Paclitaxel (PTX). Tiempos de exposicion de 48 h (azul) y 72 h (morado). A) Células MDA+PTX; B) Células
MDA+DTX; C) Células MCF-7+PTX; D) Células MCF-7+DTX.
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4.4 ANALISIS DE EXPRESION GENICA MEDIANTE RT-QPCR TRAS
TRATAMIENTO CON TAXANOS

Con el objetivo de profundizar en los mecanismos moleculares asociados a la respuesta
diferencial observada en los modelos 2D y 3D bajo tratamiento con taxanos, se evaluo la
expresion relativa de genes vinculados a la regulacion del ciclo celular, apoptosis y

dindmica de microtibulos mediante RT-gPCR.

Los niveles de expresion se normalizaron frente al gen enddgeno de referencia GAPDH
y se calcularon utilizando el método 2*-AACt, lo que permitié comparar la expresion
relativa entre las condiciones tratadas y sus respectivos controles. Para cada linea celular
y arquitectura de cultivo, el grupo control fue establecido como valor 1; en consecuencia,
valores superiores a 1 indican sobreexpresion del gen evaluado, mientras que valores

inferiores a 1 representan una disminucion relativa respecto al control.

Las graficas 6, 7 y 8 muestran la expresion relativa de los genes analizados tras
tratamiento con PTX y DTX en modelos 2D y 3D de las lineas MDA-MB-231 y MCF7,

incluyendo la evaluacion temporal en los distintos tiempos experimentales.

El anélisis incluy6 los genes p21 como regulador del ciclo celular, BAX como marcador
proapoptdtico y TUBB3 como isoforma de B-tubulina asociada a la dindmica de
microttbulos y a mecanismos relacionados con la respuesta a taxanos. Estos marcadores
fueron seleccionados en funcién de su relevancia en la respuesta celular al estrés mitético

inducido por agentes antimitdticos.

4.4.1 EXPRESION DE P21

En MDA-MB-231 tratadas con PTX (Grafica 6A), el modelo 2D mostrd una disminucion
sostenida de la expresion a lo largo de los dias evaluados, mientras que el modelo 3D
presentd un incremento inicial en el dia 3, seguido de una reduccion progresiva en los
tiempos posteriores, evidenciando un comportamiento diferencial dependiente de la

arquitectura celular.

Bajo tratamiento con DTX (Gréafica 6B), MDA-MB-231 en 2D exhibié un aumento
marcado de la expresion desde el dia 3, manteniéndose elevado hasta el dia 7, mientras

que el modelo 3D mostro una disminucion consistente en todos los tiempos evaluados.
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En la linea MCF7, el tratamiento con PTX (Gréafica 6C) produjo en 2D una disminucion
en los primeros dias, seguida de un incremento en el dia 7. En 3D, la expresion
permanecio disminuida durante todo el periodo evaluado. Con DTX (Gréfica 6D), tanto
en 2D como en 3D se observo una reduccion inicial, aunque el modelo tridimensional
mostro un leve aumento en el dia 7.

En conjunto, la expresion de p21 evidencio una regulacion dependiente del tipo de taxano,
del tiempo de exposicidn y de la arquitectura del cultivo, con patrones contrastantes entre
2Dy 3D, particularmente en MDA-MB-231.

Graficas 6. Expresion relativa de p21 tras tratamiento con paclitaxel y docetaxel en
modelos 2D y 3D.
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Nota. Expresion relativa de p21 determinada por RT-qPCR en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF7
cultivadas en modelos 2D y 3D tras tratamiento con PTX y DTX. (A) MDA-MB-231 tratadas con PTX; (B)
MDA-MB-231 tratadas con DTX; (C) MCF7 tratadas con PTX; (D) MCF7 tratadas con DTX. El modelo
2D se representa en color rosado y el modelo 3D en color morado. Los valores fueron calculados mediante

el método 2"-44Ct y normalizados frente al gen de referencia correspondiente.
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4.4.2 EXPRESION DE BAX

En MDA-MB-231 tratadas con PTX (Grafica 7A), el modelo 2D mostré una disminucion
de la expresién en todos los tiempos evaluados, mientras que el modelo 3D present6 un
aumento en los dias 3 y 5, seguido de una reduccion de la expresion en el dia 7. Bajo
tratamiento con DTX (Grafica 7B), el patron fue opuesto entre arquitecturas: en 2D se
evidencio un incremento temprano que se mantuvo en los dias posteriores, mientras que

en 3D la expresion permanecio disminuida a lo largo del seguimiento.

En MCF7, el tratamiento con PTX (Gréfica 7C) produjo en 2D una reduccion inicial
seguida de incremento en el dia 7, mientras que en 3D la expresion se mantuvo disminuida
durante la mayor parte del experimento. Con DTX (Gréfica 7D), el modelo tridimensional
mostrd una reduccion marcada en los primeros dias, mientras que en 2D los cambios

fueron menos pronunciados y con ligero aumento de expresién en el dia 7.

