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Resumen y Abstract IX

Resumen

Titulo: Comparacion de 2 modelos de cultivo 3d tipo esferoide de células derivadas de
cancer de cabeza y cuello para valoracion de potencial actividad antineoplasica

Pese a los recientes avances en las terapias contra cancer, su tratamiento sigue siendo
un desafio importante debido a la complejidad y heterogeneidad que presentan los
tumores, por ello surge la necesidad de emplear modelos de cultivos celulares
tridimensionales, concretamente esferoides tumorales, que a diferencia de los cultivos
bidimensionales comunmente utilizados, permiten investigar las caracteristicas complejas
de las células cancerosas y asi mejorar las opciones de tratamiento clinico, por lo anterior
el objetivo de este trabajo fue comparar modelos de cultivo 3D tipo esferoide generados a
partir de dos lineas celulares derivadas de cancer de cabeza y cuello y evaluar el
comportamiento del potencial citotoxico del cisplatino en los mismos. Se generaron 2
cultivos tipo esferoide a partir de las lineas celulares CAL 27 y SCCO90, se trataron con
diferentes concentraciones de cisplatino (5,10,20,30,40 y 50 uM). Después de 72 horas de
incubacioén, se determinaron los parametros morfoldgicos antes y después del tratamiento,
y el efecto citotoxico del medicamento mediante un ensayo de resazurina. Tras establecer
los cultivos tridimensionales a las condiciones seleccionadas, se encontré que los
esferoides generados presentaron variaciones tanto en el comportamiento citotdxico de
cisplatino, asi como en los diferentes parametros morfoldgicos analizados para las 2 lineas
celulares. Los parametros morfoldgicos calculados no se correlacionaron de manera
directa con los datos de viabilidad celular. En este estudio se observé que estas lineas
tumorales derivadas de cancer de cabeza y cuello producen esferoides con distintas
morfologias, tamanos y estados de compactacién celular, los cuales exhiben gradientes

de penetracién y distribucion de sustancias, por ello las diferencias encontradas.

Palabras clave: Cultivo celular 3D, esferoides, cancer de cabeza y cuello,

citotoxicidad.
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Abstract

Title: Comparison of 2 3d spheroid-like culture models of head and neck cancer-derived

cells for assessment of potential antineoplastic activity.

Despite recent advances in cancer therapies, cancer treatment remains a major challenge
due to the complexity and heterogeneity of tumors, thus the need to use three-dimensional
cell culture models, specifically tumor spheroids, which unlike the two-dimensional cultures
commonly used, allow to investigate the complex characteristics of cancer cells and thus
improve clinical treatment options, Therefore, the objective of this work was to compare
3D spheroid-type culture models generated from two cell lines derived from head and neck
cancer and to evaluate the behavior of the cytotoxic potential of cisplatin in them. 2
spheroid-like cultures were generated from CAL 27 and SCCO90 cell lines, treated with
different concentrations of cisplatin (5,10,20,30,40 and 50 pM). After 72 hours of
incubation, morphological parameters before and after treatment, and the cytotoxic effect
of the drug were determined using a resazurin assay. After establishing the three-
dimensional cultures at the selected conditions, it was found that the generated spheroids
presented variations both in the cytotoxic behavior of cisplatin, as well as in the different
morphological parameters analyzed for the 2 cell lines. The calculated morphological
parameters did not correlate directly with the cell viability data. In this study it was observed
that these tumor lines derived from head and neck cancer produce spheroids with different
morphologies, sizes and states of cellular compactness, which exhibit gradients of

penetration and distribution of substances, hence the differences found.

Key words: 3D cell culture, spheroids, head and neck cancer, cytotoxicity.
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Introduccioén

El cancer de cabeza y cuello (CCC) representa un conjunto de neoplasias malignas
heterogéneas localizadas a nivel de los senos paranasales, nasofaringe, orofaringe,
hipofaringe, laringe, cavidad oral, lengua y glandulas salivares, su etiologia esta asociada
a factores de riesgo genéticos, ambientales o infecciosos (1). La reseccion quirurgica y la
quimio radioterapia son los tratamientos de primera eleccién para el cancer de cabeza y
cuello localizado y el cisplatino en dosis altas, es el régimen de quimioterapia estandar
para este tipo de cancer cuando se encuentra en estado metastasico avanzado (2,3);
aunque las tasas de supervivencia a 5 afios han mejorado de un 55 % a un 66 % en los
ultimos 30 anos, las tasas de curacion contindan siendo alrededor del 50% y los pacientes
con CCC avanzado, recurrente o metastasico tienen una mediana de supervivencia de
solo 6 a 12 meses, constituyendo asi a este grupo de enfermedades como un problema
de salud publica (3,4), y los tratamientos actuales presentan resultados poco favorables,

llevando asi al fracaso del tratamiento en la mayoria de los casos (5,6).

La busqueda de nuevas moléculas con potencial actividad antineoplasica se asocia a las
limitaciones que presentan los ensayos in vitro realizados en cultivos convencionales
bidimensionales, los cuales parecen resultar poco realistas al no reflejar de manera
adecuada la fisiologia y comunicacion intercelular de un tejido real, ya que tanto las
interacciones celulares y moleculares y el depdsito de matriz extracelular no tienen gran

similitud a lo que ocurre en un tejido in vitro (7,8).

Pese a los avances en las terapias contra cancer durante las ultimos afos, el tratamiento
sigue siendo un desafio importante debido a la complejidad y heterogeneidad que
presentan los tumores, esto debido en gran medida a la interaccion entre el tumor y su
microambiente, el estudio de estas interacciones implica el desarrollo de nuevos métodos
que permitan recrear un microambiente tumoral adecuado, por ello surge la necesidad de

emplear modelos de tamizaje como los cultivos celulares tridimensionales, concretamente
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esferoides tumorales en los que se puedan investigar parte de las caracteristicas

complejas de las células cancerosas y sus interacciones (9,10).

En un contexto tridimensional (3D), las células se encuentran comunicadas entre si a
través de uniones que asemejan tejidos, adicionalmente muestran gradientes metabdlicos
y proliferativos que se acercan en gran medida al intrincado entorno fisiolégico tumoral,
dada la arquitectura y las caracteristicas mencionadas que caracterizan a los esferoides
tumorales, el tamizaje de nuevas moléculas o farmacos con actividad antineoplasica

utilizando este tipo de modelo, se ha hecho mas sélido y confiable (7).

La mayoria de los estudios in vitro necesarios para la aprobacién de medicamentos con
actividad antitumoral se realizan en cultivos celulares bidimensionales (2D), los cuales no
representan con precision la fisiologia de tejidos in vivo de manera general, ni la fisiologia
de tejidos tumorales, de forma particular, ya que las células no se disponen de la misma
forma mostrando polaridad forzada o forma celular aplanada y una senalizacién celular y
molecular muy diferente a la de un ambiente tumoral real (11,12); cuando se requieren
extrapolar estos datos obtenidos in vitro, comunmente se utilizan modelos animales, sin
embargo se encuentran por medio problemas éticos y la variabilidad entre especies que
dificulta su reproducibilidad en modelos in vivo; un modelo in vitro de cultivos
tridimensionales puede ser una herramienta alternativa para eliminar estos problemas,
especificamente los esferoides tumorales, que recrean de una manera mas aproximada
un microambiente tumoral, permitiendo analizar la comunicacion intercelular, los
gradientes de pH, oxigeno, nutrientes, sustancias o medicamentos, reflejando de forma
mas aproximada la fisiologia y arquitectura de un tejido real, adicionalmente un modelo 3D
permite realizar un cribado rapido de diversas moléculas, ya que se pueden generar
esferoides a partir de diferentes lineas celulares o células primarias, lo que lo convierte en

un modelo bastante eficiente (7).

Debido a la complejidad y heterogeneidad que presentan los tumores sélidos y la
necesidad de tener una herramienta alternativa que tenga mejor aproximacién a un
ambiente real, se pretende generar esferoides tumorales a partir de 2 lineas celulares
derivadas de cancer de cabeza y cuello no trabajadas previamente en el laboratorio del
grupo de investigacion de farmaco genética del cancer, para poder establecer una

comparacion de como las caracteristicas estructurales o arquitectonicas de 2 cultivos
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diferentes afectan la difusidon de las sustancias con actividad antitumoral y asi lograr
evaluar las condiciones mas apropiadas para obtener un modelo de esferoides en el
laboratorio del grupo que permita realizar evaluacion constante nuevas moléculas con

potencial para el tratamiento del cancer de cabeza y cuello.






