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GLOSARIO

Apoptosis: Proceso de muerte celular programada, que es crucial para el desarrollo y el
mantenimiento del equilibrio en los tejidos.

Cancer de mama: Tipo de cancer que se origina en el tejido mamario y puede clasificarse
segun la presencia o ausencia de receptores hormonales.

Citotoxicidad: Capacidad de un agente para dafiar o matar células, evaluada en
experimentos in vitro.

Cultivo celular: Técnica de laboratorio para el crecimiento y mantenimiento de células en
condiciones controladas fuera del organismo.

Curva de crecimiento celular: Representacion grafica del aumento en el nlimero de células
en funcion del tiempo, utilizada para estudiar el comportamiento celular.

Ensayo in vitro: Experimento realizado fuera de un organismo vivo, en condiciones
controladas de laboratorio.

Fenotipo: Conjunto de caracteristicas observables de una célula o un organismo resultantes
de la interaccion de su genotipo con el ambiente.

Lineas celulares: Células derivadas de tejido humano o animal que se cultivan en
laboratorio para estudios cientificos.

Marcadores moleculares: Biomoléculas utilizadas como indicadores de procesos
bioldgicos normales, patologicos o respuestas a tratamientos.

Microtubulos: Estructuras celulares compuestas de tubulina que forman parte del
citoesqueleto y son esenciales para la division celular.

Proliferacion celular: Proceso mediante el cual las células se dividen y aumentan en
numero.

Quimio resistencia: Capacidad de las células cancerosas para resistir los efectos de los
medicamentos quimioterapéuticos.

Receptor de estrogeno (RE): Proteina en células que se une al estrogeno, regulando la
expresion de genes relacionados con el crecimiento celular.

Resistencia cruzada: Fendmeno donde una célula resistente a un tratamiento desarrolla
resistencia a otros agentes terapéuticos con mecanismos similares o diferentes.

Taxanos: Grupo de agentes quimioterapéuticos, como paclitaxel y docetaxel, que interfieren
con la division celular al estabilizar los microtubulos.

Topotecan: Quimioterapéutico utilizado para tratar ciertos tipos de cancer al inhibir la
enzima topoisomerasa I.



RESUMEN

El cancer de mama positivo para receptores de estrogeno alfa (ERa+) representa uno de los
subtipos mas frecuentes de esta enfermedad; sin embargo, la resistencia a firmacos continua
siendo un desafio importante en el tratamiento. La resistencia adquirida y la resistencia
cruzada a diferentes agentes quimioterapéuticos pueden comprometer la eficacia de los
tratamientos y favorecer la progresion tumoral. En este contexto, el estudio de los
mecanismos celulares y moleculares asociados a estos procesos resulta fundamental para
comprender la evolucién de la enfermedad y desarrollar estrategias terapéuticas mas

eficaces.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la resistencia cruzada a quimioterapéuticos en
células de cancer de mama ERa+ que desarrollaron resistencia adquirida a topotecan. Para
ello, se generaron lineas celulares MCF-7 resistentes mediante exposicion escalonada al
farmaco. Posteriormente, se evaluaron cambios en el comportamiento celular mediante
curvas de crecimiento, ensayos de viabilidad celular (MTT) y formaciéon de colonias.
Ademas, se analiz6 la expresion de genes asociados a sefializacion de dafio en el ADN,

reparacion gendmica y regulacion del ciclo celular mediante qPCR.

Los resultados evidenciaron que la exposicion prolongada a topotecan indujo adaptaciones
celulares que modificaron el comportamiento proliferativo y la capacidad de supervivencia
de las células tratadas en comparacion con las células control. Las curvas de crecimiento
mostraron cambios en la dindmica proliferativa, mientras que los ensayos de formacion de
colonias y viabilidad celular reflejaron alteraciones en la capacidad clonogénica y
metabolica frente al tratamiento. El andlisis de expresion génica reveld variaciones en genes
relacionados con la respuesta al dafio en el ADN, reparacion gendomica y control del ciclo
celular, lo que sugiere la activacién de mecanismos moleculares asociados a la adaptacion

celular frente a la presion farmacologica.

En conclusion, los resultados indican que la exposicion prolongada a topotecan puede
inducir modificaciones funcionales y moleculares en células MCF-7 que reflejan procesos

de adaptacion celular asociados al desarrollo de resistencia.



ABSTRACT

Estrogen receptor alpha—positive (ERa+) breast cancer represents one of the most common
subtypes of this disease; however, drug resistance remains a major challenge in its treatment.
Acquired resistance and cross-resistance to different chemotherapeutic agents can
compromise treatment effectiveness and promote tumor progression. In this context,
studying the cellular and molecular mechanisms involved in these processes is essential to

better understand disease progression and to develop more effective therapeutic strategies.

The objective of this study was to evaluate cross-resistance to chemotherapeutic agents in
ERo+ breast cancer cells that developed acquired resistance to topotecan. To achieve this,
resistant MCF-7 cell lines were generated through stepwise exposure to the drug.
Subsequently, changes in cellular behavior were assessed using growth curves, cell viability
assays (MTT), and colony formation assays. In addition, the expression of genes associated
with DNA damage signaling, genomic repair, and cell cycle regulation was analyzed by

qPCR.

The results showed that prolonged exposure to topotecan induced cellular adaptations that
altered the proliferative behavior and survival capacity of treated cells compared with control
cells. Growth curves revealed changes in proliferative dynamics, while colony formation
and cell viability assays reflected alterations in clonogenic and metabolic capacity under
treatment conditions. Gene expression analysis revealed variations in genes related to DNA
damage response, genomic repair, and cell cycle control, suggesting the activation of

molecular mechanisms associated with cellular adaptation to pharmacological pressure.
In conclusion, the results indicate that prolonged exposure to topotecan may induce

functional and molecular modifications in MCF-7 cells that reflect cellular adaptation

processes associated with the development of drug resistance.

X



INTRODUCCION

El cancer de mama con receptor de estrogeno positivo (ERa+) es el mas diagnosticado en
todo el mundo y, a pesar de los avances terapéuticos que han mejorado la supervivencia, la
resistencia a farmacos sigue limitando las respuestas en pacientes con enfermedad
metastdsica avanzada (Kannan et al., 2025). El problema se agrava porque hay resistencia
intrinseca y adquirida, la primera por falta de sensibilidad basal a ciertos agentes y la segunda
que surge luego de exposiciones repetidas inicialmente efectivas (Gautam et al., 2025). Esto
determina que tratamientos inicialmente efectivos se vuelvan inefectivos con el tiempo, con

mayor recurrencia y que explican en parte las altas tasas de mortalidad por cancer.

En este sentido, la creacion de lineas celulares resistentes es una manera experimental de
descifrar las bases moleculares y celulares involucradas. En particular, la creacion de lineas
MCF-7 resistentes a topotecan, un inhibidor de topoisomerasa I, permite estudiar
mecanismos intrinsecos y posibles fenomenos de resistencia cruzada a taxanos como
paclitaxel. Estos taxanos interfieren con la dindmica de los microtiibulos y su eficacia puede
verse influenciada por cambios en isotipos tubulinicos, mutaciones en sitios de unioén o

modificaciones en proteinas asociadas a microtubulos (Chen et al., 2023).

La propuesta experimental no solo plantea analizar si hay resistencia cruzada, sino también
si se producen cambios funcionales que tienen importancia para el fenotipo tumoral.
Generalmente, la resistencia a los quimioterapicos como el paclitaxel estd mediada por
procesos multifactoriales. La sobreexpresion de transportadores ABC, especialmente la P-
glicoproteina (P-gp), es uno de los mas destacados. Estas bombas expulsan el medicamento
de manera activa del interior celular, lo que disminuye su concentracién efectiva en el
interior de las células (Gautam et al., 2025). Esta ruta se ha visto repetidamente como una
respuesta adaptativa frente a taxanos y otros agentes, tales como vincristina o doxorrubicina.
En efecto, investigaciones comparativas con modelos como MES-SA y variantes MCF-7
revelan que otros compuestos derivados, tales como cabazitaxel, podrian poseer una
actividad mas elevada, pero también estar sujetos a la P-gp, que puede ser regulada mediante

inhibidores particulares (Duran et al., 2015).

Por otra parte, también se ha comprobado que los procesos regulados por ARN no
codificantes largos (IncRNAs) tienen un impacto significativo en la resistencia a taxanos.

Estos IncRNAs tienen un papel en el aumento del eflujo de medicamentos, la inhibicion de



la apoptosis y el fortalecimiento de vias proliferativas y transiciones epitelio-
mesenquimaticas (EMT), modificando de esta manera como las células responden al
tratamiento (Chen et al., 2023). La importancia bioldgica no se encuentra solamente en su
rol mecanistico, sino también en su posible aplicacion como biomarcadores diagnosticos
tempranos o pronosticos, e incluso como blancos terapéuticos directos para contrarrestar

resistencias establecidas.

Los modelos MCF7 que han sido tratados continuamente con fotosensibilizadores
especificos han demostrado que es posible aislar clones, cuyas caracteristicas genéticas y
fenotipicas aportan pistas sobre vias de resistencia cruzada que, estin menos exploradas en
la literatura cientifica. Ademas, este enfoque nos podria guiar hacia la identificacion de

combinaciones farmacoldgicas optimas para el tratamiento (Aniogo et al., 2022)

Por lo tanto, las pruebas experimentales que hemos propuesto, que incluyen ensayos de
viabilidad celular, curvas de crecimiento e interrogacion molecular tienen un objetivo claro:
establecer una conexion verificable entre los cambios fenotipicos y la modulacion de
marcadores genéticos o epigenéticos que, como sabemos, estan implicados en la Resistencia
a Multiples Farmacos (MDR). Nuestro proposito es establecer un vinculo entre genes
reguladores clave y los pardmetros cuantitativos que obtendremos al exponer estas células,

de forma controlada a topotecan y paclitaxel (Gautam et al., 2025).

Ademads, la implementacion rigurosa de estos ensayos nos permitird evaluar si las
resistencias detectadas pueden ser revertidas mediante combinaciones racionales de
farmacos o intervenciones especificas dirigidas. Este trabajo aborda un doble propdsito; por
un lado, buscamos aportar conocimientos fundamentales acerca de las rutas moleculares
implicadas en la resistencia cruzada entre inhibidores de la topoisomerasa [ y taxanos en el
subtipo ERa+. Por otro lado, pretendemos ofrecer informacion valiosa para el disefio de
estrategias clinicas mas efectivas. Creo que la sinergia entre una comprension detallada del
mecanismo, que incluye incluso aspectos estocasticos propios del proceso de seleccion
celular descrito en modelos paralelos MCF-7, y su potencial aplicacion clinica representa un
compromiso solido entre la investigacion basica y su impacto traslacional (McDermott et

al., 2014).



JUSTIFICACION

El cancer de mama con receptor de estrogeno positivo (ERa+) representa un desafio
importante en oncologia, especialmente a medida que se desarrolla resistencia a las terapias
habituales (Castellanos Ledesma Beatriz Alejandra, 2018). Esta resistencia puede ser
primaria o adquirida, la resistencia adquirida a las drogas quimioterapéuticas como el
Topotecan restringe la efectividad del tratamiento y disminuye las opciones terapéuticas, lo
que resulta en tasas de supervivencia mas bajas (Palacios Navarro, 2022). Estudios anteriores
han indicado que la resistencia cruzada a multiples farmacos es una complicacion habitual
en el tratamiento del cancer de mama ERa+ (Barbosa Gomez, 2022), lo que hace que sea

necesario investigar los mecanismos moleculares responsables de esta resistencia.

Este proyecto es consistente con los esfuerzos para mejorar la atencion del cancer de mama,
al centrarse en la manipulacion experimental mediante la exposicion controlada a agentes
quimioterapéuticos, lo que permitird observar los efectos en variables dependientes como la
resistencia adquirida, la expresion génica y el ciclo celular; identificando biomarcadores de
resistencia y desarrollar nuevas estrategias de tratamiento (Valdez, 2020). A largo plazo,
pretendemos aportar nuestros hallazgos al desarrollo de tratamientos personalizados en

funcién del perfil molecular del tumor (Carbonell, 2023).

Esta propuesta surge, debido a la necesidad de comprender e interpretar los mecanismos de
resistencia a nivel molecular, y la realidad es que utilizar modelos celulares y métodos
analiticos avanzados nos puede facilitar el camino para lograrlo (Palacios Navarro, 2022).
El uso de lineas celulares resistentes se ha convertido en un modelo experimental
indispensable para descifrar como y por qué surge la resistencia al Topotecan y a otros
agentes como los taxanos. Cuando uno compara de manera cuidadosa la respuesta entre
células sensibles y aquellas que ya han desarrollado resistencia, usando ensayos de
viabilidad, citometria de flujo o analisis del ciclo celular, se pueden identificar las diferencias
en las vias de sefializacion del receptor de estrogeno y su relacion con los procesos de

resistencia.

Establecer estas comparaciones es clave en la identificacion de genes y vias de sefializacion
asociados con la resistencia a Topotecan con el fin de desarrollar estrategias para superar
esta resistencia. Considerando que el cancer de mama es una de las principales causas de

muerte por cancer en mujeres a nivel mundial, y particularmente relevante en Panama debido



a su alta incidencia, esta investigacion puede tener un impacto significativo en la salud del

pais y contribuir al progreso cientifico (Arellano Acosta, 2021).

Esta investigacion no solo busca aportar datos cuantitativos y cualitativos sobre la resistencia
a tratamientos en cancer de mama, sino también establecer un marco para el desarrollo futuro
de estrategias terapéuticas mas efectivas en el tratamiento del cancer de mama ERa+
resistente, aunque el conocimiento generado no tenga una aplicacion inmediata en la practica
clinica, es fundamental para para enfrentar uno de los desafios mas apremiantes en el

tratamiento del cancer, lo que justifica plenamente la realizacion de este estudio.

ANTECEDENTES

El cancer de mama es una de las enfermedades mas mortales en mujeres, y se diagnosticaron
alrededor de 2,3 millones de nuevos casos y 685.000 muertes mundialmente en 2020, lo que
consolida su posiciéon como primera causa de cancer entre las mujeres (Procuraduria Federal
del Consumidor, 2021). Esta enfermedad representa un desafio importante para los sistemas
de salud y la calidad de vida de las mujeres en todo el mundo (World Health Organization,

2021).

Dentro de sus subtipos, el cancer de mama positivo para el receptor de estrégeno alfa (ERa),
que comprende aproximadamente el 70% de todos los casos, es impulsado por la
sefnalizacion mediada por la hormona estrogeno (Wang et al., 2017; Smith et al., 2019). Su
importancia es especialmente relevante por su alta incidencia y retos terapéuticos, pues tiene
el potencial de generar resistencia a diversos agentes citotoxicos (Gonzélez-Suarez et al.,

2020; Johnson & Lee, 2022).

El cancer de mama tiene considerables consecuencias socioecondmicas y psicoldgicas,
desde el momento del diagnostico hasta la supervivencia a largo plazo. Los sintomas
psicologicos que se presentan con mas frecuencia a nivel clinico son: hasta el 46.6% de las
pacientes sufren depresion, el 56.9% ansiedad y el 51.9% estrés; estos se dan con mayor
frecuencias en mujeres jovenes, con historial psiquiatrico, de estatus socioeconémico bajo,
desempleadas, y despues de la mastectomia en comparacion con la cirugia conservadora
(Hessami et al., 2025; Penberthy et al., 2023).EI diagnostico y el tratamiento pueden llevar
a problemas de adaptacion, alteracion de la imagen corporal, disfuncion sexual, alteraciones

del suefio o disminucion de la salud general; esto ocurre sobre todo en el primer afio tras el



diagnostico, aunque con frecuencia los sintomas tienden a mejorar (Penberthy et al., 2023;

Burstein & Winer, 2000).