De manera general, la expresion de BAX mostro diferencias marcadas entre 2D y 3D,
especialmente bajo tratamiento con DTX, donde los patrones fueron opuestos entre ambas

arquitecturas.
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Graéficas 7. Expresion relativa de BAX inducida por taxanos en modelos 2D y 3D.
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Nota. Expresion relativa de BAX evaluada por RT-gPCR en MDA-MB-231 y MCF7 en condiciones de
cultivo bidimensional (2D) y tridimensional (3D) tras tratamiento con PTX y DTX. (A) MDA-MB-231 +
PTX; (B) MDA-MB-231 + DTX; (C) MCF7 + PTX; (D) MCF7 + DTX. El modelo 2D se representa en

color rosado y el modelo 3D en color morado. Los resultados se expresan como cambio relativo respecto
al control correspondiente.

4.4.3 EXPRESION DE TUBB3

En MDA-MB-231 tratadas con PTX (Grafica 8A), el modelo 2D presentd un incremento
progresivo de la expresion desde el dia 3 hasta el dia 7, mientras que el modelo 3D mostro
una disminucion sostenida en todos los tiempos evaluados. Con DTX (Grafica 8B), el
patrén se mantuvo similar, con aumentos consistentes en el modelo 2D y disminuciones
en 3D.

En MCF7 tratadas con PTX (Gréafica 8C), la expresion en 2D disminuyo en los primeros

tiempos y aumentd en el dia 7, mientras que en 3D se observo una reduccidn sostenida
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durante todo el periodo evaluado. Bajo DTX (Gréafica 8D), MCF7 mostrd un incremento

progresivo en 2D, en contraste con una disminucién marcada y persistente en el modelo
tridimensional.

En conjunto, TUBB3 presentd un patron consistente caracterizado por incrementos
predominantes en el modelo 2D y reducciones sostenidas en 3D, independientemente del
taxano evaluado.

Gréficas 8. Expresion relativa de TUBB3 en respuesta a taxanos en modelos 2D y 3D.
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Nota. Expresion relativa de TUBB3 determinada por RT-qPCR en las lineas celulares MDA-MB-231 y
MCF7 cultivadas en modelos 2D y 3D tras exposicion a PTXy DTX. (A) MDA-MB-231 + PTX; (B) MDA-
MB-231 + DTX; (C) MCF7 + PTX; (D) MCF7 + DTX. El modelo 2D se representa en color rosado y el
modelo 3D en color morado. La cuantificacion se realizd mediante el método 2*-44Ct, normalizando frente

al gen de referencia y comparando con el control correspondiente.
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CAPITULO V: DISCUSION
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5. DISCUSION

5.1 DINAMICA PROLIFERATIVA BAJO TRATAMIENTO CON TAXANOS EN
MODELO 2D

La curva de crecimiento bajo tratamiento continuo aporta un nivel interpretativo adicional
que complementa los ensayos de viabilidad, ya que permite observar la evolucion
temporal de la poblacion celular mas alla de un punto final especifico. En MDA-MB-231,
la exposicion a PTX permitié una breve fase proliferativa inicial antes de generar un
colapso progresivo de la poblacion celular, mientras que con DTX la reduccion fue
temprana y abrupta, sin evidencia de recuperacion en ningun punto del seguimiento. Estos
resultados sugieren que, aunque ambos taxanos comparten un mecanismo de accion
comun basado en la estabilizacion de los microtibulos, la cinética del efecto citotoxico
podria diferir entre ellos.

Los taxanos actan promoviendo la polimerizacion y estabilizacion de los microttbulos,
impidiendo su desensamblaje dindmico, lo que conduce a un bloqueo prolongado en la
transiciobn metafase-anafase y eventualmente a apoptosis tras un arresto mitético
sostenido. En este contexto, la fase inicial de mantenimiento proliferativo observada
podria explicarse porque las células que ya habian superado el punto de control G2/M al
momento de la exposicion pueden completar parcialmente el ciclo celular antes de
acumular dafio mitético irreversible. Este comportamiento ha sido descrito en modelos
celulares donde el efecto maximo del paclitaxel se manifiesta tras varios ciclos celulares,

dependiendo del estado proliferativo basal (Weaver, 2014).

