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1- RESUMEN

El ciclo celular es un complejo conjunto de etapas de crecimiento, maduracién y division
celular que permite desarrollo bioldgico y fisiolégico de un organismo. El céncer es el
producto de una alteracion de este ciclo, ocasionada tanto por factores genéticos, como
también la exposicidn a agentes toxicos o nocivos, factores biolégicos como la edad, el sexo.
También algunas infecciones de curso cronico pueden ser causantes de neoplasias malignas,
como por ejemplo las producidas por virus como Hepatitis (B y C), bacterias como
Helicobacter pylori, entre otras(l). Una de las complicaciones mas importantes y
determinante a la hora de realizar cualquier tipo de tratamiento, es la metéstasis, que se
conoce como la diseminacion de células cancerigenas provenientes de un tumor primario que
se desprenden de él y que se propagan por vias sanguineas o linfaticas, mediante las cuales

invaden otros organos Y tejidos desarrollando en ellos nuevos tumores malignos.

A nivel mundial es una patologia que sigue siendo una de las principales causas de
mortalidad en el orbe(2), En Chile la realidad, en cuanto al cancer, es similar, posicionandose
como la segunda causa de muerte(1), antecedida solo por enfermedades de tipo

cardiovascular.

Dada la importancia de esta enfermedad es necesario la busqueda de técnicas que faciliten
y permitan ampliar las opciones terapéuticas. Hoy en dia, en cancer, la utilizacion de ensayos
que se realicen bajo condiciones de flujo son poco conocidos. Estos se basan en el flujo
controlado de células cancerigenas en un capilar que esta revestido con proteinas de matriz,
donde finalmente mediante un software se puede evaluar adhesién de estas células a dicha
matriz, pudiéndose emular la adhesion de células malignas, por ejemplo, a vasos sanguineos

previo a la extravasacion producida en el comienzo del proceso metastasico.



2- INTRODUCION

“Los céanceres son enfermedades producidas por influencias combinadas de factores
genéticos, bioldgicos (como edad y sexo), exposiciones ambientales (como el asbesto, las
aflatoxinas, la luz ultravioleta o el arsénico), infecciones cronicas (virus de la hepatitis B y
C, virus del papilomay Helicobacter pylori) y estilos de vida no saludables (dieta inadecuada,
sedentarismo, consumo de tabaco y alcohol)”’(1). Es un problema de alta importancia para la
salud publica a nivel mundial, debido a que, Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS)(2) ““el cancer es la segunda causa de muerte en todo el mundo y es responsable de un
estimado de 9.6 millones de muertes en 2018. A nivel mundial, aproximadamente 1 de cada
6 muertes se debe al cancer”. En Chile esta realidad no esta alejada, pues segun los registros
epidemioldgicos del Ministerio de Salud (MINSAL)(1) “los tumores malignos son la
segunda causa de muerte en Chile después de las enfermedades cardiovasculares, con 24.592
fallecidos en 2013 (25,6% del total de muertes) y una tasa de 139 por 100.000 habitantes”,
solo antecedida por enfermedades cardiovasculares. Actualmente “la mortalidad por tumores
malignos aumenta con la edad, especialmente después de los 59 afios, y es mayor en los
hombres. EI primer lugar como causa de muerte en los hombres lo ocupa el cancer de
estdbmago seguido por prostata; en las mujeres, es el cancer de mama, seguido de estdbmago,

traquea, bronquio y pulmén, y vesicula”(1).

“La metastasis implica la propagacién de las células cancerosas desde el tumor primario
a los tejidos circundantes y a los 6rganos distantes y es la causa principal de morbilidad y
mortalidad por cancer”(3). La cascada metastasica, se completa una vez que las células
cancerosas se desprenden del tumor primario, se introducen en el interior de sistemas como
el circulatorio y linfatico, evaden la reaccion inmune, Yy se extravasan en lechos capilares

distintos al de origen para asi invadir y proliferar en otros 6rganos (3).



“La metastasis de células tumorales a través de la circulacion sanguinea es un proceso
complejo y es uno de los grandes desafios en la investigacion del cancer, ya que la
propagacion metastasica es responsable del 90% de la mortalidad relacionada con el cancer”
(4). Este proceso implica una serie de pasos a los cuales se les denomina cascada metastasica,
que involucra la intravasacion al torrente sanguineo, la adhesion en las paredes internas vaso

y la posterior extravasacion de las células tumorales.

La adhesion que se produce entre las células tumorales y el endotelio vascular es uno de
los puntos criticos en la cascada metastasica. Este fendmeno se puede visualizar in vitro

sometiendo células cancerigenas a condiciones de flujo fisiologico controlado.

La presente investigacion entrega informacion respecto a la utilizacion del sistema
Bioflux de Fluxion® que permite un flujo controlado con el que se puede conseguir la
evaluacion de la adhesion de células tumorales, buscando con ello la estandarizacion de un

nuevo método de analisis.



3- HIPOTESIS:

El sistema Bioflux de Fluxion® permite la evaluacion de la adhesion de células tumorales
en condiciones de flujo.
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4- REVISION BIBLIOGRAFICA

El ciclo celular es un conjunto de etapas por las cuales la célula debe participar para lograr
la madurez en cuanto a su estructura, la proliferacién o lograr la especializacion dependiendo
del tejido al cual pertenezca, este proceso esta estrictamente controlado tanto por sistemas
que tienen acciones estimulantes como inhibitorias. En las células eucariontes, este ciclo esta
compuesto de las fases G1, S, G2 y M (5). y también GO conocida como una fase donde la
célula se encuentra en un estado quiescente, que entra al ciclo por induccion producida por
algin estimulo. En la fase M a su vez “es posible distinguir las siguientes cinco etapas:
profase, prometafase, metafase, anafase y telofase” (6). Esta fase, también conocida como
cariocinesis, “se caracteriza por la generacién de dos nucleos hijos dotados de un paquete de

cromosomas idéntico al del nacleo progenitor (previa replicacion de su ADN)” (6).

“La regulacion del ciclo celular involucra a las ciclinas y las cinasas dependientes de
ciclinas, asi como a otro tipo de proteinas, que son producto de los protooncogenes y los
genes supresores de tumor que, de igual forma, participan de manera orquestada en este
control” (5). Esta regulacion se realiza en ciertos puntos de control que “son momentos
concretos y especificos del ciclo en los cuales la célula evalUa su estado y/o las condiciones
del medio y detecta posibles aberraciones” (6). Existen tres puntos de control principales,
que concuerdan con la transicidn entre las fases: el punto G1, el punto G2y el punto M (6).
En primer punto de control (de G1) se evaluan tres condiciones necesarias para que el ciclo
continte desde el punto G1 a S estas son: el estado del ADN, en donde se detectan posibles
lesiones, el tamafio celular, y las condiciones del medio ambiente (6), este punto de control
es necesario debido a que los procesos posteriores del ciclo requieren altas cantidades de
energia, y por lo tanto esta debe ser utilizada de manera segura, con células que estén integras
en los parametros que se evallan, si la célula en este punto de control no logra superar los
parametros que se evaluan, el ciclo para ella se detendré en fase G1 de manera transitoria o
permanente, a esta Ultima se le denomina estado Go. (6). El segundo punto de control se

denomina punto de control de G2, y esta ubicado entre las fases G2 y M del ciclo, en este se
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evaluard, ademas del tamafio celular y las condiciones de medio extracelular, si la replicacion
del ADN fue completa y si las dos copias son idénticas (6), de este punto dependera si se
llega a realizar la mitosis. El tercer punto de control (M) se corresponde con el paso de
metafase a anafase. La segregacion de las cromatidas hermanas y su reparto equitativo
demanda de la célula comprobar que, en el plano ecuatorial, los cromosomas se encuentran
correctamente unidos al huso mitético. Por ese motivo, el punto M es conocido también como

el punto de control del ensamblaje del huso (6).

