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Resumen

El cancer de mama (CaMa) es un problema de salud publica a nivel mundial,
representa la neoplasia mas frecuente en mujeres con una alta tasa de falleci-
mientos asociados a procesos metastasicos consecuente de un diagnostico tar-
dio. Detectar de manera temprana Células Tumorales Circulantes (CTC) puede
representar la diferencia clinica valuable para el monitoreo de tratamientos, an-
ticipacion a recidivas y metastasis. La deteccion de CTC requiere tecnologia y
personal entrenado generalmente no disponible en regiones o comunidades de
bajos recursos. En este capitulo se presentan los avances del desarrollo de un
nuevo biosensor para deteccion de CTC caracteristicas de CaMa, cuyo principio
de funcionamiento se basa en mediciones de Espectroscopia de Bioimpedancia
Eléctrica (EBIE) asistida con nanoparticulas magnéticas (NpM) acopladas a un
anticuerpo (Ab) monoclonal que reconoce proteinas de superfici . Se presenta la
evaluacion de tres proteinas: EpCAM, Mucl y Her-2, en tres lineas celulares de
CaMa: MCF-7, MDA-MB-231 y SK-BR-3, como posibles objetivos de nanoson-
das “Nanoparticula Magnética-Anticuerpo” (NpM-Ab). También se evalta un
dispositivo microfluidico que permite separar y anclar por técnica inmunomag-
nética células cancerigenas marcadas con un bioconjugado NpM-Ab, asi como
su deteccién por medio de EBIE. Los resultados muestran factibilidad técnica de
identificar bajas concentraciones de células canceri enas en solucion.

Palabras clave: Biosensor, células cancerigenas, cancer de mama, bioimpe-
dancia, nanoparticulas.
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1. Introduccion

En la actualidad, el cancer de mama (CaMa) es considerado un problema de
salud puablica a nivel mundial, representa la neoplasia mas frecuente en mujeres,
con una alta tasa de fallecimientos asociados a procesos metastasicos consecuentes
de un diagnéstico tardio de la enfermedad. Detectar de manera temprana Células
Tumorales Circulantes (CTC) podria representar una oportunidad en la disminu-
ci6én de la alta mortalidad de éste padecimiento, pues permitirfa al clinico monito-
rear la efectividad del tratamiento oncolégico, anticiparse a la aparicion de recidivas
y prevenir metastasis. La detecciéon de CTC requiere de tecnologias y personal de la
salud con un alto grado de especializacion y entrenamiento, los cuales en la mayoria
de las veces no se encuentran disponibles en las regiones o comunidades de bajos
recursos econémicos. Se ha documentado en la literatura que durante el desarrollo
del proceso metastasico, existe un incremento gradual de CT'C, y su monitoreo po-
dria representar un indicador de progresion o diseminacion de la patologia, coadyu-
var en el pronéstico y modular el tratamiento [1, 2, 3]. La metastasis es la principal
causa de morbimortalidad relacionada con el CaMa, algunos estudios muestran que
el 30 % de las mujeres con CaMa primario albergan micro-metdstasis en médula
6sea y aproximadamente la mitad de pacientes con neoplasias localizadas y tratadas
con reseccion quirdrgica tienen una posibilidad alta de sufrir recidiva, la cual inten-
ta reducirse sometiendo a la paciente a un tratamiento oncolégico (quimioterapia,
radioterapia y otros) que no muchas veces es efectivo debido a que no se conoce
detalladamente el estado de las CTC en el cuerpo [4, 5, 6, 7].

Las CTC son células cancerosas que se originan de tumores sélidos prima-
rios/metastasicos y se encuentran en transito por el sistema circulatorio. La de-
teccion y caracterizacion de CTC nos permite tener un control del tratamiento
oncologico del paciente con CaMa y definir si es efectivo. El conteo de las CTC
esta relacionado con prondstico y sobrevida [8, 9]. La importancia del monitoreo
de CTC se puede dimensionar en el hecho de que algunos grupos de investiga-
ci6n han definido a la muestra de sangre del paciente oncolégico como “biopsia
liquida en tiempo real” [10]. Sin embargo, el aislamiento de CTC es un desafio
debido a su extrema rareza, hay aproximadamente entre 1y 10 CTC por cada 10°
del total de células sanguineas [8, 9, 11].

