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RESUMEN

El cancer de mama triple negativo (TNBC) constituye uno de los subtipos moleculares mas
agresivos del cancer de mama, debido a su alta tasa de recurrencia, rapida capacidad de
diseminacion y marcada tendencia a desarrollar resistencia a quimioterapias como el Paclitaxel
(PTX) y el Docetaxel (DOC). Esta problemadtica representa un reto significativo en América
Latina y el Caribe, especialmente en Panamd, donde las estadisticas generales del cancer de
mama reportan una incidencia de 58.2 y una mortalidad de 12.3 por cada 100 000 mujeres,

afectando principalmente a mujeres en edades productivas.

Este estudio tuvo como objetivo identificar y caracterizar las vias moleculares asociadas con la
resistencia adquirida a taxanos en cé¢lulas de TNBC mediante un modelo in vitro. Para ello, se
utilizaron células MDA-MB-231 expuestas de manera escalonada a concentraciones crecientes
de PTX y DOC hasta alcanzar 130 nM. Una vez establecidas las lineas resistentes, se evaluaron
la proliferacion, la viabilidad y la citotoxicidad celular, junto con el analisis de la expresion

génica mediante un panel de 84 genes y su validacion proteica por Western blot.

Los resultados mostraron una proliferacion reducida en las células resistentes, siendo este efecto
mas evidente en las resistentes a DOC. Los ensayos de viabilidad y citotoxicidad revelaron
respuestas dependientes de la concentracion y del tiempo de preincubacion, con patrones no
lineales. El analisis molecular evidencio la sobreexpresion de 36 genes relacionados con el
metabolismo de taxanos, el transporte de farmacos, la sefalizacion PI3K/Akt y MAPK, y la
regulacion transcripcional, destacandose ELK1, CYP2CS8, AR, ABCB1 y RELB, este ultimo

confirmado a nivel proteico.

En conclusion, la exposicion prolongada a taxanos induce modificaciones moleculares que
promueven la resistencia en células TNBC, aportando una base para estudios orientados a la
validacion de biomarcadores y al desarrollo de estrategias terapéuticas mas efectivas y

personalizadas.
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ABSTRACT

Triple-negative breast cancer (TNBC) is one of the most aggressive subtypes of breast cancer,
characterized by high recurrence, metastasis, and the frequent acquisition of resistance to
chemotherapeutic agents such as Paclitaxel (PTX) and Docetaxel (DOC). This clinical challenge
is particularly relevant in Latin America and the Caribbean, including Panama, where breast
cancer incidence and mortality rates remain high, affecting women at younger ages compared

to other regions.

This study aimed to identify and characterize the molecular pathways associated with taxane-
acquired resistance in TNBC cells using an in vitro model. For this purpose, MDA-MB-231
cells were progressively exposed to increasing concentrations of PTX and DOC until resistant
sublines were established. Subsequently, cell proliferation, viability, and cytotoxicity were
evaluated, along with differential gene expression using a panel of 84 genes and protein

validation by Western blot.

The results revealed that PTX- and DOC-resistant cells displayed reduced proliferative capacity
compared with control cells, with a more pronounced effect observed in DOC-resistant cells.
Viability and cytotoxicity assays indicated concentration- and incubation-dependent responses,
showing non-linear patterns. Gene expression analysis identified 36 upregulated genes, with
ELK1, CYP2C8, and AR emerging as potential biomarkers of differential resistance to PTX and
DOC.

In conclusion, prolonged exposure to taxanes induces molecular alterations that enhance
resistance in TNBC cells. These findings provide a solid foundation for future in vivo studies
and clinical trials aimed at validating the identified biomarkers and developing more effective,

personalized therapeutic strategies against triple-negative breast cancer.
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INTRODUCCION

Las limitaciones terapéuticas y la resistencia adaptativa que desarrollan las células tumorales
frente a agentes quimioterapéuticos, especialmente los taxanos como el Paclitaxel (PTX) y
el Docetaxel (DOC), representan uno de los retos més relevantes de la oncologia moderna.
A pesar de los avances en biologia molecular y del establecimiento de terapias mas precisas,
el cancer de mama triple negativo (TNBC, por sus siglas en inglés) continua siendo un
subtipo altamente agresivo, caracterizado por la aparicion de resistencia adquirida, lo que
conlleva tasas elevadas de recurrencia y metastasis, asi como un prondstico desfavorable
(Bray et al., 2018; Sung et al., 2021). Ante este panorama, se vuelve esencial comprender los
mecanismos moleculares que sustentan la resistencia, con el fin de fortalecer las estrategias

terapéuticas disponibles y promover el desarrollo de tratamientos mas eficaces.

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea y multifactorial, caracterizada por el
crecimiento anormal de células epiteliales en el tejido mamario (Harbeck & Gnant, 2017).
De acuerdo con los datos de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC,
2023), constituye la neoplasia mas frecuente en mujeres y la segunda neoplasia mas frecuente
a nivel mundial, después del cancer de pulmon. En 2022, se estimaron aproximadamente 2.3 1
millones de nuevos casos y mas de 670,000 muertes relacionadas con esta enfermedad. Este
panorama epidemioldgico refleja la necesidad de desarrollar terapias mas efectivas,
especialmente frente a subtipos que presentan baja respuesta a los tratamientos

convencionales, como es el caso del TNBC.

Dentro de la clasificacion molecular del cancer de mama, el subtipo triple negativo destaca
por su comportamiento biologico particularmente agresivo, asociado con elevadas tasas de
recurrencia, rapida progresion metastasica y un desfavorable prondstico en comparacion con
otros subtipos. La base de esta agresividad radica en la ausencia de expresion de los
receptores hormonales de estrogeno (ER) y progesterona (PR), asi como en la falta de
amplificacion del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) (Marra et

al., 2020), lo cual limita considerablemente el uso de terapias hormonales o dirigidas contra



dichos receptores. Por esta razon, los tratamientos basados en taxanos como PTX y DOC

constituyen uno de los pilares fundamentales de la quimioterapia en TNBC.

La linea celular MDA-MB-231 es un modelo experimental ampliamente utilizado en estudios
del TNBC debido a su fenotipo triple negativo (ER-/PR-/HER2-), su alta capacidad invasiva
y su comportamiento proliferativo sostenido, que reflejan fielmente las propiedades
biologicas y clinicas de este subtipo tumoral. La ausencia de receptores ER y PR explica su
falta de respuesta a terapias hormonales como el tamoxifeno, mientras que la carencia de
HER?2 refleja su falta de respuesta a tratamientos dirigidos con anticuerpos monoclonales
como el trastuzumab (Neve et al., 2006; Mohammed et al., 2020). Por lo tanto, la linea MDA -
MB-231 representa un modelo ideal para explorar rutas de sefializacion y mecanismos de

resistencia inducidos por taxanos.

Con el proposito de profundizar en la comprension de la resistencia inducida por taxanos, la
presente investigacion desarrolld un modelo in vitro mediante la generacion y el andlisis
comparativo de lineas celulares MDA-MB-231 resistentes y no resistentes, utilizando células
no tumorales BJ como control biologico. Este enfoque permitio analizar comparativamente
los efectos de Paclitaxel y Docetaxel sobre la proliferacion, viabilidad y citotoxicidad celular.
A nivel molecular, se emplearon microarreglos RT? Profiler PCR Array enfocados en rutas
de resistencia farmacoldgica, reparacion del ADN, ciclo celular, metabolismo y regulacion
transcripcional. Adicionalmente, se realizo la validacion proteica mediante Western blot,
empleando GAPDH como control enddégeno y RELB como gen diana, con el fin de

corroborar los resultados transcriptomicos.

La alta prevalencia del cdncer de mama en Panama y la ausencia de informacion detallada
sobre el subtipo triple negativo hacen necesario el estudio de los mecanismos que determinan
su agresividad y su limitada respuesta a los taxanos, especialmente si se considera que la
resistencia adquirida al Paclitaxel y al Docetaxel contintia representando un desafio cientifico
en América Latina y el Caribe. En este contexto, abordar el problema desde un enfoque
molecular constituye un avance significativo para la region, ya que la caracterizacion de las
rutas de resistencia en lineas celulares MDA-MB-231 sensibles y resistentes permite generar

evidencia experimental sobre las adaptaciones celulares que sustentan estos fendmenos.



Este proyecto se justifica por la necesidad de identificar biomarcadores, proteinas y vias de
sefializacion implicadas en la resistencia a ambos taxanos, lo cual permitird no solo validar
hallazgos moleculares, sino también comprender los mecanismos adaptativos asociados a
estos procesos. Dado el impacto del cancer de mama en la salud publica panameiia, los
resultados derivados de este modelo experimental contribuiran a reducir la brecha de
conocimiento regional sobre el TNBC y a sentar bases cientificas para el disefo de estrategias

experimentales orientadas al estudio de la respuesta celular al Paclitaxel y al Docetaxel.



OBJETIVOS

Los objetivos de la investigacion se describen a continuacion:

Objetivo general:

Identificar las vias moleculares asociadas a la resistencia adquirida al Paclitaxel y Docetaxel

en el cancer de mama triple negativo.

Objetivos especificos:

1. Desarrollar lineas celulares resistentes a Paclitaxel y Docetaxel a partir de células
MDA-MB-231.

2. Evaluar la proliferacion, viabilidad y sensibilidad a de las células a los agentes
quimioterapéuticos Paclitaxel y Docetaxel.

3. Identificar y validar las vias moleculares y celulares implicadas en la resistencia a

Paclitaxel y Docetaxel.

HIPOTESIS

La exposicion prolongada al Paclitaxel y Docetaxel induce alteraciones en la expresion

génica, activando vias de resistencia a taxanos en células de cancer de mama triple negativo.



CAPITULO I: MARCO TEORICO



1 El Cancer de Mama

El cancer de mama constituye una de las patologias méas complejas en oncologia, no solo por
su elevada incidencia global, sino también por su profunda heterogeneidad bioldgica y por la
influencia de factores genéticos, epigenéticos y microambientales en su desarrollo y
progresion, afectando tanto a paises desarrollados como a regiones en vias de desarrollo

(Bray et al., 2018; Ginsburg, 2021).

Bioldgicamente, el cancer de mama representa una enfermedad heterogénea y multifactorial
que surge a partir de la transformacion maligna de células epiteliales mamarias, inducida por
mutaciones genéticas, alteraciones epigenéticas y la activacion o inhibicién andémala de vias
de sefializacion asociadas con la proliferacion, la apoptosis y la reparacion del ADN (Polyak,
2011). Su comportamiento clinico altamente variable depende del subtipo molecular, lo que
resalta la importancia de una caracterizacion biologica precisa para orientar el diagnostico,

el prondstico y las decisiones terapéuticas.

2 Epidemiologia

2.1 Epidemiologia Global

En 2020 se reportaron aproximadamente 2.26 millones de nuevos casos de cancer de mama
y mas de 685 000 muertes; para 2022, la incidencia estimada superd los 2.31 millones de
nuevos casos, con alrededor de 670 000 defunciones, lo que lo convirtié en el segundo tipo
de cancer mas frecuente después del cancer de pulmon (IARC, 2023). Las proyecciones
indican que una de cada 20 mujeres sera diagnosticada con cancer de mama a lo largo de su

vida y que una de cada 70 moriré a causa de esta enfermedad.