El cancer se caracteriza por ser una patologia que tiene muchos factores que afecta el
normal crecimiento y proliferacion de las células, con ello también produce alteraciones de
la diferenciacion celular, lo que posteriormente provoca la formacion de un tumor en el tejido
afectado (5). “Por ello, el término cancer implica, ademas de un descontrol en el crecimiento
y la proliferacion celular, una transformacion maligna, es decir, una pérdida de las
caracteristicas y funciones normales de las células en un tejido” (5). El proceso en el cual se
lleva a cabo la formacién de un tumor maligno se denomina carcinogénesis el cual consta
de varias etapas debido a la acumulacion de diversas alteraciones genéticas que, en conjunto,
dan lugar al fenotipo transformado (7). Estas mutaciones genéticas, en la célula provocan
que se duplique a tasas mas altas que el resto, generando células que mantienen esta
caracteristica descontrolada, a las que se les denomina clones. Estas células hijas a su vez
van acumulando una mayor cantidad de mutaciones, aumentando asi su sobrevida y su
proliferacion en cantidades mayores a la célula tumoral primaria (8). En las células humanas
los genes encargados de la proliferacion y crecimiento celular son denominados
protoncogenes, estos al sufrir una mutacion de tipo dominante cambian a oncogenes, lo que
se traduce en una desmesurada proliferacion y sobrevida de las células tumorales (8). Por
otra parte estos no son los Unicos genes que pueden encontrarse alterados para que se
desarrolle una respuesta tumoral, sino que también los genes supresores de tumores, como
por ejemplo el gen P53 se desactiva con frecuencia en canceres humanos, es mas estos sufren
mutaciones con mayor frecuencia que los oncogenes (9)-(10). Normalmente la inactivacion
de ambas copias de los genes supresores de tumores manifestara la aparicion de un fenotipo.
En cancer ocurre primeramente la inactivacion de uno de estos genes, con la consiguiente

inactivacién del segundo y la posterior aparicion de un fenotipo tumoral (10).
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En los altimos afios, han sido descubiertos centenares de genes relacionados con el cancer.
Por ejemplo, los genes TP53 que habitualmente estdn mutados; otros como ABL son
afectados en algunas determinadas leucemias. Cada uno de estos genes tiene una tarea
especifica en la célula, cuya desregulacion originara alguna neoplasia maligna (7). Las

células cancerigenas cumplen con diez caracteristicas distinguibles en cuanto a su fisiologia:

4.1- Autosuficiencia de sefiales de crecimiento:

Las células normales, para proliferar son, generalmente estimuladas, externamente, por
factores del crecimiento, los que interaccionaran con receptores de membrana que
tipicamente poseen dominios tirosina-quinasa a nivel intracelular, lo que permite una
activacion de diversas vias de sefializacion las que favorecen la continuacion del ciclo celular
y con ello el crecimiento y supervivencia celular (8). Muchas células cancerigenas son
capaces de sintetizar moléculas similares a los factores de crecimiento que ellas necesitan
para proliferar (7), “Por ejemplo, numerosos glioblastomas secretan factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF) y expresan el receptor PDGF” (7), pero también pueden
estimular a células vecinas, como por ejemplo las células del estroma, para que ellas
sinteticen ligandos similares a los factores de crecimiento a los que es sensible (7)-(8). Otro
tipo de alteracion que puede provocar un exceso de sefiales de crecimiento, son las
mutaciones que se producen en los genes que codifican los receptores de tirosina quinasa o
de factores de crecimiento, lo que causa una sefial sin pausa, ejemplo de ello son los
receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGF) en tumores de mamas, pulmon, etc
(7). Cuando existe una mutacidn en genes que codifican moléculas de transmision de sefiales,
como por ejemplo la mutacion de la proteina RAS, que se encuentra con alta frecuencia en
canceres humanos, se bloquea la hidrolisis de GTP a GDP causando una sobreexpresion de
sefiales (7) lo que favorece la proliferacion celular. Los complejos ciclina con ciclinas
dependientes de quinasas (CDK) son los encargados, mediante fosforilacion de sustratos, de
favorecer el ciclo celular, las CDKs, ademas, tienen inhibidores que regulan su accion. Las

mutaciones que activan a los genes de las ciclinas o que inactivan a los reguladores negativo
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de las ciclinas y quinasas dependientes de ciclina, provocan una progresion descontrolada
del ciclo celular, esto se puede observar con frecuencia en melanomas, canceres cerebral,

pulmonar y pancreético (7).

4.2- Insensibilidad a sefales inhibidoras del crecimiento:

La celula cancerigena pierde la capacidad de inhibir la proliferacion dependiente por
contacto (6). En una célula normal los oncogenes codifican proteinas que promueven el
crecimiento celular, por otra parte hay otros genes supresores de tumores que frenan esta
proliferacion celular. En esta caracteristica de las células tumorales hay una alteracion en
estos genes lo que la hace refractaria a la inhibicion del crecimiento, teniendo una mayor

accion de oncogenes (7). Como ejemplos se pueden mencionar:

El gen del retinoblastoma (RB), posee efectos antiproliferativos, y esta encargado de
actuar en el paso G1/S del ciclo celular, esta accién la realiza mediante la hiperfosforilacion
de la proteina del retinoblastoma (pRB) por quinasas dependientes de ciclinas (CDK)
(7),(11). La interaccion de la proteina de RB con el factor de transcripcion E2F, no permite
la transcripcién de genes de algunas ciclinas con la ciclina E, necesaria para la replicacion de
ADN, con lo que la célula se detiene en G1 (7). La pRB se inactiva y desacopla de E2F
cuando cuando es fosforilada por el complejo ciclina D-CDKA4/6, el cual es activado por
factores de crecimiento (7), es asi como se pierde el control del ciclo celular. Ademéas muchos

virus ADN oncogénicos pueden inactivar la pRB directamente, como por ejemplo el VPH

().

El gen TP53 es un gen supresor tumoral, que codifica a la proteina p53 (7), es conocido
como “guardian del genoma” pues su funcion es detectar dafios en ADN, detener el proceso
y permitir la reparacion, y si no se logra lo anterior, inducir apoptosis (12), tiene una accion
similar a la del gen RB, que es impedir el paso a la fase S. Cuando hay dafio en el ADN se

activa p53 mediante fosforilacion, esta activa a la proteina p21, que impide la fosforilacion
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de pRB, impidiendo que prosiga el ciclo celular (7). “La pérdida de p53 puede causar la
replicacion celular continua a pesar del dafio en el ADN vy la falla para activar la muerte
celular programada.”(12) La inactivacion de p53, al igual que p RB puede ser por virus ADN

oncogenicos como VPH (7).

4.3- Evasion de la muerte celular:

La apoptosis se puede llevar a cabo mediante dos vias, intrinseca o extrinseca, en ambas
vias se produce la activacion de la cascada de proteolitica de caspasas que posteriormente
destruye la célula (7). Las células tumorales son capaces de evadir la muerte por apoptosis,
a pesar de la acumulacién de aberraciones genéticas, y estar en un ambiente desfavorable,
muchas de estas células expresan factores antiapoptoticos como Bcl-2 que inhibe a Bax o
Bim que son factores proapoptoticos, alterandose asi el balance normal que requiere para

inducir muerte celular (6).

4.4- Capacidad ilimitada de replicacion:

La mayor parte de las células tiene un numero limitado de divisiones celulares, condicion
que esta dada por la presencia de telomeros en los cromosomas, que son secuencias multiples
dispuestas en tandem, lo cuales se acortan con cada division celular llegando a un “punto de
control” del ciclo celular donde se produce una crisis mitdtica (7)-(8). La telomerasa es una
ADN polimerasa que adiciona segmentos repetitivos a los extremos del ADN telémerico,
evitando su acortamiento, esta presente en las células germinales las cuales pueden dividirse
de manera indefinida (8). Las células tumorales reactivan esta telomerasa evitando la

catastrofe mitotica y perpetuandose alcanzando la inmortalidad (7).
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4.5- Induccion de angiogénesis:

La angiogénesis comienza a partir de vasos pre existentes y es necesaria para suplir
nutrientes y oxigeno a los tejidos en formacion. Esta regulada por diversas vias en las que
participan moléculas anti- y pro-angiogénicas que en tejidos normales se encuentran en
balance (8). Un tumor no puede crecer mas de 1 0 2 centimetros si no tiene una correcta
irrigacion (7). Sanchez (8) indica “El crecimiento tumoral genera hipoxia local que funciona
como estimulo para la produccién de citoquinas angiogénicas como VEGF, factor de

crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) entre otras”.

4.6- Inestabilidad del genoma y mutaciones:

Esta cualidad es considerada como una de las de las dos caracteristicas facilitadoras del

desarrollo de una neoplasia.

La existencia de mutaciones y la acumulacion de estas en la célula tumoral, estan
favorecidas por la inestabilidad gendmica de estas células. Esta caracteristica esta presente
en la mayoria de los tumores y acelera la acumulacion de cambios genéticos (8). La
progresion tumoral puede representarse como una sucesion de expansiones clonales, cada
una de las cuales se desencadena por la adquisicidn aleatoria de un genotipo mutante, el cual
otorga a sus subclones una ventaja selectiva por sobre el resto, permitiéndole el crecimiento

y su eventual dominio del tejido en el que se encuentra (13).

En una célula normal los sistemas de mantenimiento del genoma para detectar y reparar
aberraciones en el ADN aseguran que las tasas de mutaciones espontaneas sean muy bajas
durante cada generacion celular (13). Esto cambia en las células neoplésica a medida que van
adquiriendo los genes mutantes necesarios para el comienzo y desarrollo de la tumorogenesis,
ya gue esta tasa de mutacion aumenta (14). Esta mutabilidad se logra debido a que hay una
mayor sensibilidad a los agentes mutagénicos y/o a la ruptura de uno o varios componentes

de esta maquinaria de mantenimiento genémico (13), esto Gltimo producto de mutaciones en

16



genes supresores de tumor o reparadores de ADN (8). Otra causa de inestabilidad genomica,
ademas de los trastornos en los mecanismos de control celular, es la perdida de ADN en los
telomeros (8). Esta pérdida genera, en muchos tumores, inestabilidad cariotipica tales como

delecion o amplificacion de segmentos cromosomales (8).

“A pesar de que las mutaciones varian entre distintos tipos de tumores, su cantidad y
presencia en el genoma tumoral ha demostrado que la inestabilidad gendmica es inherente a
los tumores. Esta finalmente, aumenta la probabilidad de que ocurran mutaciones en

oncogenes que generan las capacidades que mejoran su sobrevida”(8).

