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INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad multifactorial que se caracteriza por la pérdida de la identidad
celular en un contexto tisular que inicialmente conduce a una proliferacion descontrolada
de las células transformadas. Estas células transformadas, conocidas como células
cancerosas, presentan variaciones en su funcionamiento derivados de alteraciones
gendmicas y epigendmicas que producen cambios fenotipicos que alteran el equilibrio entre
la proliferacion y la muerte celular, desencadenando en la formacion de tumores (Ohshima,
K., et al. 20019). Los tumores son tejidos complejos que cuentan con una alta variabilidad
celular y una intrincada red de interacciones celulares que les permiten alterar el
funcionamiento del 6rgano en el que se encuentran comprometiendo en su evolucion el
equilibrio fisiolégico del organismo que los porta (Hanahan, D., & Weinberg, R. A. 2000,
2011).

El presente trabajo de grado tiene como objetivo principal validar experimentalmente las
predicciones hechas por el modelo matematico de inestabilidad genémica desarrollado por
Suescum y colaboradores. Este modelo busca entender la dinamica de la inestabilidad
gendmica, un proceso critico en el desarrollo del cancer, a través de ecuaciones
diferenciales que representan diferentes aspectos del comportamiento celular. La
inestabilidad genomica es un factor clave en la evolucién de los tumores, y su estudio
mediante modelos matematicos ofrece una herramienta poderosa para predecir coOmo
evolucionan las células cancerosas y como responden a las terapias. La validacion
experimental de estas predicciones es esencial para determinar la precision del modelo y su
aplicabilidad en el disefio de tratamientos personalizados contra el cancer.

MARCO TEORICO

El céncer es una enfermedad compleja caracterizada por la transformacién de células
normales en células malignas, un proceso que involucra numerosas alteraciones genéticas y
epigenéticas. Estas alteraciones resultan en cambios fenotipicos que perturban el equilibrio
entre la proliferacion y la muerte celular, conduciendo a la formacion de tumores. Los
tumores, a su vez, son tejidos complejos con alta variabilidad celular y redes intrincadas de
interacciones celulares, lo que permite alterar el funcionamiento del o6rgano afectado y
comprometer el equilibrio fisiologico del organismo.
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La comprension de la carcinogénesis ha requerido décadas de investigacion, durante las
cuales se han identificado multiples procesos biologicos y moleculares que facilitan el
desarrollo y la progresion del cancer. Hanahan y Weinberg (2000, 2011) propusieron un
conjunto de caracteristicas comunes a diversos tipos de cancer, denominadas las "marcas
distintivas del cancer". Estas incluyen: 1. Autonomia en sefiales de crecimiento. 2. Evasion
de las senales anti-crecimiento. 3. Capacidad para evitar la apoptosis. 4. Potencial
replicativo ilimitado. 5. Facultad para formar nuevos vasos sanguineos (angiogénesis). 6.
Habilidad para invadir otros tejidos (metéstasis). 7.Modificacion del metabolismo celular.
8. Evasion de la respuesta inmune. 9. Inestabilidad genémica.10. Inflamacion promotora de
tumores.

Recientemente, se han propuesto nuevas caracteristicas para ser agregadas a esta lista,
como el desbloqueo de la plasticidad fenotipica, la reprogramacion epigenética no
mutacional, los microbiomas polimoérficos y la presencia de células senescentes (Hanahan,
D. 2022).

Polo-like Kinase 1 (PLK1)

PLK1 es una quinasa serina/treonina esencial en la regulaciéon del ciclo celular,
particularmente en la progresion de la mitosis. Su actividad se encuentra frecuentemente
sobre expresada en diversos tipos de cancer, lo que estd asociado con un prondstico
desfavorable. PLK1 desempefia roles cruciales en la activacion del complejo promotor del
anafase (APC), la formacion del huso mitdtico y la segregacion de los cromosomas. La
inhibicién de PLK1 ha mostrado efectos prometedores en la reduccion de la proliferacion
de células tumorales, lo que la convierte en un objetivo terapéutico atractivo (Gheghiani,
L., & Zheng, F. 2023).