Aunque la mayor carga recae en mujeres de 50 afos o mas, quienes representan el 71 % de
los diagnosticos y el 79 % de las muertes, la epidemiologia presenta importantes variaciones
regionales. En Africa subsahariana, el 47 % de los casos se diagnostican antes de los 50 afios,
frente al 18 % en América del Norte y el 19 % en Europa. Estas diferencias reflejan

desigualdades asociadas a factores biologicos, ambientales y socioecondomicos, asi como a la



limitada disponibilidad de programas de deteccion temprana y al acceso a tratamientos

oportunos (Bray et al., 2018; GBD, 2024).

2.2 Epidemiologia América Latina, el Caribe y Panama

En América Latina y el Caribe, el cancer de mama constituye una carga epidemiologica
compleja marcada por un aumento sostenido en la incidencia y una mortalidad que
permanece desproporcionadamente elevada. En 2022, la region registrd una cuarta parte de
los nuevos casos de cancer en las Américas, con mas de 220,000 nuevos casos y cerca de
60,000 muertes, en el contexto de un total de mas de 525,000 diagndsticos en las Américas

(OPS, 2024).

Uno de los aspectos epidemioldgicos mas relevantes en la region es la elevada proporcion de
casos en mujeres menores de 50 afios: el 31 % de los diagndsticos ocurre en este grupo etario,
en comparacion con el 21 % en América del Norte. Esta tendencia se asocia tanto con factores
demogréaficos como con la mayor frecuencia de subtipos tumorales agresivos,
particularmente el subtipo triple negativo, el cual presenta una frecuencia elevada en mujeres
afrodescendientes, indigenas y mestizas. Este patréon sugiere una interaccion entre
predisposicion genética poblacional, exposiciones ambientales y determinantes estructurales

(Anderson et al., 2021; Carey et al., 2006).

Si no se implementan estrategias efectivas de prevencion, deteccion temprana y tratamiento
oportuno, se prevé un aumento continuo en la incidencia y mortalidad (OPS, 2021). Ademas,
persisten marcadas desigualdades entre areas urbanas y rurales, influenciando negativamente
los resultados clinicos, especialmente en pacientes con TNBC, cuyo pronostico tiende a ser

mas desfavorable (Anderson et al., 2021).

En Panama, la epidemiologia del cancer de mama refleja un escenario complejo donde
interactuan determinantes clinicos, moleculares, socioecondmicos y estructurales. En 2022,
el pais registr6 una tasa de mortalidad de 12.3 por cada 100 000 mujeres (MINSA, 2023).
Aunque el pais cuenta con centros especializados, persisten brechas importantes en la

cobertura del tamizaje mamografico, asi como en el acceso equitativo a terapias dirigidas,



inmunoterapias y estudios moleculares avanzados. Estas desigualdades son particularmente
marcadas en areas rurales e indigenas, donde existen limitaciones en la infraestructura
diagnostica, la disponibilidad de personal especializado y el acceso oportuno a tratamientos.
Estudios regionales sugieren que la poblacion panamefa podria presentar una mayor
frecuencia de TNBC, similar a otros paises con alto componente afrodescendiente y mestizo
(Dietze et al., 2015; Carey et al., 2006). La ausencia de biomarcadores criticos en muchos
centros de salud dificulta la aplicacion de terapias dirigidas e inmunoterapias, especialmente

importantes para TNBC.

3 Clasificacion Molecular en el cancer de mama

La clasificacion molecular del cancer de mama se fundamenta en la evaluacion de la
expresion de ER, PR y HER2, que funcionan como reguladores maestros dentro de circuitos
transcripcionales y epigenéticos que controlan la proliferacion celular, el ciclo celular y la
plasticidad tumoral. La expresion de ER y PR confiere un fenotipo dependiente de sefiales
hormonales, generalmente asociado con una proliferacion mas lenta y una mayor sensibilidad
a terapias endocrinas. En contraste, la amplificacion o sobreexpresion de HER2 genera una
activacion sostenida de vias como PI3K/AKT y MAPK, lo que impulsa un fenotipo
proliferativo mas agresivo, aunque sensible a terapias dirigidas especificas (Harbeck &

Gnant, 2017).

La incorporacion de tecnologias de perfilamiento molecular, como microarreglos, RNA-seq
y pruebas multigénicas (por ejemplo, PAMS50), permitié definir los subtipos intrinsecos
establecidos por Perou y Serlie: luminal A, luminal B, HER2 enriquecido y basal-like. Estos
subtipos representan arquitecturas moleculares diferenciadas, determinadas por firmas
transcripcionales relativamente estables que regulan la proliferacion, las rutas de
senalizacion, la dindmica de la cromatina, el metabolismo energético y la sensibilidad
farmacologica. Esta estratificacion molecular constituye la base de la oncologia de precision
y orienta el disefio de estrategias terapéuticas, asi como la prediccion de resistencia en

tumores con mayor agresividad biologica (Perou et al., 2000; Serlie et al., 2001).



4 Subtipos Moleculares Intrinsecos

Los subtipos intrinsecos del cancer de mama se definen segliin la expresion de ER, PR y
HER2, ademas de firmas transcriptomicas como PAMSO0. Estas clasificaciones reflejan
diferencias en proliferaciéon, mecanismos de sefalizacion, remodelacion epigenética y

sensibilidad a tratamientos especificos (Perou et al., 2000; Serlie et al., 2001).

4.1 Subtipo Luminal:

4.1.1 Luminal A:
Estado de receptores:
ER: Positivo (+)

PR: Positivo (+)
HER2: Negativo (—)

Proliferacion:

Ki-67: Bajo (])

Caracteristicas principales:
» Alta dependencia del eje hormonal ER/PR.
» Mayor diferenciacién celular.

» Excelente respuesta a hormonoterapia.

Definicion cientifica

Este subtipo exhibe un epigenoma estructuralmente estable y una firma proteogenomica
coherente con baja proliferacion celular, sustentada por la fuerte dependencia del eje
hormonal, lo que explica su sensibilidad excepcional a terapias endocrinas y su excelente
respuesta a intervenciones guiadas por biologia molecular (Perou et al., 2000; Serlie et al.,

2001; Harbeck & Gnant, 2017).

4.1.2 Luminal B:

Estado de receptores:



ER: Positivo (+)
PR: Disminuido / Parcialmente positivo (+)

HER2: Positivo o Negativo (£)

Proliferacion:

Ki-67: Elevado (11)

Caracteristicas principales:

» Menor expresion o pérdida parcial de PR.

» Posible sobreexpresion o amplificacion de HER2.

» Mayor inestabilidad gendmica y plasticidad celular.

Definicion cientifica

Este subtipo presenta mayor proliferacion, plasticidad epitelial y un perfil transcriptomico
agresivo. Suele requerir tratamiento combinado (hormonoterapia + quimioterapia o CDK4/6
inhibitors), especialmente cuando HER2 estd amplificado (Prat et al., 2013; Harbeck &
Gnant, 2017).

4.2 Subtipo HER2 positivo:
Estado de receptores:
HER2: Sobreexpresado (+)
ER: Positivo o Negativo (£)
PR: Positivo o Negativo (+)

Proliferacion:

Ki-67: Alto (1)

Caracteristicas principales:
» Mayor tasa de proliferacion (Ki-67).
» Menor expresion o pérdida parcial de PR.

» Posible sobreexpresion o amplificacion de HER2.

10



Definicion cientifica
El subtipo HER2 positivo se define por la amplificacion de HER2, responsable de una intensa
sefializacion proliferativa. La introduccion de terapias dirigidas como trastuzumab ha

transformado significativamente el prondstico de este subtipo (Slamon et al., 2001).

4.3 Subtipo Triple Negativo/ Basal-like:
Estado de receptores:

ER: Negativo (—)

PR: Negativo (—)

HER2: Negativo (—)

Proliferacion:

Ki-67: Alto (1)

Caracteristicas principales:

» Carece de receptores terapéuticos
» Alta inestabilidad genémica

» Activacion de rutas inflamatorias
» Mayor plasticidad celular

» Alta prevalencia en mujeres jovenes y afrodescendientes

Definicion cientifica
El subtipo TNBC carece de ER, PR y HER2. Esto limita opciones terapéuticas dirigidas y lo
convierte en el subtipo mas agresivo, con dependencias en quimioterapia e inmunoterapia

selectiva (Bianchini et al., 2016).

5 El Cancer de Mama Triple Negativo

El TNBC constituye un subgrupo molecular cuyo fenotipo se define por la ausencia de ER,
PR y HER2, acompafiado de una reprogramacion transcripcional y epigenémica que impulsa
proliferacion acelerada, plasticidad fenotipica y elevada inestabilidad genomica. Representa

entre el 15 % y el 20 % de los casos de cancer de mama y agrupa tumores con firmas basal-
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like, inmunomoduladas, mesenquimales y enriquecidas en reparacion del ADN, segin

clasificaciones transcriptomicas modernas (Fragomeni et al., 2018; Bianchini et al., 2016).

5.1 Biologia molecular

A nivel molecular, el TNBC se caracteriza por una arquitectura gendmica profundamente
inestable, enriquecida en mutaciones somaticas, alteraciones estructurales y defectos en la
via de recombinacion homologa, especialmente asociados con la pérdida funcional de
BRCA1/2 y de genes relacionados con la reparacion del ADN. Esta deficiencia, junto con la
activacion de rutas proliferativas (EGFR/MAPK), antiapoptoticas (PI3K/AKT/mTOR) e
inflamatorias (NF-kB, JAK/STAT), impulsa una proliferacion acelerada, evasion inmunitaria
y remodelacion tumoral. E1 TNBC también exhibe un programa activo de transicion epitelial-
mesenquimal (EMT), dirigido por ZEB1, SNAIL y TWIST1, que contribuye a la invasividad,

la metastasis y la resistencia a la quimioterapia (Marra et al., 2020).

5.2 Subtipos transcriptomicos del TNBC
Los avances transcriptomicos han permitido subdividir el TNBC en categorias bioldgicas

especificas (Lehmann et al., 2011):

» Basal-like 1 (BL1): enriquecido en genes de proliferacion, replicacion y reparacion
del ADN.

» Basal-like 2 (BL2): dependiente de EGFR, metabolismo glicolitico y vias de
crecimiento.

» Inmunomodulado (IM): predominio de respuesta inmune adaptativa e innata;
potencial sensibilidad a inmunoterapia.

» Mesenquimal (M) y Mesenquimal Stem-Like (MSL): EMT activa, remodelacion de
matriz, sefalizacion TGF-/Wnt.

» Luminal Androgen Receptor (LAR): expresion elevada de AR, metabolismo lipidico

y firma luminal alternativa.
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6 Taxanos como Agentes Quimioterapéuticos

Los taxanos, particularmente Paclitaxel y Docetaxel, constituyen el pilar terapéutico en el
manejo del TNBC debido a su alta efectividad en la interrupcion de la mitosis. Ambos
compuestos actian como moduladores del citoesqueleto mediante su union al sitio taxano de
la B-tubulina, estabilizando los microtibulos e impidiendo su despolimerizacion, un proceso
fundamental para la dindmica del huso mitotico. Esta estabilizacion aberrante activa el punto
de control del huso mitotico (SAC), evita la degradacion de ciclina Bl y conduce a la
detencion del ciclo celular en G2/M, seguida de apoptosis (Hansen et al., 2015; Murray et

al., 2012).

