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Resumen

Los esferoides tumorales (ET) son tejidos de forma esferoidal que replican las funciones del fenotipo canceroso de origen. En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto la necesidad de disponer de nuevos metodos que permitan cultivar células en 3D . Esto con el fin de
permitir un importante avances en el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer en el grupo de investigacion de nanomedicina en la UACJ. Actualmente, los métodos para la obtencion de cultivos tridimensionales no buscan conocer el efecto que estos tienen sobre las
caracteristicas de dichos cultivos. Por ello es importante la obtencion de ET utilizando distintos tiempos de agitacion mecanica, asi como de diferentes aditivos para su sintesis. Con este trabajo se aporta un CPK que determind un tiempo de agitacion de 6 min, asi como
también, utilizar el RPMi-1640 como aditivo, siendo estas las condiciones idoneas para desarrollar eficazmente ET.

Introduccion Metodologia Resultados

Los ET representan un modelo novedoso para analizar la efectividad de nuevos — - Ao de defecto Gréfico de tervaios didmetroen funcon de dias
farmacos y sistemas de nanomedicina. Sin embargo, los ET no poseen las mismas N T

funciones que un tumor in vivo debido a la falta de vascularizacion. Ademas, éstos = =2 ([ resutados |
presentan un metabolismo inverso relacionado con las tres zonas especificas que for-
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man su estructura (de proliferacion, de senescencia y necraotica) (Figura 1). Actual- __probems 6 | © 5 LN
mente el estudio de ET se realiza principalmente de manera cualitativa. Lo anterior, S — - 3 3 X
debido a que los metodos para obtener cultivos celulares se encuentran estandariza- I Y S — S—— | , I I 1 I I S
dos para cultivos en dos dimensiones (monocapas celulares); tampoco se cuentan dacion e s | (L e S | =
con suficientes estudios estadistico del desarrollo in vitro de los ET [1]. Por ello, se TP . . . : Hounrerme Hounterme Hounterme Houneme
propuso evaluar estadisticamente el crecimiento y la morfologia de los ET para cono- ‘ i
cer la relacion de estas propiedades con cuatro métodos de obtencion que combina-

ron la agitacion mecanica con dos aditivos agarosa (metodologia de W. Wang et al. | - | , ' T
201 5) [2] y RPMI1640 (metodolog ia de M. Blunden et al. 201 6)[3]. Figura 6. En el analisis de atributos de la morfologia se ob- e e
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Figura 3. Metodologia propuesta para el proyecto. ET no uniformes con el método 4.

La morfologia de los ET se analiz6 en el microscopio compuesto; la viabilidad celular
se determind mediante el ensayo de dibromuro-tetratiazol (MTT) y la resistencia a la El analisis de intervalos e indice de capaci-
compresion mecanica a través de analisis mecanico dinamico (DMA). Enseguida, los dad de proceso para el diametro y crecimien-
N\u\\[o N cuatro métodos se compararon estadisticamente para contrastar las propiedades de to de los ET fue el siguiente: e e e T = e
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los ET (Figura 4). . Método 1: dia 1: 159.1 ym, dia 4: 7 ym 1~ REZE |} -
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. Método 2: dia 1: 145.5 ym, dia 4: 89.7 um e | — 1N L 1
. . Método 3: dia 1: 140.7 ym, dia 4: 92.3um i " =
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"' . Método 4: dia 1: 686.6 ym, dia 4: 1550 um ' ?&;‘ B :i-w

Método A - agarosa Metodo A - RPMI-1640 Método B - agarosa

L l _‘ __ l .\ -

Preparar solucidn de agarosa 1.5% Prepararsolucion de agarosa 1.5% Prepararsolucion de agarosa 1.5

| | .\ ,. \_ o Por lo tanto, al considerar el crecimiento y Ia | | . g
! ! L , . , . Figura 7. Comparativo del crecimiento y diametro de los
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Figura 1. A) Comparativo del metabolismo y catabolismo de un tumor R | Agml% te es el método 4 (Figura 7).

in vivo y un ET. B) Zonas especificas de los ET y como se relacionan _\ A __ .\ {mf"'f;‘*ﬂ"”
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Obietivos || (||| ()| e La agarosa y el medio RPMi-1640 al servir
j | alcanzar 500 pL en medio de cultivo ) | alc nme vo | | alcanzar 500 pL eimedlode cultivo | | alcanzar 500 pL e:medlode cultivo | CO m O ad itiVOS ti e n e n u n efe Cto S i g n ifi Cativo SO_
| " | " | " | | bre las propiedades de los ET. Se encontro

T ue los tubos Eppendorf tienen un efecto en el
. Objetivo General : . ., g o ) .
J Figura 4. Cuatro meétodos de obtencion de ET a comparar. rendimiento de la agarosay el medio RPMi-

. Evaluar las combinaciones del método de agitacion con agarosa y RPMI-1640 1640 (Figura 8). En los tubos Eppendorf inter-
sobre la obtencion y las caracteristicas estructurales de los ET. actuaron la fuer.za centrifuga y los aditivos es-

. Objetivos Especificos to amplifico el diametro y rendimiento de los \ /o w
. Combinar agarosa y RPMi-1640 con cada método a utilizar para la obtencién Resultados ET por agitacion mecanica a 6 minutos y me- I e sy s

de ET. dio RPMi-1640, ademas, se amplifico tres ve- | |
. Comparar las caracteristicas de los ET obtenidos con cada método. ces el diametro de los ET de la metodologia i e Figura 9. Mejora de la

, . . T . : 4 : i metodologia de M. Blun-
. Evaluar la morfologia, crecimiento, poblacién celular, viabilidad y resistencia La agarosa encapsulo los ET en los M. Blunden et al. 2016 (Figura 9). Figura 8. Efecto de 9

, iy den et al. 2016
- : . m 1.2 | | evi |- los tubos Eppendorf.
mecanica de los ET obtenidos con cada método. etodos 1, 2y 3; lo cual evito que a

Analizar los ET obtenid q <tod gi s dist A . canzaran el diametro minimo espera-
. Analizar los ET obtenidos con cada metodo mediante un analisis estadistico. Yo I " do (300 pm). Ademas, modific su

morfologia formando ET no unifor-
mes.
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