La reduccion méas temprana observada con docetaxel en MDA-MB-231 podria explicarse
por diferencias farmacodinamicas entre ambos taxanos. Se ha reportado que docetaxel
presenta mayor afinidad por la tubulina y mayor capacidad para inducir estabilizacion
persistente del huso mitético, lo que podria traducirse en una induccién mas rapida de
apoptosis en determinados contextos celulares (Crown, 2001). Ademas, MDA-MB-231
corresponde a un subtipo triple negativo caracterizado por alta tasa proliferativa y mayor
dependencia de la dinamica mitética, lo que podria incrementar su susceptibilidad a
agentes antimitoticos (Bianchini et al., 2016). En este sentido, los resultados obtenidos
son consistentes con lo descrito para tumores triple negativos, que en ciertos contextos

muestran elevada sensibilidad inicial a taxanos.
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Por el contrario, en MCF-7 se observo un comportamiento mas moderado. El tratamiento
con PTX produjo el incremento proliferativo mas alto registrado al inicio del
experimento, seguido de un descenso sostenido, mientras que DTX gener6é un aumento
inicial menos pronunciado y una reduccion gradual del numero celular. Este patron podria
explicarse por la biologia luminal de MCF-7, linea caracterizada por expresion de
receptores hormonales y una regulacion del ciclo celular influenciada por sefializacion
estrogénica. Se ha descrito que en células luminales la progresién del ciclo celular puede
estar modulada por rutas que favorecen arrestos reversibles y activacion de mecanismos
de supervivencia, lo que podria atenuar el impacto temprano del dafio mitético
(Kavallaris, 2010).

Asimismo, estudios han sefialado que la expresion diferencial de BlIlI-tubulina y la
activacion de vias antiapoptoticas pueden contribuir a una respuesta mas gradual frente a
taxanos en determinados modelos de cancer de mama (Kavallaris, 2010). En conjunto,
estos resultados sugieren que la cinética proliferativa observada no solo depende del
farmaco administrado, sino también del contexto molecular especifico de cada linea
celular. La divergencia temporal entre MDA-MB-231 y MCF-7 podria reflejar diferencias
en la capacidad de activar mecanismos compensatorios frente al estrés mitotico, mas que

una simple variacion en la potencia farmacoldgica.

5.2 SENSIBILIDAD FARMACOLOGICA EN MODELO 2D: ANALISIS DE
VIABILIDAD E ICso

La diferencia en los valores de ICso obtenidos para MDA-MB-231 (45 nM) y MCF-7 (70
nM) sugiere una variabilidad intrinseca en la sensibilidad a taxanos entre ambos subtipos
celulares. Mas alla de representar una diferencia cuantitativa, esta divergencia podria estar
asociada a caracteristicas moleculares propias de cada linaje tumoral. Diversos analisis
transcriptomicos han demostrado que los tumores triple negativos presentan mayor
enriquecimiento en firmas génicas relacionadas con proliferacion, control del huso
mitotico y actividad del ciclo celular, lo que podria incrementar su vulnerabilidad frente
a agentes que interfieren con la dindmica de microtdbulos (Lehmann et al., 2011;
Bianchini et al., 2016).
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En contraste, las células luminales como MCF-7 suelen exhibir una regulacion mas
compleja del ciclo celular, mediada por sefializacion hormonal y activacion de rutas de
supervivencia que podrian modular la respuesta inicial al estrés mitético. Se ha descrito
que la activacion de vias como PI3SK/AKT y MAPK puede favorecer la supervivencia
celular bajo presion farmacoldgica, disminuyendo la eficacia citotoxica inmediata de los
taxanos (Hanker et al., 2013). En este contexto, la mayor concentracion requerida para
alcanzar el 50 % de inhibicion en MCF-7 podria explicarse por la presencia de
mecanismos compensatorios que amortiguan el dafio inducido por la estabilizacion de

microtubulos.

Otro elemento que podria contribuir a esta diferencia es la heterogeneidad en la expresion
de proteinas asociadas al ensamblaje del huso mitotico y a la regulacion de la apoptosis.
Se ha documentado que alteraciones en la expresion de proteinas como survivina o
miembros de la familia Bcl-2 pueden modular la sensibilidad a farmacos antimitéticos en
cancer de mama, afectando el umbral necesario para desencadenar muerte celular tras
arresto mitético prolongado (Gascoigne & Taylor, 2008). Esto sugiere que la respuesta
diferencial observada podria depender no solo del efecto primario sobre microtdbulos,

sino también de la capacidad de cada linea para activar programas apoptoticos efectivos.

Adicionalmente, estudios preclinicos han sefialado que la sensibilidad a taxanos puede
variar segun el contexto genético y el estado proliferativo basal, factores que influyen en
la probabilidad de que las células entren en arresto mitético irreversible (Swanton et al.,
2009). En este sentido, la mayor sensibilidad relativa de MDA-MB-231 podria estar
asociada a su perfil altamente proliferativo y menor dependencia de mecanismos
hormonales de regulacién, lo que favoreceria una respuesta citotoxica mas directa frente

a la interferencia del huso mitético.