4.7 Inflamacion pro-tumoral:

Corresponde a la segunda caracteristica facilitadora del proceso tumoral. A pesar que la
inflamacion es considerado un mecanismo de defensa, o bien, una respuesta protectora frente
a los tumores, también puede activar un proceso tumoral maligno (7). En los tumores hay
interaccion de células cancerosas con células que colaboran con el crecimiento tumoral, estas
dan soporte tanto nutricional como funcional, permitiendo la formacion de un microambiente
tumoral (8), este estd formado por varios componentes, tales como, células transformadas,
fibroblastos anormales, células endoteliales, células madre mesenquimales, y células del
sistema inmune innato y adaptativo, las que son responsables de la secrecién de sustancias
como citoquinas, quimioquinas, péptidos, metaloproteasas, y componentes de matriz
extracelular, haciendo a este microentorno apto para el desarrollo de una neoplasia (15). Este
microentorno inflamatorio es capaz de aumentar las tasas de mutacion, ademas de aumentar

la proliferacion de células mutadas (16).

Las células del sistema inmune, son las principales encargadas de la inmunovigilancia
tumoral y de la eliminacion de los clones de células tumorales(8). Durante este proceso se
produce un estadio de inflamacion cronico(8), en donde leucocitos, como por ejemplo

mastocitos y macrofagos, se infiltran en los tumores, produciendo factores que promueven el
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crecimiento tumoral en todas sus etapas (7, 8). Hoy en dia se conoce que en practicamente
todas las lesiones neoplasicas hay presencia de células del sistema inmune, en distintas
densidades, las cuales van desde infiltraciones leves, las que son detectadas solo con
anticuerpos especificos de tipo celular, hasta infiltraciones graves (13). En esta infiltracion
las celulas inmunes produciran citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento,

prostaglandinas y sustancias reactivas del oxigeno y nitrégeno (16).

La inflamacion promueve la iniciacion tumoral al generar estrés genotoxico, el cual
favorece la adquisicién de mutaciones; también participa en la promocion al inducir la
proliferacion tumoral y la progresion tumoral al incrementar la angiogénesis alrededor del

tumor y la invasion tisular al favorecer la extravasacion, lo que facilita la metéstasis (8).

El estado de inflamacién crénica descrito anteriormente también se puede alcanzar en
respuesta a infecciones microbianas o en respuesta a una reaccion autoinmune (7). Ejemplo
de ello son infecciones bacterianas como la producida por H. pylori, o por virus, tales como
el virus de la hepatitis B y C, o también patologias como pancreatitis crénica, eséfago de
Barret (7). En respuesta compensatoria al dafio tisular sufrido en estas afecciones las células
inmunes se encargan secretar citoquinas, quimioquinas y sustancias bioactivas. Esta
condicion acompanfada de la disminucion de la apoptosis y de replicacion celular persistente,
puede dar cabida a la adquisicion de alguna mutacién en algin gen involucrado en la

carcinogénia.

4.8- Reprogramacion del metabolismo:

El ATP es la fuente de energia mas utilizada por las células de mamiferos, la forma de
obtencion puede ser mediante fosforilacion oxidativa donde se produce hasta 36 ATP por
mol de glucosa, o de manera no oxidativa en un proceso denominado glucolisis donde solo
se producen 2 ATP, esta Ultima se conoce como un metabolismo de reserva en casos de

hipoxia (17, 18). En base a lo anterior los modelos convencionales de dindmica energética
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celular establecen que la disponibilidad de oxigeno es la que determinara la via metabdlica

productora de ATP mas 6ptima (18).

La proliferacion cronica exacerbada que esencialmente representa a una patologia
neoplasica, no solo involucra un descontrol de la proliferacion, sino que también otros
ajustes o cambios los cuales tienen relacion con el metabolismo energético para alimentar el
crecimiento y division de las células (13). “En condiciones normales aerdbicas, las células
procesan glucosa hasta su degradacion completa a dioxido de carbono en la mitocondria. En
células tumorales, ciertas mutaciones y la presencia de un medio pobre en oxigeno conducen
al efecto Warburg”(8) en el cual la célula tumoral aumenta su tasa de captacion de glucosa
de manera drastica con la consiguiente formacion de lactato, esto en presencia de oxigeno y
con mitocondrias en un pleno funcionamiento (19). La reprogramacion metabdlica de la
glucosa producida por la célula tumoral, la lleva a un estado conocido como “glucolisis
aerobica” (13).

La reprogramacion del metabolismo energético de la célula tumoral, es aparentemente
contraria a lo que se pudiera imaginar, debido a que debe compensar un déficit en la
formacion de ATP, ya que en la fosforilacion oxidativa se tiene una eficiencia aproximada
de 18 veces mayor al que se realiza por glucolisis (13). Esta condicion de desventaja se
compensa con la sobreexpresion de transportadores de glucosa (GLUT1) que aumenta la

disponibilidad de esta macromolécula en el interior de la célula (8).

La glucolisis aerdbica permite que las células utilicen el nutriente extracelular mas
abundante (la glucosa) para producir ATP de manera abundante, esto a pesar que el
rendimiento de ATP por glucosa consumida es bajo, si se obtiene un flujo glicolitico, lo
suficientemente alto, por métodos como la sobrexpresion de transportadores GLUTL, el
porcentaje de ATP producido puede superar incluso al de la fermentacion oxidativa (8, 20).
Por otra parte, en la degradacion de la glucosa, se proporcionan a la celula distintos

intermediarios necesarios para otras rutas biosinteticas como azucares de ribosa para
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nucleotidos, glicerol y citrato para lipidos, aminoacidos no escenciales y NADPH a través de

la via de las pentosas fosfato (20).

4.9- Evasion de la destruccion inmune:

La teoria de la vigilancia inmune, que tiene larga data, indica que las células y los tejidos
son constantemente monitoreados por el sistema inmune, el cual se encuentra siempre alerta,
y que por él, gran parte las células cancerosas nacientes son eliminadas y por lo tanto también
los tumores nacientes (13). Esto evidencia que si una célula tumoral puede evolucionar a un
tumor solido es porque ha logrado evadir las distintos brazos del sistema inmune o han

logrado limitar el alcance de la destruccion inmunoldgica, evitando asi su eliminacion (13).

Uno de los mecanismos de escape de las células tumorales al sistema inmune es la
“pérdida de la expresion de MHC para evitar el reconocimiento por los T-linfocitos”(21).
Esta pérdida es gran importancia, debido a que cualquier defecto en el procesamiento y
presentacion de antigenos afecta y perjudica la capacidad de reconocimiento de los linfocitos
T (21). Este tipo de defectos se han atribuido a mutaciones de genes del complejos MHC o a
mutaciones puntuales de la proteina a-2-microglobulina, también se han descrito mutaciones
en proteosomas Y las proteinas TAP (transportadoras asociadas al procesamiento antigénico),
gue son proteinas que participan en el proceso de presentacion antigénica (22). Otros
mecanismos de evasion del sistema inmune son la disfuncion o perdida de la expresion de
antigenos en el tumor o también de moléculas coestimuladoras en el tumor o en las células
dendriticas, la cuales son necesarias para una interaccion eficiente con los linfocitos T (21).
También puede ocurrir una neutralizacion de la respuesta inmune a través de la induccion de
anergia o por la eliminacion total de clones de linfocitos T especificos (21). El sistema
inmune puede secretar, en su activacion, factores de crecimiento tumoral como por ejemplo
el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), a su vez el tumor puede liberar factores

inmunosupresores tales como prostaglandina E2 e 1L-10 (21).
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4.10- Invasidon y metastasis:

Corresponde a una de las caracteristicas mas importantes de las células tumorales. Esta
importancia radica en que el pronodstico de un paciente estd estrechamente ligado a la
diseminacion metastasica de la enfermedad a sitios locales, ya que estas representan un alto
porcentaje de la mortalidad por cancer (23), A pesar que la presencia de metastasis tiene una
alta mortalidad en pacientes que la padecen, solo un pequefio porcentaje, alrededor del 0,01%
de las células tumorales que entran en circulacion a partir de un tumor primario, tienen esta
cualidad (24). Esta capacidad es exclusiva de tumores malignos y se desarrolla por via
hematdgena, linfatica o serosa (6). Este es un proceso complejo que involucra pasos
secuenciales que se conocen como cascada invasion-metastasis, el cual se puede resumir en
dos etapas, siendo el primero la invasion de la matriz extracelular (MEC) y la segunda la

diseminacion vascular y posterior alojamiento de las células tumorales (7).

4.10.1- Invasion de la matriz extracelular

La invasion se puede describir en cuatro pasos (7). ElI primer paso de la cascada
metastasica corresponde al desprendimiento de las células neoplasicas del tumor denominado
primario, debido a la disminucién de la expresion de la E-cadherina, que corresponde a una
proteina fundamental en la adhesion con otras células o con la matriz extracelular (MEC) (7,
8), esto debido a que la E-cadherina se encuentra unida al citoesqueleto de actina de la célula
mediante proteinas denominadas a-catenina y [B-catenina que estan presentes en su cola
citoplasmatica de esta (24). La funcion se pierde en los tumores malignos debido a
mutaciones que pueden ser en el gen mismo de esta proteina (CDH1) o los de la b-catetina o
también la expresion inadecuada de factores de transcripcion como TWIST o SNAIL, los

cuales suprimen la expresion de la E-cadherina (7, 24).