6.1 Paclitaxel

Paclitaxel es un taxano de origen natural derivado del arbol tejo del Pacifico (Taxus
brevifolia), aprobado por la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) en 1992 para el tratamiento del cancer de ovario y, posteriormente, para el
cancer de mama. A nivel molecular, promueve la polimerizacidon de microtubulos y estabiliza
estructuras rigidas que detienen la division celular. Asimismo, activas rutas dependientes de
p53, aumenta la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), inhibe proteinas

antiapoptoticas como BCL-2 y produce dafio mitocondrial acumulativo (Riedel et al., 2008).

6.2 Docetaxel

Docetaxel es un analogo semisintético del Paclitaxel derivado de las hojas del tejo europeo
(Taxus baccata), perteneciente también al grupo de los taxanos tetraciclicos diterpenoides.
Fue aprobado por la FDA en 1996 para el cancer de mama metastdsico. Sus sustituciones
quimicas aumentan la afinidad por la B-tubulina y confieren una estabilizacion mas rigida y
sostenida de los microtubulos, lo que permite inducir una detencidon mitdtica mas marcada.
Su metabolismo mediado por CYP3A4 otorga un perfil farmacocinético distinto y posibilita
la administracién de dosis mas altas en comparacion con Paclitaxel (Holmes et al., 1996;

Krebs et al., 2018).
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6.3 Comparacion estructural y funcional

Desde el punto de vista quimico, Paclitaxel y Docetaxel comparten el nucleo taxano
tetraciclico, pero difieren en grupos funcionales clave que modifican su solubilidad y afinidad
por la B-tubulina. El grupo benzamida unico de Paclitaxel le confiere un perfil de
polimerizacién microtubular mas progresivo, mientras que el grupo tert-butoxi de Docetaxel
incrementa la afinidad por el sitio taxano, produciendo estructuras microtubulares mas densas
y rigidas. Funcionalmente, Paclitaxel presenta actividad secundaria relacionada con estrés
oxidativo, mientras que Docetaxel induce una detencién mitotica mas marcada y apoptosis

mas rapida en lineas altamente proliferativas (Krebs et al., 2018; Jordan & Wilson, 2004).

7 Mecanismos de Resistencia a Taxanos

La resistencia a taxanos en TNBC emerge como consecuencia de una red de adaptaciones
moleculares coordinadas que permiten a las células evadir la detencion mitética inducida por
Paclitaxel y Docetaxel. Esta red integra alteraciones en transportadores de membrana,
remodelacion del citoesqueleto, reprogramacion metabolica, plasticidad epitelial-
mesenquimal, mecanismos de reparacion del ADN y cambios epigenéticos, configurando un
fenotipo altamente resiliente frente a la quimioterapia (Bhattacharya et al., 2014; Foulkes et

al., 2014).

7.1 Mecanismos dependientes del fArmaco

7.1.1 Bombas de eflujo (ABCB1 y familia ABC)

El aumento en la expresion de ABCB1, ABCG2 y ABCCI1 disminuye la disponibilidad
intracelular del taxano. ABCB1 es inducido por NF-kB y HIF-1a, que responden al estrés
tumoral y a la hipoxia, potenciando resistencia en microambientes desfavorables (Hansen et

al., 2015).

7.1.2 Alteraciones en microtibulos y tubulina

La expresion diferencial de isoformas de tubulina, la presencia de TUBB3 y la modulacion

de proteinas asociadas a microtiibulos pueden alterar el ensamblaje y desensamblaje del
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citoesqueleto, de forma que el efecto estabilizador del taxano resulte menos letal. Estas
modificaciones permiten que las células progresen a través de la mitosis aun con una

interferencia parcial en el huso mitético (Murray et al., 2012; Marra et al., 2020).

7.2 Mecanismos dependientes de sefializacion

7.2.1 PI3K/AKT y MAPK

Las rutas de sefializacion PI3K/AKT y MAPK se activan frecuentemente en TNBC resistente
a taxanos. La via PI3K/AKT favorece la supervivencia al inhibir componentes
proapoptéticos y mantener la sintesis proteica y metabolica. Por su parte, la via MAPK
(ERK1/2) contribuye a reactivar la proliferacion incluso tras un arresto mitotico transitorio.
En conjunto, estas rutas disminuyen la probabilidad de que el dafio inducido por taxanos se

traduzca en apoptosis irreversible (Diana et al., 2020; Shaheen et al., 2018).

7.2.2 Rutas antiapoptdticas

La resistencia también implica inhibicion de mecanismos apoptoticos mediante
sobreexpresion de BCL-2, XIAP y otros reguladores que bloquean la muerte celular

programada inducida por taxanos (Bhattacharya et al., 2014).

7.3 Mecanismos dependientes del dafio en ADN

El aumento de la reparacion del dafio en el ADN, especialmente mediante proteinas como
BRCA1/2 y RADSI, permite que las células reparen lesiones inducidas indirectamente por
taxanos, mejorando su capacidad para evadir la apoptosis (Riedel et al., 2008; Marra et al.,

2020).

7.4 Plasticidad tumoral y EMT

La transicion epitelial-mesenquimal (EMT) es uno de los mecanismos mds consistentes
asociados con resistencia. Factores como ZEB1, TWIST1 y SNAIL reprograman la célula
hacia un fenotipo mesenquimal caracterizado por motilidad, resistencia a apoptosis y baja
dependencia del huso mitdtico. Las células en EMT presentan una mayor tolerancia al dafio

estructural inducido por taxanos (Bai et al., 2021).
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7.5 Heterogeneidad intratumoral

El TNBC posee alta diversidad clonal. Las subpoblaciones de células madre tumorales
(CD44+/CD24") muestran mayor capacidad para sobrevivir a quimioterapia y regenerar el
tumor post-tratamiento. Su metabolismo, sefializacion y dinamica del ciclo celular las hacen

particularmente insensibles a la detencion mitdtica inducida por taxanos (Marra et al., 2020).

8 Lineas celulares

8.1 Linea celular MDA-MB-231

La linea MDA-MB-231, derivada de un carcinoma mamario metastasico pleural, constituye
uno de los modelos experimentales mas robustos en investigaciones sobre TNBC, debido a
su clasificacion basal-like y a su fenotipo altamente agresivo. Carece de ER, PR y HER2, lo
que replica de manera fiel la biologia del TNBC. Su morfologia fibroblastoide y su elevada
capacidad de migracion e invasion la posicionan como un modelo adecuado para estudiar

fendémenos asociados a metastasis y resistencia terapéutica (Holliday & Speirs, 2011).

8.2 Propiedades funcionales y moleculares relevantes para resistencia

MDA-MB-231 es una linea altamente util para investigar la resistencia a taxanos, debido a
su combinacion de plasticidad fenotipica, inestabilidad gendémica y activacion de rutas de
supervivencia. Presenta wuna elevada expresion de marcadores mesenquimales
como vimentina, N-cadherina y ZEB1, los cuales facilitan la transicion epitelial-
mesenquimal (EMT), un proceso directamente relacionado con resistencia a taxanos (Marra

et al., 2020).

Ademas, expresa niveles altos de TUBB3, una isoforma de B-tubulina asociada con una
afinidad reducida para Paclitaxel y Docetaxel. También muestra sobreexpresion de proteinas
asociadas a microtibulos (MAPs), asi como de transportadores de farmacos como ABCBI,
que disminuyen la concentracion intracelular de taxanos (Hansen et al., 2015). Todo ello

confiere un microambiente molecular favorable a la resistencia adquirida.
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8.3 Linea celular BJ

La linea BJ representa un modelo transcriptomicamente estable con minima variabilidad
epigenética, ausencia controlada de mutaciones y regulacion estricta del ciclo celular. Su
estabilidad contrasta con la naturaleza evolutivamente flexible de MDA-MB-231, por lo que
funciona como ancla bioldgica para interpretar alteraciones inducidas por taxanos. Al no
presentar EMT activa, rutas inflamatorias activadas ni mutaciones en TP53, BJ permite
discriminar toxicidad basal de los mecanismos de resistencia especificos del TNBC (ATCC,

2024).

8.4 Uso complementario de MDA-MB-231 y BJ

El uso conjunto de MDA-MB-231 y BJ permite diferenciar efectos especificos del TNBC
frente a respuestas celulares universales. Mientras MDA-MB-231 representa un modelo
agresivo y altamente adaptable al tratamiento, BJ proporciona una referencia para evaluar
citotoxicidad basal, sensibilidad diferencial y mecanismos selectivos de resistencia. Esta
estrategia experimental fortalece la interpretacion de los resultados y aumenta la validez

biologica de los hallazgos (Harbeck & Gnant, 2017).
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CAPITULO II: MATERIALES Y

METODOS
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1 Cultivo de células

Las lineas celulares MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™), representativas del fenotipo
TNBC, y la linea control no tumoral BJ (RRID: CVCL_3653) fueron cultivadas en DMEM
High Glucose (Multicell™), suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS; Gibco™)
y 1 % de penicilina-estreptomicina (Gibco™). Ambas lineas se mantuvieron en condiciones

controladas (37 °C, 5 % de CO2y 95 % de humedad) en placas de cultivo de 6 y 10 cm.

Antes de cada pasaje, las células fueron lavadas con DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered
Saline; Gibco™) para eliminar residuos de suero y favorecer un desprendimiento uniforme.
Posteriormente, se aplico tripsina-EDTA 0.5 mM (Gibco™) para disociar las células cuando
la confluencia alcanzaba entre 85 % y 95 %, asegurando la preservacion de la morfologia
fibroblastoide caracteristica de MDA-MB-231 y del fenotipo estable de BJ. La linea BJ se
empled como control no tumoral debido a su estabilidad transcriptdmica y gendmica,
proporcionando un marco de referencia para distinguir efectos especificos del fenotipo

TNBC frente a respuestas celulares universales.

2 Desarrollo De Resistencia Adquirida A Paclitaxel y Docetaxel

Para generar resistencia adquirida, las células MDA-MB-231 fueron expuestas de manera
progresiva a concentraciones crecientes de Paclitaxel y Docetaxel. El tratamiento comenz6
con una concentracion de 1 nM, incrementandose 1.5 veces cada 7 a 10 dias hasta llegar a la
concentracion final de 130 nM (0). El medio con el farmaco se reemplazé cada 2-3 dias y se

mantuvo un seguimiento continuo de la viabilidad, confluencia y morfologia.

Tabla 1. Concentraciones Utilizadas por los Agentes Quimioterapéuticos

Niveles de nM pL en plato de (60mm)  pL en plato de (100mm)
Concentraciéon

1 1 5.0 10.0

2 1.50 7.5 15.0

3 2.25 11.3 22.5
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4 3.38 16.9 33.8

5 5.06 253 50.6

6 7.59 38.0 75.9

7 11.39 57.0 113.9
8 17.09 85.4 170.9
9 25.63 128.1 256.3
10 38.44 192.2 384.4
11 57.67 288.3 576.7
12 86.50 432.5 865.0
13 129.75 648.7 1297.5

Nota. Las concentraciones utilizadas de Paclitaxel y Docetaxel en nanomolar (nM) y su respectiva equivalencia
en microlitros (uL) para placas de cultivo celular de 60 mm y 100 mm. A partir de una concentracion inicial de
IMM de las Drogas.

3 Proliferacion Celular

La proliferacion celular se determind mediante la construccion de una curva de crecimiento,
que permitid caracterizar la cinética proliferativa de las células TNBC no tratadas y de las
lineas resistentes (PTX y DOC), en comparacion con la linea fibroblastica BJ.