En conjunto, los valores de ICso obtenidos en el modelo 2D son coherentes con la
literatura que describe diferencias de sensibilidad a taxanos entre subtipos moleculares de
cancer de mama. Estos hallazgos refuerzan la importancia de considerar el contexto
biologico especifico de cada linea celular al interpretar pardmetros cuantitativos de
respuesta farmacologica, evitando extrapolaciones simplificadas basadas Unicamente en

la potencia aparente del farmaco.
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5.3 CORRELACION ENTRE VIABILIDAD Y CITOTOXICIDAD INDUCIDA
POR TAXANOS

Un aspecto particularmente relevante de los resultados obtenidos es la concordancia entre
la disminucion de viabilidad celular y el incremento en los valores de citotoxicidad
derivados del ensayo MTT. Esta correspondencia sugiere que el efecto de PTX y DTX
no se limitd a una inhibicion transitoria de la proliferacion, sino que implicé una pérdida
real de células viables. En lineas celulares sensibles, los taxanos inducen un arresto
mitotico prolongado que puede culminar en apoptosis mediante activacion de la via

intrinseca mitocondrial (Weaver, 2014).

Se ha descrito que la duracion del arresto mitético es determinante para el destino celular.
Cuando el bloqueo del ciclo celular se mantiene por tiempo prolongado, las células
tienden a activar mecanismos de muerte; en cambio, si el arresto es breve, algunas pueden
sobrevivir o adaptarse (Gascoigne & Taylor, 2008). En este contexto, la disminucién de
viabilidad observada en el presente estudio podria explicarse por un arresto mitético

suficientemente sostenido como para desencadenar muerte celular.

Adicionalmente, los taxanos pueden inducir alteraciones graves en la division celular que
conducen a pérdida irreversible de viabilidad, incluso cuando la muerte celular
programada no es inmediata. Este fendmeno, descrito como mitotic catastrophe, también
contribuye a la reduccion del namero celular tras exposicion a agentes antimitoticos
(Vitale et al., 2011). Esto ayuda a explicar por qué la reduccion metabélica detectada por
MTT estuvo acompafiada por un incremento en citotoxicidad.

La consistencia entre ambos parametros fortalece la interpretacion de los valores de 1Cso
obtenidos y respalda que el efecto observado fue predominantemente citotdxico mas que
citostatico. En conjunto, los resultados concuerdan con la literatura que describe a los
taxanos como agentes capaces de inducir muerte celular irreversible en modelos sensibles
(Weaver, 2014; Vitale et al., 2011).

5.4 INFLUENCIA DE LA ARQUITECTURA TRIDIMENSIONAL EN LA
RESPUESTA FARMACOLOGICA

La comparacion entre los modelos 2D y 3D aporta una dimension adicional a la

interpretacion de los resultados, ya que la arquitectura celular puede modular de forma
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significativa la respuesta a agentes antimitoticos. En el modelo bidimensional, las células
crecen en una monocapa adherente, con exposicion homogénea al farmaco y condiciones
relativamente uniformes de oxigeno y nutrientes. En contraste, los esferoides
tridimensionales reproducen de manera mas fiel ciertas caracteristicas del microambiente
tumoral, incluyendo gradientes de difusidn, zonas hipdxicas y una organizacion espacial
que favorece interacciones célula—célula y célula—matriz (Edmondson et al., 2014). Estas
diferencias estructurales podrian explicar las variaciones observadas en la sensibilidad a

taxanos entre ambos modelos experimentales.

En cultivos 3D, la penetracion del farmaco puede verse limitada por la compactacion
celular y por la formacion de capas externas proliferativas que protegen regiones internas
menos activas metabdlicamente. Este fendmeno ha sido descrito como un factor
determinante en la tolerancia farmacoldgica en esferoides tumorales, donde las células
centrales pueden encontrarse en estados de bajo ciclo celular o estrés adaptativo (Antoni
et al., 2015). Dado que los taxanos ejercen su efecto principalmente sobre células en
divisién activa, la presencia de subpoblaciones menos proliferativas podria contribuir a

una aparente disminucion de sensibilidad en el modelo tridimensional.

Ademas, la arquitectura 3D puede activar rutas de supervivencia mediadas por sefiales de
adhesién celular y matriz extracelular, fendmeno conocido como cell adhesion—mediated
drug resistance (CAM-DR). Se ha sugerido que la interaccion con componentes de la
matriz puede modular la sefializacion intracelular y favorecer respuestas adaptativas
frente a estrés farmacologico (Correia & Bissell, 2012). En este contexto, los resultados
obtenidos en el presente estudio podrian interpretarse como una manifestacion de dicha

adaptacion estructural, mas que como una pérdida absoluta de actividad del farmaco.