1 . Marco Teodrico

1.1 Cancer de cabezay cuello

El cancer de cabeza y cuello (CCC) conforma un grupo de neoplasias malignas que
involucran al tracto aéreo digestivo superior y de acuerdo a la regién anatdémica
comprometida, se clasifican en cancer de: cavidad oral (dos tercios de la lengua, carrillos
y labios, base de la boca, paladar duro), faringe (nasofaringe, oro faringe e hipo faringe),
laringe (glética, supra glética e infra glotica), glandulas salivales, fosas nasales y senos
paranasales (Figural) (13). Mas del 90% de los CCC son de histologia escamosa, es decir
se derivan del epitelio que reviste la mucosa en la cavidad oral, la laringe y la faringe y son
conocidos como carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) el otro
porcentaje, 2% son sarcoma y el 7% c corresponden a adenoescamoso, melanoma y no

especificados (14).

¢
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- \
~ 2% Cavided nasal
Nasofaringe ! )
e 1
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—— /§ e
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Figura 1: Regiones anatomicas donde se desarrolla el cancer de cabezay cuello (13).

Los tipos de CCC constituyen el sexto cancer mas comun en todo el mundo, con 890 000

casos nuevos y 450 000 muertes por ano, la incidencia +de carcinoma de células
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escamosas que es el tipo de CCC que mas se presentan, sigue en ascenso y se pronostica
para el afio 2030 aumentara en un 30%, es decir, 1,08 millones de casos nuevos al aifo
(3, 14).

De acuerdo con las cifras reportadas por la agencia internacional para la investigacion en
cancer de la OMS (Globocan) la tasa de incidencia reportada para América Latina y el
caribe corresponde al 4,8% con 35.514 casos nuevos y una mortalidad de 4,4% con 16018
muertes reportadas para 2020, constituyendo un problema de salud publica, para el caso
de Colombia la tasa de incidencia corresponde a un 7,7% con 2148 casos nuevos y su

indice de mortalidad corresponde a un 6,2% (15).

Los principales factores asociados al desarrollo de este tipo de neoplasias son la
exposicidon a carcinogénicos derivados del cigarrillo, consumo excesivo de alcohol y la
presencia del virus papiloma humano (VPH), los tumores que surgen a nivel de orofaringe
se relacionan en gran medida con una infeccidén previa con cepas oncogénicas del VPH
especialmente el genotipo 16 y en menor medida el 18 (16). El consumo de nuez de areca
0 una alteracién en la microbiota bucal, se han relacionado con el desarrollo de cancer oral
y el virus de Epstein Barr también se encuentra reportado como un factor de riesgo para

desarrollar cancer nasofaringeo (11).

1.2 Terapia actual contra CCC

Dada la complejidad de la regidon anatdmica de cabeza y el cuello, el tratamiento consiste
en combinar diversos métodos los cuales abarcan recesion quirdrgica, quimio o
radioterapia o una combinacién, actualmente se encuentran aprobados siete
medicamentos para la terapia contra CCC: metotrexato, 5-fluorouracilo (5-FU), bleomicina,
cisplatino, docetaxel, cetuximab y pembrolizumab, aunque se han presentado avances
terapéuticos significativos en los ultimos afos se continluan presentando varias
complicaciones o efectos secundarios como mucositis, xerostomia, disfuncién gustativa,
disfagia, osteonecrosis entre otros (17,18); adicionalmente la recidiva de las lesiones, la
resistencia a medicamentos o la recesion quirdrgica conllevan a deterioros funcionales y
estéticos que disminuyen considerablemente la calidad de vida de los pacientes

diagnosticados (19).
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1.3 Recreando el microambiente tumoral: esferoides
tumorales

Los esferoides tumorales constituyen un cultivo celular tridimensional que logra simular
con mayor precision un ambiente in vivo, ya que permite simular y estudiar la comunicacion
intercelular y la adherencia entre células-matriz extracelular, interacciones que modulan

procesos propios de un microambiente tumoral (20).

Debido a la estructura jerarquica de los esferoides tumorales los cuales incluyen una regién
externa de células tumorales en proliferacién, una capa de células intermedia inactivas o
quiescentes y un nucleo necrético, estos conservan los gradientes de pH, oxigeno,
metabolitos o nutrientes de las regiones poco vascularizadas y avasculares, recreando un

crecimiento tumoral exponencial similar al de los tumores sdlidos (Figura 2) (21).

Zona proliferativa

Zona Quiesente \

Zona Necrotica

P i
s
/

Gradie
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Farmacos

Esferoide Tumor in vivo
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Figura 2: Organizacion estructural de un esferoide tumoral: se dispone en 3
capas, un nucleo necrético una capa intermedia 0 zona quiescente y un borde de
células proliferativas, también se representan los gradientes de oxigeno, pH,
nutrientes, lo que ocasiona una difusion no uniforme de lo sustancias o

medicamentos (22).
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Dichos gradientes fisiologicos otorgados por la disposicion celular de los esferoides
tumorales pueden conferir resistencia a los farmacos, debido a la variabilidad de
las concentraciones a las cuales se encuentran expuestas las células dentro del
esferoide, proporcionando de esta manera un modelo mas preciso en el que se
pueda estudiar la eficacia terapéutica y los resultados puedan ser mas

reproducibles en un modelo in vivo (23).

1.4 Métodos de obtencidn de esferoides tumorales

Existen al menos 3 técnicas reportadas en la literatura para la obtencion de

esferoides tumorales

1.4.1 Método de la gota colgante

En esta técnica, se colocan gotas de suspensiones celulares en la parte inferior de
la tapa de una placa de Petri (Figura 3). La tapa, donde cuelgan las células debido
a la tensién superficial, se coloca en una placa de Petri, que contiene PBS (solucién
salina tamponada con fosfato) para evitar la deshidratacion de las gotas. Las
células se acumulan en la punta de la gota en la interfase aire-liquido, se agregan
espontaneamente y finalmente forman esferoides, estos pueden mantenerse en

cultivos durante varias semanas al interior de la matriz de la gota (24,25).

& /
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Figura 3: Secuencia de generacion de esferoides tumorales, por la técnica de gota

colgante (8).

1.4.2 Método de superficie no adherente

Esta es una técnica de formacion espontanea de esferoides tumorales, aqui se
utilizan placas de fijacion ultra baja recubriéndolas con un sustrato inerte (agar o
metacrilato de poli-2-hidroxietilo (poli-HEMA)), que evita que las células se adhieran
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a la superficie de los pozos, lo que obliga a las células a agregarse y forman
esferoides. También es posible utilizar placas pre revestidas comercialmente en las
que la superficie inferior es hidrofila (Figura 4). La superficie inferior esta cargada
de forma neutra y unida covalentemente a la superficie de un recipiente de
poliestireno, este recubrimiento evita la adherencia de las células a la superficie,
obligandolas a estar en suspensidn y, en consecuencia, a formar esferoides 3D. El

recubrimiento es estable, no citotoxico y no degradable (24).

FORMACION
__» ESPONTANEA
DE MSC

Figura 4: Microplacas de 24 pozos redondos Corning de adhesion ultrabaja (26)

1.4.3 Método de cultivo en suspensién

En esta técnica se coloca una suspension celular dentro de un recipiente y se
mantienen las células en suspension ya sea por agitacion o aumentando la
viscosidad del medio. En el enfoque basado en la agitacion, el recipiente puede
agitarse suavemente o girarse, la agitacion continua de las células evitara que se
adhieran a las paredes del recipiente y promovera las interacciones célula-célula,
existen dos dispositivos principales que se utilizan en el método de cultivo en

suspension, estan los matraces giratorios y biorreactores (Figura 5) (27).
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Figura 5: A. Matraces giratorios, B. biorreactor (8). Herramientas para la
caracterizacion de esferoides tumorales

Ensayos bioquimicos de viabilidad celular, microscopia confocal o de fluorescencia y
citometria de flujo son algunos métodos bastante utiles y ampliamente utilizados para el
analisis fenotipico y morfolégico de los esferoides tumorales, algunas de estas técnicas
evaluan la viabilidad celular bajo condiciones de cultivo in vitro, ya sea en monocapa o en
cultivo tridimensional, entre las que se destacan estan los ensayos que monitorean el
metabolismo celular como metiltetrazolio (MTT), 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-
tetrazolio-5-carboxanilida (XTT), lactato deshidrogenasa y resazurina los cuales han sido
usados como una medida indirecta de la viabilidad celular, de acuerdo a esto, el dano
celular puede ser evaluado, monitoreando la pérdida de las capacidades metabdlicas de
la célula; adicionalmente al realizar estos ensayos en cultivos monocapa versus cultivos
tridimensionales (3D) es comun que se presente una mayor resistencia al tratamiento en
células cultivadas en 3D en comparacion con cultivos bidimensionales, esto, debido a que
las células en una estructura agregada son mucho mas resistentes que las células que
crecen en monocapa por la difusién limitada de sustancias a través del esferoide y la

hipoxia celular (28).