3.1 Curva de crecimiento

Se sembraron 2,000 células/pocillo en placas de 24 pocillos (500 pL), manteniendo una
densidad inicial homogénea para minimizar efectos de contacto célula. Se realizaron
recuentos celulares en seis tiempos experimentales (dias 2, 3, 4, 6, 8 y 10). Para cada punto
temporal, los pocillos correspondientes fueron disociados y las células se cuantificaron
manualmente utilizando un hemocitémetro/cdmara de Neubauer bajo un microscopio optico
Leica, manteniendo condiciones estériles durante todo el procedimiento. Todas las

mediciones se realizaron en tetrarréplica (n = 4).

4 Analisis De La Viabilidad Celular

La evaluacion funcional de la viabilidad y citotoxicidad celular se llevé a cabo mediante dos

ensayos complementarios. El ensayo de formacion de colonias permitid determinar la
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capacidad proliferativa a largo plazo en células MDA-MB-231 sensibles y BJ. El ensayo
MTT permiti6 cuantificar la viabilidad metabolica y la citotoxicidad en células sensibles y
en células con resistencia PTX y DOC, bajo distintas concentraciones y tiempos de

exposicion.

4.1 Ensayo de formacion de Colonias

El ensayo se realiz6 en las lineas MDA-MB-231 sensibles y BJ con el objetivo de evaluar su
capacidad proliferativa basal. Ambas lineas fueron cultivadas previamente en placas de 10
cm, lavadas con DPBS y disociadas con tripsina-EDTA. Tras neutralizacion con DMEM
fresco (3:1), las suspensiones celulares se transfirieron a tubos de 15 mL y se realizo un

conteo estandarizado mediante hemocitdmetro para asegurar la siembra precisa.

Se sembraron 500, 250 y 150 células por pocillo en placas de 6 pocillos, distribuyendo tres
pocillos para BJ y tres para MDA-MB-231. Las placas se incubaron durante 7 dias bajo

condiciones estandar.

Transcurrido el tiempo de crecimiento, se retir6 el medio y las células se lavaron con DPBS.
Las colonias se fijaron con paraldehido al 4 % durante 15-25 minutos y luego se lavaron
nuevamente con DPBS. La tincion se realizé anadiendo 30 pL de violeta cristal, permitiendo
su accion entre 5 minutos y 1 hora. Las placas se enjuagaron con agua destilada y se dejaron
secar toda la noche. Finalmente, las colonias fueron cuantificadas manualmente mediante
microscopio Leica (Leica Suite v4), considerando unicamente aquellas formadas por grupos

celulares distinguibles.

4.2 Ensayos de MTT

El ensayo MTT se realiz6 para evaluar la viabilidad y la citotoxicidad en células MDA-MB-
231 sensibles y resistentes a PTX y DOC. Las células fueron previamente cultivadas en
placas de 6 y 10 cm fueron lavadas con DPBS y disociadas con tripsina-EDTA. Tras
neutralizacion con DMEM fresco (3:1), las suspensiones celulares se transfirieron a tubos de

50 mL.
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Posteriormente, se efectué un conteo celular para ajustar la densidad deseada, obteniendo
una concentracion aproximada de 288 000 células/mL. De esta suspension se sembraron 200

uL por pocillo en placas de 96 pocillos, asegurando una distribucion homogénea.

Las células se sometieron a dos periodos de preincubacion, 24 y 72 h, con el fin de permitir
su adhesion y evaluar la sensibilidad basal antes del tratamiento. Cumplidos los tiempos de
preincubacion, se retird el medio y los pocillos se distribuyeron en distintos grupos

experimentales.

Posteriormente, se aplicaron concentraciones crecientes de PTX y DOC: 0, 100, 130, 150,
200, 250 y 300 nM, incubando las células durante 72, 96 y 120 h. Transcurrido el tiempo de
exposicion, se retird el medio y se afadieron 30 pL de soluciéon de MTT preparada en

DMEM, incubandose por 4 h para permitir la formacion de cristales de formazan.

Finalizada la incubacion, la solucién de MTT se retird y los cristales se disolvieron con 50
pL de DMSO (Sigma-Aldrich™). La absorbancia se registré a 570 nm en un lector de
microplacas tipo ELISA. La viabilidad celular se calculé como porcentaje relativo respecto
a los controles sin tratamiento, permitiendo evaluar cambios en la actividad metabdlica

asociados a resistencia o sensibilidad a los taxanos.

5 Analisis Molecular

Los estudios moleculares se realizaron empleando células MDA-MB-231 sensibles y células
resistentes estabilizadas en la concentracion final de induccion (130 nM de PTX y DOC),
consideradas representativas del fenotipo resistente plenamente adquirido. Se integraron

aproximaciones transcriptomicas dirigidas (PCR array) y validacion proteica (Western blot).
5.1 PCR en matriz (microarrays)

Las células MDA-MB-231 resistentes y no resistentes fueron lavadas con DPBS vy

recolectadas mediante tripsina e incubadas a 37 °C durante 5 minutos para facilitar su
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desprendimiento. Posteriormente, se resuspendieron en DMEM vy se centrifugaron a 300 rpm

por 5 minutos, obteniendo el pellet destinado a la extraccion de ARN.

El ARN total se extrajo utilizando un kit comercial de extraccion de ARN (PureLink™ RNA
Mini Kit; Invitrogen™), siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras la extraccion, se
evaluaron la concentracion y pureza del ARN mediante espectrofotometria. EI ARN
purificado se sometié a sintesis de ADNc utilizando el sistema de transcriptasa inversa
SuperScript™ (Invitrogen™), y las muestras fueron almacenadas a —20 °C hasta su

procesamiento.

El ADNc obtenido se diluy6 a la concentracion recomendada y se mezcl6 con el master mix
correspondiente para el panel RT? Profiler™ PCR Array: Human Cancer Drug Resistance
(Qiagen™), el cual incluye 84 genes asociados a resistencia a firmacos, cinco genes de
mantenimiento y controles internos para ADN gendmico, transcripcion inversay PCR (Tabla
2). Posteriormente, se distribuy6 cuidadosamente en la placa de 96 pocillos preconfigurada

y se sello con una lamina adhesiva para evitar evaporacion durante la amplificacion.

Las placas se colocaron en un termociclador compatible con RT? Profiler™ Array y se
sometieron al programa de amplificacion indicado por el fabricante. Finalizado el ciclo, la
fluorescencia de cada pocillo se cuantifico mediante un lector de placas de PCR. Los valores
Ct obtenidos se analizaron utilizando el software GeneGlobe®, generando los perfiles
diferenciales de expresion génica asociados con la resistencia adquirida a Paclitaxel y

Docetaxel.

Tabla 2. Lista de genes para el microarrays

Cebadores Genes

ABCB1 (MDRI1, PGY1), ABCCl (MRP1), ABCC2
(MRP2, cMOAT), ABCC3 (MRP3, MOAT-D), ABCC5

Resistencia a los medicamentos

(MRP5), ABCG2 (BCRP), BAX, BCL2, BCL2LI

(BCLXL), BCL2L1 (BCLXL), BCL2L1 (BCLXL), MVP

(LRP), RBI1, TOP1, TOP2A, TOP2B, TP53 (p53)
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Enzimas de metabolizacion

Dafios y reparacién del ADN

Ciclo celular

Receptores de factores de crecimiento

Receptores hormonales

Factores de transcripcion

ARNT, BLMH, CLPTMIL, CYPIAl, CYPIA2,
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5, DHFR, EPHX1, GSK3A,
GSTP1, NAT2, SOD1, SULTIEL, TPMT, UGCG

APC, ATM, BRCA1, BRCA2, ERCC3 (XPB), MSH2,
XPA, XPC

CCND1, CCNE1, CDK2, CDK4, CDKNIA (p21CIP1,
WAF1), CDKNIB (P27KIP1), CDKN2A (P16INK4A),
CDKN2D (p19-INK4D)

EGFR (ERBBI), ERBB2 (HER-2, NEU), ERBB3,
ERBB4, FGF2 (BFGF), IGFIR, IGF2R, MET

AR, ESRI (ERu), ESR2 (ERf), PPARA, PPARD,
PPARG, RARA, RARB, RARG, RXRA, RXRB

AHR, AP1S1, ELKI, FOS, HIFIA, MYC, NFKBI,
NFKB2, NFKBIB (TRIP9), NFKBIE, RELB,
TNFRSF11A (RANK)

Nota. Panel funcional de genes incluidos en el microarreglo, organizados por categoria biologica.

5.2 Western blot

Las células MDA-MB-231 sensibles y resistentes fueron procesadas para extraccion proteica

mediante tampon RIPA, con el fin de recuperar la fraccion proteica soluble relevante para

los perfiles de resistencia a taxanos. Tras remover el medio, los platos se lavaron con DPBS

frio y las células se desprendieron mediante raspado en sentido de las manecillas del reloj

hasta lograr su desprendimiento completo.

El pellet obtenido tras centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 minutos se incub6 con 200 uLb

de RIPA frio durante 30 minutos, realizando vortex en intervalos de 5 minutos, repitiendo el

proceso 10 veces. Posteriormente, se centrifugé a 4°C a 12,000-14,000 RPM durante 20

minutos, conservando el sobrenadante a -80°C.
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La cuantificacion de proteinas se efectudé mediante un ensayo colorimétrico estandarizado.
Las muestras se prepararon con tampon Laemmli 4x + DTT (3:1), se desnaturalizaron a 95°C

durante 5 minutos, se centrifugaron brevemente y se mantuvieron en hielo previo al analisis.

Las proteinas se separaron en geles SDS-PAGE. Se cargaron 3—5 pL del marcador de peso
molecular y 20 pL de cada muestra. Tras la electroforesis, las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con una solucién de leche al 5%

preparada en TBS-T 1x durante 1 hora a temperatura ambiente bajo agitacién constante.

Posteriormente, se incubaron con la solucion de bloqueo al 1% conteniendo los anticuerpos
primarios RELB y GAPDH (Tabla 2), manteniéndose en agitacion por 30 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, las

membranas se lavaron tres veces con TBS-T 1x durante 10 minutos cada una.

La incubacién con los anticuerpos secundarios conjugados a HRP se realizé durante 1-2
horas en solucidon de bloqueo. Se utilizé el anticuerpo secundario anti-raton para RELB y
anti-conejo para GAPDH, siguiendo las diluciones recomendadas. Luego, las membranas se

lavaron nuevamente (3x10 min en TBS-T).

El revelado se efectud utilizando el sustrato quimioluminiscente SuperSignal™ West Pico
PLUS (Thermo Scientific), preparado en proporcion 1:1 e incubado sobre la membrana
durante 3 minutos. Previo a la adquisicion de la sefial, se marcaron las membranas utilizando

WesternSure®.