No obstante, el hecho de que los taxanos mantuvieran un efecto citotoxico detectable en
el modelo 3D sugiere que su mecanismo de accion conserva eficacia incluso bajo
condiciones arquitecténicas mas complejas. Esto es consistente con lo descrito en
modelos preclinicos donde, aunque los esferoides muestran mayor tolerancia relativa en
comparacion con cultivos 2D, los agentes estabilizadores de microtdbulos continGian
induciendo reduccion proliferativa y muerte celular (Edmondson et al., 2014; Antoni et
al., 2015). En conjunto, estos hallazgos refuerzan la relevancia del uso complementario

de modelos 2D y 3D para una evaluacion mas integral de la respuesta farmacoldgica.
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5.5 IMPLICACIONES BIOLOGICAS Y RELEVANCIA TRASLACIONAL

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que la respuesta a taxanos no depende
exclusivamente de la concentracion administrada, sino del contexto bioldgico especifico
de cada subtipo celular y de la organizacion estructural del modelo experimental. La
mayor sensibilidad observada en MDA-MB-231 podria explicarse por su alta tasa
proliferativa y su marcada dependencia de la dindmica mitotica, caracteristica frecuente
de los tumores triple negativos. Estudios transcriptdmicos han mostrado que este subtipo
presenta enriquecimiento en genes asociados a proliferacion y ciclo celular, lo que podria
incrementar su vulnerabilidad frente a agentes que interfieren con el huso mitético
(Lehmann et al., 2011).

Por el contrario, la menor sensibilidad relativa observada en MCF-7 podria estar asociada
a la biologia luminal de esta linea, caracterizada por regulacién hormonal del crecimiento
y activacion de rutas de supervivencia que modulan la respuesta al estrés celular. Se ha
descrito que las células luminales pueden activar mecanismos adaptativos frente a
taxanos, incluyendo regulacion diferencial de proteinas asociadas a microtubulos y
activacion de sefiales prosupervivencia, lo que podria contribuir a una respuesta mas
gradual o parcialmente resistente (O’Shaughnessy, 2005). En este contexto, los valores
de ICso obtenidos en el presente estudio podrian interpretarse como una manifestacion

funcional de estas diferencias moleculares subyacentes.

Desde una perspectiva preclinica, la incorporacion del modelo tridimensional fortalece la
validez bioldgica de los hallazgos. Los tumores sélidos in vivo presentan heterogeneidad
estructural, gradientes de oxigeno y subpoblaciones celulares con distintos estados
proliferativos, factores que influyen en la eficacia terapéutica (Hirschhaeuser et al., 2010).
Por ello, el mantenimiento de actividad citotdxica en el modelo 3D sugiere que los
taxanos conservan eficacia incluso bajo condiciones que simulan de manera mas cercana

el microambiente tumoral.

Estos hallazgos podrian tener implicaciones relevantes para la seleccion del tratamiento
segun el subtipo molecular del tumor. Aunque el presente trabajo se desarrolla en un
contexto experimental in vitro, los resultados son consistentes con algunos estudios de
que los tumores triple negativos pueden mostrar mayor sensibilidad inicial a

quimioterapia basada en taxanos, mientras que los tumores luminales podrian requerir
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estrategias combinadas que superen mecanismos adaptativos (Lehmann et al., 2011;
O’Shaughnessy, 2005). En consecuencia, el estudio refuerza la importancia de integrar
caracteristicas moleculares y arquitectonicas en el disefio de modelos preclinicos

orientados a optimizar la seleccion terapéutica.

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que la sensibilidad diferencial observada
entre MDA-MB-231 y MCF-7 podria estar asociada a mecanismos moleculares
especificos aun no completamente dilucidados. Asimismo, se reafirma el valor del
modelo tridimensional como herramienta complementaria en la evaluacion
farmacoldgica, al aportar un contexto mas representativo de la complejidad tumoral en el

estudio de agentes antimitéticos.

5.6 INTEGRACION MOLECULAR DE LA RESPUESTA A TAXANOS

Los taxanos, como PTX y DTX, ejercen su actividad antitumoral principalmente
mediante la estabilizacidon de los microtibulos, interfiriendo con su dindmica normal y
generando un arresto mitdtico prolongado que puede culminar en muerte celular
programada o en procesos adaptativos segln el contexto celular (Sousa-Pimenta et al.,
2023). Sin embargo, la magnitud y naturaleza de esta respuesta dependen tanto del
contexto celular intrinseco como del microambiente en el que las células se encuentran

organizadas.

Los analisis funcionales evidenciaron diferencias en sensibilidad entre modelos 2D y 3D,
asi como entre las lineas MDA-MB-231 y MCF7. La evaluacion transcripcional mediante
RT-gPCR permitié determinar si estas variaciones observadas se acompafiaban de
cambios coordinados en genes asociados al control del ciclo celular (p21), apoptosis
mitocondrial (BAX) y dindmica microtubular (TUBB3), todos ellos descritos como

mediadores clave de la respuesta a agentes antimitoticos.