HEK-293 y HT-29

Las lineas celulares HEK-293 y HT-29 se utilizan cominmente en la investigacion del
cancer. HEK-293 son células embrionarias de rifidn humano, y HT-29 son células derivadas
de un adenocarcinoma de colon humano. Estas lineas celulares sirven como modelos para
estudiar las diferencias en la expresion génica y la respuesta a terapias entre células
normales y tumorales. Los estudios con estas lineas celulares ayudan a validar
experimentalmente las predicciones realizadas por modelos matematicos sobre la
inestabilidad genomica y otros procesos carcinogénicos (Stepanenko, A., Dmitrenko, V.
2015) (Hidalgo, C., Sanchez, B., Margolles, A., & Ruas, P. 2012).

Modelos Matematicos en la Biologia del Cancer

La complejidad del cancer ha impulsado el desarrollo de modelos matematicos como
herramientas para estudiar las dinamicas moleculares y celulares involucradas en su
desarrollo. Estos modelos permiten una aproximacion integral que puede controlar y
especificar variables de manera precisa, algo dificil de lograr en experimentos tradicionales.
Los modelos matematicos pueden formalizar ciclos y dindmicas moleculares en ecuaciones
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diferenciales, proporcionando informacion predictiva sobre el crecimiento tumoral, su
progresion y la respuesta a terapias.

Los modelos integran datos a multiples escalas, desde la molecular hasta la tisular, en un
marco de biologia de sistemas. Esto ayuda a comprender los comportamientos emergentes
del cancer que resultan de interacciones complejas. Sin embargo, las simplificaciones
inherentes a los modelos matematicos requieren que sus resultados sean validados
experimentalmente mediante pruebas moleculares, celulares y fisioldgicas. Estos
experimentos son esenciales para calibrar los modelos y confirmar o descartar las
predicciones realizadas in silico.

METODOLOGIA
Cultivo celular

Se utilizaron dos lineas celulares distintas: HEK-293, que son células embrionarias
humanas, y HT-29, que son células de adenocarcinoma de colon humano. Estas lineas
celulares se cultivaron en medio DMEM completo, el cual estd suplementado con suero
fetal bovino al 10%, L-glutamina al 1% y una combinacion de penicilina y estreptomicina
al 1% para prevenir infecciones bacterianas. Las células se mantuvieron en condiciones
controladas de 37°C y 5% de CO2. Se monitore6 regularmente la confluencia celular para
asegurar que las células no alcanzaran una densidad excesiva, realizando pases cuando las
células alcanzaban aproximadamente un 80% de confluencia.

Lisado de células y extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN, las células cultivadas se lisaron utilizando reactivos especificos
que permiten la liberacion del ARN mientras se preserva su integridad. E1 ARN extraido se
utiliz6 como plantilla para la sintesis de ADN complementario (cDNA) mediante una
reaccion de transcripcion inversa. Este cDNA se empled en la PCR cuantitativa en tiempo
real (QPCR) para medir los niveles de expresion de genes especificos: AURKB, INCENP,
KIF2C, PLK1 y PTTGI. La qPCR permite cuantificar de manera precisa la expresion
génica comparando la cantidad de cDNA de los genes de interés entre las diferentes
muestras.

Sintesis de cDNA.

Para la sintesis de cDNA se utiliz6 el kit Transcriptor Universal cDNA Master Mix
(ROCHE®). A partir de 1 pg de ARN obtenido, se realizé la conversion de éste a ADN
complementario (ADNc) siguiendo el protocolo de sintesis de la compafiia que
manufacturd el kit. La reaccion de sintesis implementada se llevo a cabo de la siguiente
manera: 5 minutos a 25°C, 10 minutos a 55°C y 5 minutos a 85°C. Finalmente, el ADNc
sintetizado se diluyd a una concentracion final de 2 ng/ pl. Para cada linea celular se
obtuvieron 6 réplicas bioldgicas a evaluar via qPCR.