La deteccion se realizd mediante el sistema Image Studio LI-COR, obteniendo imagenes
digitalizadas de las bandas proteicas. El andlisis densitométrico y cuantificacion relativa se
llevaron a cabo con el software ImagelJ, normalizando los valores de intensidad respecto al

control interno GAPDH.
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6 Analisis Estadistico

Para garantizar la confiabilidad y reproducibilidad de los resultados, todos los
procedimientos experimentales de este proyecto se llevaron a cabo por triplicado. Este
enfoque asegurd la consistencia de los datos y permitid una evaluacién adecuada de la

variabilidad experimental.
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CAPITULO III: RESULTADOS Y

DISCUSION
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A. RESULTADOS

1 Induccion de la Resistencia a Paclitaxel y Docetaxel en Células MDA-MB-231:

Patrones Morfologicos y Supervivencia Celular

Las sublineas resistentes a PTX y DOC se generaron mediante un incremento escalonado de
la concentracion hasta 130 nM. A lo largo del proceso se evidenci6 una respuesta morfologica
dependiente de la dosis, que inici6 con una reduccion progresiva de la densidad celular y un
aumento de células redondeadas, seguida de la formacién de vacuolas citoplasmaticas

(Ilustracion 1).

En condiciones no tratadas, la linea MDA-MB-231 present6é una morfologia alargada y una
distribucion uniforme. Sin embargo, a partir de concentraciones de 5.06 nM en PTX y 7.59

nM en DOC, se detectaron aumentos en el tamafio celular y una disminucion de la adherencia.

En concentraciones superiores, especialmente desde 17.09 nM, la poblacién mostr6 una
disminucién marcada de la densidad, heterogeneidad morfolégica y predominio de células
esféricas, consistentes con un deterioro estructural inducido bajo exposicidon continua a

taxanos.

2 Crecimiento y Supervivencia: Células Normales vs Células Cancerigenas tratadas y

no tratadas.

2.1 Comportamiento proliferativo de las células MDA-MB-231 no tratadas y Células BJ

Los resultados mostraron que las células MDA-MB-231 (MDA, linea violeta) presentaron
una proliferaciéon mas acelerada que las células BJ (BJ, linea azul) (Gréfica 1). Durante los
dias 0-2, ambas lineas permanecieron en la fase de latencia, con incrementos minimos
asociados al periodo de adaptacion. A partir del dia 3, las MDA-MB-231 ingresaron en la

fase exponencial, mientras que las BJ continuaron con un aumento mas lento.

En el dia 4, las MDA-MB-231 alcanzaron una aceleracion marcada dentro de la fase

exponencial, mientras que las BJ recién iniciaron su transicion hacia esta fase. Para el dia 6,
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las MDA-MB-231 mostraron una desaceleracion caracteristica de la fase estacionaria,
mientras que las BJ mantuvieron un aumento progresivo, aunque con una magnitud

considerablemente menor.

Para el dia 8, las MDA-MB-231 alcanzaron su pico maximo de proliferacion, mientras que
las BJ se encontraban hacia el final de su fase exponencial. Finalmente, entre los dias 810,
las MDA-MB-231 entraron en una fase de declive pronunciada, en contraste con las células

BJ, que presentaron un descenso mas leve y gradual en su nimero celular.

2.2 Efecto de la resistencia adquirida a Docetaxel Y Paclitaxel

En contraste con el grupo control (MDA), las células tratadas con 130 nM de Docetaxel
(MDA+DOC, linea morada) y con 130 nM de Paclitaxel (MDA+PTX, linea naranja)
mostraron patrones de proliferacion diferenciados a lo largo del tiempo (Grafica 1). Aunque
ambas sublineas comenzaron con la misma densidad celular, las células expuestas a

Docetaxel mostraron el fenotipo mas comprometido.

Para el dia 2, las curvas comenzaron a divergir: las células MDA+DOC mostraron una ligera
disminucion, mientras que las MDA+PTX continuaron incrementando su ntimero celular

dentro de una fase de latencia tardia.

En el dia 3, las células MDA+DOC alcanzaron su pico maximo, indicando la finalizacion de
su fase exponencial, seguida de un rapido freno proliferativo. En contraste, las MDA+PTX

continuaron en crecimiento activo.

Entre los dias 3—4, las MDA+DOC ingresaron en una fase estacionaria, manteniendo un
numero celular estable, mientras que las MDA+PTX continuaron aumentando, aunque con

una velocidad ligeramente menor que la observada entre los dias 2 y 3.
Entre los dias 4-6, las MDA+DOC progresaron hacia una fase de declive, presentando

valores por debajo de su punto inicial. Por el contrario, las MDA+PTX mantuvieron su

crecimiento y alcanzaron su pico maximo en el dia 6.
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A partir de los dias 6-8, las MDA+PTX entraron igualmente en una fase de declive.
Finalmente, para el dia 10, ambos grupos permanecieron en declive, aunque de manera

menos pronunciada en comparacion con los dias inmediatamente previos.

2.3 Comparacion entre las lineas MDA

Las tres lineas evaluadas mostraron patrones proliferativos diferenciados a lo largo del
experimento. La linea control alcanz6 el mayor nivel de crecimiento, con un incremento
progresivo hasta el dia 8. En contraste, ninguna de las lineas resistentes iguald este

comportamiento.

La sublinea resistente a Paclitaxel mantuvo un crecimiento sostenido hasta el dia 6, lo que
indicé que la adaptacion a este farmaco permitié preservar parcialmente la progresion
mitdtica. En contraste, la sublinea resistente a Docetaxel mantuvo valores casi constantes
durante todo el experimento, reflejando una proliferacion severamente limitada desde etapas
tempranas. Estos resultados reflejaron una clara disminucion en la capacidad proliferativa

asociada a la adquisicion de resistencia en ambas lineas tratadas.

Grdficas 1. Dindamica proliferativa de células normales vs. células cancerigenas

tratadas y no tratadas.
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Nota. Numero de células en funcion del tiempo (dias 0-10) para células MDA-MB-231 sin tratamiento (linea
violeta), células BJ (linea azul), células MDA-MB-231 tratadas con 130 nM de paclitaxel (MDA+PTX, linea
naranja) y células MDA-MB-231 tratadas con 130 nM de docetaxel (MDA+DOC, linea morada).

3 Ensayo de formacion de colonias: evaluacion del potencial clonogénico.

Los resultados mostraron que la linea celular MDA-MB-231 tuvo una mayor capacidad para
formar colonias (Grafica 2), evidenciada por un numero superior de estructuras clonales y
por colonias de mayor tamafno. En contraste, las células BJ generaron menos colonias,
pequenas y dispersas, lo que reflej6 una menor capacidad proliferativa y de supervivencia

bajo las condiciones del ensayo.
Las colonias derivadas de MDA-MB-231 se distribuyeron de manera mas densa en la placa,

lo que coincidi6 con su mayor agresividad y rapida duplicacion celular. Por el contrario, las

células BJ mostraron una distribucion mas separada y de baja densidad, consistente con
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su crecimiento regulado y no tumoral, lo que limit6 su eficiencia para formar colonias en

comparacion con las células cancerosas.

Grdficas 2. Comparacion del potencial clonogénico entre MDA-MB-231y BJ.
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4 Impacto de los tiempos de preincubacion en la eficacia antiproliferativa y citotoxica

de docetaxel y paclitaxel en células mda-mb-231: analisis comparativo en funcion

del tiempo y concentracion

Los graficos presentados ilustraron los efectos de DOC y PTX sobre la linea celular MDA-

MB-231, evaluados mediante ensayos de viabilidad (Gréficas 3) y citotoxicidad (Graficas 4).

Las células fueron analizadas tras preincubaciones de 24 h (paneles A y C) o 72 h (paneles

B y D), con exposiciones prolongadas de 72 h (rosado), 96 h (gris) y 120 h (azul).

4.1 Tratamiento con Docetaxel

4.1.1 24 h de preincubacion
Viabilidad (Grafica 4A):

La viabilidad méxima se registré en 250 nM y 120 h de exposicion, mientras que la minima

se observd en 100 nM y 96 h.

72 h: Se observo una disminucidn progresiva de la viabilidad con respecto al control. La
viabilidad se redujo aproximadamente un 60—65 % en concentraciones de 100—130 nM.
En el rango de 150-250 nM, la viabilidad disminuy6 ain més. Sin embargo, a 300 nM

se detectd un leve incremento que no alcanzo los niveles iniciales.

96 h: La reduccion de las células con respecto al control fue més marcada al inicio, en
comparacion con las 72 h. La viabilidad fue inferior al 70-75 % desde 100 nM y se
mantuvo reducida en la mayoria de las concentraciones, excepto en 200 nM y 300 nM,

que presentaron una viabilidad alrededor del 32-38 %.

120 h: Se observo que la viabilidad cayo 6065 %, al igual que a 72 h, con respecto al
control en 100 nM. No obstante, se observd una disminucion en 130 nM y 150 nM. En
las concentraciones siguientes, la viabilidad aument6 y alcanz6 el punto més alto de la

grafica en 250 nM; en la tltima concentracion se registrd una nueva disminucion.

Citotoxicidad (Grafica SA):
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e 72 h: Los valores oscilaron entre 65-78 %.
e 96 h: Se registro el rango mas amplio, entre 65-80 %.

e 120 h: Los valores oscilaron entre 62—78 %.

4.1.2 72 h de preincubacion

Viabilidad (Grafica 4B):

La viabilidad maxima se registré en 100 nM y 96 h de exposicion, mientras que la minima

se alcanzé en 300 nM y 72 h.

e 72 h: La viabilidad disminuy6 aproximadamente 60—65 % respecto al control, con

una reduccién més pronunciada con el aumento de la concentracion.

e 96 h: Fue el tiempo de exposicion con mayor viabilidad general, manteniéndose por

encima del 50% en casi todas las concentraciones, excepto en 130 nM y 150 nM.

e 120 h: La viabilidad celular fue menor a la registrada en los otros tiempos, con una
reduccion del 80-85 % respecto al control. Las concentraciones iniciales (100—130
nM) mostraron los valores mas bajos de viabilidad; a partir de 150 nM, la viabilidad

aumento significativamente y alcanzé su punto maximo en 150 nM.

Citotoxicidad (Grafica 5B):

e 72 h: se registré el rango mas amplio, entre 78-90 %.
e 96 h: Los valores oscilaron entre 45-70 %.

e 120 h: Los valores oscilaron entre 58—85 %.

Comparacion 4A vs. 4B:

Las células preincubadas por 72 h (Grafica 4B) mostraron mayor tolerancia a docetaxel que

las preincubadas por 24 h (Grafica 4A), conservando mayor viabilidad, especialmente a 96
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h. Esto sugiri6 que el tiempo de acondicionamiento previo al tratamiento influyo

directamente en la respuesta celular.

4.2 Tratamiento con Paclitaxel

4.2.1 24 h de preincubacion
Viabilidad (Grafica 4C):

La viabilidad méxima se registré en 200 nM y 120 h de exposicion, mientras que la minima

se observd en 300 nM y 72 h.

e 72 h: La viabilidad disminuy6 70-75 % respecto al control, manteniéndose en un 25—
30 % entre 100200 nM. En 250 nM se observd un aumento moderado

(aproximadamente 35 %), seguido de una disminuciéon en 300 nM.

e 96 h: Se registr6 un incremento moderado de viabilidad en 100 nM, manteniéndose

luego entre 28-38 % en el resto de las concentraciones.

e 120 h: La viabilidad volvié a disminuir entre 70—-75 % en 100 nM. Posteriormente,
entre 100-200 nM se registr6 un aumento progresivo, con un maximo en 200 nM,

seguido de una caida en 250-300 nM.

Citotoxicidad (Grafica 5C):

e 72 h: se registré el rango mas amplio, entre 78—85 %.
e 96 h: Los valores oscilaron entre 6575 %.

e 120 h: Los valores oscilaron entre 65—78 %.