En la segunda etapa de la invasion de la MEC ocurre una degradacion local de la
membrana basal y del tejido conjuntivo intersticial, por accion de proteasas liberadas por las

células tumorales, tales como metaloproteasas de matriz (MMP), catepsina D y la urocinasa
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(7). Las metaloproteasas pertenecen a una familia de endopeptidasas cuya actividad es
dependiente de zinc (25). Durante la invasién las MMP se ubican en estructuras
especializadas llamadas invadopodios, esta estructura representa un sitio activo de
degradacion de la MEC (26), esta utiliza proteinas de transmembrana que estan relacionadas
con ella tales como MMP-14, proteinas de la familia ADAM, asi como otras MMP secretadas
y activadas en el sitio (MMP-2 y MMP-9) para asi degradar una gran variedad de
macromoléculas de MEC facilitando la invasion celular (26). Cabe destacar que las MMP no
solo regulan la invasion tumoral mediante la degradacion de componentes insolubles de la
membrana basal y de la matriz, sino que también mediante la liberacion de factores de
crecimiento que han sido secuestrados en la MEC, como por ejemplo, los derivados de la
degradacion de colageno, quienes tienen accion quimiotactica, angiogénica, y promueven el

crecimiento (7).

El tercer paso dentro de esta cascada corresponde las alteraciones de las uniones entre
células tumorales y proteinas de la MEC, el desprendimiento de una célula normal de la MEC
produciria la apoptosis de la misma, pero en una célula tumoral esta reaccion es evadida (7).
Ademas se debe destacar que la matriz esta alterada, de manera que se favorece la invasion
y la metastasis, como ejemplo se puede mencionar lo que ocurre en la escision de las
proteinas de la laminina y del colageno tipo IV mediada por las MMP-9 y MMP-2
respectivamente, lo que genera nuevos lugares de adhesion para los receptores de células

tumorales y que estimulan a su migracion (7).

La citocinesis corresponde al Gltimo paso de la invasién, donde las células tumorales son
empujadas a través de membranas basales degradadas y zonas proteolizadas de la matriz (7).
Esta migracion es un proceso complejo y que consta de muchas etapas, que involucran
familias de receptores y proteinas de sefializacion que finalmente permiten la compresion del
citoesqueleto de actina(7). Existen factores autocrinos de motilidad, los cuales potencian la
migracion, estos son denominados también factor “scatter”(7, 27). Algunos ejemplos de
factores ‘““scatter” son el factor de necrosis tumoral (TNF) y el factor de crecimiento de

fibroblastos (FGF), que permiten la movilizacion de las células haciéndolas invasivas (27).

22



Las células del estroma producen efectores paracrinos de la motilidad celula, como por
ejemplo, el factor de crecimiento de hepatocitos/factor de dispersion (HGF/SCF), que se unen

a los receptores de células tumorales (7).

4.10.2- Diseminacion vascular y alojamiento de las células tumorales

Una vez en el torrente sanguineo las células tumorales forman embolias al agregarse y
adherirse a leucocitos circulantes y sobre todo a plaquetas confiriéndole a ellas proteccién
frente a células anticancerigenas de huésped (7). Las células tumorales pueden también
diseminarse de manera individual, sin agregarse, sea cual sea la forma en la que viaje a través
del torrente sanguineo (también en el linfatico o seroso), la adhesion al endotelio vascular y
su salida al parénquima de los dérganos es un proceso similar al descrito anteriormente de

invasion de la matriz extracelular (28).

Los émbolos formados entre las células tumorales y leucocitos o plaquetas llegan a un
punto en donde se detienen en el flujo sanguineo, lo que implica que se ha conseguido la
adhesion al endotelio, proceso el cual sera seguido de la salida a través de la membrana basal
(28). En esta adhesion y salida participan moléculas de adhesion y enzimas proteoliticas, una
de gran importancia es la molécula CD44, que también esta presente en linfocito T y que
media su migracion. Se cree que las células tumorales presentan variantes de esta molécula

con la que consiguen realizar la diseminacidn extravascular (28, 29)

4.10.3- Adhesiéon celular y metastasis.

La adhesion de las células tumorales al endotelio vascular es una de los puntos criticos en

la cascada metastasica. Esto debido a que cuando las células neoplasicas estan en circulacion
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sanguinea, en una instancia final, interactian con el endotelio lo que podria provocar la

detencidn y consiguiente extravasacion de ellas (30).

“Se cree que el desarrollo de metastasis se inicia a través de mecanismos similares a los
utilizados por los leucocitos para la adhesion y la transmigracion a través del endotelio
sanguineo” (29). Si bien el mecanismo mediante el cual se logra la adhesion de las células
tumorales al endotelio es diferente al proceso de reclutamiento de leucocitos en el sitio de
inflamacidn, las moléculas involucradas en esta adhesion al endotelio son potencialmente las

mismas ambos procesos (30). Ejemplo de ellos son las selectinas y las integrinas.

4.10.3.1- Selectinas:

Pertenecen a la familia de las lectinas, estas se encuentran en las membranas plasmaéticas
y tienen por funcion el reconocimiento y la adhesion intercelular en una amplia gama de
procesos celulares (17). Existen tres miembros en la familia de las selectinas, la P-selectina,
la cual se expresa en plaquetas activadas y células endoteliales, la E-selectina expresada en

las células endoteliales activadas, y la L-selectina encontrada en leucocitos (31).

Cada tipo de selectina se ha descrito que tiene alguna relacion con el proceso metastasico.
La P- selectina juega un rol importante en evasion del sistema inmune por parte de las células
tumorales, esto debido a que existe una interaccién células tumorales-plaquetas, que, de no
existir, las células tumorales serian eliminadas por las células Natural killer (NK) (30). La
L-selectina es la encargada de mediar el reclutamiento y la adhesion de leucocitos en el
microambiente de las células tumorales metastatizantes, esto en el trombo tumoral en si o

con el endotelio adyacente (31).

Segin Gakhar (29) “Numerosos estudios que utilizan lineas de células tumorales y
modelos de ratones sugieren que la Selectina endotelial (E) también participa en la adhesion
de células tumorales, la migracion y el desarrollo de metastasis”. En modelos experimentales
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de ratones con colonizacion metastasica en higado se demostro que en las células endoteliales
activadas expresan E- selectina (30, 32, 33). Cuando se inhibi6 la accion de la E-selectina
dio como reaccion la atenuacion de la metastasis en el modelo experimental, y por el
contrario, la sobreexpresion de esta proteina redirigié la metastasis en este érgano (30). Con

esto se confirmd la participacion de la E-selectina en el proceso.

Se has descrito que la mayoria de los ligandos de E-selectina corresponden a mucinas
(31). Estas mucinas son proteinas ricas en treonina y serina con O-glicosilacién por
carbohidratos sulfatados, ademas contienen tetrasacaridos sLex, sLes o sus forma sulfatadas
que son reconocidas también por los otros tipos de selectina (34). Pero también existen otros

ligandos como el receptor de muerte 3 y una glicoforma especifica de CD44 (31, 35, 36).

4.10.3.2- Integrinas:

Son una familia de glicoproteinas de transmembrana que consisten en heterodimeros
formados por subunidades o y B unidos de manera no covalente (37). En mamiferos se
conocen 18 tipos de integrinas a y 8 3, las cuales se combinan para formar 24 o/f (30).

Las integrinas tienen un rol de adhesion celular, especificamente lo hace con las proteinas
de MEC, tales como laminina, fibronectina, colageno o vitronectina, proporcionando a la

célula un anclaje y motilidad para la invasion (30).

“La presencia ubicua de integrinas en células tumorales, componentes sanguineos,
vasculatura y células estromales sugiere que las integrinas podrian contribuir esencialmente
a diferentes pasos en la cascada metastasica”(30). Se han identificado varias integrinas
presentes en células tumorales de carcinoma de mama, préstata, cancer de pancreas y

pulmon, estas son las integrinasa v 3, avp S, a5p 1, a6 B4 (30).
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“La expresion en células tumorales de la integrina o v B 3 junto con su capacidad para
unirse a varios componentes de la MEC, incluida la fibronectina, la vitronectina y la
osteopontina, se ha considerado como un factor critico para afectar el sitio de la
metastasis.”(30). El fibrindgeno, en especifico, se ha identificado como un puente entre las
integrinas o IIb B 3 en la plaquetas y o v B 3 en las células neoplasicas(30, 38). “Esta
interaccion facilita la detencidn de las células tumorales en la vasculatura y la metéstasis en

diversos tejidos, incluidos la médula 6sea y los pulmones”(30)
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5- OBJETIVOS

5.1- Objetivo general:

Estandarizar una técnica de adhesion de células tumorales en flujo.

5.2- Objetivo especifico:

- Evaluar la adhesion celular sobre una matriz de fibronectina y otra de Matrigel®.

- Evaluar variaciones a distintas presiones de flujo.