El estado socioeconémico (SES) tiene un impacto importante en la supervivencia y el
tratamiento del cancer de mama. Las tasas de supervivencia son menores en mujeres con
ingresos y educacién mas bajos, en parte debido a que tienen menos acceso a tamizajes
tempranos como la mamografia, lo que resulta en diagndsticos tardios y terapias menos
eficaces. Las zonas con escasa educacion y altos indices de pobreza también tienen tasas
mas altas de mortalidad, sin importar el SES individual. El cancer de mama también puede
causar problemas econdomicos, ya que el tratamiento es costoso, se pierde la capacidad para
trabajar y se requiere cuidado, lo que impacta negativamente en la calidad de vida general.
Las desigualdades en acceso a servicios de salud, factores ambientales, estilos de vida y

educacion contribuyen a estas disparidades (Sprague et al., 2011).

Es fundamental clasificar el cancer de mama a nivel molecular, ya que posibilita la
comprension de la biologia propia de cada tipo de tumor. De esta manera, el personal médico
puede determinar qué tipo de cancer esta tratando para poder tomar decisiones terapéuticas

personalizadas (Diana Schlamadinger, n.d.).

Los cuatro subtipos moleculares principales son: luminal A, luminal B, HER2-enriquecido
y triple negativo (o basal-like). Se caracterizan por la presencia de receptores hormonales
(estrogeno y progesterona), HER2 y otros marcadores genéticos. Cada subtipo tiene sus
propias caracteristicas en cuanto a la agresividad del tumor, el pronéstico y la reaccion ante
los tratamientos. El subtipo luminal A usualmente presenta una evoluciéon mas lenta y un
prondstico mas favorable, en cambio el luminal B es mds agresivo y tiene un mayor riesgo
de recaida. Esta clasificacion permite a los oncologos predecir el comportamiento del cancer

y elegir las terapias mas favorables para cada paciente (Jamie DePolo, 2024).

La investigacion biomédica y la aplicacién de modelos in vitro son esenciales para identificar
y emprender nuevos enfoques terapéuticos. Permiten a los cientificos estudiar enfermedades
a nivel molecular y celular, identificar posibles objetivos para la terapia y evaluar si los
nuevos tratamientos son efectivos y seguros antes de probarlos en humanos en ensayos
clinicos (Tosca et al., 2023). Los modelos in vitro, han revolucionado la investigacion al
hacer que puedan reproducir con mas fidelidad que la que ofrecen los modelos in vivo mas
comunes la complejidad de los tejidos humanos que se desarrollan durante condiciones

patologicas para una comprension mucho mas rapida y fécil tanto del mecanismo de la



enfermedad como del descubrimiento de biomarcadores y el cribado de farmacos (Seliger et

al., 2022).

Ademas, estos modelos proporcionan una importante plataforma para disminuir el uso de
animales en la experimentacion segun los principios de las 3R (reemplazo, reduccion y
refinamiento) y promover la traduccion de los descubrimientos preclinicos a la clinica (Urzi
et al., 2023). No obstante, a pesar de las ventajas de los modelos in vitro, todavia existen
limitaciones con respecto a la replicacion de la fisiologia de un organismo vivo y, por tanto,
los resultados deben luego validarse utilizando modelos animales y ensayos clinicos(Tosca

etal., 2023).

En Panama, la personalizacion de tratamiento y la optimizacion de recursos sanitarios se ven
limitadas debido a la ausencia de investigaciones locales sobre los mecanismos de
resistencia. Este proyecto tiene como objetivo establecer y caracterizar lineas celulares de
cancer de mama ERo+ resistentes a Topotecan, analizar la resistencia cruzada con Taxanos
utilizando herramientas avanzadas de biologia molecular (Chen et al., 2023; (Yang et al.,

2000)



OBJETIVOS

Los objetivos de la investigacion se describen a continuacion:

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la resistencia cruzada a quimioterapéuticos en células de cancer de mama con alta

expresion de receptor de estrégeno alfa con resistencia adquirida a Topotecan.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Generar lineas celulares resistentes a Topotecan a partir de lineas celulares de cancer
de mama con alta expresion del receptor de estrogenos alfa (ERa).
e Evaluar como el topotecan afecta el ciclo celular de las células de cancer de mama
(ERa) sensibles y resistentes.
e Estudiar la resistencia cruzada con taxanos en lineas celulares de cancer de mama

(ERa) resistentes a Topotecan.
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1 Cancer de Mama

El cancer de mama es una enfermedad compleja caracterizada por una proliferacion celular
anormal y descontrolada en el tejido mamario. Este tipo de cancer es el més frecuente en
mujeres de paises desarrollados (Martinez et al., 2015). Esta neoplasia no solo implica un
compromiso fisico, sino también un impacto psicologico significativo en la calidad de vida

de las pacientes (Diaz Pérez & Arriciaga Vazquez, 2022).

El cancer de mama puede manifestarse de diversas maneras. Se clasifica en diferentes tipos

basados en su origen y caracteristicas histologicas.

2 Clasificacion del cancer de mama y subtipos moleculares

La clasificacion del cancer de mama ha experimentado una evolucion significativa, pasando
de enfoques basados tinicamente en la morfologia a sistemas mas precisos fundamentados
en perfiles moleculares, gracias al avance en tecnologias de expresion génica y
caracterizacion inmunohistoquimica. Sin embargo, es interesante notar que, a pesar del auge
de la gendmica y transcriptomica de alta resolucion, las categorias histomorfologicas
mantienen su relevancia clinica porque permiten predecir patrones de evolucion y respuesta

a tratamientos (Reed et al., 2015).

El sistema molecular mas ampliamente adoptado reconoce cuatro subtipos principales
definidos por el patron de expresion de receptores hormonales, estrogeno (ER), progesterona
(PR), y del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), junto con

indicadores proliferativos como Ki-67 (Nascimento & Otoni, 2020; Vaz et al., 2024).

El subtipo Luminal A se caracteriza por ER y PR positivos, HER2 negativo y baja
proliferacion segun Ki-67; representa un fenotipo mas diferenciado, con mejor pronostico y
elevada sensibilidad a terapia endocrina. Por otro lado, el Luminal B comparte positividad
para receptores hormonales pero afiade HER2 positivo o bien preserva HER2 negativo
acompafiado de alta proliferacion; este grupo muestra comportamiento clinico menos
favorable y requiere habitualmente combinacion entre terapia endocrina y citotoxica (Kinnel

etal., 2023).

El subtipo HER2 enriquecido carece de expresion hormonal (ER-/PR-) pero presenta
sobreexpresion o amplificacion del oncogén HER2; este perfil se beneficia preferentemente

de terapias anti-HER2 como trastuzumab o pertuzumab. Finalmente, el basal-like o triple



negativo (TNBC) no expresa ninguno de los tres marcadores mencionados (ER-, PR-,
HER2-) y suele asociarse con alto grado histologico, elevada tasa proliferativa y opciones
terapéuticas limitadas a quimioterapia convencional (Kannan et al., 2025; Saha & Lukong,

2025).

Recientemente se ha propuesto la inclusion de la categoria “HER2-low”, tumores con
expresion baja de HER2 detectada por inmunohistoquimica sin cumplir criterios clasicos de
positividad. Este subtipo podria beneficiarse de farmacos conjugados anticuerpo-droga
disefiados para esa baja densidad antigénica (Kannan et al., 2025), aunque todavia no se
incorpora sistemdticamente en las clasificaciones convencionales. Sin embargo, su

reconocimiento clinico estd en aumento, planteando nuevas posibilidades terapéuticas.

El esquema de clasificacion basado en un panel inmunohistoquimico de ER, PR, HER2 y
Ki-67 resulta accesible y eficaz para la practica clinica habitual y es consistente con los
perfiles genomicos que dieron origen a la clasificacion molecular actual (Nascimento &
Otoni, 2020). Estudios pioneros demostraron que firmas transcriptomicas especificas
separaban tumores en estos mismos grupos, correlacionando patrones génicos con
pronostico diferencial y respuesta sistémica prevista. Los genes conductores implicados
comprenden desde reguladores nucleares hormonodependientes hasta proteinas accesorias

del ciclo celular o moduladores estructurales.

Cabe resaltar que la heterogeneidad intrinseca del cancer de mama condiciona que cada
subtipo sea todavia una agrupacién amplia dentro de la cual existen variaciones importantes.
Por ejemplo, un Luminal B HER2 negativo presenta diferencias sustanciales frente a su
contraparte HER2 positiva en cuanto a indicaciones precisas para quimioterapia adyuvante.
De igual modo, no todos los TNBC son estrictamente basal-like: algunos muestran perfiles
moleculares distintos que podrian responder selectivamente a inhibidores especificos fuera

del alcance habitual para triple negativos clasicos (Al-thoubaity, 2020).

3 Biologia de los receptores de estrogeno en el cancer de mama
3.1 Estructura y funcion del ER

El receptor de estrogeno alfa (ER) es una proteina modular cuya arquitectura se compone de
seis dominios estructurales con funciones diferenciadas que forman el ntcleo de su actividad
como factor de transcripcion y mediador de senales rapidas dependientes de estrogeno. Estos

dominios incluyen la region A/B, también denominada dominio de activacion funcion 1 (AF-
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1), la regién C o dominio de uniéon al ADN (DBD), la region D o bisagra, y las regiones E y
F que abarcan el dominio de union al ligando (LBD) y la activacién funcion 2 (AF-2) (P.
Chen et al., 2022) (Anbalagan & Rowan, 2015).Cada uno de ellos contribuye de manera
distinta a la regulacion génica, interaccion con cofactores y respuesta a modificaciones

postraduccionales.

La region N-terminal A/B participa de forma importante en la actividad del receptor
independiente de la union al ligando. Desde el punto de vista estructural, presenta una
homologia baja con ERJ y muestra un grado de desorden mayor, lo que, podria otorgarle
cierta flexibilidad para interactuar con distintos co-reguladores segln el contexto celular
(Sellitto et al., 2020). Ademas, concentra varios residuos susceptibles a modificaciones
postraduccionales, en particular fosforilaciones, que ajustan su capacidad transcripcional

incluso en ausencia de unidn directa al estrogeno (Anbalagan & Rowan, 2015).

Por su parte, el dominio C muestra alta identidad con ERf, contiene dos estructuras tipo
“zinc finger” y se encarga tanto de la dimerizacién como del reconocimiento especifico de
secuencias en el ADN (Sellitto et al., 2020). La bisagra o dominio D funciona como elemento
flexible que conecta la porcion central (C) con el extremo C-terminal (E/F). Este disefio
permite ajustar la orientacion relativa entre el médulo de union al ADN y el LBD cuando el
receptor interacciona dindmicamente con promotores génicos u otros componentes del

complejo transcripcional (P. Chen et al., 2022).

La region E equivale al LBD/AF-2; adopta una estructura muy conservada tras la union del
ligando, lo que favorece la interaccion precisa con coactivadores y represion por
correpresores segun el contexto celular (Anbalagan & Rowan, 2015). En ERp, este dominio
comparte aproximadamente un 55% de similitud estructural con ERa, pero su bolsillo para
ligandos es mas pequefio y presenta diferencias en los residuos aminoacidicos del borde
cavitario, lo cual puede cambiar su afinidad por moduladores selectivos (Sellitto et al., 2020).
El dominio F, menos estudiado, esta asociado con funciones represoras sobre ciertas

actividades del receptor.

Desde un punto de vista funcional, ER opera mediante mecanismos gendmicos y no
genomicos. Los gendmicos dependen de su localizacion nuclear y activacion transcripcional
directa tras unirse a elementos de respuesta a estrégeno (ERE) en genes blanco (Toker et al.,
2025). Esto conlleva el reclutamiento de coactivadores como SRC3 o CBP/p300, cuyo

acoplamiento depende de patrones especificos de fosforilacion, por ejemplo, la fosforilacion
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en Serl18 que promueve interacciones estables y aumenta la sensibilidad a E2 mediante
activacion continua de MAPK. La pérdida de fosforilaciones como Ser118 o Ser167 afecta
negativamente la union al ADN y puede emular fenotipos mas agresivos tipicos de tumores

ERa negativos (Anbalagan & Rowan, 2015).

Las acciones no gendmicas implican trafico a membranas plasmaticas donde ER interactia
con complejos adaptadores activando cascadas como ERK/MAPK o PI3K/AKT,
contribuyendo a procesos proliferativos y migratorios complementarios a los efectos
transcripcionales. También existen receptores relacionados como GPERI, localizado en
membrana endoplasmatica, que responde rapidamente a estrogenos y modula estas mismas

vias (P. Chen et al., 2022).

Ademas, la fosforilacion regula mecanismos independientes del ligando mediante sitios
como S46/47, S282, S294 y S559, conectando vias externas con cambios conformacionales
internos que definen estados activos alternativos. Por ejemplo, Src promueve fosforilaciones
clave (como Ser167) que aumentan la asociacion del receptor con promotores y programas

transcripcionales especificos (Anbalagan & Rowan, 2015).

Fisiologica y patologicamente, ERa coordina programas extensos vinculados a replicacion,
reparacion del ADN y progresion del ciclo celular, regulando genes para factores nucleares,
enzimas metabdlicas y receptores de otras vias hormonales o paracrinas. Esta amplia funcion
explica por qué alteraciones minimas en sus dominios impactan considerablemente en

fenotipos tumorales observados experimentalmente.

3.2 Vias de senalizacion RE

El receptor de estrogeno alfa (ERa) es un factor de transcripcion nuclear que regula la
expresion de genes esenciales para la multiplicacion y la supervivencia de las células,
especialmente en canceres hormonodependientes como el de mama (Tecalco-Cruz et al.,
2022). Cuando se une al estrogeno 17B-estradiol (E2), ERa crea homodimeros y migra al
nucleo, donde se une a elementos de respuesta a estrogenos en el ADN, reclutando
coactivadores para activar la transcripcion de genes asociados con la progresion celular, ciclo

celular y supervivencia (Kulkoyluoglu & Madak-Erdogan, 2016).

ERa modula otras vias de sefializacion como PI3K/AKT y MAPK, relacionadas con
crecimiento tumoral, migracion celular y la resistencia a la apoptosis (Liu et al., 2020). La

activacion simultanea de MAPK y PI3K/Akt, la cual es provocada con frecuencia por
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receptores tirosina quinasa como el receptor de estrogeno alfa (ERa) y HER2, favorece que

las células cancerosas escapen a la muerte celular programada y contintien proliferandose(L1i

et al., 2021).

Asimismo, estas rutas mantienen comunicacion cruzada: Akt tiene la capacidad de activar o
inhibir elementos de MAPK y viceversa, lo que permite regular tanto la duracion como la
intensidad de las sefiales (Braicu et al., 2019). Para mantener un balance en la proliferacion
y supervivencia, por ejemplo, la sefializacién de PI3K/Akt puede suprimir la sobreactivacion
del MAPK (Braicu et al., 2019). No obstante, en el cancer de mama, las desregulaciones
posibilitan que los dos caminos se activen de manera constante y sin regulacion, lo cual
propicia una resistencia a tratamientos hormonales y quimioterapéuticos, asi como una

mayor agresividad del tumor (Braicu et al., 2019).

El rol de ERa en la proliferacion se demuestra a traves de su regulacion de genes
fundamentales para el avance del ciclo celular, como p53, p21, PCNA y E2FI, lo que
favorece la transicion y multiplicacion celular en células malignas de mama (Liao et al.,
2014). La expresion aumentada de ERa se relaciona con un aumento en factores como las
ciclinas y NF-xB, que impulsan la proliferacion y agresividad del tumor (Liu et al., 2020).
Por otro lado, ERa también se relaciona con receptores tirosina quinasa, produciendo sefales
no gendmicas rapidas que ayudan a las células a sobrevivir y adaptarse a las terapias (P.

Chen et al., 2022).