Aunque los sistemas de cultivos celulares basados en esferoides representan una
organizacién espacial y un comportamiento celular muy similar al estado fisiolégico del
tumor, el modelo de esferoides tiene unas limitaciones de difusidon que crean gradientes
de sustancias, esto ocasionado porque los esferoides pueden poseer morfologias y
tamanos variables que pueden afectar la reproducibilidad de los datos, de esta manera,
para garantizar la obtencidon de poblaciones mas homogéneas y complementar los

ensayos anteriormente mencionados, se han creado nuevas herramientas
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computacionales que permiten el calculo y evaluacion de parametros relacionados con el
tamafno como son el volumen y el diametro, y para el analisis de aspectos de forma se
evalua los parametros de solidez y esfericidad (27,29), estos parametros se puede obtener
a partir de imagenes que pueden ser analizadas con programas como AnaSP, y ReViSP,
herramientas de software libres escritas en MATLAB (©, The MathWorks, Inc., Natick, MA,
EE. UU.) creadas especificamente para analizar el volumen y otros parametros
morfologicos de los esferoides tumorales, estos softwares se basan en el procesamiento
de pixeles, la segmentacién de las imagenes y finalmente, la adquisicion de un cdédigo
binario que permite generar las mediciones de los parametros morfolégicos y la
reconstruccion tridimensional de los mismos a partir de imagenes 2D obtenidas mediante

microscopia optica (30).



2 . Objetivos

2.1 Objetivo general

Comparar modelos de cultivo 3D tipo esferoide generados a partir de dos lineas celulares

derivadas de cancer de cabezay cuello.

2.2 Objetivos especificos

. Generar y caracterizar modelos tridimensionales tipo esferoides para 2 lineas

celulares derivadas de cancer de cabeza y cuello.

. Evaluar el comportamiento del potencial citotéxico de cisplatino en los modelos de

cultivos 3D tipo esferoide.



3 . Metodologia

3.1 Obtencion y caracterizacidon del cultivo

tridimensional tipo Esferoide

3.1.1 Cultivo de células en monocapa (2D)

Se cultivo la linea celular epitelial CAL 27 (ATCC® CRL-2095™) proveniente de carcinoma
escamo celular de lengua y la linea celular epitelial SCC090 (ATCC® CRL-3240™)
proveniente de carcinoma escamo celular de base de lengua. Las células fueron
propagadas en cajas de cultivo de 75cm? y medio de cultivo DMEM (Eagle modificado por
Dulbecco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) y 1% de
penicilina/estreptomicina/anfotericina B (Lonza), las cuales se mantuvieron en incubadora
al 5% de CO2 y 98% de humedad relativa hasta que alcanzaron una confluencia entre el
80 - 90%.

3.1.2 Cultivo de células en esferoides (3D)

Para la obtencién del cultivo tridimensional tipo esferoide se utilizardn placas de cultivo
celular no adhesivas de 96 pozos (Corning® Costar®). De acuerdo al protocolo propuesto
por Fonseca et al, 2022 (31), las células CAL 27 y SCC090 se sembraron a una densidad
de 2.000 células/pozo utilizando medio de cultivo DMEM (Eagle modificado por Dulbecco)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) y 1% de
penicilina/estreptomicina/anfotericina B (Lonza). Las células se mantuvieron en incubadora
al 5% de CO2 y 98% de humedad relativa. Después de 72 horas de cultivo, la formacion

de los esferoides se determind con microscopio O6ptico invertido, se tomaron
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fotomicrografias para evaluar los parametros morfolégicos de los esferoides con los

programas de imagenes (seccion 3.1.3).

3.1.3 Caracterizacion de esferoides tumorales

Pasadas 72 horas de la siembra, la formacién de los esferoides tumorales se evaluo
mediante parametros morfologicos (convexidad, esfericidad, circularidad, solidez vy
diametro), para ello se obtuvieron imagenes del cultivo con el microscopio invertido Zeiss
Imager. M2BX y una camara CCD monocromatica AxioCam HRm. Se calculé circularidad,
la esfericidad, la solidez y el diametro de los esferoides con el software de analisis de

imagenes para esferoides AnaSP  (htip://sourceforge.net/p/anasp/)  (30,32),

adicionalmente la reconstruccion y visualizacion tridimensional y la estimacion del volumen
se realizo utilizando la herramienta de analisis ReViSP (http://sourceforge.net/p/revisp/)
(33).

3.1.4 Estimacion de los pardmetros morfoldgicos

Después de adquirir las imagenes y de acuerdo con el protocolo reportado para utilizar el
software Ana SP, que establece que cada imagen debe contener un solo esferoide, el
software las convierte a niveles de grises para hacer la segmentacion de los esferoides y
asi lograr una mascara binaria que permite calcular los parametros morfolégicos descritos

a continuacion:

eConvexidad o circularidad: permite determinar la integridad del esferoide antes del

tratamiento, valores cercanos a 1.0 indican circulos perfectos

eDiametro: Es calculado con el diametro del circulo que tiene la misma area que el area

de la seccion transversal del esferoide analizado

e Solidez: Esta relacionado con la cohesion de las células que hacen parte del esferoide

en relacién a la densidad del mismo

eEsfericidad: Este dado como un indice calculado de acuerdo a la siguiente ecuacion:


http://sourceforge.net/p/anasp/
http://sourceforge.net/p/revisp/
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nV4A/r
P

S = Ecuacion 1

Donde A representa el area, P el perimetro y = 3,1416

Por ultimo, usando el software ReViSP se realizo la reconstruccion morfoldgica 3D del
esferoide basada en el volumen del mismo y obtenida a partir de la seccion transversal 2D.

Se calcula con la siguiente ecuacion 2:

VSPHERE == %D?) EcuaCién 2
Donde D es didmetro y n=3.1416

El software realiza la reconstruccion tridimensional en diagramas, los cuales expresan la
ubicacién del véxel dentro de la figura tridimensional reconstruida y ubicada espacialmente
en un cubo (32,33).

3.2 Evaluacion de citotoxicidad del farmaco de prueba

3.2.1 Evaluacién de citotoxicidad en cultivo monocapa (2D)
Las lineas celulares CAL 27 (ATCC® CRL-2095™) y SCC090 (ATCC® CRL-3240™) se

sembraron en placas de 96 pozos de fondo plano a unadensidad de 15.000 células por
pozo, se trataron con cisplatino (Alpharma) a 5 concentraciones diferentes reportadas en
la literatura 200, 20,10, 5y 0,5 uM durante 48 y 72h (18).

Después de la aplicacion del cisplatino se evalud el efecto citotoxico del medicamento a
través del ensayo de reduccion de resazurina, utilizando como control negativo células con
medio de cultivo suplementado. Posteriormente, se retird el medio de cultivo y se adiciond
a cada pozo la solucién de resazurina, la cual se incubd por 4 h a una atmésfera humidificada
y 5%de CO2 a 37°C. Una vez cumplidos los tiempos de incubacion, se determino el cambio
de fluorescencia de resazurina a resorufina utilizando el fluorémetro Tecan a una longitud
de onda de excitacion de 530 nm exc /590 nm em. Las células viables con actividad
metabdlica adecuada a nivel mitocondrial metabolizan la resazurina produciendo un

cambio de color de azul a rosado fluorescente (34). La viabilidad celular se expres6 como
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porcentaje de células vivas en relacion con los controles no tratados. Se construyeron
curvas dosis-respuesta del porcentaje de viabilidad celular tratadas con las
concentraciones de cisplatino. El IC50 se calculé basandose en la ecuacion de regresion
no lineal entre la viabilidad de las células y la concentracion de las muestras (35), y se
determind utilizando el software GraphPad Prism 8.0 (GraphPAD Corp., San Diego, CA,
EE.UU.). Cada experimento se realizo por triplicado con un coeficiente de variacion inferior
al 20%.