- Calcular la adhesion y el “rolling” celular.
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6- MATERIALES Y METODOS

6.1- Lineas celulares:

Se utilizo la linea célular de tumor de epitelio mamario MDA-MB 231, despertada de
criogenizacion, las que fueron divididas en dos grupos una tratada con el compuesto BF6 y
el otro con DMSO, este Ultimo para ser utilizado como control.

6.1.2- Preparacion de los grupos celulares

Las celulas de esta linea celular fueron despertadas desde la criogenia, primero
resuspendiéndolas en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10%,
insulina, gentamicina y anfotericina, posteriormente fueron centrifugadas a 1000 rpm por 5

minutos, obteniéndose asi un pellet.

El pellet fue resuspendido en 7 mL de medio completo y se sembrd en placas de 100 mm
hasta llegas a la confluencia deseada. Cuando la confluencia llegé aproximadamente a un
80% las células fueron tripsinizadas y sembradas en placas de 6 pocillos. En cada pocillo se
depositd una concentracién de células de 400.000 células/mL de medio. Al dia siguiente se
agrego el tratamiento con BF6 y DMSO durante 24 horas, previo a esto se debié lavar los
pocillos con PBS 1X para retirar el medio. Luego se agregd el tratamiento en 2 mL de medio
completo.

Tres pocillos (de los seis) se utilizaron para preparar el control con DMSO al 0,02% (4
uL en 2 mL de medio). Por otra parte los otros 3 pocillos se utilizaron para el tratamiento

con el compuesto con BF6 el que estaba a una concentracién de 30 uM, por lo tanto se prepar6
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una suspension de 1,8 uL en 6 mL de medio para ser distribuidos de manera equivalente en

los tres pocillos.

A las 24 horas de tratamiento, cada pocillo fue tripsinizado de manera independiente, estas
tripsinaciones fueron resuspendidas en 1 millén/mL de medio semi-completo el cual no tenia

suero, pero si BSA al 0,1% y calceina al 4uM. Terminando asi el proceso.

6.2- EqQuipamiento:

Para lograr realizar el ensayo bajo condiciones de flujo se utilizé el equipo Bioflux 200z,
Fluxion ®. Equipo cuyos componentes eran un controlador o modulo principal Biofux 200 y
un sistema de imagen, acoplado a un médulo informético que procesaba la informacion

obtenida.

6.2.1- Controlador Bioflux 200:

Este sistema permitia una opcién de flujo de un rango de presion entre 0,5-200 dyn/cm?
en las placas que se deseaban utilizar. La placa que se utilizd en este experimento
correspondia al formato de 48 pocillos y 24 canales de flujo de poliestireno cuya presion
maxima soportada era de 20 dyn/cm?. Los canales de flujo tenian unas medidas de 70um de
alto x 350um de ancho. La disposicién de los pocillos era pareada, lo que quiere decir que
por cada pocillo de entrada habia uno de salida, conectados por un capilar donde

eventualmente se permitié el flujo.

La temperatura ambiente para el experimento pudo modificarse en el mismo controlador,
siendo transmitida esta en una placa temperada la cual se acoplaba a la placa del ensayo,
permitiendo ajustar la temperatura del ensayo hasta los 50°C si asi se deseaba.
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6.2.2- Sistema de imagen:

Se contd con un microscopio invertido de alta resolucion Nikon Eclipse TS100® en
conjunto con una fuente de poder Nikon C-SHG® que permitio la visualizacion con luz UV
y ademas de una camara CCD de alta resolucién, la que permitio la visualizacion y captacion

de imagenes a tiempo real.

6.2.3- Software:

El software Bioflux 200 utilizado permitia la configuracion de la perfusion tanto manual
como automatizada de fluidos, con la captacion de imégenes programada en tiempo y
cantidad. En estos ensayos se utiliz6 solo el modo manual, empleando un sistema operativo
Windows XP.

6.3- Metodologia:

6.3.1- Estandarizacion y preparacion de las placas de trabajo:

Para la preparacion de las placas se tuvo en consideracion las dos fases de andlisis. La
primera fase fue realizada utilizando una matriz proteica de fibronectina (Sigma-Aldrich®),
mientras que la segunda fase, fue realizada en una segunda placa, utilizando como matriz
proteica, Matrigel® Corning® que es una preparacién de membrana basal proveniente de un
sarcoma de raton Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), el cual es un tumor rico en proteinas de
matriz extracelular, cuyos principales componentes son: laminina, colageno IV, entactina y

heparan sulfato.
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6.3.2- Preparacion de la matriz con fibronectina:

Con la finalidad de determinar una concentracion adecuada para la realizacion del
ensayo se utilizo en una placa dos concentraciones de fibronectina. En una primera instancia
se utilizé una concentracion de esta proteina de 1 mg/mL y posteriormente se utilizd una
concentracion de 20 ug/mL, en ambos casos el protocolo de preparacion de la placa fue el
mismo. Se prepararon pocillos para cada concentracion de fibronectina (1 mg/mL y 20
ug/ml). Se depositd la fibronectina en los pocillos de entrada de la placa y de dejé perfundir
por el capilar controlando el flujo laminar a una presion de 2 dyn/cm?, posteriormente la
placa se mantuvo en incubacion a temperatura ambiente durante una hora. Transcurrido este
tiempo se retir6 el exceso de fibronectina de los pocillos de entrada y salida, se realiz6 un
lavado utilizando como solucion de lavado una compuesta por PBS, CICa2 (18 mM) y
MgCa2 (18 mM), utilizando el equipo para ello, controlando el flujo a 2 dyn/cm? durante 10
minutos. Se elimind el exceso de solucidn de lavado y se prosiguié con el bloqueo de la placa
utilizando para este fin una solucioén de PBS, CICa2 (18mM), MgCa2 (18mM) y BSA 0,5%
perfundiendo por el capilar con una presion controlada de 2 dyn/cm?, finalmente se quito el

exceso de los pocillos y se dej6 reposar la placa en el refrigerador durante la noche.

6.3.3- Preparacion de la matriz con Matrigel®:

En la preparacion de esta placa de trabajo se debid considerar ciertos resguardos respecto
a la utilizacion de Matrigel®, debido que este permanecia liquido solo cuando se encontraba
a una temperatura menor a los 4°C, por lo tanto se descongel6 a esta temperatura y una vez
liquido se mantuvo en hielo. Por otra parte, la placa, fue previamente incubada durante 10

minutos a temperatura de 4°C antes de realizar la preparacion de la misma.

Para este procedimiento se prepararon 5 pocillos. El primer paso consistié en realizar un
cebado del capilar, el que fue realizado con BSA al 1%, tomando para ello 100 uL de BSA

depositandolo en cada pocillo de salida de la placa, y se realizo la perfusion en sentido
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reverso, esto es, desde el pocillo de salida al de entrada, utilizando para ello una presion de
5 dyn/cm? por un tiempo aproximado de 30 segundos. Se consideré como indicativo de un
cebado satisfactorio la presencia de una pequefia gota en el pocillo de entrada posterior a los
30 segundos. Seguido a esto se coloco la placa en hielo y se agregaron 100 uL de Matrigel®
en cada pocillo de entrada evitando la formacion de burbujas, y se realizo la perfusion a 1.9
dyn/cm? manteniendo la placa en hielo durante 3 minutos. Al acabar este tiempo se transfirié
la placa a temperatura ambiente sin detener la perfusion y se mantuvo asi durante 3 minutos.
Por ultimo se transfirio la placa (sin detener el flujo) a la placa calentadora, la cual estaba
previamente preparada a una temperatura de 37°C, y se mantuvo en ella durante 3 minutos.
Cumplido este lapso de tiempo se detuvo la perfusion se dejé reposar la placa a 37°C durante
20 minutos y se retiraron los excesos de Matrigel de los pocillos de entrada y salida.
Finalizada esta incubacidn se dejo reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos, y se

almaceno la placa lista a 4°C durante la noche.

6.4- Estandarizacion del ensayo con células tumorales:

6.4.1- Ensayos de prueba en la placa con matriz de fibronectina:

Se procedid a realizar los ensayos de prueba en dos pocillos de la placa los que estaban
preparados con fibronectina a una concentracién de 1 mg/ml, se tomé una alicuota de 400 uL
de células tratadas con el compuesto BF6 y se depositaron en un primer pocillo de entrada,
se aplico una presion controlada de 0,3 dyn/cm? y se realizé la perfusion durante 10 minutos
desde el momento que se observaron las primeras células pasar por el capilar. Luego, en un
segundo pocillo, se repitio el procedimiento, pero en esta ocasion con las células control que

fueron tratadas con DMSO.

Luego se repitid el procedimiento pero a una presion de 0,6 dyn/cm? en dos pocillos
preparado a una concentracion de fibronectina de 20 ug/mL, debido a que se considerd

excesiva la concentracién de 1 mg/mL, para el diametro del capilar utilizado, para ello, al
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igual que la prueba anterior se dispenso una alicuota de 400 uL de la suspension celular
tratada con el compuesto a un primer pocillo, y en un segundo pocillo 400 uL de las células
control tratadas con DMSO, con lo que se evaluo las diferencias de adhesion celular entre

las concentraciones de las matrices utilizadas.