El receptor ERa no solo promueve la proliferacion de las células sino que ademas favorece
la supervivencia al activar mecanismos anti-apoptoticos y la regulacion de proteinas de
senalizaciéon que evitan la muerte celular programada. Por ejemplo, ERa favorece la
expresion de neuroglobina, una proteina que promueve la supervivencia celular y brinda
proteccion frente al estrés en células de cancer de mama y otros tipos de neoplasias. Estas
funciones convierten al ERa un actor fundamental en la progresion del tumor y un blanco
terapéutico fundamental para la terapia del cancer de mama positivo para receptor hormonal

(Fiocchetti et al., 2014).
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4 La linea celular MCF-7 como modelo para el cincer de mama ERa+
4.1 Origen y caracteristicas de las células MCF-7

La linea celular MCF-7, derivada de carcinoma ductal de mama humano metastasico, es uno
de los modelos experimentales mas empleados para investigar cancer de mama con
receptores hormonales positivos debido a su estabilidad genotipica y fenotipica bajo
condiciones estandar de cultivo. Establecida en 1970 a partir de una paciente de 69 afios con
metastasis pleural que exhibia una expresion significativa del receptor de estrogeno alfa
(ER), esta linea ha mantenido consistentemente dicho fenotipo a lo largo de las décadas,
permitiendo modelar terapias endocrinas y explorar mecanismos de resistencia primaria y

adquirida frente a inhibidores hormonales y citotdxicos (G. Chen et al., 2022).

Presenta morfologia epitelial adherente con formacion de monocapas confluyentes cuya
proliferacion depende en gran medida de la presencia de estrogenos en el medio. La
expresion robusta y nuclear tanto de ER como del receptor de progesterona (PR) la clasifica
dentro del subtipo luminal A, aunque su perfil proliferativo puede modificarse hacia un
estado semejante al luminal B bajo presion farmacologica sostenida. Con tasas de
proliferacion moderadas en medios suplementados con suero fetal bovino (FBS), estas
células demuestran sensibilidad a agentes antiestrogénicos, como tamoxifeno e inhibidores

de aromatasa, facilitando la simulacidn in vitro de respuestas clinicas (Porras et al., 2021).

Molecularmente, MCF-7 se observa que mantiene niveles relativamente elevados de genes
bajo regulacion del receptor de estrogeno, entre ellos CCND1, MYC, diversos E2F y
FOXMI, que, como sabemos, son fundamentales para impulsar la progresion del ciclo
celular (Porras et al., 2021). Ademds, esta linea celular muestra una dependencia
particularmente marcada de las fases S/G2/M cuando el ER se encuentra sobreexpresado, y
ese detalle resulta esencial para comprender como responde a terapias dirigidas. Esta
sefializacion estrogénica activa suele manifestarse en un incremento notable de marcadores
proliferativos; sin embargo, dicho efecto es reversible cuando aplicamos inhibicién
hormonal, algo bastante ilustrativo del papel central del ER en este modelo. Sin embargo,
existe una variabilidad adaptativa intrinseca, donde subclones pueden desarrollar resistencia
a través de modificaciones en vias extragenomicas de ER o induccion de transportadores de

la familia ABC, que incrementan la defensa celular (Zheng, 2017).
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MCF-7 ofrece una flexibilidad experimental notable, ya que puede inducir subpoblaciones
resistentes tras exposiciones repetidas a quimioterapéuticos como doxorrubicina o
paclitaxel, lo que termina generando alteraciones funcionales tanto en los perfiles
transcriptomicos como en la organizacion del citoesqueleto (McDermott et al., 2014).
Ademas, las sublineas MCF-7/MX, obtenidas bajo presion selectiva con mitoxantrona,
exhiben una sobreexpresion del transportador BCRP/ABCG2 regulada por estrégenos a
través del ER, lo cual incrementa de forma considerable la tolerancia farmacologica. Este
fenémeno, ilustra como las vias hormonales enddgenas pueden modular la resistencia
cruzada frente a agentes citotoxicos (Zheng, 2017). Mutaciones puntuales inducidas en
residuos especificos de ER (S118A y SI167A) generan variantes con alteraciones
morfoldgicas, mayor crecimiento clonal y disminucion de la susceptibilidad a apoptosis, lo
que resalta la plasticidad del modelo ante modificaciones genéticas precisas (Anbalagan &

Rowan, 2015).

La plasticidad epigenética también es un aspecto relevante; distintas condiciones
nutricionales, composicion medioambiental y estimulos fisicos afectan patrones de
expresion asociados a sensibilidad o resistencia farmacoldgica. En cultivos prolongados sin
estrogenos exogenos, las células pueden mantener la proliferacion mediante activacion
cruzada de las vias PI3K/AKT/mTOR y MAPK, replicando escenarios clinicos observados
en tumores luminales con crecimiento sostenido tras supresion estrogénica. Este
comportamiento adaptativo resulta especialmente 1til para estudiar resistencia independiente

de la funcioén transcripcional clasica del receptor (Aguilar et al., 2010).

Finalmente, MCF-7 se caracteriza por una estabilidad cromosémica relativa en comparacion
con lineas triplemente negativas, lo cual facilita estudios reproducibles y permite aislar
efectos especificos derivados de modificaciones en rutas moleculares definidas. Sin
embargo, esta estabilidad no excluye la heterogeneidad clonal interna, pues subpoblaciones
celulares pueden diferir en su tasa proliferativa y respuesta farmacologica segun el historial

del lote celular y condiciones ambientales durante pasajes sucesivos (G. Chen et al., 2022)

4.2 Ventajas y limitaciones del modelo MCF-7

El modelo MCF-7 ofrece ventajas relevantes para el estudio de cancer de mama ER+ debido
a su perfil molecular bien caracterizado, estabilidad genotipica y reproducibilidad
experimental. La expresion nuclear constante de ER y PR bajo condiciones normales de

cultivo nos permite analizar con precision la respuesta a terapias endocrinas y como estas
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interactian con agentes citotoxicos en un contexto luminal, clinicamente comtin (G. Chen et
al., 2022). La estabilidad de estos marcadores hormonales es, lo que nos permite analizar
con precision las rutas dependientes del receptor y seguir como se ajustan durante el proceso
de adquirir resistencia a la quimioterapia. Sin ese mantenimiento sostenido, seria mucho mas

dificil interpretar la regulacion mediada por el ER a lo largo de la adaptacion celular.

Las MCF-7 suelen comportarse de forma bastante consistente frente a moduladores
selectivos del ER o inhibidores enzimaticos, y eso facilita generar modelos resistentes
mediante una presion farmacoldgica prolongada que, sintetiza con bastante fidelidad lo que
ocurre en pacientes. Gracias a esta caracteristica, se puede “simular” en el laboratorio la
transicion hacia la resistencia y, por lo tanto, desentrafiar con mayor claridad los mecanismos

moleculares que la sustentan (McDermott et al., 2014).

Otra ventaja sustancial reside en su tolerancia y facilidad para la manipulacién genética y
epigenética dirigida. Experimentos con edicion génica en dominios funcionales especificos
del receptor estrogeno o rutas relacionadas han mostrado alteraciones fenotipicas evidentes,
permitiéndonos asociar mutaciones puntuales con variaciones precisas en proliferacion,
apoptosis y metabolismo. Ademas, la interaccion entre sefalizacion hormonal y sistemas
universales como transportadores ABC, P-gp o BCRP puede investigarse con alto control

experimental (Zheng, 2017).

Este modelo celular sigue siendo especialmente Util cuando buscamos desentrafiar procesos
multifactoriales, como la resistencia cruzada entre familias farmacologicas distintas. Debido
a que MCF-7 conserva afinidad basal frente a inhibidores de topoisomerasa I y
estabilizadores microtubulares, es factible inducir adaptaciones que afecten
simultaneamente ambos blancos primarios. Este doble potencial especialmente con taxanos
como paclitaxel, donde alteraciones en las isoformas de tubulina, junto con un aumento
inducido de P-gp, terminan disminuyendo de forma notable la eficacia terapéutica (H. Chen

etal., 2023).

Sin embargo, el modelo MCF-7 no esté exento de limitaciones, y conviene tenerlas presentes
antes de interpretar datos o intentar llevarlos al contexto clinico. Una de las mas evidentes
deriva de su marcada homogeneidad, muy distinta a lo que ocurre en un tumor mamario in
vivo, donde coexisten multiples subpoblaciones celulares y divergencias subclonales que,

resultan imposibles de reproducir por completo en un cultivo monolitico. Las variantes
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clonales internas existentes en MCF-7 pueden manifestar diferencias funcionales sutiles,

pero no alcanzan el espectro completo encontrado in vivo (G. Chen et al., 2022).

Otra restriccion importante es que MCF-7 reproduce solo de forma parcial los componentes
esenciales del microambiente tumoral. En cultivo estandar, la linea practicamente no cuenta
con un estroma funcional, un infiltrado inmunitario activo ni gradientes hipdxicos
prolongados, todos elementos que influyen de manera determinante en la resistencia
primaria o adquirida a través de rutas como HIF-la, la remodelacion vascular o las
interacciones célula-matriz (Gautam et al., 2025). Sin estas influencias presentes en cultivo
estandar bidimensional, ciertos comportamientos resistentes pueden ser subestimados o no

manifestarse hasta trasladar los hallazgos a modelos tridimensionales o animales.

En cuanto a representatividad molecular, si bien MCF-7 refleja perfiles luminal A bajo
condiciones iniciales, su plasticidad puede derivar hacia fenotipos mdas agresivos tipo
luminal B ante presiones farmacolodgicas intensas. Este cambio progresivo puede alterar
respuestas previstas segiin subtipo basal e interferir con comparaciones longitudinales si no
se realiza caracterizacion periddica por inmunohistoquimica o transcriptomica (Vaz et al.,

2024).

Finalmente conviene mencionar ciertas contingencias experimentales: variabilidad entre
lotes distintos adquiridos comercialmente puede generar diferencias notables en
comportamiento proliferativo o sensibilidad farmacoldgica pese a compartir denominacion
"MCF-7". Factores como numero acumulado de pases celulares previo al inicio del
experimento pueden impactar sobre expresion génica basal y capacidad adaptativa posterior

(G. Chen et al., 2022).

5 Quimioterapia en ERa+ Cancer de Mama
5.1 Mecanismo de accion del Topotecan

Topotecan actua como un inhibidor altamente especifico de TOPI, y su efecto antitumoral se
basa en estabilizar complejos enzima—ADN que normalmente existen solo por fracciones de
segundo, bloqueando asi el fluyjo normal de la replicacion y la transcripcion
(Kollmannsberger et al., 1999). En condiciones fisioloégicas, TOPI funciona como una
proteina monomérica que alivia el estrés torsional generado cuando la doble hélice se

desenrolla o se vuelve a compactar. Para lograrlo, introduce un corte transitorio en una de
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las hebras, permite el paso controlado de la cadena complementaria y luego religa la ruptura
de forma precisa (Yakkala et al., 2023). Gracias a este ciclo, la continuidad estructural y
funcional del ADN se mantiene sin comprometer la integridad genémica. La intervencion
farmacoldgica con topotecan impide precisamente esta religacion al unirse de forma estable
al complejo intermediario entre topoisomerasa [ y ADN, formando asi una estructura ternaria
que persiste mas alla del tiempo fisiolégico normal (Alshammari et al., 2022). Como
consecuencia, cuando la horquilla de replicacion avanza, encuentra estos cortes estancados
y los transforma en roturas doble cadena (DSBs), desencadenando una parada brusca del
ciclo celular y un dafio letal que las células mamiferas no son capaces de reparar con eficacia.
El bloqueo es particularmente irreversible en células en fase S, donde la sintesis de ADN se
detiene definitivamente y las horquillas se destruyen, acompanidandose ademas de supresion

global de la transcripcion (Kollmannsberger et al., 1999).

En un sentido molecular mas detallado, el ataque farmacoldgico modifica las condiciones
normales en las que TOPI genera un extremo 3’°-hidroxilo libre sobre una hebra y un extremo
5’ unido covalentemente a un residuo tirosina del sitio activo sobre la otra hebra cortada
(Yakkala et al., 2023). Al impedir el paso inmediato hacia la religacion mediante su
ocupacion del complejo ternario, topotecan amplifica el riesgo de colision mecénica entre
las proteinas implicadas en replicacion o transcripcion y estas estructuras bloqueadas. Dichas
colisiones son esenciales para convertir lesiones monocatenarias inicialmente reversibles en

roturas bicatenarias definitivas.

El mecanismo también implica efectos indirectos derivados del reconocimiento celular del
dafio. Estas rupturas inducen sefiales moleculares como la fosforilacion masiva de histona
H2AX alrededor del sitio lesionado, lo que recluta maquinaria reparadora especializada. Sin
embargo, dada la persistencia del complejo ternario bloqueado por el farmaco, muchas rutas
de reparacion se ven inefectivas o derivan en repuestas aberrantes. En algunos casos se ha
sugerido participacion secundaria de vias como reparacion por escision o recombinacion
homologa, aunque estas no logran restituir adecuadamente la integridad gendmica frente a
interferencia continua a nivel del tenedor replicativo (Sharma et al., 2024). Este panorama
explica por qué el farmaco provoca detencion duradera o muerte celular incluso tras

exposiciones relativamente breves.

El impacto terapéutico estd ligado tanto a concentracion intracelular como a duracién de

exposicion; estudios in vitro demuestran que incrementos prolongados favorecen dafio
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masivo y apoptosis sostenida en poblaciones altamente proliferativas (Kollmannsberger et
al., 1999). Sin embargo, esta dependencia también plantea riesgos: células con mecanismos
eficientes de eflujo activo , como sobreexpresion basal o inducida de P-glicoproteina,
podrian reducir niveles efectivos evitando formacion recurrente del complejo ternario
patoldgico. Esto se conecta con consideraciones anteriores sobre resistencia cruzada frente
a otras quimioterapias que afectan estructuras criticas pero comparten vulnerabilidad frente

al eflujo aumentado.

En términos bioquimicos, cabe sefialar que topotecan es derivado sintético aprobado por
agencias regulatorias para multiples indicaciones oncoldgicas precisamente por su capacidad
unica para bloquear religacidon monocatenaria sin requerir reconocimiento secuencial
especifico largo sobre el ADN. Su afinidad suficiente para formar un puente entre TOPI y
ADN cortado lo distingue funcionalmente respecto a otros inhibidores menos estables
(Alshammari et al., 2022). Este puente farmacoldgico constituye parte integral del golpe
genotoxico que finaliza induciendo apoptosis mediada por vias intrinsecas mitocondriales
tras acumulacion critica de DSBs. Existe evidencia experimental adicional sobre como las
colisiones entre tenedores replicativos activos y estos complejos bloqueados propician

también desligamiento o fragmentacion irregular del aparato replicativo mismo.

5.2 Mecanismo de accion de los Taxanos

Los taxanos forman una familia de compuestos antitumorales que, basicamente, sabotean la
dindmica normal de los microtiibulos y terminan ejerciendo efectos letales sobre células en
division. Su accidn central ocurre cuando se unen a B-tubulina dentro del microtiibulo, en
una hendidura hidrofébica conocida como sitio taxoide, compartido por firmacos como
paclitaxel y docetaxel (H. Chen et al., 2023) (Azarenko et al., 2014). Esta union desplaza el
equilibrio entre dimeros libres de o/B-tubulina y polimeros ya formados, favoreciendo la
estabilidad del microtibulo e impidiendo su desensamblaje. Lo critico es que, durante la
mitosis, el huso depende de un ciclo muy preciso de ensamblaje y despolimerizacion; por
eso, esta estabilizacion forzada termina bloqueando la progresion mitética y desencadenando

la muerte celular.