3.2.2 Evaluacion de citotoxicidad en cultivo (3D) tipo esferoide

A partir de los resultados obtenidos en monocapa y basados en la literatura donde se
describe que el cultivo tridimensional aporta cierta resistencia a las células a los
tratamientos, se determin6 evaluar el efecto del medicamento cisplatino a las 72 horas
postratamiento. Asi mismo, teniendo en cuenta lo anterior, las concentraciones de
cisplatino empleadas fueron 5, 10, 20, 30, 40 y 50 uM. Los experimentos se realizaron en
tiempos y semanas independientes; en cada ensayo se incluyeron como control negativo

de muerte células sin tratamiento.

Los efectos del medicamento sobre la actividad metabdlica celular para los cultivos 3D
también fueron evaluados a través del ensayo de reduccion de resazurina, Alamar blue
(BioSource, Camarillo, CA, EE. UU.) Una disminucion en la actividad metabolica de las
células que conforman el esferoide fue un indicativo del potencial antiproliferativo y
citotoxico del medicamento. Para este ensayo 100 ul del medio con los tratamientos fue
reemplazado por 100 pl de una solucion de resazurina a 44 pM. Las placas con los
esferoides fueron incubadas toda la noche a 37°C. La fluorescencia emitida por las células
metabdlicamente activas fue cuantificada en lector de placas de micro titulacion (530-590
nm, Tecan, Infinite® 200 PRO, Suiza una longitud de onda de excitacion de 530 nm y una
de emisién de 590 nm. Los resultados se reportaron como un porcentaje de supervivencia

respecto al control no tratado.



3. Metodologia 17

3.3 ANALISIS DE DATOS

Los datos se presentan como las medianas y los rangos Inter cuartiles de los experimentos
independientes de los tiempos evaluados (48-72 horas en el cultivo 2D y 72 horas en el
cultivo 3D). La tabulacién y la representacion grafica de los resultados se realizé utilizando
el software Graphpad Prism 8. Se utilizé la prueba Shapiro Wilk y Kruskall Wallis,
acompafiada de la prueba de Dunn, para determinar el comportamiento de los datos y la
significancia estadistica con el software Graphpad Prism 8. Adicionalmente se utilizé6 una
prueba de U de Mann-Whitney para la comparacién entre grupos pre y postratamiento y
determinar sus diferencias. Los valores de p< 0.05 se consideraron como estadisticamente

significativos.

3.4 CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo a los lineamientos determinados por la RESOLUCION Numero 8430 DE 1993
(octubre 4) del Ministerio de Salud, Republica de Colombia: Por la cual se establecen las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud, este estudio
se cataloga como de riesgo minimo ya que se emple6 un modelo de cultivo tridimensional
a partir de lineas de células tumorales, obtenidas comercialmente, por lo tanto, no requiere

aval ético por parte de la Facultad de Ciencias.



4 . Resultados y discusion

4.1 Obtencion y caracterizacion de cultivos
tridimensionales tipo esferoides

4.1.1 Caracterizacion de los esferoides 3D orales

La formacion de los esferoides tridimensionales de células CAL 27 y SCC090 se evalué a
las 72 horas posteriores a la generacion del cultivo en condiciones de baja adherencia. Los
esferoides se cultivaron durante 72 h antes del primer cambio de medio para permitir la
formacion de la matriz extracelular y la compactaciéon. En la figura 6 se muestran las
imagenes mas representativas de cada grupo de esferoides antes del tratamiento y para
los diferentes tratamientos, las respectivas segmentaciones realizadas por el software de
analisis AnaSP. Estos esferoides fueron generados partiendo de 2000 células por pozo
cultivadas en medio DMEM suplementado al 10 % de SFB, condicién que fue reportada

en el protocolo realizado por Fonseca et al., (31), para las células CAL 27.



4. Resultados y discusion 19

B. Esferoides CAL27
Control (-) Cisplatino 5 pM Cisplatino10 uM  Cisplatino 20uM

A. Esferoides SCC0O90
Control (-) Cisplatino 5 yM Cisplatino 10 pM Cisplatino 20uM

. . ’ . ’ . Cisplatino 30 uM Cisplatino 40 uM Cisplatino 50 yM
Cisplatino 30 uM  Cisplatino 40 yM Cisplatino 50 uM _

Figura 6: Esferoides tridimensionales de (A) SCC090y (B) CAL 27 y sus respectivas
segmentaciones. Imagenes obtenidas a las 72 horas de generacion del cultivo
tridimensional tipo esferoide utilizando el microscopio éptico Zeiss Imager.M2BX y una
camara CCD monocromatica AxioCam HRm. Barra de escala 200 pM y sus respectivas
segmentaciones generadas con el software AnaSP. Se muestra una imagen representativa

de cada grupo antes del tratamiento.
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4.1.2 Estimacion de los parametros morfoldgicos pretratamiento

Se tomo6 como base un protocolo reproducible reportado por Fonseca et al., (31) para la
linea celular CAL27, se generaron esferoides a partir de una densidad celular de 2.000
células por pozo; con el fin de caracterizar y comparar los 2 tipos de esferoides obtenidos
de CAL 27 y SCCO090, los parametros morfologicos evaluados fueron: circularidad,
esfericidad y solidez; en donde los valores cercanos a 1, indican circulos casi perfectos y
gran compactacion, adicionalmente se midié volumen y didmetro; de acuerdo al método
de obtencion del cultivo empleado, se pueden generar esferoides de cualquier dimension,
en diametros que van a partir de 200 um y en los esferoides mas grandes se desarrollan
de manera mas definida las diferentes capas, con una zona necrética interna con diametros
que van de 500 pum en adelante (30).

Se midieron un total de 168 esferoides repartidos en los 7 grupos de tratamiento para
realizar el analisis de los parametros morfolégicos, el indice de circularidad para esferoides
SCC090 no tratados oscil6 entre 0,23 y 0,92, presentando una gran variabilidad, en cuanto
al indice de esfericidad de los grupos no tratados, este varié entre 0,11 y 0,34, los datos
de solidez se ubicaron entre 0,28 y 0,95, por ultimo las mediciones de diametro variaron
entre 116,8 y 829,6um.

Para los esferoides CAL 27 los datos de circularidad oscilaron entre 0,59 y 0,94,
presentando mayor circularidad y menor variabilidad que la linea SCC090, el indice de
esfericidad para CAL 27 oscil6 entre 0,22 a 0,95 y el de solidez se ubico entre 0,73 y 0,97,
presentado menor variabilidad que la linea células SCCO090, con respecto al diametro,
estos valores se ubicaron entre 750 y 1108 um, a diferencia de los didmetros para CAL 27
reportados por el trabajo realizado por Fonseca et al, 2022 (31) los cuales se mantuvieron
entre 219 a 248 um, esto puede deberse a la variabilidad fenotipica del pase celular usado
para esta medicion, a factores ambientales que operan sobre la poblacion celular o a la
misma inherente capacidad que tienen las células tumorales de impulsar diferentes
maneras de crecimiento tumoral (36). En cuanto a los demas parametros analizados,
encontramos similitudes al estudio previamente realizado para CAL27 (31), ya que se logrd
generar un cultivo celular de esferoides de CAL 27 con indices de solidez, esfericidad y
circularidad, cercanos a 1, indicando una composicién celular densamente empaquetada

y circulos casi perfectos, asi mismo no se encontré diferencias estadisticamente
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significativas de los pardmetros entre grupos para los esferoides de CAL 27 antes del
tratamiento con cisplatino, condicion que es importante para garantizar homogeneidad de

la poblacion.