A partir de las pruebas antes realizadas se establecié una concentracion unica de
fibronectina, y una presion definitiva para los ensayos, los que corresponden a una
concentracion de fibronectina de 20 uL/ml y una presion de flujo aplicada a las células
tumorales de 0,6 dyn/cm?. La alicuota utilizada de 400 uL no se vio modificada para el ensayo

definitivo.

6.4.2- Ensayo de adhesion de células tumorales en matriz de fibronectina:

En seis pocillos previamente preparados con una matriz de fibronectina a una
concentracion de 20 ug/ml se procedio a cargar las muestras de células tratadas con el
compuesto (BF6) utilizando para ello tres pocillos de entrada, para asi lograr ensayos en
triplicado. Se tom6 una alicuota de 400 uL de las células en cuestion y se dispens6 en un
primer pocillo de entrada y se comenz6 la perfusién, programando el equipo a una presion
de flujo controlado de 0,6 dyn/cm?, durante 10 minutos, en este lapso de tiempo se tomaron
fotografias a tiempo real con la cAmara CCD cuya configuracion establecia era la captura de
una foto por segundo, una ganancia (gain) de 15, una exposicion 10 milisegundos (ms), y un
“binning” de 2x2. Este procedimiento se repitid en un segundo pocillo, y finalizado este, en
un tercer pocillo, logrando asi el triplicado. Por otra parte en un cuarto pocillo se dispenso
una alicuota de 400 uL de las células control tratadas con DMSO, vy se realizé una perfusion
conservando las mismas caracteristicas del ensayo con células tratadas con BF6, repitiendo
también este proceso en un quinto y sexto pocillo, completando también el ensayo en

triplicado para el control.
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Las fotografias tomadas a tiempo real fueron editadas en un video, utilizando el software
Sony VEGAS pro 16, reduciendo los 10 minutos que durd la perfusién experimental a
aproximadamente un promedio de 1 minuto y 30 segundos. Una vez obtenidos los videos se

realizo el conteo tanto de células adheridas, como de células que realizaron “rolling”.

6.4.3- Ensayo de adhesiéon de células tumorales en una matriz de Matrigel®:

En una placa se prepararon seis pocillos con Matrigel®, para proceder con la evaluacion
de la adhesion de las células tumorales en esta matriz, para ello se tomé una alicuota de
400uL de las células neoplésicas tratadas con BF6, y se dispensd en un primer pocillo de
entrada. Se configuro la presion del flujo, emulando lo realizado con fibronectina, utilizando
una presion de 0,6 dyn/cm? y se dio inicio a la perfusion, pero pasado unos segundos, no se
evidencio flujo por el capilar, debido a un taponamiento manifiesto en la entrada del mismo
y que posiblemente se extendiera por toda su extensién. De igual forma se trataron todos los
pocillos, para eliminar la posibilidad de un error en particular del primer pocillo y no de la
placa preparada en general, pero los resultados fueron los mismos. Por este motivo la

experimentacion con Matrigel se detuvo.

6.5- Andlisis estadistico:

Una vez obtenidos los datos de la experimentacién tanto de la determinacion de las
condiciones Optimas para el ensayo como para el ensayo definitivo, se realizé el analisis
estadistico, el cual fue desarrollado con la ayuda del software IBM® SPSS® Statistics

version 20. Empleando la comparacion de medias por test T de Student.
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7- RESULTADOS

7.1- Estandarizacion de las condiciones éptimas para el ensayo:

Como se presentd anteriormente se realizaron ensayos para la determinacion de la
concentracion de fibronectina a utilizar para generar la matriz de adhesion para las células
tumorales, asi también se establecié una presion de flujo fija para la realizacion de los
ensayos definitivos. Estas pruebas se realizaron utilizando, en el caso de la determinacién de
la concentracion de fibronectina, dos concentraciones de prueba, en una primera instancia
Img/ml y posteriormente 20 ug/ml. Mientras que para la determinacion de la presion
adecuada para la evaluacion de la adhesion y el “rolling” se utiliz6 en una primera instancia

una presion de 0.3 dyn/cm? y finalmente una segunda presion de 0.6 dyn/cm?.

7.1.1- Adhesion de células tumorales en una matriz de fibronectina a 1mg/ml:

Se realizo este ensayo aplicando una presion de perfusion de 0,3 dyn/cm?, a partir del cual
se capturaron imagenes a tiempo real, para la formacién de un video en el que se realizo el
conteo. En este conteo se logro evidenciar la adhesion de las células tumorales a la matriz de
fibronectina a la concentracién antes mencionada, tanto para las células tratadas con el
compuesto BF6 como para las células control (Figura 1A), no encontrandose diferencias
significativas entre ambas células en este apartado. La evaluacion de “rolling” celular
también fue realizada a partir de este video generado, comparando también las células
tratadas con BF6 y las células control tratadas con DMSO (Figura 1B), donde tampoco se
evidenciaron grandes diferencias en este apartado. A partir de estos datos preliminares se
confecciond una tabla comparativa en los parametros evaluados (adhesion y “rolling”) entre
las celular tratadas con BF6 y el respectivo control (Tabla 1), ademas de graficas con los

mismos datos (Figura 1).
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Frecuencias

Tipo de células N° de células adheridas N° de células en "rolling"
Tratadas con BF6 3 11
Control tratadas DMSO 3 14

Tabla 1: Resultados obtenidos del primer ensayo de prueba para establecer las condiciones
Optimas de trabajo. Se expresa el nimero de células que realizaron adhesion y “rolling”, a

una presion de flujo de 0,3 dyn/cm?, utilizando una matriz de fibronectina de concentracion

de 1 mg/ml.

Adhesion Rolling

12,57

10,07

N° de célulasi10 min
2

MN® de célulasi10 min
—
9

T
BF6 DMSO BF6 DMSO

Figura 1: Graficos de los resultados de adhesion y “rolling” celular del primer ensayo de
prueba. En el grafico A se muestra la comparativa entre las células tratadas con BF6 y las
células control tratadas con DMSO respecto a la adhesion que estas tuvieron a la matriz de
fibronectina a 1mg/ml. En el grafico B se realiza una comparacion respecto al “rolling”
celular, entre las células tratadas con BF6 y el control de células tratadas con DMSO. Ambos

ensayos realizados en un tiempo de perfusion de 10 minutos, a una presién constante de 0,3

dyn/cm?.
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La visualizacion de la adhesion a 0,3 dyn/cm?y a una concentracion de 1 mg/ml de
fibronectina presento ciertos problemas debido a que la concentracién de fibronectina era
demasiado alta para el didmetro del capilar de la placa utilizada, y agregado a esto la presion
de perfusion al parecer era demasiado baja, por lo que se formaban agregados de células
tumorales que impedian el claro conteo de las células que se adherian y mucho méas complejo
fue la observacion del “rolling” celular, fendmeno que era manifiesto en el video cuando una
célula tumoral disminuia su velocidad de flujo respecto al resto, debido al roce que esta tenia

con la matriz de fibronectina, en su intento de lograr la adhesion.

7.1.2- Adhesion de células tumorales en una matriz de fibronectina a 20 ug/ml:

Teniendo en cuenta la primera prueba para determinar las condiciones 6ptimas del ensayo
se decidié cambiar tanto la concentracion de fibronectina, como la presion de perfusion. En
este caso se utilizé una concentracién de 20 ug/ml de fibronectina y una presion de perfusion
de 0,6 dyn/cm?.

Al aplicar la modificacién de las condiciones utilizadas en el primer ensayo de prueba se
logré mejorar la visualizacion de la adhesion y del “rolling”. En este ensayo las principales
diferencias manifestadas en los resultados fueron la disminucion de la adhesion tanto de las
células tumorales tratadas con el compuesto, como de las células control (Figura 2A), esto
era un resultado previsible debido a la disminucién de la concentracion de fibronectina en la
matriz, pero se favorecio el analisis de los eventos estudiados de adhesion y “rolling” debido
a que mejord la apreciacion de ambos eventos en la captura de imagenes manteniendo la
condicion del ensayo anterior al no manifestarse diferencias significativas entre el nimero
de células adheridas tratadas con el compuesto y las células control, tampoco se vieron

grandes diferencias en el “rolling” celular en ambos tipos de células (Figura 2B).
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Frecuencias

Tipo de células N° de células adheridas N° de células en "rolling"
Tratadas con BF6 3 11
Control tratadas DMSO 3 14

Tabla 2: Resultados obtenidos del segundo ensayo de prueba para establecer las condiciones
Optimas de trabajo. Se describe el conteo realizado de células tumorales adheridas en la
matriz de fibronectina a una concentracion de 20 ug/ml, y una presién de perfusion de 0,6
dyn/cm?. Se observa diferencias en cuanto a la adhesidn, respecto a lo expresado en la Tabla
1, debido a la disminucién de la concentracion de fibronectina, el rolling por su parte no

presenta variacion significativa respecto a la Tabla 1.