Al impedir esta dindmica, el farmaco bloquea a las células en las fases G2 y M del ciclo
celular, generando mitosis aberrante o su cese completo y culminando en apoptosis (Murray
et al., 2012). La fijacién farmacoldgica al microtubulo no implica un aumento significativo

de masa o reorganizacion estructural global, sino una supresion de su dinamica en estadios
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vulnerables como la division celular activa (Azarenko et al., 2014). Esto conduce a la
activacion sostenida del punto de control del ensamblaje del huso (spindle assembly
checkpoint), cuyo objetivo es asegurar el alineamiento cromosdmico correcto antes de
permitir la transicion a anafase. Bajo accion de taxanos, este control permanece activo por
fallo mecédnico para acomodar cromosomas, causando arresto mitdtico prolongado y

eventualmente catastrofe mitotica (Nami & Wang, 2018).

El impacto citotoxico no se limita a la fase mitotica. Estd documentado que paclitaxel
también afecta microtiibulos durante interfase, comprometiendo procesos como el transporte
intracelular y la organizacion metabolica general (Murray et al., 2012). Tales alteraciones
pueden inducir disfuncion sostenida incluso en células que han evitado el arresto mitdtico
completo mediante fenomenos adaptativos como el “slippage” mitotico descrito para
distintos estabilizadores de microtibulos. Este slippage consiste en que, tras un bloqueo
inicial mediado por el spindle assembly checkpoint, algunas células degradan
paulatinamente ciclinas criticas (por ejemplo ciclina B) y salen de mitosis sin dividirse

correctamente; este escape puede modular la respuesta final frente al farmaco.

6 Resistencia a farmacos en células cancerosas
6.1 Cambios genéticos y epigenéticos

Las modificaciones genéticas y epigenéticas en células cancerosas configuran la base de
multiples fendmenos de resistencia farmacologica, tanto primaria como adquirida. Estas
alteraciones operan a diferentes niveles funcionales y afectan desde el blanco molecular del
farmaco hasta redes regulatorias complejas que influyen sobre supervivencia, apoptosis y
metabolismo celular. Dentro del espectro genético, estas modificaciones incluyen
mutaciones puntuales en genes que codifican para proteinas criticas vinculadas con la
eficacia terapéutica, tales como alteraciones en sitios activos que afectan la afinidad del
receptor al farmaco. Por ejemplo, mutaciones o sustituciones de aminodcidos en -tubulina,
disminuyen la eficacia de los taxanos al reducir su reconocimiento (H. Chen et al., 2023).
Alteraciones similares en la topoisomerasa I (TOPI) interfieren con la accion de inhibidores

como el topotecan al impedir la formacién de complejos ADN-enzima estables (Housman et

al., 2014).
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En contextos de presion terapéutica prolongada, las células desarrollan redundancia
funcional en vias de sefalizacion, favoreciendo la emergencia de clones resistentes con
mutaciones en genes de respuesta al dafio del ADN (DDR). Esto aumenta la diversidad
gendmica intratumoral y selecciona variantes que toleran mejor el estrés mitdtico o la
reparacion de dafios bicatenarios, dominando el tejido tumoral tratado. Aunque existen
" . . . N . . . .

callejones sin salida evolutivos" donde ciertas mutaciones dan ventajas temporales sin
permitir adaptacion futura, la combinacion con cambios epigenéticos reversibles mantiene

la plasticidad celular (Soragni et al., 2025).

Las modificaciones epigenéticas regulan la expresion génica sin alterar la secuencia DNA
permanente, mediante mecanismos como metilacion del ADN, modificaciones
postraduccionales de histonas y regulacion por ARN no codificantes (Gu et al., 2025). En
particular, la hipermetilacion del promotor ESR1 reduce la expresion del receptor hormonal,
afectando la respuesta a terapias endocrinas en cancer de mama ER+ (Kannan et al., 2025).
Por otro lado, cambios en histonas modulan la accesibilidad transcripcional, activando
oncogenes o reprimiendo rutas proapoptoticas esenciales para la eficacia quimioterapica.
Los IncRNAs también participan activamente, modulando la dindmica microtubular y

regulando transportadores ABC, integrando componentes estructurales y defensivos (H.

Chen et al., 2023).

Esta interaccion entre alteraciones genéticas y epigenéticas da lugar a perfiles
multirresistentes complejos. Por ejemplo, células con mutaciones en tubulina que coexisten
con hipermetilacién en promotores proapoptdticos muestran resistencia simultdnea a taxanos
y apoptosis reducida tras dafio quimioterdpico (Neophytou et al., 2021). Ademas,
adaptaciones epigenéticas pueden preceder y facilitar mutaciones estables, promoviendo la
persistencia de clones resistentes. El microambiente tumoral también influye mediante
estados hipoxicos que inducen modificaciones epigenéticas via HIF-1, favoreciendo perfiles

similares a células madre cancerosas con alta capacidad de resistencia.

Esta plasticidad epigenética complica el disefio de terapias dirigidas a blancos moleculares
especificos, ya que las redes paralelas epigenéticas pueden sostener la viabilidad tumoral
incluso si las mutaciones son revertidas (Gu et al., 2025). Por ello, se exploran
combinaciones de inhibidores epigenéticos, como bloqueadores de DNMTs (DNA

methyltransferases) y HDACs (histone deacetylases), junto con quimioterapia clésica,
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buscando desestructurar la resistencia desde multiples frentes. Sin embargo, su uso requiere

control cuidadoso para evitar efectos adversos que podrian favorecer la progresion tumoral.

En modelos como MCF-7 ER+ resistentes a topotecan, es crucial determinar la proporcion
relativa de resistencia genética y epigenética para definir tratamientos racionales: clones con
sobreexpresion epigenéticamente inducida de P-gp podrian beneficiarse de inhibidores
especificos del transportador combinados con quimioterapia, mientras que aquellos con
mutaciones estables requieren terapias alternativas dirigidas a blancos menos afectados. Esta
coexistencia molecular genera heterogeneidad intratumoral, con subclones coexistentes que
pueden mostrar diferentes respuestas a un mismo tratamiento, una realidad evidente incluso

bajo condiciones experimentales controladas (Neophytou et al., 2021).

6.2 Respuestas celulares adaptativas

Frente a exposiciones prolongadas, las células también activan respuestas adaptativas mas
inmediatas, como incrementar el eflujo de farmacos, modulaciéon del metabolismo,
reparacion aumentada del dafio gendmico, evasion de apoptosis y remodelacion epigenética
(Gu et al., 2025). Proteinas como P-glicoproteina (ABCB1), MRP1 (ABCC1) y BCRP
(ABCG2) incrementan su expresion mediante rutas PI3K/AKT/mTOR, facilitando la
expulsion del farmaco y aumentando la supervivencia celular (Dong et al., 2021). Estas
respuestas adaptativas se manifiestan en cambios transcripcionales tempranos y

modificaciones epigenéticas duraderas que fijan el fenotipo resistente (Kannan et al., 2025).

El aumento en la expresion de enzimas CYP, que desactivan quimioterapéuticos como
taxanos antes de que alcancen concentraciones efectivas, complementa la defensa celular
(Maloney et al., 2020). Asimismo, la reparacion del dafio gendémico se intensifica mediante
sobreexpresion adaptativa de factores como RADS1, mejorando la capacidad de reparar

roturas bicatenarias y disminuyendo la letalidad del tratamiento (Grimsley et al., 2025).

La evasion de apoptosis se sostiene con la alteracion de proteinas reguladoras como Bcel-2 y
la activacion constitutiva de NF-kB, estabilizando la resistencia (Gu et al., 2025). El
microambiente hipoxico también contribuye aumentando la expresion de genes
antiapoptoticos y transportadores ABC mediante HIF-1. Cambios en modificaciones
histonicas y la accion de IncRNAs regulan la expresion génica defensiva y la dindmica

estructural, afectando la sensibilidad a farmacos (Kannan et al., 2025).
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Estos procesos generan poblaciones celulares con alto grado de plasticidad fenotipica,
capaces de alternar entre estados tolerantes y resistentes segiin las condiciones, facilitando
la emergencia de clones resistentes completos (Ilida & Okada, 2024). Asi, las respuestas
multifacéticas, que incluyen actividad exportadora, reparacion eficiente, metabolismo
adaptativo y evasion apoptotica, explican la resistencia cruzada observada entre agentes no

relacionados quimicamente pero que comparten nodos funcionales(Beretta et al., 2025).

Aunque los modelos 2D no replican completamente el microambiente tumoral in vivo, la
simulacién de factores como congestion proteica y estrés osmotico permite la activacion
persistente de vias MAPK/PI3K/AKT, consolidando fenotipos resistentes (Dong et al.,
2021).

6.3 Resistencia primaria vs. resistencia adquirida

La resistencia primaria o intrinseca aparece cuando las propias células tumorales ya cuentan
con mecanismos que las vuelven insensibles al tratamiento desde el primer contacto, incluso
sin haber enfrentado antes el farmaco. Muchas veces, este comportamiento se asocia a
mutaciones constitutivas en oncogenes o genes supresores que distorsionan rutas de
sefializacion esenciales y mantienen un estado basal practicamente refractario. En estos
casos, las alteraciones gendmicas preceden al tratamiento y se conservan de manera estable,
lo que en la practica impide obtener un efecto terapéutico apreciable desde las dosis iniciales

(Gautam et al., 2025).

Este estado puede incluir mutaciones en receptores hormonales o proteinas involucradas en
reparacion del ADN que modifican el blanco del farmaco, como cambios en afinidad o
activacion de rutas compensatorias que bloquean la accion farmacoldgica. En contraste, la
resistencia adquirida emerge como respuesta adaptativa progresiva al tratamiento, donde
células inicialmente sensibles acumulan nuevas alteraciones inducidas por exposicion
prolongada al farmaco. Estos incluyen amplificaciones génicas, deleciones o mutaciones que
reactivan vias alternativas para la supervivencia, permitiendo la expansion de clones

resistentes en un ambiente terapéuticamente hostil.

La dinamica temporal distingue entre ambas: la resistencia intrinseca esta presente desde el
diagnostico y condiciona la seleccion inicial del tratamiento, mientras que la adquirida

aparece generalmente tras ciclos efectivos y provoca recaidas clinicas. Los modelos
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experimentales han reproducido estas formas mediante dos estrategias principales:
manipulacion genética dirigida para introducir alelos especificos en lineas sensibles y
seleccion in vitro o in vivo con exposiciones escalonadas a dosis crecientes del agente (Rosa
et al.,, 2014). La primera reproduce perfiles genéticos clinicos, mientras que la segunda
refleja mejor la heterogeneidad natural y la seleccion clonal estocastica observada en vivo,
generando tanto resistencias altas como bajas clinicamente relevantes (McDermott et al.,

2014).

6.4 Mecanismos de resistencia cruzada

La resistencia cruzada constituye un fendémeno en el que las adaptaciones adquiridas frente
a un agente terapéutico confieren simultdneamente insensibilidad a otros farmacos, incluso
de clases quimicas distintas. En modelos como MCF-7 ER+, este proceso puede estar
mediado por mecanismos celulares compartidos que funcionan como nodos clave dentro de
la red defensiva tumoral contra compuestos citotoxicos. Por ejemplo, la sobreexpresion de
transportadores ABC como P-glicoproteina (P-gp/ABCB1), MRP1 (ABCC1) o BCRP
(ABCG?2), inducida en la resistencia a farmacos como topotecdn, también reduce
eficazmente las concentraciones intracelulares de taxanos como paclitaxel y docetaxel
(Kannan et al., 2025). Esta expulsion no discrimina por estructura quimica, manteniendo
niveles subterapéuticos que comprometen la citotoxicidad de multiples agentes (Postigo-

Corrales et al., 2025).

Funcionalmente, una presion selectiva inicial, por ejemplo con inhibidores de topoisomerasa
I, activa reguladores transcripcionales y epigenéticos que controlan genes de estos
transportadores. La persistencia de su sobreexpresion convierte el fenotipo resistente en un
estado protegido frente a multiples compuestos expulsados por las mismas bombas. Estudios
muestran que este patrén puede acompanarse de cambios en rutas proliferativas como
PI3BK/AKT/mTOR y MAPK, cuya activacion sostenida aumenta sefiales de supervivencia y
mecanismos antiapoptoticos, elevando la capacidad adaptativa frente a diversos fdrmacos

(Kannan et al., 2025) (Gautam et al., 2025).
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CAPITULO II:

MATERIALES Y METODOS
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1 Cultivo y expansion de células

Las células MCF-7 wild type (MCF-7wt), conocidas por su estabilidad transcriptomica y
dependencia funcional del receptor ESR1, se expandieron bajo condiciones estrictamente
controladas utilizando Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM High Glucose;
Gibco™), suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Gibco™) y 1% de penicilina-
estreptomicina (P/S; Gibco™). Esta combinacion favorece la preservacion de la actividad

transcripcional de ESR1, esencial en estudios de plasticidad tumoral (Jeselsohn et al., 2022).

Los cultivos se mantuvieron a 37 °C, 5% CO: y 95% de humedad. Antes del pasaje, las
células se lavaron con Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS; Gibco™) para reducir
interferencias proteicas. El desprendimiento se efectué mediante tripsina-EDTA 0.5 mM

(Gibco™), seguido de neutralizacion en medio suplementado y pipeteo suave para mantener

la integridad celular.

La expansion celular se mantuvo hasta alcanzar una viabilidad mayor al 85%, lo que permitio

asegurar un numero adecuado de células para los ensayos funcionales y macoldgica (Gourley
et al., 2019).

Hlustracion 1. Esquema del proceso de cultivo, mantenimiento y expansion de células
MCF-7 bajo condiciones in vitro

Inicio
gk
anco de células "!:‘; S ”
el RN o
N~ —~e
/ i "o | = -
;\/ Cultivo y ,
expansion de
N > células en medio
Cambio de mcdlo"V celulas MCF7

& i I =
Cumhi;:m d |- H @

® \m

Incubar las células

garc

Nota. Esquema del cultivo y expansion de células MCF-7 que incluye etapas de descongelacion,

suplementacion del medio, siembra, incubacion, cambio de medio y pasaje celular en condiciones controladas
(37 °C, 5% COy).
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2 Generacion de Lineas Celulares MCF-7 Resistentes a Topotecan

La generacion de resistencia adquirida a topotecén se llevo a cabo mediante un protocolo
escalonado de exposicion continua durante seis meses. El proceso se inicid6 con una
concentracion de 50 nM de topotecan, preparado en dimetilsulfoxido (DMSO; 0.1% final),
y afiadido al medio DMEM suplementado. La concentracion del farmaco se incremento
progresivamente en un factor aproximado de 1.5 veces, ajustandose segtin la viabilidad y la
capacidad adaptativa observada morfologicamente, hasta alcanzar una concentracion final
de 1 uM. Este enfoque es congruente con modelos tradicionales de adquisicion de resistencia

a inhibidores de topoisomerasa I (Pommier et al., 2010).

El medio de cultivo se renovo cada 2—3 dias utilizando pipetas seroldgicas estériles, retirando
el medio agotado y reemplazdndolo por medio fresco suplementado con la concentracion
correspondiente del farmaco. La preparacion de las soluciones de topotecan se llevo a cabo
con micropipetas de 10, 20, 100, 200 y 1000 pL, asegurando precision en la medicion de los

volumenes durante cada etapa del proceso.

Tabla 1. Diluciones de Topotecdn a partir de una solucion stock de 50 uM.

Topotecan S0uM

gz‘ﬁzzgicién Concentracion en nM pL en platos de 60mm pL en platos de 100 mm

1 50 6 10

2 75 9 15

3 112.5 13.50 225

4 168.75 20.25 33.75

5 253.13 30.38 50.625

6 379.69 45.56 75.938

7 569.53 68.34 113.906

8 854.30 102.52 170.859

9 1281.45 153.77 256.289

Nota. La tabla presenta las concentraciones utilizadas de Topotecan en nanomolar (nM) y los volumenes en
microlitros (uL) de la solucion stock de 50 uM necesarios para su preparacion en placas de cultivo de 60 mm
y 100 mm. Las diluciones se realizaron de forma seriada para obtener un rango gradual de concentraciones
para los tratamientos celulares.
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3 Curva de crecimiento

Para evaluar la dindmica proliferativa de las células MCF-7 control y tratadas con topotecan,
se sembraron 2,000 células por pocillo en placas de 24 pocillos utilizando DMEM
suplementado con FBS al 10% y P/S al 1%. Para las células tratadas, el topotecan se afiadio
1 dia post-siembra a la concentracion de 1uM. Las células se mantuvieron a 37 °C con 5%

de CO, y cada condicion se trabajo por triplicado.