Los esferoides de SCC090, presentaron mayor variabilidad pretratamiento en términos de
diametro, ya que oscilaron de 116 a 829 um, asi como su bajo indice de esfericidad por su
composicién celular no tan densamente empaquetada, es decir se presentaron algunas
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos pretratamiento para los
diferentes parametros morfologicos en SCCO090; en este estudio se partié del supuesto que
a la densidad celular escogida reportada por diferentes estudios para otras lineas celulares
derivadas de cancer de cabeza y cuello (31,13), se lograria generar esferoides de SCC090
homogéneos, en cuanto a tamafno y forma, pero no se consiguié de manera tan optima,
esto indica que es necesario realizar procesos de estandarizacion del protocolo para

generar cultivos celulares tipo esferoide derivado de esta linea celular SCC090.

En resumen, del analisis que se realiz6 72 horas después de la obtencion del cultivo 3D,
para la linea celular CAL 27 no se presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre grupos (Figura 7), mientras que para la linea celular SCC090 se presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre grupos, en los diferentes parametros

evaluados (Figura 8).
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Figura 7: Parametros morfologicos de los esferoides de CAL 27 no tratados. Los

parametros morfolégicos de (A) Circularidad/Convexidad, (B) Esfericidad, (C) Solidez y (D)

Diametro se midieron a las 72 horas pretratamiento. Los diagramas de cajas y bigotes

muestran los datos por grupo de tratamiento, (n=24). No se observaron diferencias

estadisticamente significativas en ninguno de los grupos para ninguno de los parametros

establecidos p>0.05.
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Figura 8: Parametros morfoldgicos de los esferoides de SCC090 no tratados. Los
parametros morfolégicos de (A) Circularidad/Convexidad, (B) Esfericidad, (C) Solidez y (D)
Diametro se midieron a las 72 horas pretratamiento. Los diagramas de cajas y bigotes
muestran los datos por grupo de tratamiento, (n=24). Se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los grupos tratados con 50 uM para el parametro de
esfericidad y solidez y en el grupo de 30 uM para el parametro de circularidad.(**) (*)
p<0.05.
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4.2 Evaluacion de citotoxicidad del farmaco de prueba

4.2.1 Evaluacién de citotoxicidad en cultivo monocapa (2D)

Para evaluar el comportamiento celular de los esferoides en términos de viabilidad celular,
se realizd la prueba de resazurina inicialmente en los cultivos en monocapa para las 2
lineas celulares, con el fin determinar las concentraciones a las cuales se trabajaria en los
cultivos 3D. (Figura 9) indica las curvas dosis respuesta para cisplatino en las 2 lineas
celulares a las 48 y 72 horas, en donde se encontré que la CI50 para SCCO90 a las 72h
fue de 16 a 19 uM y para CAL27 a las 72h fue de 5 a 7 uM, La inhibicién de la viabilidad
celular en cultivos monocapa expuestos a varias concentraciones de cisplatino fue mayor
que en esferoides (Figura 10) indicando que los esferoides CAL 27 Y SCCO090 se vuelven
mas resistentes a los tratamientos, como ya ha sido descrito, debido a su morfologia y a

la manera no uniforme en la cual ingresan las sustancias al mismo.
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Figura 9:Curvas concentracion respuesta de los efectos sobre la viabilidad celular
en 2D tratados con cisplatino. Se trataron las células con cisplatino a 200, 20,10, 5y 0,5
UM durante 48 y 72h para SCC090 Ay B, y para CAL 27 C y D, los datos se ajustaron a
una concentracion de inhibidor logaritmico sigmoidal no lineal frente al modelo de
pendiente variable de respuesta normalizada usando el software GraphPad Prism 8. Se
presentan los datos de CI50 normalizada + DE (n = 3) de pozos por triplicado para cada

concentracién de compuesto.
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4.2.2 Evaluacion de citotoxicidad en cultivo (3D) tipo esferoide.

Una vez realizadas las curvas de concentracion respuesta para los cultivos en monocapa,
y basados en la literatura, donde se reporta que el cultivo 3D aporta mayor resistencia a
los tratamientos debido a la morfologia y disposicidon celular, se determind escoger 6
concentraciones del medicamento para SCC090 y CAL 27, se trataron con cisplatino
5,10,20,30,40 y 50 pM, durante 72 horas, en la figura 10, se observa que para los
esferoides SCCO090 la concentracion, en la que hubo mayor pérdida de porcentaje de
viabilidad celular con respecto al control no tratado fue a 50 uM a diferencia de las células
CAL27, las cuales presentaron mayor disminucion del porcentaje de viabilidad celular a 30

MM con respecto al control no tratado.
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Figura 10: Curva concentracion - respuesta de los efectos sobre la viabilidad celular
de esferoides CAL 27 y SCCO90 tratados con cisplatino. Los esferoides se trataron
con 6 concentraciones de cisplatino 5,10,20,30,40 y 50 uM. Cada barra representa la
mediana y el rango intercuartilico de 2 experimentos independientes con 12 réplicas para
tiempos de evaluacion de 72 h. (** p < 0,05). (*** p < 0,01).

El comportamiento citotoxico del medicamento cisplatino para cada linea celular, mostré

una mayor resistencia a la citotoxicidad en células cultivadas en 3D en comparacion con
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cultivos en monocapa, lo que indica que las células en una estructura agregada son mucho
mas resistentes que las células que crecen en monocapa. La resistencia al tratamiento en
cultivo 3D se puede atribuir a la difusién limitada a través del esferoide y la privacion de
oxigeno en zonas mas profundas del mismo. De igual forma, las concentraciones de
cisplatino a las cuales se produjo una mayor disminucién de la viabilidad celular fueron
diferentes para los 2 cultivos de esferoides generados, para SCC0090 fue de 50 uM y para
CAL 27 fue de 30 uM, adicionalmente se observd que los esferoides CAL 27 presentan
tendencia a generar resistencia al cisplatino, o que se evidencia en el ensayo de
citotoxicidad celular realizado, en donde se detecta cambio de tendencia de muerte celular
ya que se presenta una recuperacion de la capacidad de proliferacion celular al evaluar
concentraciones de 40 y 50 uM, al menos bajo las condiciones evaluadas, lo que podria

estar indicando aparicion de tolerancia o resistencia que deber ser estudiada.

4.3 Estimaciéon de los cambios en los parametros
morfolégicos postratamiento

El analisis de imagenes realizadas con microscopia invertida y la reconstruccidon
tridimensional que se obtuvo con el software ReVISP para los grupos pre y postratamiento,
mostraron modificaciones relacionadas principalmente con el tamano y morfologia del
esferoide (Figura 11 Ay B). Dichas observaciones se compararon con los datos obtenidos
en las mediciones de cada parametro, los resultados se muestran mas adelante en la

seccion 5.4.
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Figura 11: Esferoides tridimensionales de SCCO90 (A) CAL 27 (B) y su respectiva
reconstruccion 3D pre y postratamiento. Se muestran algunas de las imagenes mas

representativas de los esferoides antes y después de los tratamientos con cisplatino
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5,10,20,30,40 y 50uM a 72horas. Las imagenes fueron obtenidas utilizando el microscopio
optico Zeiss Imager.M2BX y una camara CCD monocromética AxioCam HRm. Barra de
escala 200 pM. Adicionalmente se observa la reconstruccion tridimensional realizada con
el software ReViSP.

4.4 Evaluacion de los cambios postratamiento por
parametro morfoldgico.

Para el analisis de los parametros morfolégicos de diametro, solidez, volumen y
esfrericidad se obtuvieron los datos de un total de 168 esferoides repartidos en 7 grupos
de tratamiento, para cada linea celular antes y después del tratamiento con cisplatino 5,
10, 20, 30,40y 50 pM a 72 h.

4.4.1 Cambios en el diametro en esferoides SCC090

Los esferoides de la linea SCCO090 iniciaron con diametros que oscilan entre 116,8 y
829,6um pretratamiento. Se observdé un aumento significativo del diametro en los
esferoides tratados con 5, 10, 20, 30 y 50 uM de cisplatino, respecto a su correspondiente
control p<0.001, a excepcion del grupo tratado con 40 uM. De igual manera el didmetro en

los controles no tratados present6é un aumento significativo (Figura 12).
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Figura 12: Diagrama de diametro por grupo de tratamiento. Se muestran los cambios
relacionados con el diametro en los grupos pre y postratamiento de los esferoides tratados
con 6 concentraciones diferentes de cisplatino 5, 10, 20, 30, 40 y 50uM a 72 horas. Se
muestran los datos de las mediciones de 24 esferoides por grupo. Los asteriscos (***)
p<0.001 representan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con

respecto al control no tratado.