A B

Adhesion Rolling

3

N° de célulasi 10min
N° de células/10 min

BF6 DMSO ‘ BF8 DMSO

Figura 2: Graficos de los resultados de adhesion y “rolling” celular del segundo ensayo de
prueba. En la grafica A se muestra la comparacion de la adhesion entre las células tratadas
con BF6 y las células control tratadas con DMSO. Se puede apreciar que no hay diferencia
en este caso. Respecto al Rolling, en el grafico B se muestra la comparacion entre las células
tratadas con BF6 y con el control (tratadas con DMSQ), donde hay diferencias, pero estas

siguen la misma tendencia que el primer ensayo de prueba (Figura 1).
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7.3- Ensayo de adhesion de células tumorales en matriz de fibronectina:

El ensayo definitivo para evaluar la adhesion celular y el “rolling” se llevo a cabo
utilizando las condiciones experimentadas en el segundo ensayo de prueba, utilizando una

matriz de fibronectina a 20 ug/ml y empleando una presion de flujo de 0,6 dyn/cm?.

Como ya se mencion0 en la metodologia este ensayo se realizo en triplicado, tanto para
las células tumorales sometidas a tratamiento con BF6, y las células control tratadas con
DMSO, y ademas se repitié en ensayo en tres dias distintos, con la finalidad de obtener datos
estadisticos respecto al ensayo, los datos fueron tabulados (Tabla 3), realizando las
comparaciones de adhesion entre las células tratadas con BF6 y controles, de la misma forma

con el “rolling” celular.

N° de células adheridas
Dia Tratadas con BF6 Células control tratadas con DMSO

3 3
6 2
1 2 3
2 1
4 2
2 2 3
2 1
4 2
3 3 2

Tabla 3: Conteo de células tumorales adheridas tratadas con BF6 y de las células control
tratadas con DMSO. Utilizando una matriz de fibronectina (20ug/mL) y a una presion de
flujo de 0,6 dyn/cm? se consigui6 adhesion. Se expresa el conteo realizado en tres ensayos
independientes, durante tres dias diferentes, expresados como valores absolutos del numero

de células adheridas.
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Estadisticos de grupo

Desviacion
tipo Media tip.
M de células  Células tratadas con BFG 31111 1,36423
Adheridas Células control tratadas con DMSO 21111 TB1T4

Tabla 4: Datos estadisticos de los grupos contrastados de adhesion. Se muestra la media y el
desvio estandar tanto de las células tratadas con BF6 como de las células control tratadas con
DMSO de los ensayos realizados en triplicado durante los tres dias de experimentacion.

A partir de los datos estadisticos obtenidos, era necesario determinar si existia diferencias
significativas entre las media de las células tratadas en comparacion con las células control.
Para este fin se realizd una comparacion de medias mediante el test T de Student para

variables independientes, obteniéndose lo siguiente:

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene parala
igualdad de varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de confianza
5ig. Diferencia | Error tip. de para |a diferencia
F Sig. t al (bilateral) de medias | la diferencia Inferior Superior
adhesion  Se han asumido 2,050 AT 2 16 075 1,00000 5241 - 11106 2111086
varianzas iguales
Mo se han 212,74 079 1,00000 5241 - 13460 2,13460
asumido varianzas
iguales

Tabla 5: Resultados del test T de Student para el estudio de la adhesion. Con un intervalo de
confianza del 95% se realiz6 la comparacion de medias. A partir prueba de Levene, se puede
asumir que las varianzas de los grupos estudiados son iguales (valor p=0,171>0,05). Se puede
aseverar que no hay diferencias significativas en la comparacion de medias (valor
p=0,075>0,05)

Los resultados obtenidos en la comparacion de medias mediante el test T de Student
(Tabla 5), permitieron establecer, con un intervalo de confianza de 95%, que no existian
diferencias significativas en las medias del niumero de células tumorales tratadas adheridas

con las células tumorales control. La prueba de Levene permitio asumir que las varianzas de
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los grupos de estudio eran iguales, esto al establecer que el valor p=0,171> 0,05, por
consiguiente la comparacién de medias se realizo siguiendo esta condicion, obteniéndose una
significancia bilateral de 0,075 (mayor que 0,05) por lo que se comprueba que no hay

diferencia significativa entre las medias de los grupos de estudio comparados.

Tambiéen se realizd un analisis de los resultados obtenidos en el estudio del “rolling”
celular, en donde se contrastaron nuevamente las células tumorales tratadas con BF6 y las
celulas control tratadas con DMSO (Tabla 6). La metodologia empleada para el analisis fue
similar a lo realizado en el estudio de la adhesion, ya que el conteo de las células se llevd a

cabo de la misma forma.

N° de células en rolling
Dia Tratadas con BF6 Células control tratadas con DMSO

13 13

17 12

1 10 10
7 8
6 9
6 10
8 10
9 12
7 11

Tabla 6: Conteo de células que realizaron rolling en la matriz de fibronectina (20ug/mL).
Conteo realizado a las células tumorales tratadas con BF6 y a las células control tratadas con
DMSO, a una presion de flujo de 0,6 dyn/cm?. Se expresa la cuantificacion efectuada en los
tres ensayos individuales, durante tres dias diferentes expresados como valores absolutos del

namero de células en “rolling”.
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Estadisticos de grupo

Desviacidn
tipo Media tip.
rolling  Celulas tratadas con BFG 2222 3 6EGRET
Células control tratadas 10,5556 1,58940
con DMS0

Tabla 7: Datos estadisticos de los grupos contrastados en el conteo de “rolling”. Se muestra
la media tanto de las células tratadas con BF6 como de las células control tratadas con DMSO

de los ensayos realizados en triplicado durante los tres dias de experimentacion.

Al igual que en el andlisis de datos de los conteos de adhesion celular, una vez teniendo
la media de ambos grupos se realiz6 la comparacion de medias mediante el test T de Student

para muestras independientes (Tabla 8).

Prueha de muestras independientes

Prueba de Levene parala
jgualdad de varianzas Prugba T para laigualdad de medias
95% Intervalo de confianza para
Diferencia de | Emortip. dela |a diferencia
F Sig. i ql Sig. (hilateral) medias diferencia Inferior Superior

rolling  Se han asumido 3370 085 -1,001 16 332 -1,33333 133218 -4,15742 1,48075
varianzas iguales

Mo se han asumido -1,001 10,906 338 -1,33333 133218 -4,26853 160187
varianzas iguales

Tabla 8: Resultados de la comparacién de medias por el test T de Student en el ensayo de
“rolling”. Se asume, en base a la prueba de Levene, que las varianzas de ambos grupos son
iguales (valor p=0,085>0,05). Ademas, se comprueba que no hay diferencia significativa
entre las medias (valor p=0,332>0,05)

En funcion de los datos entregados por la comparacion de medias por test T de Student,
se establece con intervalo de confianza del 95% que no hay diferencia significativa entre la
media de las células tumorales tratadas con BF6 y las respectivas células del control tratadas
con DMSO que realizaron rolling (valor p=0,332>0,05)
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8- DISCUSION DE RESULTADOS

8.1- Ensayos de prueba para la determinacién de los parametros 6ptimos:

Segun los resultados obtenidos en la determinacion de las condiciones dptimas del ensayo
no se encontraron diferencias significativas al comparar la adhesion de células tumorales
tratadas con el compuesto BF6 y las células control tratadas con DMSO. Asi mismo no se
encontrd diferencia significativa entre los conteos de células en “rolling” de las mismas

células mencionadas anteriormente.

El primer ensayo de prueba realizado fue utilizando una presion de flujo de 0,3 dyn/cm?,
en una matriz de fibronectina a 1 mg/mL, obteniéndose adhesién tanto en las células
tumorales tratadas con BF6 como en las células control. El conteo se logré llevar a cabo con
dificultad debido que las células se adherian entre si y formaban agregados celulares, esto
debido a que en las células tumorales la formacidn de fibronectina esta sobre expresada (39),
por lo tanto, cabe la posibilidad que algunas moléculas de adhesion celular (CAM), presentes
en las misma células neoplasicas, como las integrinas, pudieran producir adherencia entre
ellas, esto favorecido por la baja presién de flujo, que permitiera mayor contacto entre las

células.

El inconveniente de la adhesion entre células tumorales fue solucionado al aumentar al
doble la presion de flujo, es decir, en el segundo ensayo de prueba se utilizé una presion de
flujo de 0,6 dyn/cm?, esto teniendo en consideracion estudios anteriores como lo realizado
por Reinhardt et al (40), quienes en ensayos de adhesion de neutréfilos en una matriz de
fibronectina, utilizaron una camara de flujo, aplicando una presion de 2 dyn/cm?, en la cual
no consiguieron adhesién a la matriz. Por lo tanto se buscaron presiones de flujo menores a
este valor. Edwards et al (41) en un ensayo de adhesion en flujo en el que buscaba dilucidar

el efecto de la presion de flujo en la adhesion producto de la accion las selectinas de
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leucocitos, se utilizd un rango de presiones de flujo de entre 0,5-1,5 dyn/cm?, llegando a la
conclusion de que esta adherencia disminuia al aumentar dicha presion. En el presente
estudio a la presion de 0,6 dyn/cm?, en el equipo Bioflux 200®, si se consigui6 adherencia,
y ademas una buena visualizacion de ella, con lo que se consiguid realizar un conteo y

posterior analisis.