La cuantificacion celular se realiz6 manualmente con un hemocitometro o camara de
Neubauer bajo un microscopio optico Leica, se realiz6 en los dias 2, 3, 4, 6, 8 y 10. El
modelado de las curvas de crecimiento permiti6é identificar alteraciones en parametros
proliferativos asociados a la exposicién prolongada a topotecan, incluyendo cambios en la
tasa de duplicacion y en la densidad méxima alcanzada, factores relevantes en estudios de

adaptacion farmacoldgica en lineas tumorales humanas (Pommier et al., 2010).

Hlustracion 2. Flujo experimental del ensayo de curva de crecimiento en células MCF-7
control y tratadas con Topotecdn.
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Nota. Esquema del procedimiento experimental para la obtencion de curvas de crecimiento en células MCF-
7, incluyendo disociacion celular, conteo con hemocitometro, siembra a densidad definida, tratamiento con

Topotecan y monitoreo diario de la proliferacion celular.
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4 Ensayo de MTT

El ensayo de MTT se realiz6 con el objetivo de evaluar la viabilidad celular y la actividad
metabolica en células MCF-7 bajo tratamiento con topotecan. Para ello, las células control
fueron previamente cultivadas en placas de 10 cm, posteriormente lavadas con DPBS y
disociadas mediante tripsina-EDTA, asegurando una suspension celular homogénea. Tras la
neutralizacion de la tripsina, las células se resuspendieron en medio DMEM y se ajust6 la

densidad celular a 2.88 x 10° células/mL mediante conteo celular.

De esta suspension se sembraron 200 pL por pocillo en placas de 96 pocillos, procurando
una distribucidon uniforme de las células. Las placas se incubaron durante un periodo de
estabilizacion de 96 horas a 37 °C en una atmoésfera humidificada con 5% de CO-, con el fin

de permitir la adecuada adhesion celular y la recuperacion metabdlica previa al tratamiento.

Una vez finalizado este periodo, las células se dividieron en tres condiciones experimentales:
control sin tratamiento, tratamiento con 1 uM de topotecan y tratamiento con 2.5 puM de
topotecan. Las células se incubaron bajo estas condiciones durante 72 horas, tiempo

seleccionado para evaluar el efecto del fArmaco sobre la viabilidad celular.

Al finalizar el tratamiento, se anadieron 30 pL de solucion de MTT a cada pocillo y las
placas se incubaron durante 4 horas, permitiendo la reduccion del tetrazolio por las enzimas
mitocondriales activas y la formacion de cristales de formazan. Posteriormente, el medio fue
retirado y los cristales se solubilizaron mediante la adicion de DMSO (Sigma-Aldrich™) al
10%, obteniendo una solucion homogénea. La absorbancia se midi6 a 570 nm utilizando un

lector de microplacas tipo ELISA.

Este procedimiento permitié evaluar de manera precisa las diferencias en actividad
metabolica y viabilidad entre las condiciones control y tratadas con topotecan, coherente con
el principio del ensayo basado en la reduccion de tetrazolios y con su aplicacion en estudios
recientes sobre proliferacion y respuesta farmacoldgica en células de cancer de mama

(Huang et al., 2021; Stockert et al., 2018; Fotakis & Timbrell, 2020).
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Hlustracion 3. Esquema del ensayo de viabilidad celular (MTT) en células MCF-7.
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Nota. Representacion esquematica del ensayo de viabilidad celular (MTT), que incluye siembra de células,

tratamiento con Topotecan, incubacion, adicion de MTT, solubilizacién con DMSO y lectura de absorbancia.

5 Ensayo de Formacion de colonias

El ensayo de formaciéon de colonias (andlisis clonogénico) se llevd a cabo para evaluar la
capacidad de supervivencia y proliferacion a largo plazo de células MCF-7 control y tratadas
con topotecan. Previamente, las células fueron cultivadas en condiciones estandar y
posteriormente sembradas a baja densidad en placas de 6 pocillos, utilizando medio DMEM
suplementado con suero fetal bovino (FBS) y penicilina/estreptomicina (P/S), con el fin de

favorecer el crecimiento de colonias derivadas de células individuales.

Las placas se incubaron a 37 °C en una atmésfera humidificada con 5% de CO: durante un
periodo de 10 a 14 dias, tiempo necesario para permitir la expansion clonal. Durante este
periodo, se evitd que la confluencia superara el 70-80%, asegurando asi condiciones
adecuadas para la formacion de colonias bien definidas. El medio de cultivo se reemplazé

cada 2-3 dias para mantener un suministro adecuado de nutrientes y factores de crecimiento.
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Al finalizar el periodo de incubacidn, el medio fue retirado y las colonias se fijaron mediante
incubacion con paraformaldehido al 4% durante 10 minutos. Posteriormente se tifieron con
cristal violeta al 0.5% durante 15-20 minutos, lo que permitié una visualizacion clara de las
colonias formadas. Tras el enjuague y secado, se realizd el conteo manual mediante
microscopio Leica (Leica Suite v4) considerando tinicamente colonias que presentaran > 50
células, siguiendo las guias actuales para ensayos clonogénicos en cancer de mama (Rafehi

et al., 2020).
Hlustracion 4. Esquema del ensayo de formacion de colonias en células MCF-7
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Nota. Esquema del ensayo de formacion de colonias que incluye siembra a baja densidad, tratamiento con

Topotecan, incubacion prolongada, fijacion, tincién y cuantificacion de colonias.

6 qPCR

6.1 Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN, primero se recolectaron las células MCF-7 (MCF7 control,
MCF-7 con Topotecan y MCF-7 con Topotecan +Paclitaxel) a partir de cultivos en placas

de 10 cm, mantenidos en confluencias aproximadas del 70—-80%.
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En cada condicidn, se aspir6 el medio de cultivo y se lavaron las monocapas con 5 ml de
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS; Gibco™) para eliminar restos de medio y
suero. Posteriormente, se procedio a la colecta de las células mediante tripsinizacion. Tras
retirar el DPBS, se afiadié 1 ml de tripsina-EDTA 0.25% y se incub6 5 minutos a 37 °C hasta
observar el desprendimiento. La reaccion se neutralizé con 3 ml de medio completo, se
recogio la suspension celular en tubos conicos de 15 mL y se centrifugd a 300 g durante 5
minutos. El sobrenadante se descartd y el pellet celular se guardd en frio para evitar la

degradacion.

La extraccion de ARN se realiz6 utilizando un kit comercial (Invitrogen™ PureLink™ RNA
Mini Kit) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se lisaron los pellets celulares
afiadiendo el volumen recomendado de 600 pL de buffer de lisis suplementado con DTT al
1% en cada pellet celular. También se afiadio un volumen 1:1 de ethanol al 70%, se

homogeneizaron con el vortex y se incubaron en hielo para evitar la degradacion del ADN.

Hlustracion 5. Esquema del proceso de extraccion de ARN en células MCF-7.
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Nota. Representacion esquematica del proceso de extraccion de ARN total, que incluye lisis celular,

purificacion mediante columna de silice, lavados y recuperacion del ARN.

Los lisados se pasaron a la columna de silice (spin cartridge), se centrifugaron a 12000 g

durante 30 segundos para permitir la union del ARN a la membrana y se descartod el
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sobrenadante. A continuacion, las columnas se lavaron para eliminar proteinas, lipidos y
otros contaminantes con 700 pL. de Wash Buffer I, se centrifugaron y se descart6 el
sobrenadante. Seguidamente se lavaron con 500 uL. de Wash Buffer II, se centrifugaron, se
descarto el sobrenadante y repetimos este paso una vez mas. Finalmente, el ARN se eluy6
afiadiendo 30 puL de agua libre de nucleasas directamente sobre la membrana y centrifugando

a 12,000 x g durante 2 minutos.

La concentracion y pureza del ARN se determinaron mediante espectrofotometria
(NanoDrop™), registrando las relaciones A260/280 y A260/230. Solo se utilizaron
preparaciones con A260/280 comprendida entre 1.8 y 2.1.

6.2 Sintesis de ADN complementario (cDNA)
Para la sintesis de ¢cDNA, se utilizé el SuperScript® IV First-Strand ¢cDNA Synthesis
Reaction Kit a partir de 2000 ng de ARN total por reaccion. En términos generales, para un

volumen final de 20 pL, se realiz6 el siguiente protocolo.

= Mezcla de reaccion inicial (13 pL):

e ARN total (2,000 ng): 11 pL

e 50 uM oligo(dT)20 primer: 1 pL (mezcla incluida en el kit)
e 10mM dNTP mix: 1 pL

Incubacion: 65 °C (5 min) — luego en hielo (1 min) para hibridacion.

= Mezcla de RT (7 pL):

e 5x SSIV Buffer: 4 pL

e 100mM DTT: 1 pL

e Recombinant RNase Inhibitor: 1 pL

e SuperScript IV Reverse Transcriptase (200 U/uL): 1 puL

Se afiadi6 la mezcla RT a la mezcla de hibridacion y se incub6 en termociclador siguiendo

este programa:

1. 55°C, 10 min (sintesis de cDNA).
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2. 80 °C, 10 min (inactivacion de la transcriptasa reversa).
Por ultimo se anadi6 0.5 pLL de Rnase y se incub6 a 37 °C (20 min).

El cDNA resultante se almacend a —20 °C hasta su uso en la qPCR. Para evitar variaciones,
se utilizé la misma preparacion de cDNA para todas las reacciones correspondientes a un

mismo experimento.

Hlustracion 6. Esquema de la sintesis de cDNA a partir de ARN total.
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Nota. Esquema de la sintesis de cDNA a partir de ARN total mediante reaccion de transcripcion reversa,

incluyendo preparacion de mezcla, incubacion y generacion de ADN complementario.

6.3 Cuantificacion de expresion génica por gPCR (SYBR Green)
La cuantificacion de la expresion génica se realizdo mediante PCR en tiempo real (qQPCR)
utilizando un sistema basado en SYBR Green (Applied Biosystems). Las reacciones se

ejecutaron en un equipo de qPCR (QuantStudio™ 3 Real-Time System, Bio-Rad).

Para garantizar la validez estadistica, el sembrado se realizo bajo condiciones de maxima
esterilidad. Cada reaccion se prepard en un volumen final de 10 pL, utilizando la siguiente

composicion:
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e 2x SYBR Green PCR Master Mix: 5.0 uL
e QN ROX Reference Dye: 1 uL.

e Primer forward: 1 pL

e Primer reverse: 1 uL.

e cDNA:1puL

e Agua libre de nucleasas: 1 pL

Todas las reacciones se prepararon en hielo, en placas 6pticas para qPCR (96 pocillos), y se
realizaron por triplicado técnico para cada muestra y cada gen, para calcular la desviacion

estandar experimental.
Condiciones de amplificacion en qPCR

Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo colocando la placa en el termociclador de tiempo

real, selladas con film Optico para evitar la evaporacion, bajo el siguiente programa:
1. Activacion térmica inicial: 95°C por 2 min
2. Ciclado (40 ciclos):
o Desnaturalizacion: 95 °C, 15 s
o Alineamiento/extension: 60 °C, 10 s

Al final de los ciclos de amplificacion se realizoé una curva de disociacion (melt curve) para
verificar la especificidad del producto amplificado, incrementando la temperatura desde 65

°C hasta 95 °C (a 0.5 °C cada 5-10 s) y registrando la fluorescencia en cada paso.

La fluorescencia de SYBR Green se registro en el canal apropiado en cada ciclo, y los valores

de Ct (Cycle threshold) se determinaron automaticamente mediante el software del equipo.

Analisis de datos

Los valores de Ct obtenidos se exportaron a una hoja de calculo y/o al software de anélisis.
Se calculdo ACt para cada muestra (Ct_gen diana — Ct_housekeeping). Posteriormente, se

determind AACt tomando como control una condicion de referencia (por ejemplo, MCF-7wt
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sin tratamiento). La expresion relativa se calculdé como 2”-AACt. Los resultados

SC

expresaron como cambio de expresion (fold change) respecto a la linea control.

Hlustracion 7. Esquema del andlisis de expresio2n génica mediante qPCR.
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Nota. epresentacion esquematica del analisis de expresion génica mediante qPCR, que incluye preparacion de

la mezcla de reaccion, amplificacion en tiempo real y analisis de los resultados.

Tabla 2. Lista de genes para andlisis por qPCR, organizados segun la via biologica.

Vias

Genes

Via de sefnalizacion ATM/ATR

Vias de reparacién del ADN

Ciclo celular

ATRIP, BARDI,
RAD9A

ERCC1, LIG1, NTHL1, PCNA, FEN1, MPG, UNG,
XRCC1, EXO1, MSH2, BLM, MREI1l, RAD5I,
XRCC2, XRCC6, FANCG, RAD18

BRACI, CHEK1, FANCD2, RAD9A, ERCC1, LIG,
NTHL1, PCNA, FEN1, MPG, UNG, XRCC1, EXOl,
MSH2, BLM, MRE11, RAD51, XRCC2, XRCCS6,
FANCG, RAD18, CDC25A, CDC25C.

BRACI, CHEKI, FANCD?2,

Nota. La tabla presenta los genes empleados para el analisis de expresion génica mediante qPCR, clasificados
de acuerdo con su participacion en la via de sefializacion ATM/ATR y en distintos mecanismos de reparacion

del ADN.
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CAPITULO III:

RESULTADOS Y DISCUSION
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RESULTADOS

1 Caracterizacion morfolégica de las células MCF-7 tratadas con Topotecan

Al observar las células MCF-7 expuestas a distintas concentraciones de topotecan bajo
microscopia Optica, se evidenciaron cambios morfoldgicos progresivos dependientes de la
concentracion de topotecan. Las alteraciones observadas sugieren una transicion de un
estado de proliferacion activa hacia estados de arresto del ciclo celular, senescencia vy,

finalmente, muerte celular programada.

Ilustracion 8. Cambios morfoldgicos inducidos por Topotecdan en células MCF-7
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G. H.

Nota. (A.) Células MCF7 control. (B.) Células MCF7 tratadas con 50nM de Topotecan. (C.) Células MCF7
tratadas con 75nM de Topotecan. (D.) Células MCF7 tratadas con 168.75nM de Topotecan. (E.) Células MCF7
tratadas con 379.68nM de Topotecan. (F.) Células MCF7 tratadas con 569.52nM de Topotecan. (G.) Células
MCF7 tratadas con 854.28nM de Topotecan. (H.) Células MCF7 tratadas con 1281.42nM de Topotecan.

En la condicion control (Figura A), las células MCF-7 presentaron la morfologia epitelial
caracteristica de esta linea celular, con un patron de crecimiento adherente, células
poligonales bien definidas, bordes celulares continuos y una alta densidad celular, lo que

indica un estado proliferativo activo y una adecuada viabilidad.

Al tratar las células con 50 nM de Topotecan (Figura B), no se observaron cambios
morfoldgicos drasticos respecto al control. Sin embargo, se evidenci6 una ligera disminucion

en la confluencia celular y una discreta alteracion en la organizacion del monolayer,
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sugiriendo un efecto inicial del farmaco sobre la dindmica celular sin comprometer de

manera marcada la viabilidad.

En las células tratadas con 75 nM de Topotecan (Figura C), comenzaron a observarse
cambios mas evidentes, incluyendo una reducciéon en la densidad celular, aumento en el
redondeamiento de algunas células y la presencia de células con aspecto refringente,
indicativo de estrés celular. Aunque ain se mantiene el crecimiento adherente, la

organizacion celular resulta menos homogénea.