4.4.2 Cambios en la solidez en esferoides SCC090

Los cambios relacionados con la solidez de los esferoides SCC090, presentaron un
aumento significativo con respecto al control para todos los grupos tratados, incluidos los

controles no tratados (Figurai3).
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Figura 13: Diagrama de solidez por grupo de tratamiento. Se muestran los cambios
relacionados con la solidez de los esferoides SCC090 en los grupos pre y postratamiento
de los esferoides tratados con 6 concentraciones diferentes de cisplatino 5, 10, 20, 30, 40
y 50puM a 72 horas. Se muestran los datos de las mediciones de 24 esferoides por grupo.
Los asteriscos (***) p<0.001 representan diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos con respecto al control no tratado.

4.4.3 Cambios en el volumen en esferoides SCC090

En cuanto al volumen de los esferoides SCC090, al igual que con la solidez, se observo
que el cisplatino a las 6 concentraciones probadas induce un incremento significativo con
respecto al esferoide no tratado, incluyendo los controles no tratados, siendo mas evidente
para el grupo de cisplatino a 50 puM, pero con resultados estadisticamente significativos

para todos los grupos (p<0,001).
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Figura 14: Diagrama de volumen por grupo de tratamiento. Se muestran los cambios
relacionados con el volumen de la linea celular SCC090 en los grupos pre y postratamiento
de los esferoides tratados con 6 concentraciones diferentes de cisplatino 5, 10, 20, 30, 40
y 50 uM a 72 horas. Se muestran los datos de las mediciones de 24 esferoides por grupo.
Los asteriscos (***) p<0.001, (**) p<0,002 representan diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos con respecto al control no tratado.

4.4.4 Cambios en la esfericidad en esferoides SCC090

A diferencia de los anteriores parametros, el indice de esfericidad para los esferoides
SCC090 mostro un aumento en todos grupos de tratamiento, incluido el control sin
tratamiento, a excepcién del grupo tratado con 40 uM a las 72 horas, en donde se observa
una disminucién estadisticamente significativa con respecto al control no tratado, (p<0,002)
(Figura 15).
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Figura 15: Diagrama de esfericidad por grupo de tratamiento. Se muestran los cambios
relacionados con la esfericidad en los grupos pre y postratamiento de los esferoides de
SCC090 tratados con 6 concentraciones diferentes de cisplatino 5, 10, 20, 30, 40 y 50uM
a 72 horas. Se muestran los datos de las mediciones de 24 esferoides por grupo. Los
asteriscos (***) p<0.001 (**) p<0,002 representan diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos con respecto al control no tratado.

Para todos los parametros anteriomente evaluados, se observé un aumento significativo
en los grupos control, de manera que no se garantizé la uniformidad de los cultivos previo
al tratamiento, es posible que estas diferencias o variaciones pudieran deberse a que con
el transcurso del tiempo del ensayo, que fueron 148 horas (72 horas para generar los
esferoides, 72 horas de incubacién con el medicamento, 4 horas de incubacion, con
resazurina para deteccion de viabilidad celular), el esferoide se fuera consolidando cada
vez mas, aumentando asi su tamafno y volumen, y también obteniendo mayor densidad de
empaquetamiento celular para el caso del aumento de solidez, esto, debido a que no se
pre visualizé con suficiente precision, cuanto tiempo tardaba el cultivo bidimensional en
adquirir la conformacién de esferoide mas estable y cuanto tiempo permanecia el esferoide
conformado sin sufrir alteracion de manera espontanea, antes de realizar los tratamientos

con el medicamento.

4.45 Cambios en el diametro en esferoides CAL27

Los esferoides de la linea celular CAL27 iniciaron con diametros que variaron entre 750 y
1108 pm previos al tratamiento. Se observé un aumento significativo del diametro en los
esferoides tratados con 5y 10 uM de cisplatino, respecto a su correspondiente control

p<0.001, contrario a lo que se observo para los grupos con cisplatino a 40 y 50uM donde
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se presento una disminucion significativa con respecto al control (Figura 16).
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Figura 16: Diagrama de didmetro por grupo de tratamiento. Se muestran los cambios
relacionados con el diametro de la linea celular CAL27 en los grupos pre y postratamiento
de los esferoides tratados con 6 concentraciones diferentes de cisplatino 5, 10, 20, 30, 40
y 50puM a 72 horas. Se muestran los datos de las mediciones de 24 esferoides por grupo.
Los asteriscos (***) p<0.001 (**) p<0,002 representan diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos con respecto al control no tratado.

4.4.6 Cambios en la solidez en esferoides CAL 27

Los cambios relacionados con la solidez de los esferoides CAL 27, presentaron una
disminucién significativa con respecto al control para todos los grupos tratados, a
excepcion de grupo tratado con 10 pM de cisplatino, donde la disminuciéon no fue
estadisticamente significativa. Se presenté una disminucién significativa incluso en el

grupo control (Figura17).
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Figura 17: Diagrama de solidez por grupo de tratamiento. Se muestran los cambios
relacionados con la solidez de la linea celular CAL27 en los grupos pre y postratamiento
de los esferoides tratados con 6 concentraciones diferentes de cisplatino 5, 10, 20, 30, 40
y 50uM a 72 horas. Se muestran los datos de las mediciones de 24 esferoides por grupo.
Los asteriscos (***) p<0.001 representan diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos con respecto al control no tratado.

4.4.7 Cambios en el volumen en esferoides CAL27

En cuanto al volumen de la linea celular CAL27, al igual que con el diametro, se observo
un aumento significativo del volumen en los esferoides tratados con 5y 10 uM de cisplatino,
respecto a su correspondiente control p<0.001, contrario a lo que se observé para los
grupos con cisplatino a 40 y 50uM donde se presentd una disminucion significativa con
respecto al control, tambien se observa una disminucién significativa en el grupo control
(Figura 18).
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Figura 18: Diagrama de volumen por grupo de tratamiento. Se muestran los cambios
relacionados con el volumen la linea celular CAL27 en los grupos pre y postratamiento de
los esferoides tratados con 6 concentraciones diferentes de cisplatino 5, 10, 20, 30,40 y
50 uM a 72 horas. Se muestran los datos de las mediciones de 24 esferoides por grupo.
Los asteriscos (***) p<0.001, (**) p<0,002 representan diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos con respecto al control no tratado.

4.4.8 Cambios en la esfericidad en esferoides CAL27

Los cambios relacionados con la esfericidad de los esferoides CAL 27, presentaron una
disminucién significativa con respecto al control para todos los grupos tratados, similar al
comportamiento analizado en el parametro de solidez, presentando de igual manera

diferencias significativas en el grupo control (Figura19).
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Figura 19: Diagrama de esfericidad por grupo de tratamiento. Se muestran los cambios
relacionados con la esfericidad la linea celular CAL27 en los grupos pre y postratamiento
de los esferoides CAL27 tratados con 6 concentraciones diferentes de cisplatino 5, 10, 20,
30, 40 y 50 uM a 72 horas. Se muestran los datos de las mediciones de 24 esferoides por
grupo. Los asteriscos (***) p<0.001 (*) p<0,05 representan diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos con respecto al control no tratado.

Similar a lo observado con la linea SCC090, para los parametros de solidez volumen y
esfericidad, se presentaron diferencias estadisticamente significativas en los grupos
control, pero esta vez a la inversa, es decir se presentd una disminucion significativa en el
valor de estos parametros para el grupo control; es posible que estas diferencias pudieran
deberse a que con el paso del tiempo que durd el ensayo, el esferoide fue perdiendo su
integridad, hasta practicamente desintegrarse sin haber aplicado ningun tratamiento; si
bien se encontraba estandarizado el protocolo y publicado en la literatura el tiempo de
trabajo con esta linea celular, el cual reportaba que a las 72 de cultivo, se conformaba los
esferoides mas estables y duraban en esa conformacion hasta 1 semana, pudimos
observar que incluso cambiando de laboratorio y operador, pueden presentarse estas

variaciones.

4.5 Correlacion entre los cambios morfologicos del
esferoide y el porcentaje de viabilidad celular.

Con el propésito de conocer si existe relacion lineal entre los cambios de los parametros
morfolégicos evaluados de los esferoides y los resultados de viabilidad celular, se realizd
una prueba de coeficiente de correlacion Spearman (Rho de Spearman) mediante el

software de analisis estadistico Graph Pad Prism 8, para cada parametro por cada
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tratamiento y para cada linea celular.
La interpretacion de los resultados se realizo empleando la escala 2 del coeficiente de

correlacion que se muestra en la tabla a continuacion: (ver Tabla 1).