Ademéas de las diferencias intrinsecas entre subtipos celulares, la arquitectura
tridimensional introduce variables como interacciones célula—célula y gradientes
fisiolégicos que pueden modificar la respuesta transcripcional y farmacoldgica respecto
a cultivos 2D (Marconi et al., 2025). En conjunto, la integracion de los resultados
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funcionales y moleculares sugiere que la respuesta a PTX y DTX esté condicionada por

la interaccidn entre subtipo celular y organizacion estructural del cultivo.

5.6.1 REGULACION DE P21 EN LA RESPUESTA A TAXANOS

En el contexto de la resistencia farmacolo6gica, la regulacion negativa o positiva de genes
supresores del ciclo celular, como p21 (CDKN1A), ha sido asociada con respuestas
celulares adaptativas frente al estrés inducido por taxanos. p21 actia como inhibidor de
quinasas dependientes de ciclinay participa en el arresto del ciclo celular, particularmente
en los puntos de control G1/S y G2/M, modulando la progresion proliferativa tras dafio
celular o estrés mitético (Ticli et al., 2022). Algunos estudios sugieren que cambios en la
expresion de inhibidores de CDK pueden contribuir a diferencias en sensibilidad entre
subtipos celulares y condiciones de cultivo, especialmente en modelos de cancer de mama

expuestos a agentes antimitoticos (Alvarez-Fernandez & Malumbres, 2020).

Nuestros resultados muestran que, aunque p21 se reprime en MDA-MB-231 bajo PTX en
2D, en 3D se observa un perfil mas dinamico, indicando que la tridimensionalidad de los
esferoides modifica la regulacion del ciclo celular. Este comportamiento es consistente
con reportes donde el microambiente tridimensional altera respuestas proliferativas y
mecanismos de detencién del ciclo, debido a cambios en sefializacion célula—célula y
gradientes de estrés fisiologico que impactan la regulacion transcripcional (Edmondson
etal., 2014). En conjunto, estos hallazgos muestran que la arquitectura del cultivo influye

en la activacion de programas de control del ciclo inducidos por taxanos.

5.6.2 REGULACION DE BAX Y ACTIVACION APOPTOTICA INDUCIDA POR
TAXANOS

En el contexto de la respuesta a taxanos, la regulacion de genes proapoptéticos como
BAX constituye un componente central en la ejecucion de la via intrinseca de apoptosis.
Los taxanos inducen estabilizacion persistente de microtibulos y arresto mitotico
prolongado, lo que puede desencadenar sefializacion mitocondrial dependiente de
proteinas de la familia BCL-2, incluyendo la activacion de BAX. Esta proteina promueve
la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa y la liberacion de citocromo c,
facilitando la activacion de caspasas efectoras y la progresion hacia muerte celular

programada (Xu et al., 2024). Alteraciones en su expresion han sido asociadas tanto con
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sensibilidad como con tolerancia a quimioterapia en cancer de mama, dependiendo del

equilibrio entre sefiales pro- y antiapoptéticas (Mohammad et al., 2015).

En el presente estudio, la modulacion de BAX evidenci¢ diferencias dependientes tanto
del subtipo celular como de la arquitectura del cultivo. La induccién mas consistente en
condiciones 2D, particularmente en MDA-MB-231 bajo tratamiento con taxanos, se
alinea con la mayor sensibilidad citotoxica previamente observada en este modelo,
sugiriendo una activaciéon més marcada de la via apoptdtica mitocondrial en monocapa
(Tudor et al., 2000; Xu et al., 2024). En contraste, la regulacion atenuada o transitoria en
los esferoides 3D respalda la idea de que el microambiente tridimensional modula la
intensidad de la sefial apoptdtica, posiblemente mediante mecanismos de adaptacion
celular asociados a interacciones célula—célula y a gradientes fisioldgicos que impactan
la sefializacion mitocondrial (Imamura et al., 2015). Este comportamiento ha sido descrito
en modelos tridimensionales de cancer de mama, donde la arquitectura 3D se asocia con
menor activacion sostenida de genes proapoptoticos y con perfiles de mayor tolerancia
farmacoldgica (Mahmoud et al., 2025). En conjunto, la regulacion observada de BAX
refuerza la influencia del contexto estructural en la determinacion de la susceptibilidad

apoptotica frente a taxanos.

5.6.3 ALTERACIONES DE TUBB3 Y RESISTENCIA A TAXANOS

La expresion de B-tubulina clase 111 (TUBB3) ha sido consistentemente asociada con
variaciones en la sensibilidad a taxanos, debido a su papel en la regulacion de la dinamica
microtubular. Dado que PTX y DTX ejercen su accion estabilizando los microtabulos e
interfiriendo con el ensamblaje del huso mitético, cambios en la composicion de
isoformas de tubulina pueden modificar la interaccion farmaco-blanco y afectar la
eficiencia del bloqueo mitético (Stengel et al., 2009). En cancer de mama, la
sobreexpresion de TUBB3 ha sido vinculada con fenotipos de menor respuesta
terapéutica y con mecanismos de adaptacién adquirida tras exposicion a agentes
antimitoticos (Lebok et al., 2016; Scherbakov et al., 2023).