A una concentracion de 168.75 nM (Figura D), los cambios morfoldgicos se acentiian
notablemente. Se observa una mayor proporcion de células redondeadas, pérdida parcial de
la adhesion al sustrato y un incremento de células flotantes. La confluencia celular es
claramente inferior a la observada en el control, reflejando un impacto significativo del

Topotecan sobre la viabilidad y proliferacion celular.

En las células expuestas a 379.68 nM de Topotecan (Figura E), se evidencia una marcada
alteracion morfologica. Predominan células aisladas, con pérdida evidente del patron
epitelial, incremento del redondeamiento celular y disminucién notable de la densidad
celular. Estos cambios sugieren un efecto citotoxico mds pronunciado, posiblemente

asociado a dafio gendémico acumulado.

Al aumentar la concentracion a 569.52 nM (Figura F), la poblacion celular muestra una
reduccion atin mayor, con amplias areas libres de células adheridas. Las células remanentes
presentan morfologias irregulares y signos claros de deterioro estructural, lo que indica una

fuerte afectacion por el tratamiento.

Finalmente, en las concentraciones mas altas de 854.28 nM (Figura G) y 1281.42 nM de
Topotecan (Figura H), se observa una pérdida casi total de la confluencia celular. Las células
presentes son escasas, mayormente redondeadas, con pobre adhesion al sustrato y

morfologias compatibles con estados avanzados de dafio celular. En estas condiciones, el
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monolayer caracteristico de MCF-7 practicamente desaparece, evidenciando un efecto

citotoxico severo y dependiente de la dosis.

2 Curvas de crecimiento celular

Las curvas de crecimiento celular permitieron evaluar el comportamiento proliferativo de
las células MCF-7 en ausencia y presencia de Topotecan 1uM a lo largo del tiempo de
cultivo, comparando células control con células tratadas con Topotecan (Grafica 1). El
andlisis se realiz6 desde el dia 0 hasta el dia 10, considerando curvas independientes para

cada condicion experimental.

2.1 Comportamiento proliferativo de las células MCF-7 control

Las células MCF-7 control mostraron un patron de crecimiento progresivo caracteristico de
esta linea celular. Entre los dias 0 y 2, la curva evidencio una fase inicial de adaptacion, con

un incremento moderado en el nimero de células.

A partir del dia 3, las células control iniciaron una fase de crecimiento exponencial, reflejada
por un aumento marcado en la cantidad de células en las tres replicas analizadas. Esta
tendencia se intensificd entre los dias 4 y 8, donde se observd el mayor incremento
proliferativo. En particular, una de las réplicas alcanz6 su valor maximo alrededor del dia 8,
con valores cercanos a 55 000 células, mientras que las otras réplicas mantuvieron un
crecimiento sostenido hasta el dia 10, alcanzando valores aproximados entre 30 000 y 45

000 células.

Hacia los dias finales del experimento (dias 8-10), algunas réplicas mostraron una
desaceleracion en el crecimiento o una ligera disminucién en el nimero celular, lo que
sugiere la transicion hacia una fase estacionaria o el inicio de un declive proliferativo,
probablemente asociado a la alta densidad celular y a la limitaciéon de nutrientes. En
conjunto, las células MCF-7 control demostraron una alta capacidad proliferativa a lo largo

del tiempo de cultivo.
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2.2 Comportamiento proliferativo de las células MCF-7 tratadas con Topotecan

En contraste, las células MCF-7 tratadas con Topotecan presentan un patrén de crecimiento
notablemente diferente. Desde los primeros dias de cultivo, se observa que el incremento en
el nimero de células es limitado en comparacion con el control. Aunque algunas replicas
muestran un ligero aumento inicial entre el dia 0 y el dia 2, este crecimiento no se mantiene
en el tiempo. A partir del dia 3, la curva correspondiente a las células tratadas tiende a
estabilizarse o incluso a disminuir, indicando una marcada reduccion en la tasa de

proliferacion.

Entre los dias 4 y 10, las células tratadas con Topotecan mantienen recuentos celulares bajos,
sin evidenciar una fase exponencial de crecimiento. En algunas réplicas, se observa una
disminucion progresiva en el nimero de células hacia los ultimos dias del cultivo, lo que
sugiere una incapacidad de las células para sostener la proliferacion bajo la exposicion al
farmaco. En ningun caso las réplicas tratadas alcanzan valores comparables a los observados

en las células control durante el mismo periodo.

2.3 Comparacion entre células MCF-7 control y tratadas con Topotecan

La comparacion directa entre ambos grupos evidencia diferencias claras en el
comportamiento proliferativo. Mientras que las células MCF-7 control mostraron una
transicion definida desde la fase de latencia hacia una fase exponencial, seguida de una
desaceleracion tardia, las células tratadas con Topotecan no lograron sostener un crecimiento
activo a lo largo del tiempo. Este comportamiento indica que el tratamiento con Topotecan
afecta de manera significativa la dindmica proliferativa de las células MCF-7, limitando su

capacidad de crecimiento.
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Gridfica 1. Curvas de crecimiento celular de células MCF-7 control vs. tratadas con

Topotecan.
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Nota. Proliferacion celular de la linea MCF7 control vs tratadas con Topotecan. MCF7

control (linea rosada): células no tratadas, con un patréon de crecimiento caracterizado por

fase exponencial marcada entre los dias 3 y 8. MCF7 + Topotecan 1 pM (linea verde): células

expuestas al farmaco, que mostraron una proliferacion reducida durante todo el periodo

experimental.

3 Efecto del topotecan sobre la formacion de colonias en células MCF-7

Se evalud la capacidad clonogénica de las células MCF7 control y de las células sometidas
a tratamiento con Topotecan (I puM) mediante un ensayo de formacion de colonias. Este
ensayo permite analizar la habilidad de una célula individual para mantener su potencial

clonogénico y generar una colonia visible tras un periodo prolongado de cultivo.
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Para ello, las células fueron sembradas a baja densidad en placas de cultivo y mantenidas en
condiciones controladas de incubacion (37 °C, 5% CO:) durante un periodo de 1014 dias,
permitiendo el crecimiento de colonias a partir de células individuales. Finalizado el periodo
de cultivo, las colonias se fijaron y tifieron con cristal violeta, siendo posteriormente

cuantificadas para determinar diferencias en la capacidad proliferativa a largo plazo.

Los resultados obtenidos (Grafica 2) mostraron una diferencia marcada entre ambos grupos.
En el grupo MCF7 control, el nimero de colonias fue consistentemente mayor en todas las
réplicas biologicas, con un promedio de 482 colonias. Estas colonias se caracterizaron por
ser numerosas, compactas y de bordes bien definidos, presentando un tamafio homogéneo y
una distribucion regular en la superficie de cultivo, lo que refleja una elevada capacidad de

proliferacion y supervivencia a largo plazo.

En contraste, en el grupo MCF7 tratado con Topotecan, se observo una reduccion marcada
en el nimero de colonias formadas con un promedio de colonias que descendié a 149. En
esta condicion, se observo una disminucidon evidente en la eficiencia clonogénica en
comparacion con el grupo control. Aunque se formaron colonias en todas las réplicas, el
numero total fue considerablemente menor, con colonias menos densas y con morfologia
heterogénea, indicando que una proporcion significativa de las células tratadas perdi6 la

capacidad de sobrevivir y proliferar tras la exposicion al farmaco.

La comparacion réplica por réplica evidencia que en cada uno de los ensayos el tratamiento
con Topotecan redujo significativamente el nimero de colonias formadas con relacion al
control, lo que confirma que el farmaco impacta directamente la capacidad de las células
para generar clones estables y mantener su viabilidad en el tiempo. Este hallazgo refuerza la
hipotesis de que el Topotecan ejerce una presion selectiva que elimina gran parte de la
poblacion sensible, favoreciendo la supervivencia Unicamente de subpoblaciones con

caracteristicas adaptativas.

El analisis estadistico evidencio una disminucién significativa en el numero de colonias en
las células tratadas con Topotecan en comparacion con el grupo control (p= 0.0015), lo que
confirma que el tratamiento tiene un efecto inhibitorio sobre la capacidad clonogénica de las

células MCF-7.
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Grdfica 2. Formacion de colonias en células MCF7 control y tratadas con Topotecdan
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Nota. Ensayo de formacion de colonias en células MCF7 control y MCF7 tratadas con Topotecan (1 uM).
MCF7 control (barra azul): presentaron un niimero promedio de colonias elevado y consistente entre las
réplicas bioldgicas. MCF7 + Topotecan (barra naranja): mostraron una reduccion significativa en el numero
de colonias. p=0.0015

4 Evaluacion del impacto del Topotecan sobre la proliferacion y supervivencia de
células MCF-7 mediante ensayo MTT

Con el proposito de evaluar el efecto antiproliferativo del Topotecan sobre células MCF-7,
se realizod un ensayo de viabilidad celular mediante MTT. Las células fueron preincubadas
durante 96 horas y posteriormente expuestas al farmaco durante 72 horas a dos

concentraciones (1 uM y 2.5 uM), incluyendo un grupo control sin tratamiento.

Los resultados mostraron una reduccion clara de la viabilidad celular en respuesta al

tratamiento, evidenciando un efecto dependiente de la concentracion.
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4.1 Viabilidad celular

El grupo control present6 una viabilidad del 100%, estableciendo el valor de referencia para

la comparacion.

Tras la exposicion a 1 uM de Topotecan, la viabilidad se redujo aproximadamente al 52%,
lo que representa una disminucion cercana al 48% con respecto al control. Este resultado
indica que incluso a una concentracion moderada, el Topotecan ejerce un efecto inhibitorio

considerable sobre la proliferacion celular en MCF-7.

El efecto fue mas pronunciado al incrementar la concentracion a 2.5 uM, donde la viabilidad
descendi6 hasta aproximadamente 27%, lo que corresponde a una reduccion cercana al 73%

respecto al grupo control.

Esta disminucion progresiva confirma una relacion dosis-respuesta, caracteristica de agentes
quimioterapéuticos con actividad citotoxica directa sobre células tumorales. El analisis
estadistico mediante ANOVA de una via, seguido del test de comparaciones multiples de
Dunnett, reveld diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y ambas
condiciones de tratamiento. Especificamente, la comparacion entre el grupo control y 1 uM
de Topotecan mostr6 una diferencia significativa (p = 0.0048), mientras que la concentracion

de 2.5 uM presentd una diferencia altamente significativa (p = 0.0004).

4.2 Citotoxicidad celular

El analisis complementario de citotoxicidad mostré un comportamiento inversamente

proporcional al observado en la viabilidad celular.

Mientras que el grupo control no present6 citotoxicidad detectable, el tratamiento con 1 uM
de Topotecan indujo aproximadamente un 48% de citotoxicidad. Este valor aument6 hasta
alrededor del 60% en la concentracion de 2.5 uM, evidenciando un incremento del dafio

celular conforme aumenta la dosis del farmaco.

46



Grdfica 3. Viabilidad celular en células MCF-7 tratadas con Topotecdn
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Nota. Representacion grdfica de la viabilidad celular determinada mediante ensayo MTT en células MCF-7
tras 96 h de preincubacion y 72 h de exposicion al Topotecan. En el eje X se muestran las condiciones
experimentales: control sin tratamiento (barra rosada), | uM de Topotecan (barra verde) y 2.5 uM de Topotecan
(barra celeste). El eje Y indica la viabilidad celular relativa. Los valores fueron normalizados respecto al grupo
control, el cual se establecié como 100%. Cada condicion fue evaluada en triplicado técnico (n = 3) y los datos
se presentan como media + desviacion estdndar (SD). La significancia estadistica fue determinada mediante
ANOVA de una via seguido del test de Dunnett (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001).
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Grdfica 4. Citotoxicidad inducida por Topotecdn en células MCF-7
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Nota. Porcentaje de citotoxicidad calculado a partir del ensayo MTT en células MCF-7 preincubadas durante
96 horas y tratadas durante 72 horas con Topotecan (I uM 'y 2.5 uM).. En el eje X se indican las condiciones
experimentales: control sin tratamiento (barra rosada), 1| uM de Topotecan (barra verde) y 2.5 uM de Topotecan
(barra celeste). El eje Y corresponde al porcentaje de citotoxicidad. El grupo control se utilizé como referencia
basal.

5 Perfil de expresion génica mediante PCR y evaluacion de la resistencia cruzada

Con el objetivo de evaluar el impacto del tratamiento con Topotecédn y la posible adquisicion
de un fenotipo de resistencia multidroga (MDR), se analizo la expresion relativa de 25 genes
clave (Tabla 2) asociados a las vias de sefializacion de dafio al ADN (ATM/ATR),
mecanismos de reparacion (HR y NER), control del ciclo celular y eflujo de drogas;
mediante qPCR en células MCF-7 bajo tres condiciones: control, tratadas con Topotecan

(Topo) y tratadas con la combinaciéon Topotecan + Paclitaxel (Topo + PTX).

Los niveles de expresion génica fueron normalizados utilizando el gen de referencia Beta-
Actina y expresados como fold change mediante el método 2"-AACt. Las diferencias
estadisticas se determinaron a partir de los valores de Ct.

Las graficas A—D muestran estos cambios organizados segiin su funcion bioldgica.
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5.1 Sefializacion de dafio en el ADN (Grafica A)
En este grupo se evaluaron genes involucrados en la deteccion y sefializacion del dafio en el

ADN: ATRIP, BARDI1, BRCA1, CHEK1, FANCD2 y RADYA.

En células tratadas con Topotecan, se observo:
¢ Disminuciones significativas en BARD1, CHEK1 y FANCD?2 respecto al control.
e Cambios significativos en BRCAL.
e ATRIP no present6 diferencias significativas bajo esta condicion.
e Por otro lado, RAD9A evidenci6é un incremento significativo en su expresion en

comparacion con el control.

En contraste, la combinacion Topo + PTX indujo una activacion significativamente mayor
de esta via.

e Sobreexpresion notable de ATRIP (~4 veces)

e BRCAI (~2.5 veces)

e CHEKI (~1.5 veces)

e RAD9A (~3.8 veces)
Mientras que BARD1 y FANCD2 mostraron incrementos moderados respecto al tratamiento

con Topotecan solo.

Este patron sugiere que la sefializacion de dafio al ADN es mds pronunciada bajo tratamiento

combinado.

5.2 Genes asociados a reparacion del ADN (Gréficas By C)
Reparacion por escision y mantenimiento genémico (Grafica B):

Se evaluaron ERCCI1, LIG1, NTHL1, PCNA, FEN1 y MPG

En células tratadas con Topotecan, se observo:

¢ Incremento significativo en ERCC1, NTHL1 y MPG

e Disminucion significativa en LIG1, PCNA y FEN1 respecto al control.
En la condicion Topo + PTX, se observd un aumento significativo en la expresion de todos
los genes evaluados:

e ERCCI (~1.3 veces)
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e NTHLI1 (~1.7 veces)
e PCNA (~1.4 veces)
e Incremento mas evidente en MPG (~2 veces)

e Mientras que LIG1 mostrd recuperacion parcial respecto a Topotecan solo.

Reparacion por recombinacion y estabilidad del ADN (Gréfica C):
Incluyé los genes UNG, XRCC1, MSH2, BLM, MRE11 y RADSI1.

En células tratadas con Topotecan:
e Aumento en UNG y MRE11
e Cambios minimos en XRCCl1

e Disminucidn significativa en MSH2, BLM y RADS51, respecto al control.

En la condicion Topo + PTX, varios genes mostraron incrementos mas pronunciados:
e UNG (~4 veces)
e XRCCI1 (~2 veces)
e MSH2 (~1.6 veces)
e BLM (~1.3 veces)
e MREII (~3 veces)

e Mientras que RADS1 present6 recuperacion respecto al tratamiento con Topotecan

solo.