Tabla 1:Escala de correlacién Spearman utilizada (35)

Correlacion Rho
Negativa perfecta -1,0
Negativa moderada débil -0,5
Ninguna correlacion 0
Correlacién positiva moderada +0,5
Correlacion positiva perfecta +1,1

Las hipotesis formuladas para realizar este analisis fueron: Hipétesis Alterna-Existe alguna
correlacion entre los cambios en los parametros morfolégicos de los esferoides y el
porcentaje de viabilidad celular.Hipétesis Nula- No existe correlacion entre los cambios en
los pardmetros morfoldgicos de los esferoides y el porcentaje de viabilidad celular. Los
resultados de la correlacion entre las variables y la viabilidad por grupo de tratamiento
arrojaron que no existe correlaciéon entre ninguno de los parametros y el porcentaje de
viabilidad celular, pero si se encontraron algunas correlaciones positivas con significancia
estadistica, entre ciertos parametros para las 2 lineas celulares, como se muestran en las

tablas a continuacion:

Tabla 2: Correlaciones entre los parametros morfolégicos y la viabilidad celular en

los esferoides SCC090 no tratados.

DIAMETRO 1,000 -0,445 -0,273 0,670 0,316
SOLIDEZ -0,445 1,000 0,877 -0,315 -0,226
ESFERICIDAD -0,273 0,877 1,000 -0,276 -0,136
VOLUMEN 0,670 -0,315 -0,276 1,000 0,286
VIABILIDAD 0,316 -0,226 -0,136 0,286 1,000
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Para los resultados de correlacion de los esferoides no tratados, no se observaron
correlaciones positivas ni negativas con significancia estadistica, entre los parametros

analizados y la viabilidad celular (Tabla 2).

Tabla 3: Correlacién entre pardmetros morfoldgicos y viabilidad celular de los
esferoides SCC090 tratados con 5 uyM de cisplatino.

DIAMETRO 1,000 -0,126 0,177 0,272 -0,168
ESFERICIDAD -0,126 1,000 -0,079 0,310 0,021
SOLIDEZ 0,177 -0,079 1,000 -0,150 0,139
VOLUMEN 0,272 0,310 -0,150 1,000 0,324
VIABILIDAD -0,168 0,021 0,139 0,324 1,000

Para los resultados de correlacion de los esferoides tratados con 5 uM de cisplatino, no se
observaron correlaciones positivas ni negativas con significancia estadistica, entre los

parametros analizados y la viabilidad celular (Tabla 3).

Tabla 4: Correlacidon entre parametros morfolégicos y viabilidad celular de los
esferoides SCC090 tratados con 10 uM de cisplatino.

DIAMETRO 1,000 -0,071 -0,338 0,652 -0,241
SOLIDEZ -0,071 1,000 -0,383 0,107 -0,451
ESFERICIDAD -0,338 -0,383 1,000 0,035 0,095
VOLUMEN 0,652 0,107 0,035 1,000 -0,564
VIABILIDAD -0,241 -0,451 0,095 -0,564 1,000

Para los resultados de correlacién de los esferoides tratados con 10 pM de cisplatino, no
se observaron correlaciones positivas ni negativas con significancia estadistica, entre los
parametros analizados y la viabilidad celular (Tabla 4).
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Tabla 5: Correlacion entre pardmetros morfoldgicos y viabilidad celular de los
esferoides SCC090 tratados con 20 uM de cisplatino.

DIAMETRO 1,000 -0,222 0,057 0,8791*** -0,251
SOLIDEZ -0,222 1,000 0,473 -0,164 0,307
ESFERICIDAD 0,057 0,473 1,000 0,240 0,320
VOLUMEN 0,8791*** -0,164 0,240 1,000 -0,179
VIABILIDAD -0,251 0,307 0,320 -0,179 1,000

Los (***) significan p < 0,001

Con respecto a los esferoides tratados con cisplatino 20uM, se encontraron correlaciones
fuertes y positivas entre el volumen y el diametro de los esferoides (p<0.05), lo que permite
inferir que hay una correlacion lineal entre estos 2 parametros, es decir a mayor volumen

se observara un aumento en el diametro, a esta concentracién (Tabla 5).

Tabla 6:Correlacion entre pardmetros morfologicos y viabilidad celular de los

esferoides SCC090 tratados con 30 uM de cisplatino.

DIAMETRO 1,000 -0,036 0,206 0,819 -0,183
SOLIDEZ -0,036 1,000 0,146 0,078 0,265
ESFERICIDAD 0,206 0,146 1,000 0,516 -0,210
VOLUMEN 0,819 0,078 0,516 1,000 -0,274
VIABILIDAD -0,183 0,265 -0,210 -0,274 1,000

Para los resultados de correlacion de los esferoides tratados con 30 uM de cisplatino, no
se observaron correlaciones positivas ni negativas con significancia estadistica, entre los

parametros analizados y la viabilidad celular (Tabla 6).

Tabla 7: Correlacion entre pardmetros morfolégicos y viabilidad celular de los
esferoides SCC090 tratados con 40 uM de cisplatino.

DIAMETRO 1,000 -0,173 -0,489 0,579 -0,371
SOLIDEZ -0,173 1,000 -0,213 -0,124 -0,003
ESFERICIDAD -0,489 -0,213 1,000 0,020 0,383
VOLUMEN 0,579 -0,124 0,020 1,000 0,157
VIABILIDAD -0,371 -0,003 0,383 0,157 1,000
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Para los resultados de correlaciéon de los esferoides tratados con 40 uM de cisplatino, no
se observaron correlaciones positivas ni negativas con significancia estadistica, entre los

parametros analizados y la viabilidad celular (Tabla 7).

Tabla 8: Correlacidon entre pardmetros morfoloégicos y viabilidad celular de los

esferoides SCC090 tratados con 50 uM de cisplatino.

DIAMETRO 1,000 0,019 0,404 0,657 0,545
SOLIDEZ 0,019 1,000 0,122 0,118 -0,140
ESFERICIDAD 0,404 0,122 1,000 0,6484*** 0,537
VOLUMEN 0,657 0,118 0,6484*** 1,000 0,433
VIABILIDAD 0,545 -0,140 0,537 0,433 1,000

Los (***) significan p < 0,001

Con respecto a los esferoides tratados con cisplatino 50uM, se encontraron correlaciones
fuertes y positivas entre el volumen y la esfericidad de los esferoides (p<0.05), lo que
permite inferir que hay una correlacion lineal entre estos 2 parametros, es decir a mayor

volumen se observara un aumento en la esfericidad, para esta concentracion (Tabla 8).

Tabla 9: Correlacion entre parametros morfolégicos y viabilidad celular de los
esferoides CAL 27 no tratados.

DIAMETRO 1,000 0,470 0,607 0,942 0,071
SOLIDEZ 0,470 1,000 0,874 0,680 0,162
ESFERICIDAD 0,607 0,874 1,000 0,733 0,029
VOLUMEN 0,942 0,680 0,733 1,000 0,038
VIABILIDAD 0,071 0,162 0,029 0,038 1,000

Para los resultados de correlacion de los esferoides de CAL 27 no tratados, no se
observaron correlaciones positivas ni negativas con significancia estadistica, entre los

parametros analizados y la viabilidad celular (Tabla 9).
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Tabla 10: Correlacion entre pardmetros morfolégicos y viabilidad celular de los
esferoides CAL 27 tratados con 5 pyM de cisplatino.

DIAMETRO 1,000 0,488 0,305 0,863 -0,105
SOLIDEZ 0,488 1,000 0,682 0,604 0,144
ESFERICIDAD 0,305 0,682 1,000 0,528 0,103
VOLUMEN 0,863 0,604 0,528 1,000 -0,133
VIABILIDAD -0,105 0,144 0,103 -0,133 1,000

Para los resultados de correlacion de los esferoides de CAL 27 tratados con 5 pM, no se
observaron correlaciones positivas ni negativas con significancia estadistica, entre los

parametros analizados y la viabilidad celular (Tabla 10).

Tabla 11: Correlacion entre parametros morfoloégicos y viabilidad celular de los

esferoides CAL 27 tratados con 10 uM de cisplatino.