4.2.2 72 h de preincubacion

Viabilidad (Grafica 4D):
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La viabilidad méxima se registré en 200 nM y 96 h, mientras que la minima se alcanz6 en

300 nM y 120 h.

e 72 h: La viabilidad disminuy6 55-60 % respecto al control, reduciéndose de forma

progresiva a medida que aumentaba la concentracion.

e 96 h: La viabilidad se redujo entre 60—65 %. Las concentraciones iniciales (100—150
nM) mostraron disminuciones constantes, mientras que 200 nM registr6 el valor mas

alto (aproximadamente 50 %). A partir de 250 nM volvié a disminuir.

e 120 h: Se observo la menor viabilidad general, con valores del 25-30% en 100 nM.
La viabilidad aument6 hasta 150 nM y luego disminuy6 en las concentraciones de

200, 250 y 300 nM.

Citotoxicidad (Grafica 5D):

e 72 h: los valores oscilaron entre 60—85 %.
e 96 h: Los valores oscilaron entre 58-78 %.

e 120 h: Se registro6 el rango mas amplio, entre 62—90 %.

Comparacion 4C vs. 4D:

Al igual que con docetaxel, el aumento del tiempo de preincubacion con paclitaxel (72 h;
Grafica 4D) permitié conservar ligeramente mayor viabilidad a ciertas concentraciones
(especialmente 200 nM a las 96 h). No obstante, la toxicidad global aumento con el tiempo

de exposicion, sin una recuperacion evidente a las 120 h.
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Grdficas 3. Viabilidad en células MDA-MB-231 tratadas con Docetaxel y Paclitaxel.
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Nota. Viabilidad celular de células MDA-MB-231 tratadas con Docetaxel (DOC) y Paclitaxel (PTX), evaluada

en funcion de diferentes tiempos de preincubacion y tiempos de exposicion de 72 h (rosado), 96 h (gris) y 120

h (azul). A) Células sembradas durante 24 h y tratadas con Docetaxel. B) Células sembradas durante 72 h 'y

tratadas con Docetaxel. C) Células sembradas durante 24 h y tratadas con Paclitaxel. D) Células sembradas

durante 72 h y tratadas con Paclitaxel.
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Grdficas 4. Citotoxicidad en células MDA-MB-231 tratadas con Docetaxel y Paclitaxel.
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Nota. Evaluacion de la citotoxicidad en células MDA-MB-231 tratadas con Docetaxel (DOC) y Paclitaxel
(PTX) en funcion de diferentes tiempos de preincubacion y tiempos de exposicion de 72 horas (rosado), 96
horas (gris) y 120 horas(azul). A) Células sembradas durante 24 h y tratadas con Docetaxel. B) Células
sembradas durante 72 h y tratadas con Docetaxel. C) Células sembradas durante 24 h y tratadas con Paclitaxel.

D) Células sembradas durante 72 h y tratadas con Paclitaxel.

5 Analisis de expresion génica en células MDA-MB-231 tratadas con Paclitaxel y
Docetaxel: Identificacion de genes diferencialmente expresados asociados a

resistencia
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El analisis de expresion génica (Tabla 2) mostré diferencias marcadas entre las células
tratadas con PTX y DTX en comparacion con las células control (valor normalizado = 1). En
total, se identificaron 36 genes con expresiones significativas en respuesta a los tratamientos,
distribuidos en categorias funcionales como resistencia a medicamentos, enzimas de
metabolizacion, reparacion del ADN, ciclo celular, receptores hormonales, factores de
crecimiento y factores de transcripcion (Tabla 3), lo que reveld patrones diferenciales de

expresion entre ambos taxanos (Graficas 5).

5.1 Andlisis de diferencias en la expresion génica

El estudio revelé que la mayoria de los genes analizados presentaron un aumento
notable en su expresion en respuesta al tratamiento con DTX, en comparacion
con PTX. Entre los genes con mayor diferencia de expresion estan ELK1, CYP2C8 y AR

(Graficas 5A), los cuales podrian representar posibles biomarcadores de resistencia o blancos

terapéuticos especificos frente a estos taxanos.

5.2 Expresion génica organizada por categorias visuales: graficas A—F

Grafica A

e El gen ELKI1 mostr¢ la diferencia mas amplia en la expresion, con un valor de 20 030.62
con DOC, frente a 515.6 con PTX, lo que representd una diferencia de 19 515.02 entre

ambos taxanos.

e El gen CYP2C8 mostro la segunda diferencia mas amplia, presentando un aumento de
expresion de 9 432.68 con DOC frente a 1 292.78 con PTX, lo que representa una
diferencia de 8 139.9.

e Elreceptor de androgenos (AR) fue el tercer gen con mayor diferencial de expresion, con
un valor de 4 935.31 con DOC frente a 465.81 con PTX, lo que representd una diferencia
de 4 469.5.
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e El gen CYP2C9 fue el cuarto gen con una diferencial de expresion, con un valor de 5

210.85 con DOC frente a 1 291.62 con PTX. lo que representa una diferencia de 3 919.23.

e El gen CYP3A4 fue el quinto gen con una diferencial de expresion, con un valor de 4

014.98 con DOC frente a 515.6 con PTX. lo que representa una diferencia de 3 499.38.

e El gen CYP2B6 mostrd un aumento de expresion de 3 327.06 con DOC frente a 308.4 con
PTX, lo que representa una diferencia de 3 018.66.

Grafica B

e El gen CYP2CI19 present6d una expresion de 4 158.12 con DOC frente a 1 706.74 con

PTX, con una diferencia de 2 451.38 entre ambos tratamientos.

e FElgen SULTIEI mostr6 una expresion de 2 621.97 con DOC frente a 319.52 con PTX,

con una diferencia de 2 302.45.

e El gen ESR1, correspondiente al receptor de estrogeno alfa, presentd una expresion de 1

963.83 con DOC frente a 15.06 con PTX, lo que represent6 una diferencia de 1 948.77.

e El gen ABCBI, asociado a resistencia a multiples farmacos, mostr6é una expresion de 1

926.18 con DOC frente a 522.11 con PTX, con una diferencia de 1 404.07.

El gen ESR2, receptor de estrogeno beta, presentd una expresion de 1 491.79 con DOC
frente a 120.42 con PTX, con una diferencia de 1 371.37.

El gen DHFR, relacionado con el metabolismo del folato, mostré una expresion de 1

080.81 con DOC frente a 7.48 con PTX, lo que represent6 una diferencia de 1 073.33.

Grafica C
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e El gen CYP3AS present6 una expresion de 911.88 con DOC frente a 159.54 con PTX,

con una diferencia de 752.34.

e El gen CYP2D6 mostrd una expresion de 742.37 con DOC frente a 21.48 con PTX, con
una diferencia de 720.89.

e El gen FGF2, factor de crecimiento basico, presentd una expresion de 814.53 con DOC

frente a 312.55 con PTX, con una diferencia de 501.98.

e El gen TPMT present6 una expresion de 440.64 con DOC frente a 28.08 con PTX, lo que

representa una diferencia de 412.56.

e El gen NFKBIE, regulador de la via NF-kB, present6 una expresion de 387.57 con DOC
frente a 12.19 con PTX, con una diferencia de 375.38.

e El gen CYPIA2 mostrd una expresion de 440.19 con DOC frente a 109.67 con PTX, con
una diferencia de 330.52.

Grafica D

e El gen ERBB3, miembro de la familia de receptores ERBB, present6 una expresion de

264.59 con DOC frente a 13.59 con PTX, con una diferencia de 251.00.

e Elgen CYP1A1 mostr6 una expresion de 317.31 con DOC frente a 72.97 con PTX, lo que

representa una diferencia de 244.34.

e El gen XPC, involucrado en reparacion del ADN, presentd una expresion de 229.44 con

DOC frente a 20.33 con PTX, con una diferencia de 209.11.

e El gen NAT?2, relacionado con acetilacion de xenobioticos, presentd una expresion de

212.66 con DOC frente a 25.19 con PTX, con una diferencia de 187.47.
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e El gen BCL2, antiapoptdtico, presentd una expresion de 208.42 con DOC frente a 21.02
con PTX, con una diferencia de 187.40.

e El gen CDKN2A, regulador del ciclo celular, mostré una expresion de 472.98 con DOC
frente a 290.3 con PTX, lo que representa una diferencia de 182.68.

Grafica E

e El gen CYP2EI present6 una expresion de 186.34 con DOC frente a 57.67 con PTX, con
una diferencia de 128.67.

e El gen CDKN2D mostr6 una expresion de 140.74 con DOC frente a 16.47 con PTX, con
una diferencia de 124.27.

e FEl gen GSTPI, implicado en detoxificacion, presentd una expresion de 133.08 con DOC

frente a 28.34 con PTX, con una diferencia de 104.74.

e FElgen RELB, de la familia NF-xB, mostr6 una expresion de 98.27 con DOC frente a 5.29

con PTX, con una diferencia de 92.98.

e El gen BCL2L1, isoforma antiapoptdtica BCL-XL, presentd una expresion de 56.14 con
DOC frente a 1.25 con PTX, con una diferencia de 54.89.

e El gen ERBB2, conocido como HER2, mostrd una expresion de 53.00 con DOC frente a
4.72 con PTX, con una diferencia de 48.28.

Grafica F

42



El gen BLMH, present6 una expresion de 45.37 con DOC frente a 1.07 con PTX, con una
diferencia de 44.30.

El gen APC, supresor tumoral, presentd una expresion de 55.62 con DOC frente a 18.61

con PTX, con una diferencia de 37.01.

El gen CCNEI, mostr6 una expresion de 33.42 con DOC frente a 3.64 con PTX, con una
diferencia de 29.78.

El gen ERCC3, present6 una expresion de 34.26 con DOC frente a 4.86 con PTX, lo que

representa una diferencia de 29.40.

El gen PPARA, mostr6 una expresion de 43.94 con DOC frente a 16.71 con PTX, con una
diferencia de 27.23.

El gen ABCCS, mostr6 una diferencia de expresion de 32.09 con DOC frente a 5.51 con
PTX, con una diferencia de 26.58.
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Grdficas 5. Genes con mayor diferencia en expresion entre las células MDA-MB-321 Control y las tratadas.
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Nota. Genes diferenciales en MDA-MB-231: Paclitaxel vs. Docetaxel. Expresion de 36 genes en células no
tratadas (Control, barras violetas), tratadas con 130 nM de Paclitaxel (MDA+PTX, barras rosas) y tratadas con
130 nM de Docetaxel (MDA+DOC, barras celestes). Los genes se ordenan de mayor a menor seguin las
diferencias en expresion entre PTX y DTX.
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6 Expresion proteica de RELB en células MDA-MB-231 control y tratadas con

Paclitaxel y Docetaxel

Para validar si los cambios transcripcionales observados en el microarreglo se reflejaban a
nivel proteico, se realizd un ensayo de Western blot dirigido a RELB. En la membrana se
cargaron cuatro carriles (escalera, MDA control, MDA+PTX, MDA+DOC), permitiendo una

comparacion directa del impacto de ambos taxanos.

6.1 Patron de bandas y peso molecular
Las bandas correspondientes a RELB se observaron en el rango de 62—65 kDa, concordante
con el peso molecular reportado para esta proteina. La escalera permiti6 verificar la correcta

migracion y confirmar la especificidad del anticuerpo empleado.