La regulacion diferencial observada entre modelos 2D y 3D sugiere que la arquitectura
del cultivo influye en la activacion de programas asociados a plasticidad estructural. El
incremento predominante de TUBB3 en monocapa, en contraste con su disminucion

sostenida en esferoides tridimensionales, refleja una modulacion dependiente del
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microambiente en la expresion de genes vinculados a la dinamica del citoesqueleto y a
procesos de adaptacion farmacoldgica (Muguruma et al., 2022). Se ha descrito que los
modelos tridimensionales presentan perfiles transcripcionales distintos a los de cultivos
2D, reflejando una organizacion celular mas compleja que impacta la respuesta a
quimioterapia (Cougnoux et al., 2025). En este contexto, la modulacion de TUBB3
observada sugiere que la organizacion espacial del modelo experimental condiciona la
respuesta molecular frente a taxanos, particularmente en relaciébn con mecanismos

asociados a resistencia.

En conjunto, la regulacion diferencial de p21, BAX y TUBBS3 evidencia que la respuesta
a taxanos no depende exclusivamente del mecanismo primario de estabilizacién
microtubular, sino de la integracion entre control del ciclo celular, activacion apoptética
y plasticidad estructural, moduladas tanto por el subtipo tumoral como por la arquitectura

del cultivo.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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6.1 CONCLUSION

El presente estudio permitio evaluar de manera integral la formacion de esferoides
tridimensionales y la respuesta diferencial a PTX y DTX en las lineas celulares MDA-
MB-231 y MCF-7, en comparacion con sus respectivos cultivos 2D. En concordancia con
los objetivos planteados, se logro caracterizar la morfologia y el grado de compactacion
de los esferoides, y analizar su variacion entre los modelos 2D y 3D, asi como describir
la dindmica proliferativa bajo condiciones

Los resultados evidenciaron que las esferas derivadas de MCF-7 presentaron mayor
compactacién, mientras que las de MDA-MB-231 mostraron una organizacion mas laxa,
confirmando diferencias asociadas a su fenotipo celular. Asimismo, la evaluacion
farmacoldgica demostro que los taxanos redujeron de manera significativa la viabilidad
celular en ambos modelos, con variaciones notables en magnitud y temporalidad segun
la linea celular y el farmaco empleado. En particular, DTX produjo una inhibicion mas
temprana y sostenida en MDA-MB-231, mientras que PTX permitié una fase proliferativa
inicial antes del descenso progresivo en ambas lineas. Estos patrones se reflejaron tanto
en los ensayos de viabilidad como en el analisis transcripcional, donde genes asociados a
apoptosis, control del ciclo celular y estabilidad de microtubulos mostraron perfiles

concordantes con las respuestas funcionales observadas.

En relacion con la hipétesis planteada, los resultados la respaldan parcialmente. Se
confirm6 que MDA-MB-231 generd esferoides menos compactos; sin embargo, su
respuesta a taxanos no evidencié una mayor resistencia en comparacion con MCF-7,
particularmente bajo tratamiento con docetaxel, donde incluso mostré una reduccion
temprana y pronunciada de la viabilidad. Asimismo, el modelo tridimensional presentd
valores de ICso superiores al sistema 2D, en concordancia con una menor susceptibilidad
relativa atribuible a una posible menor penetracion farmacolédgica y mayor complejidad
microambiental. No obstante, esta tendencia no se manifestd de forma uniforme entre
lineas celulares y farmacos, lo que sugiere que la arquitectura tridimensional modula la

respuesta, pero interactua con factores biologicos propios de cada subtipo tumoral.

En conjunto, este trabajo aporta evidencia experimental que refuerza la relevancia de
integrar modelos tridimensionales en la evaluacion preclinica de agentes antineoplasicos,

dado que permiten identificar variaciones en sensibilidad farmacoldgica y en regulacion
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molecular que no se manifiestan completamente en sistemas bidimensionales. Asimismo,
establecen una base sélida para la exploracion de mecanismos asociados a sensibilidad o
tolerancia a taxanos, abriendo la posibilidad de disefiar estrategias terapeuticas mas
acordes con la biologia especifica de cada subtipo tumoral.

En conclusion, la comparacion entre cultivos bidimensionales y esferoides
tridimensionales derivados de MDA-MB-231 y MCF-7 demuestra que la proliferacion y
la respuesta a PTX y DTX no dependen Unicamente del farmaco administrado, sino
también del subtipo celular y del sistema experimental empleado. La organizacion
tridimensional modula tanto la sensibilidad farmacoldgica como los patrones moleculares
asociados, subrayando la relevancia de incorporar modelos 3D en estudios preclinicos

orientados a evaluar la eficacia de taxanos en cancer de mama.