5.3 Regulacion del ciclo celular y puntos de control (Gréfica D)

Se evaluaron XRCC2, XRCC6, FANCG, RAD18, CDC25A y CDC25C.

En células tratadas con Topotecan:
e Incremento en XRCC6 y FANCG
e [Expresion elevada de CDC25A (~2.4 veces)
e Disminucién en XRCC2 y RADI18
e Expresion minima de CDC25C

En la condicién Topo + PTX, se evidencio una sobreexpresion generalizada en:

e XRCC6 (~2.2 veces)
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e FANCG (~3.5 veces)

e RADI8 (~1.4 veces)

o CDC25A (~5 veces)
Recuperacion parcial de CDC25C

Grdfica 5. Expresion relativa de genes en células MCF-7 control, tratadas con
Topotecdan y Topotecdan + Paclitaxel.
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Nota. Andlisis de expresion génica relativa (fold change) mediante qPCR en celulas MCF-7 bajo tres
condiciones experimentales. MCF7 control (barras rosadas); MCF7 + I uM Topotecan (barras verdes); MCF7
+ 1 uM Topotecan + 130nM Paclitaxel (barras celestes).
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(A) Genes involucrados en la sefalizacion de dafio en el ADN: ATRIP, BARDI1, BRCA1, CHEKI1, FANCD2
y RAD9A.

(B) Genes asociados a mecanismos de reparacion por escision y mantenimiento de la integridad genomica:
ERCCI, LIGI, NTHL1, PCNA, FEN1 y MPG.

(C) Genes relacionados con procesos de reparacion del ADN y estabilidad del genoma: UNG, XRCCI1,
MSH2, BLM, MRE11 y RADS51.

(D) Genes implicados en la regulacion del ciclo celular y puntos de control: XRCC2, XRCC6, FANCG,
RADI8, CDC25A y CDC25C.

DISCUSION

1. Caracterizacion morfologica de células MCF-7 tratadas con Topotecan

Los cambios morfologicos observados en las células MCF-7 tras la exposicion a Topotecan
reflejan una respuesta celular asociada al estrés genotdxico inducido por la inhibicion de la
topoisomerasa I. En las micrografias obtenidas durante el experimento se evidencié una
transicion desde la morfologia epitelial caracteristica de esta linea celular —células
poligonales, bien adheridas entre si y con una organizacion relativamente homogénea—
hacia poblaciones con mayor heterogeneidad estructural, incremento del tamafio celular,
irregularidad citoplasmatica y alteraciones en la confluencia de la monocapa. Este tipo de
cambios morfologicos ha sido descrito previamente en células sometidas a agentes que
inducen dafio en el ADN y suele asociarse con activacion de la respuesta celular frente a

estrés replicativo.

El mecanismo de accién de Topotecan explica en gran medida estas alteraciones. Este
farmaco estabiliza el complejo Topoisomerasa [-FADN, impidiendo la religacioén de roturas
monocatenarias generadas durante la relajacion del ADN. Cuando las horquillas replicativas
encuentran estos complejos estabilizados, las roturas monocatenarias pueden convertirse en
roturas de doble cadena (DSBs), lo que activa sensores de daflo como ATM y ATR y
desencadena la fosforilacion de H2AX (YH2AX), un marcador temprano de dafio en el ADN
(Pommier, 2006). La activacion de estas rutas de sefializacion conduce a la activacion de
checkpoints del ciclo celular y al reclutamiento de proteinas involucradas en reparacion del

ADN.
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La persistencia de este estrés replicativo puede provocar arrestos prolongados del ciclo
celular, particularmente en fase S o G2/M, lo que podria explicar el aumento del tamaifio
celular observado en las células tratadas. Bajo estas condiciones, las células contintan
acumulando masa citoplasmatica sin completar la division celular, generando un fenotipo
caracterizado por expansion celular y alteraciones morfoldgicas. Este tipo de respuesta ha
sido ampliamente descrito en contextos de estrés replicativo cronico y constituye un
mecanismo adaptativo que permite a la célula activar procesos de reparacion antes de

reanudar la proliferacion (Zeman & Cimprich, 2014; Rodier & Campisi, 2011).

Adicionalmente, la coexistencia de células con morfologia alterada junto con células que
conservan parcialmente su arquitectura epitelial sugiere que el tratamiento con Topotecan no
produce una eliminacion inmediata de toda la poblacion celular, sino que genera presion
selectiva que favorece la supervivencia de subpoblaciones con mayor capacidad de tolerar
el dafio gendmico (McGranahan & Swanton, 2017). En el caso de las células MCF-7, que
pertenecen al subtipo luminal A y expresan el receptor de estrégeno alfa (ERa), la
sefalizacion estrogénica puede modular genes implicados en proliferacion y reparacion del

ADN, contribuyendo a la adaptacion frente al estrés replicativo (Pedram et al., 2009).

2. Curvas de crecimiento: inhibicion sostenida de la tasa proliferativa

El andlisis de las curvas de crecimiento permitié evaluar el impacto del tratamiento con
Topotecan sobre la dinamica proliferativa de las células MCF-7. En el grupo control se
observo el patron tipico de crecimiento celular caracterizado por una fase inicial de latencia
seguida de una fase exponencial bien definida, lo que refleja la capacidad proliferativa basal
de esta linea celular. Este comportamiento es consistente con el fenotipo luminal de las
células MCF-7, cuya proliferacion esta regulada principalmente por la sefializaciéon mediada
por el receptor de estrogeno alfa (ERa) y por la activacion de vias asociadas al control del
ciclo celular, como el eje ciclina D1-CDK4/6—E2F (Jeselsohn et al., 2015). La progresion
ordenada de estas fases en las células control confirma la estabilidad del sistema

experimental y proporciona una referencia adecuada para evaluar los efectos del tratamiento.
En contraste, las células tratadas con Topotecan mostraron una alteracion evidente en su
patron de crecimiento. La reduccion en la pendiente de la fase exponencial indica una

disminucién en la tasa proliferativa, lo cual sugiere que el farmaco interfiere con la

53



progresion normal del ciclo celular. Como consecuencia, la proliferacion celular se ralentiza,

lo cual se refleja directamente en las curvas de crecimiento observadas.

Otro aspecto relevante del comportamiento proliferativo observado en las células tratadas es
que, aunque la tasa de crecimiento disminuye, la poblaciéon celular no se elimina
completamente. Esto sugiere que una fraccion de las células logra sobrevivir al tratamiento,
posiblemente mediante la activacion de mecanismos compensatorios de reparacion del ADN
o adaptacion al estrés replicativo. La activacion sostenida de rutas de reparacion, como la
recombinacion homologa y la reparacion de roturas de doble cadena, puede permitir que
algunas células contintien proliferando a pesar del dafio inducido por el fArmaco (Helleday
et al., 2014). Este fenémeno ha sido descrito en diversos modelos celulares tratados con
inhibidores de topoisomerasas, donde la presion farmacoldgica favorece la supervivencia de

subpoblaciones celulares con mayor capacidad de tolerar el dafio genémico.

3. Ensayo de formacion de colonias

El ensayo de formacion de colonias permitié evaluar el impacto del tratamiento sobre la
capacidad proliferativa a largo plazo de las células MCF-7. A diferencia de otros ensayos de
viabilidad celular que miden respuestas metabolicas en periodos cortos, el ensayo
clonogénico determina la capacidad de una célula individual para mantener su potencial

reproductivo y generar una colonia estable tras varias rondas de division celular.

En los resultados obtenidos se observo una disminucion marcada en el nimero de colonias
formadas en las células tratadas con Topotecan en comparacion con el grupo control. Esta
reduccion indica que el tratamiento afecta la capacidad de las células para mantener su
integridad reproductiva, incluso en aquellas que logran sobrevivir al estrés inicial inducido
por el farmaco. Diversos estudios han demostrado que el ensayo clonogénico es
particularmente sensible para detectar la denominada “muerte reproductiva”, un estado en el
cual las células permanecen metabolicamente activas pero pierden la capacidad de dividirse

indefinidamente y generar nuevas poblaciones celulares (Guzman, C., et al., 2014).

La disminucion en la formacion de colonias también puede interpretarse como consecuencia
de alteraciones en la estabilidad gendmica y en la regulacion del ciclo celular. Cuando las
células experimentan dafio gendmico significativo, se activan mecanismos de control que

pueden limitar su capacidad proliferativa para evitar la propagacion de mutaciones. En este
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contexto, la pérdida del potencial clonogénico refleja la incapacidad de una fraccion
importante de la poblacion celular para completar multiples ciclos de division de manera
estable, lo que se traduce en una reduccion del nimero y tamaiio de las colonias observadas

en el ensayo (Franken et al., 2006).

4. Ensayo de viabilidad celular (MTT)

Los resultados del ensayo de viabilidad celular mostraron una disminucion significativa en
la viabilidad de las células MCF-7 tratadas con Topotecan en comparacion con el grupo
control, evidenciando un efecto citotoxico dependiente de la concentracion. Las células
expuestas a 1 uM y 2.5 uM de Topotecan presentaron una reduccidén progresiva en la
viabilidad celular, lo que indica que el incremento en la concentracion del farmaco afecta de
manera directa la capacidad de la poblacion celular para mantener su actividad metabolica y
proliferativa. Este comportamiento dosis-dependiente coincide con lo reportado en estudios
que han evaluado la respuesta de células de cancer de mama a inhibidores de topoisomerasa,
donde el aumento en la concentracion del compuesto se asocia con una reduccion
significativa en la viabilidad celular en lineas como MCF-7 y otras lineas tumorales sensibles

a este tipo de agentes citotoxicos (Pommier et al., 2010).

Por otra parte, el incremento en los niveles de citotoxicidad calculados a partir de los datos
de viabilidad confirma que el efecto del tratamiento no se limita a una disminucion temporal
en la actividad metabolica, sino que también refleja un impacto méas amplio sobre la
supervivencia celular. La relacion inversa entre viabilidad y citotoxicidad observada en los
resultados indica que el aumento en la concentracion del farmaco genera un mayor

porcentaje de células afectadas dentro de la poblacion (Helleday et al., 2014).

Adicionalmente, la tendencia observada en los resultados sugiere que, aunque una fraccion
importante de la poblacion celular se ve afectada por el tratamiento, algunas células
mantienen cierto nivel de viabilidad incluso en las concentraciones mas altas evaluadas. Este
fendémeno suele atribuirse a la heterogeneidad funcional dentro de la poblacion celular,
donde subpoblaciones con mayor capacidad adaptativa pueden sobrevivir a condiciones de
estrés inducidas por el tratamiento farmacolégico (McGranahan & Swanton, 2017). En este
contexto, la persistencia de células viables dentro de la poblacion tratada podria reflejar la
activacion de mecanismos celulares que permiten tolerar parcialmente el dafio inducido por

el farmaco.
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5. Perfil de expresion génica y evaluacion de resistencia cruzada

El andlisis de expresion génica mostrd que las células tratadas con Topotecan presentaron
una activacion moderada de genes asociados a la respuesta al dafio en el ADN, mientras que
la combinacion Topotecan + Paclitaxel generd una induccion molecular mucho mas intensa
en multiples rutas de reparacion gendmica y regulacion del ciclo celular. Este patron sugiere
que la exposicion combinada amplificoé la respuesta celular al estrés genotoxico,
promoviendo una activacion coordinada de genes implicados en sefalizaciéon de daio,
reparacion del ADN y control del ciclo celular. Estudios previos han demostrado que los
agentes que inducen estrés replicativo pueden activar simultdineamente multiples redes de
reparacion gendmica, generando una respuesta transcripcional mas robusta cuando se
combinan con fdrmacos que alteran la dindmica mitdtica (Zeman & Cimprich, 2014;

Helleday et al., 2014).

5.1 Senalizacion de dafio en el ADN

Dentro del grupo de genes asociados a senalizacién de dano genémico, ATRIP y RAD9A
mostraron una induccion particularmente marcada en las células tratadas con la combinacion
Topotecan + Paclitaxel, alcanzando niveles de expresion superiores a los observados con
Topotecan solo. ATRIP es un componente clave del complejo ATR-ATRIP responsable de
detectar estrés replicativo y activar checkpoints del ciclo celular, mientras que RAD9A forma
parte del complejo 9-1-1 que participa en la amplificacion de la sefial de dafo en el ADN.
La sobreexpresion observada en estos genes sugiere que las células activaron mecanismos
de vigilancia genémica mas robustos frente al estrés inducido por el tratamiento combinado.
Este comportamiento coincide con estudios que reportan que el estrés replicativo sostenido
activa de manera significativa las vias ATR-dependientes como estrategia para estabilizar las

horquillas de replicacion y evitar el colapso replicativo (Cimprich & Cortez, 2008).

Por otro lado, genes como BRCA1 y CHEKI mostraron una expresion relativamente
moderada en las células tratadas tUnicamente con Topotecdn, pero aumentaron
significativamente en la condicion combinada. Este patron sugiere que la presencia de
Paclitaxel podria intensificar la activacion de mecanismos de control del ciclo celular y
reparacion genomica. En cancer de mama, BRCA1 ha sido ampliamente descrito como un

regulador central en la respuesta a dafio replicativo y su induccion suele correlacionarse con
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la activacion de recombinacion homdloga como mecanismo de tolerancia al dafio genémico

(Roy et al., 2012).

5.2 Genes asociados a reparacion del ADN

El analisis de genes relacionados con reparacion del ADN también reveld una activacion
diferencial dependiendo del tratamiento. En particular, genes como ERCC1, NTHL1 y
PCNA mostraron un incremento notable en la condicion Topotecan + Paclitaxel, superando
claramente los niveles observados en las células tratadas unicamente con Topotecan. ERCC1
es un componente esencial del sistema de reparacion por escision de nucleotidos (NER),
mientras que NTHLI participa en reparacion por escision de bases (BER), dos mecanismos

fundamentales para corregir distintos tipos de lesiones gendomicas.

La sobreexpresion simultdnea de estos genes sugiere que las células activaron multiples rutas
de reparacion como estrategia adaptativa frente al dafio inducido por el tratamiento
combinado. Estudios en modelos tumorales han demostrado que la activacion coordinada de
NER y BER constituye un mecanismo importante de tolerancia celular frente a agentes que
generan dafio replicativo y estrés gendmico persistente (Lord & Ashworth, 2012). Este
patrén de activacion multiple también ha sido descrito en células tumorales que desarrollan

resistencia adaptativa frente a agentes quimioterapéuticos.

Asimismo, la induccion de MPG observada en la condicion combinada refuerza la idea de
que el tratamiento promueve una activacion amplia de rutas de reparacion. MPG es una
glucosilasa implicada en la eliminacion de bases dafiadas durante el proceso de reparacion
por escision de bases. Su incremento en la expresion sugiere que las células podrian estar
incrementando su capacidad de remover lesiones gendmicas antes de que estas interfieran

con la replicacion celular.

5.3 Regulacion del ciclo celular y puntos de control
En relacion con los genes asociados a regulacion del ciclo celular, FANCG y CDC25A
mostraron los niveles de induccion mas elevados en las células tratadas con la combinacion

Topotecan + Paclitaxel. FANCG forma parte de la via de anemia de Fanconi, implicada en
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la reparacion de lesiones replicativas complejas, mientras que CDC25A regula la progresion
del ciclo celular mediante la activacion de quinasas dependientes de ciclina. La marcada
induccion de estos genes sugiere que las células activaron simultaneamente mecanismos de
reparacion y control del ciclo celular con el objetivo de mantener la estabilidad gendmica

bajo condiciones de estrés.

Este tipo de activacion coordinada ha sido descrita en células tumorales sometidas a estrés
replicativo intenso, donde las rutas de reparacion del ADN se integran con los mecanismos
de control del ciclo celular para permitir la supervivencia celular frente al dafio acumulado
(Bartek & Lukas, 2007). La activacion de CDC25A en particular ha sido asociada con
intentos de las células por reanudar la proliferacion tras periodos de arresto del ciclo celular

inducidos por dafio genémico.