El carril de MDA control mostrd niveles basales. En contraste, la exposicion a Paclitaxel
produjo un incremento moderado en la intensidad de la banda, mientras que Docetaxel indujo
una sefial notablemente superior, reflejando una activacion mas robusta de la via dependiente

de RELB.

Este comportamiento proteico fue congruente con el andlisis transcriptomico, en el cual
RELB también mostr6 una sobreexpresion mas marcada bajo tratamiento con Docetaxel, lo
que indicé una mayor expresion proteica. Este patron coincidid con la sobreexpresion

transcripcional observada previamente para RELB en el microarreglo.

6.2 Control de carga (GAPDH)

Las bandas correspondientes a GAPDH se detectaron en el rango de 36-38 kDa y fueron
uniformes en los tres carriles, lo que descartd variaciones en carga, transferencia o
degradacion proteica. Este control permitio interpretar de manera fiable los cambios relativos

en RELB.
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Grdficas 7. Western blot y cuantificacion de bandas de expresion de RELB diferencia en expresion entre las

células MDA-MB-231 Control y las tratadas.
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Nota. GAPDH se emple6 como control de carga. la intensidad de la banda correspondiente a RELB fue
mayor en las células tratadas con docetaxel en comparacion con las demas condiciones experimentales.

B. DISCUSION

1 Adaptacion morfologica y primeros indicios de resistencia frente a taxanos

Los cambios morfolégicos observados durante la exposicion progresiva a Paclitaxel y
Docetaxel sugieren que las células MDA-MB-231 activaron mecanismos adaptativos frente
al dafio inducido por ambos taxanos. Alteraciones como vacuolizacidon citoplasmatica,
redondeamiento celular y pérdida de confluencia han sido descritas como indicadores
tempranos de disrupcion del citoesqueleto y activacion del estrés mitdtico en modelos de

cancer de mama expuestos a taxanos (Alalawy et al., 2024).

A pesar del dafo temprano, algunas células permanecieron adheridas, lo que sugiere la
seleccion de subpoblaciones tolerantes. Estudios actuales han demostrado que la exposicion
sostenida a taxanos favorecid la supervivencia de células con mayor expresion de
transportadores ABC, especialmente ABCBI, asi como la activacioén de rutas como NF-«B

y PI3K/AKT que promueven resistencia (Kannan et al., 2025; Postigo-Corrales et al., 2025).
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Estos patrones sugirieron que la resistencia emergié como resultado de una combinacion de
adaptacion estructural, reprogramacion de la sefializacion intracelular y seleccion de
subpoblaciones con mayor tolerancia metabdlica y citoesquelética, mas que por el impacto

directo del dafio inducido por los taxanos.

2 Comparacion del comportamiento del crecimiento entre células normales,

tumorales y resistentes a taxanos en cancer de mama triple negativo

La divergencia proliferativa entre BJ, MDA-MB-231 y las variantes resistentes reflejo la
naturaleza tumoral de la linea MDA-MB-231 y el efecto adaptativo inducido por los taxanos.
Las células BJ, como fibroblastos normales, mostraron un crecimiento controlado, coherente
con la presencia de puntos de control del ciclo celular funcionales y una baja tasa replicativa,
tal como se ha reportado para lineas no transformadas (Campisi, 2013). En contraste, las
MDA-MB-231 mostraron un crecimiento acelerado y un punto méximo temprano, lo que
concuerda con reportes que caracterizan esta linea como altamente proliferativa y metastasica
debido a mutaciones en TP53 y la activacion constitutiva de rutas como MAPK y PI3K/AKT
(Tian et al., 2020; Kenny et al., 2007).

Tras la seleccion con Paclitaxel y Docetaxel, ambas lineas resistentes mostraron un
crecimiento reducido respecto al control, lo cual ha sido reportado previamente como un
efecto asociado al costo metabdlico que implica mantener mecanismos de resistencia, tales
como sobreexpresion de transportadores ABC y remodelacion del citoesqueleto (Nedeljkovié
& Damjanovi¢, 2019). No obstante, las células resistentes a Paclitaxel mantuvieron mayor
capacidad proliferativa que las resistentes a Docetaxel, lo cual coincide con estudios que
indican que la resistencia a PTX puede asociarse a fenotipos mas moviles e invasivos,
mientras que la resistencia a DOC tiende a inducir estados mas cercanos a senescencia parcial

o arresto prolongado del ciclo (Zhao et al., 2019).
Estos resultados apoyaron la idea de que la resistencia a taxanos es un fenémeno evolutivo

multifactorial, en el cual cada farmaco presenta trayectorias adaptativas distintas y

diferencias notorias en la proliferacion.

47



3 Potencial clonogénico diferencial entre MDA-MB-231 y BJ

La mayor formacion de colonias observada en MDA-MB-231 indic6 una elevada capacidad
de supervivencia y proliferacion tras el estrés de baja densidad, coherente con su fenotipo
tumoral agresivo. Esto coincidid con estudios que muestran que lineas TNBC poseen un alto

potencial clonogénico y elevada tasa de duplicacion (Bai et al., 2021).

En contraste, las células BJ generaron pocas colonias, reflejando su proliferacion regulada y
menor plasticidad, como se ha documentado para fibroblastos normales con limitada

capacidad de expansion clonal (Li et al., 2020).

4 Influencia del Tiempo de Preincubacion y Exposicion en la Respuesta de Células

MDA-MB-231 a Docetaxel y Paclitaxel

Los resultados demostraron que la respuesta de las lineas MDA-MB-231 tratadas con
Paclitaxel y Docetaxel dependi6 tanto del tiempo de preincubacion como del tiempo de
exposicion. Las células preincubadas por 72 h mantuvieron una mayor viabilidad que las
preincubadas por solo 24 h, lo que coincidié con estudios que reportan que una mayor
adhesion y estabilizacion celular favorecen la activacidon de mecanismos tempranos de

defensa, especialmente vias de supervivencia como PI3K/Akt (Woods et al., 2020).

Docetaxel presentd una citotoxicidad mas rapida e intensa que Paclitaxel, confirmando lo
descrito en la literatura, donde su mayor afinidad por B-tubulina y la formacion de
microtubulos generan una detencion mitdtica mas estable y apoptosis mas temprana (Barbuti

& Chen, 2015).

El comportamiento no lineal observado entre concentracion y respuesta respalda la idea de
que la sensibilidad a taxanos no depende solamente de la dosis, sino también del estado
fisiologico previo de la célula y de su capacidad para activar rutas adaptativas frente al estrés

mitotico (Nedeljkovi¢ & Damjanovi¢, 2019).
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5 Mecanismos Moleculares Diferenciales Inducidos por Taxanos en Cancer de Mama

Triple Negativo

El andlisis de expresion génica mostré que Docetaxel provocod una activacion molecular
mucho mas intensa que Paclitaxel, afectando rutas asociadas a proliferacion, metabolismo
xenobidtico, resistencia a farmacos, sefalizacion hormonal, reparacion de ADN vy
supervivencia celular. Este comportamiento coincididé con estudios que demostraron que
DOC tiende a inducir respuestas celulares mas intensas debido a su mayor afinidad por B-

tubulina (Barbuti & Chen, 2015; Nedeljkovi¢ & Damjanovi¢, 2019).

5.1 Biomarcador de Resistencia Emergente

La marcada sobreexpresion de ELK1 observada en las células tratadas con Docetaxel
representd uno de los hallazgos mas sobresalientes del estudio, ya que este gen codifica un
factor de transcripcion clave en la via MAPK/ERK, responsable de regular la proliferacion y
la supervivencia celular. Aunque la activacion de ELK1 es comun en células sometidas a
estrés, los niveles extremadamente elevados excedieron lo documentado previamente en el
cancer de mama, indicando un fendmeno transcripcional atipico. En otros tumores, como
prostata y melanoma, ELK1 ha sido descrito como un amplificador transcripcional capaz de
reactivar programas de supervivencia bajo condiciones citotoxicas, pero no se habia

documentado una induccion tan marcada en TNBC (Hollenhorst et al., 2011).

Esta sobreexpresion sugiere que las células activaron un mecanismo de reprogramacion
transcripcional dirigido a contrarrestar el bloqueo mitético, en concordancia con estudios que
vinculan la resistencia a taxanos con la hiperactivacion de rutas proliferativas y

antiapoptoticas (Nedeljkovi¢ & Damjanovi¢, 2019).

5.2 Genes con Expresion Novedosa en TNBC

La induccion de SULTIElI y BLMH en TNBC introdujo elementos novedosos en la
comprension de la resistencia a taxanos. SULTI1EI, una sulfotransferasa encargada de
inactivar estrogenos, ha sido reportada principalmente en cancer de mama luminal, cancer
endometrial y tumores hormono-dependientes, controla la sulfataciéon de estrogenos y

metabolitos derivados. A pesar de que TNBC carece de receptores hormonales, se ha
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demostrado que metabolitos estrogénicos regulan circuitos proliferativos independientes del
receptor, influyendo sobre rutas MAPK/ERK y PI3K/AKT (Zhang et al., 2021). La
activacion de SULTIEI] sugiere una posible reconfiguracion hormonal compensatoria,
mecanismo ya propuesto en tumores resistentes a terapia (Peters et al., 2023). Su expresion
indica una posible reactivacion de rutas hormonodependientes como mecanismo

compensatorio.

Por su parte, BLMH (bleomicina hidrolasa) ha sido descrita fundamentalmente en cancer de
pulmén, céncer testicular y linfomas sensibles a bleomicina; asimismo, ha adquirido
relevancia como modulador integral de la homeostasis proteica y gendmica bajo condiciones
de estrés antimitotico. Estudios de alto impacto han demostrado que BLMH no solo
detoxifica bleomicina, sino que también participa en la tolerancia al estrés quimioterapéutico
y en el mantenimiento de la estabilidad gendmica frente a perturbaciones estructurales del
ciclo celular (Li et al., 2022). Su sobreexpresion sugiere un rol adaptativo clave,
posicionandola como un posible marcador funcional de reparacién asociado a resistencia,

coherente con mecanismos descritos en tumores quimiorresistentes.

5.3 Isoenzimas del Citocromos P450

El grupo de genes CYP (CYP2CS8, CYP2C9, CYP3A4, CYP2B6 y CYP2C19) mostr6é una
activacion mucho mayor de la esperada en MDA-MB-231, indicando que las células
resistentes recurrieron a rutas de detoxificaciéon poco habituales en TNBC. Estos genes
participan en el metabolismo de taxanos y suelen estar sobreexpresados principalmente en
cancer de higado, pulmén y prostata, donde contribuyen a disminuir la concentracion
intracelular de farmacos y favorecer la resistencia (Zanger & Schwab, 2013; Gao et al.,

2021).

La elevada induccion de CYP2C8 y CYP2C9 coincide con su papel conocido en el
metabolismo de taxanos y con reportes que asocian variantes como CYP2C8*3 a menor

sensibilidad al paclitaxel (Karlgren et al., 2011). En conjunto, los resultados sugieren que las
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células resistentes desarrollaron un perfil metabolico similar al hepatico, usando enzimas de

detoxificacion para disminuir el efecto citotoxico de los taxanos.