Se disminuyo6 la concentracion de fibronectina de la matriz presente en el capilar a 20
ug/mL, para comparar ambas condiciones y evidenciar si existia variacion entre la cantidad
de células adheridas a la matriz y la concentracion de fibronectina en la misma.
Consiguiéndose lo previsto, la adhesién entre la matriz y las células tumorales (tanto las
tratadas con BF6 como las control tratadas con DMSO) disminuyd. Esto se condice con
algunos estudios, en donde se inhibe la interaccion entre células MDA-MB 321 y fibronectina
utilizando compuestos como la baicaleina consiguiendo la disminucion en la adhesion
dependiente de la concentracion del compuesto (42). Al disminuir la concentracion de
fibronectina se obtiene un efecto similar, ya que en ambos casos se disminuye la interaccién
entre receptores y ligandos. Esta disminucion en la concentracion de la fibronectina fue de
gran utilidad para mejorar la visualizacion de los recuentos realizados a ambos grupos
celulares, Reinhardt et al (40) en un ensayo de adhesion de neutrdfilos, utilizaron una
concentracion de 20 mg/mL no consigui6 adhesion en condiciones de flujo, por lo tanto es
importante recalcar que a una concentracién mucho menor de fibronectina, en este estudio,
si se obtuvo adhesion celular, esta concentracion de fibronectina utilizada se condice con
algunos estudios como el realizado por Konya et al (43) quienes en un ensayo de adhesion
de eosinofilos, tratd estas células con prostaglandina 2 (PGD2) y empleé una matriz de
fibronectina de 20 ug/mL en un sistema biochips (Vena8), logrando adhesién con diferencias
significativas respecto al control utilizado.

En cuanto al “rolling” o rodamiento, este tampoco presentd grandes diferencia entre las
células tratadas con BF6 y las células control, pero si hubo una mayor cantidad de células
que realizaron esta accion respecto a las que se adhirieron. Al igual que en los leucocitos el

“rolling” o rodamiento es un proceso previo a la adhesion firme entre la célula y la matriz,
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por lo tanto se comprobo que a pesar que no se logro ver la adhesion in situ si hubo atraccion
e interaccion entre la matriz de fibronectina, y las células tratadas (ya sea con BF6 o con
DMSO). Respecto a este apartado Levy et al (44), en un estudio realizado en el que evaluaron
la comparacion del “rolling” en una linea celular HL-60 (linea celular promielitica de la
leucemia humana) en dos matices una de fibronectina (20 ug/mL) y otra con P y L-selectina,
evidenciaron que estas células no realizaban “rolling” en la matriz de fibronectina pero si en

la otra matriz generada.

8.2- Estudio de adhesion v “rolling” en células tumorales

La utilizacién de las condiciones consideradas como Optimas para este ensayo (obtenidas
en los ensayos de prueba) mejor6 obtencion de datos definitivos para realizar los estudios

pertinentes y comparar los resultados obtenidos.

La adhesion que se consiguid en las células tratadas con BF6 no fue significativamente
distinta a la obtenida por las células control tratadas con DMSO, esto se comprob0 realizando
una comparacion de medias entre estas células, ya que como se mencion0 anteriormente se
realizd el conteo celular para ambas en triplicado y realizando ensayos independientes
durante tres dias , obteniendo, a partir de estos ensayos, la media de células adheridas tratadas
con BF6 y de igual forma las control, las que se compararon mediante el test T de Student
para variables independientes. Y con un intervalo de confianza (IC) del 95% se comprobd
que no habia diferencias significativas en cuanto a adhesion. Mismo proceso fue realizado
con el analisis de la cantidad de células que realizaron “rolling”. Ademas de la comparacion
de medias, el valor obtenido de la desviacion estandar es bajo, por lo tanto nos indica que los
datos obtenidos tienen una dispersion cercana a los valores de la media.

El compuesto BF6 fue sintetizado para estudios de inhibicion del metabolismo celular, no
teniendo resultados positivos, por otra parte si afecto la migracién de las células,

disminuyéndola. Por lo tanto se utilizé en estos ensayos como una condicidn para comprobar
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si se veia afectada la adhesion. Respecto a las comparaciones realizadas entre las células
tratadas con el compuesto BF6 y las control con DMSO se puede establecer que, el
compuesto BF6 no tiene mayor implicancia en la adhesion celular, si bien en la mayoria de
los conteos realizados presentaba una menor adherencia respecto al control (DMSO), no

existe diferencia estadisticamente significativa.

8.3- Ensayo realizado con Matrigel®

El ensayo en adhesion y “rolling” en una matriz de Matrigel®, correspondia a la segunda
fase de este estudio, donde se buscaba comprobar la utilidad de este tipo de matriz en la
evaluacion de los parametros antes mencionados. En esta experimentacion se adaptd un
protocolo de un ensayo donde se evaluaba la invasion de células tumorales en una matriz

compuesta de Matrigel®.

La adaptacion de este protocolo consistia principalmente en cambiar el ensayo original,
que se realizaba en una placa de 24 pocillos y que ademas tenia la diferencia de que el capilar
de flujo era doble, por lo tanto en una via del capilar transitaban las células tumorales,
mientras que en el otro se establecia la matriz de Matrigel® lograndose en ese ensayo no solo
la adhesién sino que también la invasion de esta matriz. En el estudio que se ha expuesto
hasta ahora, se utilizé una placa de 48 pocillos, y que, como se mencioné en la metodologia,
poseia un solo capilar por lo cual el inconveniente presentado a la hora de realizar el ensayo

fue la obstruccion del capilar que impedia el flujo de las células a través de él.

El resultado esperado para esta experimentacion era una mejor adhesion de las células
tumorales, esto debido a que esta matriz contiene una mayor variedad de proteinas de matriz,
que ciertamente estan involucradas en muchos tipos de cancer. Proteinas tales como
laminina, coladgeno 1V, entactina y heparan sulfato, proveniente de un sarcoma de ratén
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)(45).
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Este error posiblemente se podia solucionar mediante la dilucion del compuesto a utilizar
como matriz, pero se presentaba otro problema, el cual tiene relacion con el manejo de este
reactivo, debido a que es muy sensible a la temperatura, si se diluia con alguna solucién como
PBS probablemente no mantendria sus caracteristicas éptimas para el ensayo. Cabe destacar
que lo que se buscaba hacer en el capilar era la formacion de un gel, el cual se lograba al
colocar la placa en incubacion a 37°C durante la preparacion de la misma. Esta formacién

podria haberse visto afectada al realizar una dilucion.

A pesar de no obtener resultados satisfactorios en el ensayo utilizando Matrigel® este no
deja de ser una opcidn interesante para evaluar la adhesion de células tumorales bajo
condiciones de flujo. Por otra parte los resultados obtenidos en los ensayos realizados en una
matriz de fibronectina (20ug/ml) y a una presion de flujo constante de 0,6 dyn/cm?, permite
evaluar la adhesion celular, y ademas el “rolling” de las mismas, con lo cual se logro
estandarizar una metodologia de adhesion en flujo. Actualmente no hay ensayos descritos en
los que se utilicen los mismos materiales y pardmetros descritos en esta experimentacién, por
lo tanto es un importante avance en la busqueda de técnicas que ayuden a favorecer la

investigacion en lo que a cancer respecta.
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9- CONCLUSION

En vista de lo logrado de la investigacion expresada en las paginas de esta memoria se
logro dilucidar lo siguiente:

1- El equipamiento de Fluxion, BioFlux 200z si esta capacitado para realizar ensayos de
adhesion de células tumorales en flujo y ademas permite la evaluacion del rolling celular, a

partir de la captura de fotografias a tiempo real.

2- Bajo las condiciones de presion de flujo (0.6 dyn/cm?) y la concentracion de
fibronectina (20mg/mL) a las que se sometieron las células, se logro estandarizar un modelo

para evaluar la adhesion y el “rolling” celular.

3- La adhesion de células tumorales de epitelio mamario MDA-MB 231 presentan

adhesion a la matriz de fibronectina, y esta es dependiente de la concentracion de la misma.

4- Bajo las condiciones de este ensayo tales como presion de 0.6 dyn/cm?, fibronectina a
20ug/mL y una placa de 48 pocillos, el Matrigel® no pudo emplearse como matriz de
adhesion para las células tumorales utilizadas. A pesar de esto no se descarta que al modificar

variables como la concentracion de este reactivo se pueda tener alguna utilidad.

5- La presion de flujo es una importante variable a considerar al realizar este tipo de
ensayos, debido a que esta tiene implicancia en el contacto que realizan las células tumorales

entre ellas mismas y con la matriz, pudiendo afectar la firmeza de la adhesion. Lo cual puede
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afectar la visualizacion de los parametros de estudio mencionados en esta memoria (adhesion

y “rolling”).
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12- Anexos

Anexo 1: Secuencia de fotos del ensayo de adhesion celular. Iméagenes obtenidas de la
perfusion a 0,6 dyn/cm? sobre una matriz de fibronectina a 20ug/mL, con una diferencia de
1 segundo (seg) entre fotos. En donde T1 fue capturada a los 24 seg, T2, T3, T4, T5, T6 a los
25, 26, 27, 28, 29 seg respectivamente. La flecha hace un seguimiento a una célula tratada
con BF6 que logra la adhesion en T3 manteniéndose, como se muestra en la secuencia, en

T4, T5y T6
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