Finalmente, genes como XRCC6 y RAD18 mostraron aumentos moderados en la expresion
bajo tratamiento combinado, lo que sugiere que las células también podrian estar activando
mecanismos adicionales de reparacion y tolerancia al dafio gendémico. XRCC6 participa en
reparacion por union de extremos no homoélogos (NHEJ), mientras que RAD18 est4 asociado
con procesos de tolerancia al dafio durante la replicacion. La activacion de estas rutas sugiere
que la respuesta celular al tratamiento implica una reorganizacion compleja de multiples

redes de reparacion gendomica.

LIMITACIONES

Aunque este estudio permiti6 caracterizar cambios fenotipicos y moleculares asociados a la
exposicion prolongada a topotecan en células MCF-7, existen algunas limitaciones
inherentes al disefio experimental que deben considerarse al interpretar los resultados. En
primer lugar, el modelo experimental utilizado corresponde a un sistema in vitro basado en
una Unica linea celular, por lo que los resultados reflejan el comportamiento especifico de
este modelo bajo condiciones controladas de cultivo. A pesar de que MCF-7 es ampliamente
utilizada para el estudio del cancer de mama ERo+, este modelo no reproduce
completamente la complejidad del microambiente tumoral presente in vivo, donde
intervienen multiples tipos celulares, sefiales paracrinas y gradientes metabolicos que pueden

influir en la respuesta a los farmacos.
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Otra limitacion estd asociada al proceso de seleccion de resistencia inducida mediante
exposicion prolongada a topotecan. Aunque este enfoque permite modelar
experimentalmente la adquisicion de resistencia farmacologica, el proceso de adaptacion
celular puede favorecer la aparicion de subpoblaciones con caracteristicas clonales
especificas del sistema de cultivo, lo que podria generar variabilidad en la respuesta celular

observada.

Adicionalmente, los ensayos funcionales empleados, como curvas de crecimiento celular,
ensayo de formacion de colonias y ensayo de viabilidad MTT, permiten evaluar cambios en
proliferacion y supervivencia celular, pero no identifican directamente los mecanismos
moleculares responsables de estos efectos. Del mismo modo, el andlisis de expresion génica
mediante qPCR se limita al nivel transcripcional, por lo que no permite determinar si las
variaciones en la expresion génica se traducen en cambios funcionales a nivel proteico o en

la actividad de las rutas de sefializacion correspondientes.

Finalmente, el estudio se enfoco en un conjunto especifico de genes asociados a sefializacion
de dafio en el ADN, reparacion genomica y control del ciclo celular. Si bien estos genes
representan rutas clave implicadas en la respuesta al estrés genotoxico, es posible que otros
mecanismos moleculares no evaluados también participen en los procesos de adaptacion

celular y resistencia cruzada observados.
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CONCLUSION

En el presente estudio se logré establecer un modelo experimental de células MCF-7
expuestas de manera prolongada a topotecéan, lo que permitié generar una poblacién celular
con caracteristicas adaptativas frente a este agente quimioterapéutico. La exposicion
escalonada al farmaco durante varios meses favorecio la seleccion de células capaces de
tolerar concentraciones progresivamente mayores, permitiendo asi desarrollar un modelo
adecuado para estudiar los procesos celulares asociados a la adaptacion y resistencia

adquirida en cancer de mama ERo+.

El andlisis del comportamiento proliferativo mediante curvas de crecimiento celular
evidencid diferencias entre las células control y aquellas expuestas a topotecan, lo que
sugiere que la presion farmacoldgica puede alterar la dindmica de proliferacion celular. Estos
cambios reflejan ajustes funcionales en los procesos de crecimiento y adaptacion celular

frente al estrés inducido por el tratamiento.

De manera consistente, los ensayos de formacion de colonias y viabilidad celular mediante
MTT permitieron evaluar la capacidad de supervivencia celular bajo condiciones de
exposicion al farmaco. Los resultados mostraron variaciones en la proliferacion y en la
viabilidad metabdlica de las células tratadas en comparacion con el grupo control, lo que
indica que la exposicion prolongada al topotecan afecta la capacidad clonogénica y la

respuesta metabolica celular frente a agentes citotoxicos.

Por otra parte, el analisis de expresion génica mediante qPCR reveld alteraciones en genes
asociados a la sefializacion de dafio en el ADN, reparacion gendmica y regulacion del ciclo
celular. Estos cambios sugieren que las células expuestas al tratamiento activan mecanismos
moleculares vinculados a la respuesta al dafio genético y al control de la proliferacion celular,

procesos que podrian contribuir a la adaptacion celular frente a la presion farmacolégica.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que la exposicion prolongada a topotecan en
células MCF-7 induce modificaciones tanto funcionales como moleculares que reflejan
procesos de adaptacion celular frente al estrés farmacoldgico. Si bien el presente estudio se
desarroll6 en un modelo in vitro, los hallazgos aportan informacion relevante para

comprender como las células tumorales pueden responder y ajustarse a la presion
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terapéutica. En este sentido, el modelo experimental desarrollado constituye una herramienta
util para el estudio de los mecanismos de resistencia a quimioterapéuticos y establece una
base para futuras investigaciones orientadas a profundizar en los procesos de resistencia
farmacologica y en el desarrollo de estrategias terapéuticas mas efectivas en cancer de mama

ERa+.

RECOMENDACIONES

1. Evaluar los resultados en otras lineas celulares de cancer de mama.
Se recomienda replicar los experimentos en otras lineas celulares, tanto ERa+ como de otros
subtipos moleculares, con el fin de determinar si los patrones de respuesta observados en las

células MCF-7 también se presentan en otros modelos celulares.

2. Complementar el analisis molecular con estudios a nivel proteico.

Seria importante realizar andlisis adicionales, como western blot u otras técnicas
protedmicas, para confirmar si los cambios observados en la expresion génica se reflejan
también en modificaciones a nivel de proteinas y en la actividad de las rutas celulares

estudiadas.

3. Profundizar en el estudio de la resistencia cruzada con taxanos.

Se recomienda realizar experimentos adicionales que permitan evaluar con mayor detalle la
posible resistencia cruzada entre topotecan y taxanos, analizando factores como la expresion
de transportadores de eflujo de farmacos o cambios en proteinas asociadas a la dinamica de

los microtubulos.

4. Validar los resultados en modelos experimentales mas complejos.
Para fortalecer la relevancia biologica de los hallazgos, se recomienda validar los resultados
obtenidos en sistemas mds cercanos a las condiciones fisioldgicas, como cultivos

tridimensionales, organoides tumorales o modelos in vivo.
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ANEXOS

ANEXO A. Protocolo de Preparacion de Medio de Cultivo DMEM High Glucose

Protocolo de Preparacion de Medio de Cultivo DMEM High
Glucose para células MCF-7

Objetivo: Preparar 1 litro de medio DMEM High Glucose suplementado para mantenimiento celular.

Materiales:

+ DMEM High Glucose en polvo

- Agua destilada estéril

+ Bicarbonato de sodio (NaHCO3)

+ Piruvato de sodio 100 mM

+ Hidréxido de sodio (NaOH) y acido clorhidrico (HCI) para ajuste de pH
« Filtro estéril de 0.22 ym

+ Suero fetal bovino (FBS)

+ Penicilina/Estreptomicina (P/S)

* pH-metro calibrado

Procedimiento:

1. Disolver el contenido del medio DMEM en polvo en aproximadamente 1 L de agua destilada-
2. Agregar 3.703 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3) y mezclar hasta su completa disolucién.
3. Afadir piruvato de sodio para una concentracién final de 1 mM. Si se utiliza stock 100 mM,
agregar 10 mL por cada litro de medio.

4. Homogeneizar la mezcla mediante agitacién continua.

5. Calibrar el pH-metro con soluciones buffer pH 4, 7y 10.

6. Medir el pH del medio y ajustarlo cuidadosamente con NaOH o HCI hasta obtener un pH final
entre 7.2y 7.4.

7. Filtrar el medio en cdmara de flujo laminar usando filtro estéril de 0.22 pm.

8. Almacenar el medio base a 4 °C.

9. Antes de usar con células, templar el medio a bafio Maria a 37 °C para evitar choque térmico.
10. En la primera preparacién, suplementar con 10% FBS y 1% Penicilina/Estreptomicina.

11. En usos posteriores, si el medio ya fue suplementado, solo calentar a 37 °C antes de utilizar.

Condiciones de uso:

+ Incubacién celular: 37 °C, 5% CO2.
» Mantener condiciones estériles durante todo el procedimiento.

Notas:

- Etiquetar con fecha de preparacién, nombre del medio y si fue suplementado.
- Descartar si presenta turbidez, precipitados anormales o cambio de color no esperado.



ANEXO B. Datos de las curva de crecimiento celular

Curva de crecimiento N°1 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
. Gran
MCF7 sin A B A B A B A B Total
Topo
Conteo
Dia 0| Promedio
Total células
Conteo 39 | 31 37 [ 28 10 | 14 17 | 31
Dia2 | Promedio 35 325 12 24 6468.75
Total células 8750 8125 3000 6000
Conteo s6 | 35 3. [ s 50 [ 4 27 | 24
Dia 3 | Promedio 455 41 455 25.5 9843.75
Total células 11375 10250 11375 6375
Conteo G 100 | 90 56 | 63 77 | 64
Dia4 | Promedio 69 95 59.5 70.5 18375
Total células 17250 23750 14875 17625
Conteo 153 | 126 139 | 157 153 | 200 1o | 121
Dia 6 | Promedio 139.5 148 176.5 1155 36218.75
Total células 34875 37000 44125 28875
Conteo 224 [ 192 299 | 286 232 [ 192 190 [ 212
Dia 8 | Promedio 208 292.5 212 201 57093.75
Total células 52000 73125 53000 50250
Conteo 126 | 155 208 | 242 178 | 194 145 | 131
Dia 10| Promedio 140.5 225 186 138 43093.75
Total células 35125 56250 46500 34500
Curva de crecimiento N°1 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Gran
MCF7+ Topo 1uM A B A B A B A B Total
Conteo
Dia 0| Promedio
Total células
Conteo 21 | 26 17 [ 21 2 [ 4 27 | 13
Dia 2 | Promedio 235 19 315 20 5875
Total células 5875 4750 7875 5000
Conteo 18 | 25 18 [ 16 15 | 23 24 [ 25
Dia 3 | Promedio 215 17 19 24.5 5125
Total células 5375 4250 4750 6125
Conteo 22 [ 21 20 | 30 2 | 17 30 | 23
Dia4 | Promedio 21.5 25 19.5 26.5 5781.25
Total células 5375 6250 4875 6625
Conteo 9 [ 16 0 [ 17 2 [ 12 18 | 18
Dia 6 | Promedio 12.5 135 17 18 3812.5
Total células 3125 3375 4250 4500
Conteo 5 | 13 18 | 15 0 | 11 10 | 12
Dia 8 | Promedio 9 16.5 10.5 11 2937.5
Total células 2250 4125 2625 2750
Dia Conteo 0 | 7 5 [ s 14 | 16 4 |
Promedio 8.5 10 15 7.5 2562.5
10| rotal cetutas 2125 2500 3750 1875




Curva de crecimiento N°2 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
MCF7 sin TOpO " B " B " 5 " > Gran Total
Conteo
Dia 0 Promedio
Total células
Conteo 0 [ o9 7 | 12 T 15 [ 18
Dia2 | Promedio 9.5 9.5 75 16.5 2687.5
Total células 2375 2375 1875 4125
Conteo 7 | 12 s | 17 14 [ 10 19 [ 14
Dia 3 |Promedio 9.5 11 12 16.5 3062.5
Total células 2375 2750 3000 4125
Conteo 11 [ 24 30 [ 15 18 | 15 T T
Dia4 | Promedio 17.5 225 16.5 14.5 44375
Total células 4375 5625 4125 3625
Conteo 53 | 68 62 | 67 58 | 50 55 | 52
Dia 6 | Promedio 60.5 64.5 54 535 14531.25
Total células 15125 16125 13500 13375
Conteo 1 [ 9 119 [ 125 109 | 89 117 [ 107
Dia 8 | Promedio 103 122 99 112 27250
Total células 25750 30500 24750 28000
Conteo 1 [ 133 199 [ 209 200 | 156 187 [ 201
Dia 10| Promedio 122 204 178 194 43625
Total células 30500 51000 44500 48500
Curva de crecimiento N2 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
Gran Total
MCF7+ Topo 1uM A B A B A B A B
Conteo
Dia 0 Promedio
Total células
Conteo 6 | s 7 | 10 A 9 | o
Dia2 | Promedio 5.5 8.5 7 9 1875
Total células 1375 2125 1750 2250
Conteo s | 10 9 | 4 7 | 8 4 | 7
Dia 3 |Promedio 7.5 6.5 7.5 5.5 1687.5
Total células 1875 1625 1875 1375
Conteo 3| 3 3 | 4 4 | 3 s | s
Dia4 | Promedio 3 3.5 6 5 1093.75
Total células 750 875 1500 1250
Conteo 6 | 8 T 2 | o9 5 | 8
Dia 6 Promedio 7 7.5 5.5 6.5 1656.25
Total células 1750 1875 1375 1625
Conteo 1| 2 8 | 1 6 | 1 2 | 4
Dia 8 Promedio 1.5 4.5 3.5 3 781.25
Total células 375 1125 875 750
Conteo 6 | 2 2 [ 1 3 | 3 1 [ 2
Dia 10| Promedio 4 1.5 3 1.5 625
Total células 1000 375 750 375
Curva de crecimiento N°3 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 c
MCF7 sin Topo| A B A B A B A P
Conteo
Dia 0 Promedio
Total células
Conteo 2 | 14 7 | 10 14 | 6 8 [ 9
Dia2 | Promedio 13 8.5 10 8.5 2500
Total células 3250 2125 2500 2125
Conteo 26 | 19 7 ] 9 8 [ 16 7 [ 13
Dia 3 |Promedio 225 8 12 10 3281.25
Total células 5625 2000 3000 2500
Conteo 16 | 14 17 [ 23 16 | 20 18 | 32
Dia4 | Promedio 15 20 18 25 4875
Total células 3750 5000 4500 6250
Conteo 59 | s 36 | 60 61 | 43 72 | 66
Dia 6 | Promedio 55.5 48 52 69 14031.25
Total células 13875 12000 13000 17250
Conteo 107 | 114 138 [ 140 118 [ 107 119 | 109
Dia 8 | Promedio 110.5 139 112.5 114 29750
Total células 27625 34750 28125 28500
Conteo 71 | 53 155 | 186 97 [ 168 132 [ 113
Dia 10| Promedio 62 170.5 132.5 122.5 30468.75
Total células 15500 42625 33125 30625
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Curva de crecimiento N°3 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
Gran Total
MCF7+ Topo 1uM A A A B B
Conteo
Dia 0 Promedio
Total células
Conteo 16 [ 10 [ 1 [ 10 | 18
Dia 2 Promedio 12.5 8 10.5 13.5 2781.25
Total células 3125 2000 2625 3375
Conteo 7 [ 4 | 7 [ 2 [ 10
Dia 3 |Promedio 55 5 45 55 1281.25
Total células 1375 1250 1125 1375
Conteo 11 [ 7 [ 10 | 5 | 6
Dia 4 Promedio 8.5 6.5 7.5 7.5 1875
Total células 2125 1625 1875 1875
Conteo 5 [ 5 [ 8 | 9 | 2
Dia 6 | Promedio 45 5.5 8.5 5
Total células 1125 1375 2125 1250
Conteo 3 [ 8 [ 4 | s [ 4
Dia 8 | Promedio 3 6 4.5 25 1000
Total células 750 1500 1125 625
Conteo 5 [ 5 [ 1 [ 4 [ 2
Dia 10| Promedio 4 35 25 2
Total células 1000 875 625 500

ANEXO C. Fotografias microscopicas de Colonias

Colonias sin teiir
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