5.4 via NF-xB

Los reguladores NFKBIE y RELB sugirieron la activacion coordinada de las ramas candnica
y no candnica de NF-kB, favoreciendo respuestas inflamatorias, reparacion del dafio y
supervivencia temprana frente al estrés mitdtico. Este patron coincide con evidencia de que
NF-kB actlia como un eje prosupervivencia central en resistencia a taxanos, al modular
antiapoptosis, reparacion y plasticidad tumoral (Perkins, 2012). Aunque la activacion
canonica ha sido ampliamente vinculada a quimiorresistencia, la induccion de RELB es
particularmente relevante, ya que estudios recientes lo asocian con EMT, persistencia celular
y agresividad tumoral en cancer de mama (Kim et al., 2023). RELB, no habia sido
previamente reportado en este contexto, por lo que podria implicar un nuevo eje de regulacion

inmuno-inflamatoria en la resistencia al tratamiento.

5.5 Genes de Reparacion del ADN

Los genes XPC, ERCC3 y APC, relacionados con la reparacion por escision de nucleotidos
y vigilancia gendmica, se expresaron mas con DOC, lo que coincididé con reportes que
asocian este taxano a un dafio replicativo mas severo en células altamente proliferativas

(Barbuti & Chen, 2015).

5.6 Genes de resistencia farmacoldgica

Los genes ABCB1, BCL2 y BCL2L1 establecieron un umbral més alto para la activacion de
la muerte celular programada. Se ha demostrado que la sobreexpresion de miembros
antiapoptoticos de la familia BCL-2 confiere tolerancia a taxanos y otros agentes citotoxicos,

facilitando la supervivencia bajo estrés mitdtico (Maloney et al., 2020; Alalawy et al., 2024)
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5.7 Genes del Ciclo Celular

La induccion de CDKN2A, CDKN2D y CCNEI fue marcada, lo cual puede interpretarse
como un intento de las células por detener su proliferacion ante el dafio. La expresion de
inhibidores de cinasas dependientes de ciclina como CDKN2A y CDKN2D puede facilitar
la entrada en un estado de senescencia transitoria, mientras que la activaciéon de CCNEI, una
ciclina G1/S, ha sido vinculada a resistencia en canceres de mama y ovario (Li et al., 2018;
Bosco et al., 2007). Este patron sugiere una dualidad funcional: por un lado, detencion del

ciclo; por el otro, promocion de recuperacion proliferativa.

5.8 Genes de Receptores Hormonales y Factores de Crecimiento

La sobreexpresion de AR (receptor de andrégenos), ESR1 (receptor de estrogeno alfa) y
ESR2 (receptor de estrégeno beta), constituye uno de los hallazgos mas inesperados
considerando que las células MDA-MB-231 corresponden al subtipo triple negativo,
caracterizado por la ausencia de receptores hormonales. Esta activacion andmala sugiere un
proceso de reprogramacion fenotipica, donde las células tumorales recuperan o reactivan vias
hormonales como estrategia de escape frente al estrés citotoxico. Estudios recientes han
demostrado que algunos subtipos de TNBC pueden adquirir caracteristicas luminales,
activando sefalizacion estrogénica o androgénica con el fin de sostener la proliferacion bajo

condiciones adversas (Yuan et al., 2021).

Asimismo, la sobreexpresion de ERBB2, ERBB3 y FGF2, factores clave en proliferacion,
angiogénesis y migracion tumoral, apunta a la activacion redundante de rutas de sefializacion
como PI3K/AKT y MAPK/ERK, las cuales se han relacionado con resistencia a

quimioterapia en cancer de mama (Dienstmann et al., 2014).

6 Validacion Proteica de RELB y su Contribucion a la Resistencia

La validacion proteica demostrd que RELB se activo de forma diferencial en células tratadas
con paclitaxel y docetaxel, siendo més evidente en este tltimo. Esto coincidi6é con la mayor
intensidad del estrés mitdtico inducido por docetaxel y con la activacion de mecanismos de
resistencia basados en NF-kB descritos en la literatura reciente (Postigo-Corrales et al.,

2025).
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Estudios actualizados indicaron que RELB favorecid la supervivencia tumoral bajo
quimioterapia mediante la regulacion de procesos como reparacion del dafo, inflamacion y
transicion hacia fenotipos mas tolerantes (Guo et al., 2024; Oh et al., 2023). Asimismo, su
sobreexpresion ha sido asociada con progresion tumoral en modelos agresivos de cancer de

mama (Kim et al., 2023).

La coincidencia entre la induccion transcriptomica (Resultado 5) y la activacion proteica
(Resultado 6) reforzé que RELB actué como un componente clave en la resistencia a taxanos

y sugiri6 su potencial como biomarcador y blanco terapéutico en TNBC resistente.

C. LIMITACIONES

El alcance del presente estudio se encuentra condicionado por determinadas limitaciones
metodoldgicas propias del modelo experimental empleado. En primer lugar, el uso de lineas
celulares establecidas no representa completamente la heterogeneidad biologica de los
tumores in vivo, lo que puede restringir la extrapolacion de los resultados a contextos

fisiol6égicos mas complejos.

Asimismo, la generacion de lineas celulares resistentes a Paclitaxel y Docetaxel requirié un
periodo prolongado de exposicion escalonada, lo que constituye una limitacion temporal del
estudio. Incrementos frecuentes o acelerados en la concentracion de los taxanos pueden

inducir apoptosis celular, comprometiendo la estabilidad del modelo resistente.

Adicionalmente, la induccion de resistencia se realizd bajo condiciones in vitro, en un
entorno controlado que no reproduce completamente la complejidad del microambiente
tumoral in vivo, incluyendo la influencia del sistema inmunolégico y de vias de sefializacion
asociadas a la supervivencia celular. Finalmente, como en todo sistema de cultivo celular
prolongado, existe un riesgo inherente de contaminacion, lo que exige un control

experimental riguroso.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES Y

RECOMENDACIONES
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A. CONCLUSION

La adaptacion escalonada a taxanos permitio la generacion de sublineas resistentes de MDA -
MB-231 que presentaron modificaciones morfologicas, proliferativas y moleculares
indicativas de un proceso de seleccion celular sostenido. Los cambios fenotipicos observados
durante la induccion de la resistencia reflejaron la activacion de mecanismos compensatorios

necesarios para tolerar el estrés citotoxico inducido por Paclitaxel y Docetaxel.

Los ensayos de proliferacion demostraron que la resistencia adquirida no solo permiti6 la
evasion farmacolégica, sino que también modific6 de manera significativa el
comportamiento bioldgico de las células. Mientras las células control mantuvieron un patrén
de crecimiento agresivo caracteristico del TNBC, las sublineas resistentes mostraron una
desaceleracion proliferativa marcada, especialmente bajo tratamiento con Docetaxel, lo que
indico un costo metabolico y replicativo asociado al mantenimiento de la resistencia. Este
hallazgo sugiri6 que la resistencia no constituye inicamente un mecanismo molecular, sino

también un estado fisioldgico alterado que impacta la progresion tumoral.

Los analisis de viabilidad y citotoxicidad revelaron que la eficacia de los taxanos dependi6
de manera critica del tiempo de preincubacion, de la duracion del tratamiento y de la
concentracion. La preincubacion de 72 h genero6 una respuesta mas tolerante, lo que evidencio
que el estado fisioldgico previo moduld la sensibilidad al tratamiento. Asimismo, las
exposiciones extendidas (96—120 h) mostraron que la viabilidad no sigui6 un patrén lineal,
sino un comportamiento altamente dependiente del contexto temporal y del tipo de taxano.
En ambos farmacos, la ventana terapéutica mas efectiva se observo entre 200-250 nM, lo
que permitié establecer parametros experimentales robustos para futuros estudios

comparativos.
El perfil transcriptomico reveld que Docetaxel indujo una respuesta génica mas intensa que

Paclitaxel, con la sobreexpresion de genes asociados a proliferacion (ELK 1), metabolizacion

de xenobiodticos (CYP2CS), sefializacion hormonal aberrante (AR) y resistencia

55



antiapoptotica. La activacion simultanea de multiples isoformas del citocromo P450 sugirio
la adquisicion de un fenotipo hepatomimético, en el cual la linea resistente incorpord una
capacidad biotransformadora ampliada para reducir la carga intracelular de taxanos, un
mecanismo inusual pero altamente adaptativo en TNBC. En este contexto, RELB destaco
como un nodo central de la via NF-kB no candnica, lo que sugirié un papel dominante en la

persistencia tumoral.

La validacion proteica de RELB confirmé su papel central como efector de la via NF-xB no
canonica, integrando sefiales de estrés mitotico, inflamacion, plasticidad celular y
persistencia tumoral. La concordancia entre los aumentos transcriptomicos y proteicos
consolidé a RELB como un biomarcador funcional de resistencia y un blanco terapéutico

potencial en TNBC.

En su conjunto, los resultados evidenciaron que la resistencia a taxanos en células MDA-
MB-231 fue un proceso multifactorial sostenido por la convergencia de rutas metabdlicas,
antiapoptoticas, proliferativas e inflamatorias. Este estudio aporta bases solidas para el disefio
de futuras estrategias terapéuticas dirigidas a superar la resistencia en cancer de mama triple

negativo.
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B. RECOMENDACIONES

1. Validar los genes con mayor expresion en el microarreglo, como ELK1, CYP2CS8, AR y
ABCBI1, mediante qPCR para cuantificar su expresion y Western blot para verificar la

presencia proteica.

2. Evaluar el uso de inhibidores de sefalizacion, como bloqueadores de NF-xB y PI3K/AKT,

con el fin de determinar si es posible revertir parcial o totalmente la resistencia adquirida.

3. Emplear herramientas de ediciéon génica como CRISPR-Cas9 para estudiar la funcion

especifica de los genes implicados en la resistencia.

4. Analizar si la resistencia adquirida modifica la capacidad invasiva o migratoria de las

células.

5. Utilizar citometria de flujo para evaluar apoptosis, ciclo celular y otros marcadores

funcionales asociados a la resistencia a Paclitaxel y Docetaxel.

6. Incluir otras lineas TNBC o modelos mas complejos para validar si los mecanismos

identificados presentan comportamientos similares.
7. Repetir los ensayos empleando diferentes tiempos de exposicion y concentraciones de los

farmacos, con el fin de comprender con mayor detalle la dinamica dosis—tiempo de la

respuesta celular.
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ANEXOS

Hlustracion 1. Concentraciones de Paclitaxel y Docetaxel

Concentraciones MDA+ Paclitaxel MDA+ Docetaxel

Control
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Tabla 3. Resultado del microarreglo

Cebadores

Genes

Resistencia a los medicamentos

Enzimas de metabolizacion

Daiios y reparacion del ADN

Ciclo celular

Receptores de factores de crecimiento

Receptores hormonales

Factores de transcripcion

ABCBI, BCL2, BCL2L1, GSTP1, ABCC5

CYP1Al, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2EL,
CYP3A4, CYP3AS, DHFR, NAT2,
SULTIE1, TPMT, BLMH

APC, ERCC3, XPC

CCNE1, CDKN2A, CDKN2D

ERBB2, ERBB3, FGF2

AR, ESR1, ESR2, PPARA

ELK 1, NFKBIE, RELB

Nota. Clasificacion funcional de los 36 genes con mayor expresion en relacion con resistencia a medicamentos,
metabolismo, reparacion del ADN, ciclo celular, sefializacion y transcripcion.
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Hlustracion 2. Perfil transcriptomico comparativo de genes asociados a resistencia

MDA MDA+PTX MDA+DTX
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Nota. Mapa de calor que muestra la expresion relativa de genes asociados a resistencia en MDA-MB-231 bajo
control, Paclitaxel y Docetaxel.
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