qPCR.
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El protocolo qPCR se realizd siguiendo el método de cuantificacion relativa
implementando SYBR Green como fluoroforo de deteccion y utilizando el kit KiCqStart®
SYBR® Green qPCR ReadyMix™. Para los experimentos se adicionaron 3 pl de cDNA a
una concentracion de 2 ng/ ul provenientes de las lineas celulares HEK293 y HT29, 5 ul de
mezcla de reaccion (QPCR readyMix) y 1 pl de cada primer a una concentracion final de
2.5uM. Se evaluaron tres réplicas por cada réplica bioldgica de cada tratamiento analizado.
Las réplicas bioldgicas tenidas en cuenta para los experimentos realizados fueron 3. El
programa de amplificacion contenia un periodo de incubacién a 95 °C durante 600
segundos, 45 continuos ciclos de amplificacion (95°C por 30 segundos, 68°C por 30
segundos y 72°C por 35 segundos). Finalmente, se realiz6 un analisis de denaturacion (Tm
Calling) para determinar la especificidad de los primers utilizados a través de los picos de
denaturacion generados. Por ultimo, se utilizo el método de expresion relativa para calcular
las diferencias en expresion en donde células HEK293 se contrastaron como células control
contra las células HT-29. Para los patrones de comparacion, la expresion de cada marcador
clave para el modelo en las células HEK293 se relativizd a cero, y las diferencias en la
expresion determinadas por el método 2-ACt (Livak & Schmittgen 2001) se expresaron
como variaciones con relacion a este valor. Los genes actina y matpsy fueron utilizados
como normalizadores. Los marcadores evaluados fueron:

RESULTADOS

Se observaron diferencias en la expresion génica entre las lineas celulares HEK-293 y
HT-29. Los genes AURKB, INCENP, KIF2C y PLK1 mostraron una disminucion en sus
niveles de expresion en la linea celular HT-29 en comparacion con HEK-293. Esto sugiere
que estos genes pueden estar regulados diferencialmente en las células de adenocarcinoma
de colon. Por otro lado, el gen PTTGI1 present6 una sobreexpresion significativa en HT-29,
lo que podria estar relacionado con mecanismos especificos de inestabilidad gendémica en
este tipo de células cancerosas. Sin embargo, la alta variabilidad observada entre las
réplicas experimentales impidid obtener diferencias estadisticamente significativas, lo que
subraya la necesidad de realizar mas experimentos para confirmar estos hallazgos.
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Fig. 1. Expresion relativa de los genes AURK, INCENP, KIF2C, PLK1 y PTTGI en las muestras (n=3)
extraidas de la linea celular HT-29 (color azul), comparados en base a los niveles de expresion de las muestras
(n=3) extraidas de la linea celular HEK-293 (color verde). Los valores centrales de expresion fueron: AURK
=-0.4, INCENP = -0.48, KIF2C = -1.36, PLK1 =-1.98 y PTTG1 = 3.03.

DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que existen diferencias en la expresion de genes clave
involucrados en la inestabilidad gendmica entre las células embrionarias (HEK-293) y las
células de adenocarcinoma de colon (HT-29). Estas diferencias podrian reflejar variaciones
en los mecanismos moleculares que subyacen a la inestabilidad gendémica en diferentes
contextos celulares. La sobreexpresion del gen PTTG1 en HT-29 es particularmente
interesante, ya que este gen estd asociado con la separacion incorrecta de los cromosomas
durante la division celular, un proceso critico en la inestabilidad genémica. No obstante, la
alta variabilidad en los resultados experimentales destaca la importancia de repetir los
experimentos con un mayor nimero de réplicas para reducir la variabilidad y obtener datos
mas robustos. La validacion de las predicciones del modelo matematico propuesto por
Suescum y colaboradores podria proporcionar una herramienta valiosa para predecir el
comportamiento de las células cancerosas y desarrollar estrategias terapéuticas mas
efectivas.
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