6.2 LIMITACIONES

Aunque los resultados obtenidos aportan informacion relevante sobre la respuesta de las
lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 frente a PTX y DTX en modelos 2D y 3D, es
importante reconocer las limitaciones metodolégicas y experimentales que pudieron
influir en el alcance e interpretacion de los hallazgos. Estas limitaciones no invalidan los
resultados, pero si establecen el marco en el que deben ser analizados y ofrecen puntos
de referencia para estudios futuros. A continuacién, se listan las limitaciones del estudio

en cuanto a:

e Uso exclusivo de dos lineas celulares: El estudio se basé Gnicamente en las lineas
MCF-7 y MDA-MB-231, lo que limita la extrapolacion de los resultados a otros
subtipos de cancer de mama. Cada linea presenta caracteristicas moleculares
particulares, por lo que la respuesta observada puede no representar la
heterogeneidad tumoral real.

e Variabilidad del modelo tridimensional: Aunque el sistema 3D ofrece un
entorno mas representativo del microambiente tumoral, la formacién de esferas
presenta variabilidad en tamafio, compactacion y estabilidad, lo que puede influir

en la difusion de los taxanos y en la magnitud de la respuesta observada.
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e Sensibilidad del cultivo prolongado en 3D: Manipulaciones minimas,
diferencias en densidad celular o variaciones en el recambio de medio pueden
afectar la reproducibilidad del modelo, dado que los esferoides son altamente
sensibles a las condiciones fisicas y técnicas de cultivo.

e Conteo celular manual: La evaluacion de proliferacion mediante conteo manual
introduce variabilidad inter-observador y depende de la distribucion celular en
cada pocillo.

e Analisis molecular limitado: La caracterizacion se centr6 exclusivamente en
expresion génica mediante qPCR dirigida a genes especificos, sin evaluacion
proteica ni andlisis transcriptémico global, lo que restringe la profundidad del
estudio de vias de resistencia asociadas a PTX y DTX.

e Limitaciones inherentes a los modelos in vitro: Las condiciones de cultivo
carecen de componentes fundamentales del microambiente tumoral, como sefiales
inmunoldgicas, interacciones célula-matriz complejas y gradientes fisioldgicos, lo

que limita la interpretacion de los resultados en relacion con tejidos reales.

6.3 RECOMENDACIONES

1. Ampliar el nimero de lineas celulares utilizadas, incorporando otros subtipos
de céncer de mama para obtener un panorama mas representativo de la
heterogeneidad tumoral y fortalecer la extrapolacion de los hallazgos.

2. Optimizar la estandarizacion del modelo tridimensional, incluyendo
mediciones de tamafio, compactacion y viabilidad interna de los esferoides, con
el fin de reducir variabilidad experimental y mejorar la reproducibilidad de los
ensayos.

3. Incorporar analisis funcionales adicionales, como ensayos de apoptosis, ciclo
celular, migracion o actividad de bombas de eflujo, que permitan validar de
manera mas completa los mecanismos asociados a la respuesta diferencial frente
a los taxanos.

4. Complementar la caracterizacion molecular con técnicas a nivel proteico,

tales como Western blot o inmunofluorescencia, para confirmar si los cambios

67



observados en la expresion génica se traducen en efectos funcionales sobre
proteinas clave relacionadas con la resistencia.

Explorar aproximaciones transcriptomicas de mayor alcance, como RNA-
Seq, que permitan identificar de manera global las rutas bioldgicas implicadas en
la adaptacion a PTX y DTX en ambos modelos de cultivo.

Integrar componentes del microambiente tumoral, incluyendo cocultivos con
fibroblastos, matriz extracelular o condiciones de hipoxia controlada, con el
objetivo de aproximar ain mas el modelo tridimensional a la fisiologia tumoral
real.

Evaluar dinamicas espacio-temporales en modelos 3D mediante técnicas de
imagen avanzadas, microscopia confocal, anélisis de viabilidad por marcadores
fluorescentes y reconstruccién volumétrica permitirian examinar gradientes de
proliferacion, hipoxia y muerte celular dentro de las esferas.

Explorar estrategias combinadas de tratamiento en los modelos 2D y 3D, el
uso de inhibidores de vias especificas (PISK/AKT, MAPK/ERK, JAK/STAT,
entre otras) o moléculas moduladoras de citosqueleto podria revelar sinergias o

mecanismos alternativos de sensibilizacion a taxanos.
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CAPITULO VII: ANEXOS
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Tabla 2. Comparacion entre cultivos celulares 3D y 2D

TIEMPO DE 3D MCF-7 3D MDA-MB-231
SEMBRADO

DIA 2

DIA 3
TIEMPO DE 2D MCF-7 2D MDA-MB-23
SEMBRADO

DIA 2
DIA 3

80



Figura 3y 4. Uso del Nanodrop para cuantificacion de ARN
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