DIAMETRO 1,000 0,158 0,056 0,789 -0,340
SOLIDEZ 0,158 1,000 0,865 0,417 -0,075
ESFERICIDAD 0,056 0,865 1,000 0,331 0,031
VOLUMEN 0,789 0,417 0,331 1,000 -0,154
VIABILIDAD -0,340 -0,075 0,031 -0,154 1,000

Para los resultados de correlacion de los esferoides de CAL 27 tratados con 10 pM, no
se observaron correlaciones positivas ni negativas con significancia estadistica, entre los

parametros analizados y la viabilidad celular (Tabla 11).

Tabla 12: Correlacion entre parametros morfoldgicos y viabilidad celular de los

esferoides CAL 27 tratados con 20 uM de cisplatino.

DIAMETRO 1,000 -0,002 0,015 0,845 -0,286
SOLIDEZ -0,002 1,000 0,844 0,253 -0,018
ESFERICIDAD 0,015 0,844 1,000 0,271 0,055
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VOLUMEN

0,845

0,253

0,271

1,000

-0,178

VIABILIDAD

-0,286

-0,018

0,055

-0,178

1,000

Para los resultados de correlacion de los esferoides de CAL 27 tratados con 20 uM, no se

observaron correlaciones positivas ni negativas con significancia estadistica, entre los

parametros analizados y la viabilidad celular (Tabla 12).

Tabla 13: Correlacion entre pardmetros morfologicos y viabilidad celular de los

esferoides CAL 27 tratados con 30 puM de cisplatino.

DIAMETRO 1,000 0,203 0,238 0,831 -0,378
SOLIDEZ 0,203 1,000 0,883 0,446 -0,322
ESFERICIDAD 0,238 0,883 1,000 0,506 -0,257
VOLUMEN 0,831 0,446 0,506 1,000 -0,384
VIABILIDAD -0,378 -0,322 -0,257 -0,384 1,000

Para los resultados de correlacion de los esferoides de CAL 27 tratados con 30 uM, no se

observaron correlaciones positivas ni negativas con significancia estadistica, entre los

parametros analizados y la viabilidad celular (Tabla 13).

Tabla 14:Correlacion entre parametros morfolégicos y viabilidad celular de los

esferoides CAL 27 tratados con 40 pM de cisplatino.

DIAMETRO 1,000 0,630 0,503 0,969 0,011
SOLIDEZ 0,630 1,000 0,918*** 0,728 0,029
ESFERICIDAD 0,503 0,918*** 1,000 0,636 -0,130
VOLUMEN 0,969 0,728 0,636 1,000 -0,008
VIABILIDAD 0,011 0,029 -0,130 -0,008 1,000

Los (***) significan p<0,001

Con respecto a los esferoides tratados con cisplatino 40uM, se encontraron correlaciones

fuertes y positivas entre la esfericidad y la solidez de los esferoides (p<0.05), lo que permite

inferir que hay una correlacioén lineal entre estos 2 parametros, es decir a mayor solidez se

observara un aumento en la esfericidad, para esta concentracion (Tabla 14).
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Tabla 15: Correlacion entre pardmetros morfologicos y viabilidad celular de los
esferoides CAL 27 tratados con 50 pM de cisplatino.

DIAMETRO 1,000 0,438 0,337 0,948*** 0,032
SOLIDEZ 0,438 1,000 0,863 0,622 0,040
ESFERICIDAD 0,337 0,863 1,000 0,534 -0,113
VOLUMEN 0,948*** 0,622 0,534 1,000 0,018
VIABILIDAD 0,032 0,040 -0,113 0,018 1,000

Los (***) significan p<0,001

Con respecto a los esferoides tratados con cisplatino 50uM, se encontraron correlaciones
fuertes y positivas entre el volumen y el diametro de los esferoides (p<0.05), lo que permite
inferir que hay una correlacion lineal entre estos 2 parametros, es decir a mayor volumen
se observara un aumento en el diametro, para esta concentracion (Tabla 15).

Con el objetivo de hacer una representacion mas clara del comportamiento de los datos
se realizaron las graficas de correlacion con los parametros que mostraron correlaciones
positivas fuertes con significancia estadistica p<0,05, en donde se observa una correlacion
lineal para los parametros de volumen y diametro y entre volumen y esfericidad a los 20
UM y 50 pM de cisplatino para la linea SCC090, al igual que para los parametros de
esfericidad y solidez y volumen y diametro a los 40 y 50 uM de cisplatino respectivamente
(Figura 20).
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Figura 20: Gréficos de correlacién entre Esfericidad y solidez/Didmetro y volumen y
didmetro. Se muestran las correlaciones mas fuertes positivas entre el Volumen y el
Diametro (A) y esfericidad y diametro (B) para los esferoides SCC090 y las correlaciones
mas fuertes y positivas entre solidez y esfericidad (C) y volumen y diametro (D) para los
esferoides CAL27
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Los datos que arrojo el analisis de correlacion de spearman, para los 2 cultivos tipo
esferoide coinciden con lo reportado previamente para esferoides de CAL 27 (31), es decir
que no se observaron fuertes correlaciones entre los parametro y el porcentaje de
viabilidad celular, pero en cambio si se observaron fuertes correlaciones entre parametros,
para el caso de los esferoides SCC090, hubo una correlacion significativa entre el volumen
con el diametro y la esfericidad con el volumen, y para los esferoides CAL27, entre volumen
con diametro y solidez con esfericidad, lo que se ajusta a lo presentado en el analisis de
parametros morfolégicos pre y pos tratamiento realizados con la ayuda del software Ana
SP y ReVISP.

Estudios previamente desarrollados (37, 38, 39) reportan que confiar Unicamente en
mediciones de viabilidad basados en ensayos de metabolismo celular, no es tan diciente,
debido a la arquitectura caracteristica del esferoide, al medir unicamente el metabolismo,
estamos recibiendo solo informaciéon de lo que le ocurre a la capa mas externa del
esferoide, la proliferativa, la cual es metabdlicamente activa y es quien realizaria la
reduccion del colorante, y nos llevaria a subestimar el efecto de la sustancia que se esté
probando, esto porque las células que se encuentran en capas subyacentes, como
quiescente y necrotica, mantienen disminuido o nulo su metabolismo de manera fisiolégica
(40, 41, 42). La incorporacién de otros métodos para evaluacién de viabilidad celular como
fluorescencia que no tienen relacion con metabolismo celular, pero si con dano a la
membrana (43) o el andlisis de parametros morfolégicos reportados previamente en la
literatura y utilizado por nosotros (30), nos sirven para realizar un analisis mas detallado y
encontrar un verdadero impacto de lo que sucede con el comportamiento celular dentro de

los diferentes esferoides.
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5 . CONCLUSIONES

En el presente estudio se observo que estas lineas tumorales derivadas de cancer de
cabeza y cuello producen esferoides con distintas morfologias, tamanos y estados de
compactacion celular, los cuales desarrollan microambientes y exhiben gradientes de
penetracién y distribucion de sustancias, que pueden variar mucho incluso entre una
misma linea celular, si bien estas variaciones no pueden deberse completamente al efecto
del tratamiento con cisplatino, ya que se observaron diferencias morfolégicas previas al
tratamiento, para el caso de la linea CAL27 se observé una disminucién significativa en el
diametro con las concentraciones mas altas del cisplatino, y este fue el unico parametro
gue garantizo uniformidad previa al tratamiento, este aumento puede estar relacionado con
el tipo de muerte celular (apoptosis) que hace que el esferoide se contraiga disminuyendo

asi su tamano y por ende su diametro.
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6 . RECOMENDACIONES

Si bien se encuentra reportado un protocolo para la obtencion de cultivos tridimensionales
tipo esferoides a partir de la linea CAL 27, debido a las variaciones encontradas en este
estudio, se hace necesario estandarizar y caracterizar la obtencién de esferoides para las
2 lineas celulares CAL 27 y SCC090, es decir probar nuevamente en el laboratorio de
farmacogenetica del cancer, diferentes densidades celulares, tiempos de conformaciéon y
duracion del cultivo en esferoide, entre otros, que permitan garantizar un cultivo mas
homogéneo, para que el tamizaje de nuevas sustancias pueda ser evaluado de una

manera mas 6ptima y robusta.
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