El método ideal para la deteccion de CTC debe ser altamente sensible, re-
producible y facil de implementar en un entorno clinico. En la mayoria de los
métodos existentes, se lleva a cabo una primera etapa de enriquecimiento para
aumentar la sensibilidad del ensayo. Después se continia con una etapa de detec-
cion que idealmente protegera la integridad de las CTC [12]. Este es un proceso
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bastante complicado, por lo que se precisa la bisqueda de nuevos métodos tec-
noloégicos que nos permitan disuadir estos inconvenientes y poder tener tecnolo-
gias de alta calidad a un bajo costo y con facil acceso [7, 11, 12].

En 2011, Hengyi Xu y su grupo demostraron la posibilidad de separar por
técnicas inmunomagnéticas CTC de sangre total [13]. En 2007, Arun Han probo
la viabilidad técnica de separar y diferenciar células tumorales mediante el analisis
de las propiedades eléctricas caracteristicas de células cancerigenas respecto a cé-
lulas normales. [14]. El grupo de investigadores que reporta el presente capitulo
ha propuesto detectar CTC mediante el uso de Espectroscopia de Bioimpedancia
Eléctrica (EBIE) asistida con nanoparticulas magnéticas (NpM), las cuales son aco-
pladas con anticuerpos (Ab) monoclonales dirigidos a antigenos en la superficie
de la membrana celular [15]. El fundamento es unir nanosondas ‘“Nanoparticula
Magnética-Anticuerpo” (NpM-Ab) en la membrana de CTC, la separacion y ancla-
je por técnica inmunomagnética en un arreglo de micro electrodos de superficie,
para posteriormente realizar mediciones de EBIE como técnica de deteccion.

En este capitulo se presentan los avances del desarrollo de un nuevo biosen-
sor de CTC cuyo principio de funcionamiento se basa en mediciones de EBIE,
primero se describe la identificacion y caracterizacion de la expresion génica de
tres protefnas: molécula de adhesion epitelial (EpCAM), mucina 1 (Mucl) y re-
ceptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano (Her-2), en tres lineas ce-
lulares de CaMa (MCF-7, MDA-MB-231 y SK-BR-3) como posibles objetivos de
nanosondas NpM-Ab, después se constata la presencia de la proteina blanco en
las lineas celulares evaluadas por técnica de Citometria de Flujo (FACs), por ulti-
mo se presenta un primer ensayo de acoplamiento célula-nanosonda en las tres li-
neas celulares MCF-7, MDA-MB-231 y SK-BR-3, aislamiento inmunomagnético
de las mismas, asf como mediciéon por bioimpedancia eléctrica multifrecuencia.
Los resultados sustentan la factibilidad de detectar células cancerigenas separadas
por técnicas inmunomagnéticas, tal aproximacion representa los fundamentos de
funcionamiento de un posible biosensor de CTC para CaMa con fundamento en
mediciones de EBIE asistidas con NpM.

2. Metodologia

2.1. Lineas celulares de CaMa

Tres lineas comerciales de células de CaMa: MCF-7, MDA-MB-231 y SK-
RB-3 fueron incubadas en placas de cultivo de 100 mm las cuales se mantu-
vieron en las siguientes condiciones: 37 °C, 5 % de CO, y 95 % de humedad.
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Las caracteristicas y proporciones del medio de cultivo que se emple6 fueron:
Dulbecco’s Modified Eagle Medium F-12 (DMEM-F12) al 94 %. Penicilina/
estreptomicina/amfotericina B (invitrogen, US.A.) al 1 %. Suero Fetal Bovino
(invitrogen, U.S.A.) al 5 %. El monitoreo morfoldgico se realizé con el apoyo de
un microscopio de contraste NIKON Eclipse TS100 equipado con una camara
digital Lumenera Scientific Infinity 1. Se realizaron cultivos independientes para
cada linea celular, obteniendo tres replicas biolégicas de cada cultivo.

2.2. Evaluacion de la expresion relativa por RT-qPCR

El analisis de la expresion se realizé por triplicado a partir de tres lineas celu-
lares de CaMa: MCF-7, MDA-MB-231 y SK-BR-3, en ellas se evalud la expresion
relativa de genes: EpCAM, Mucl, y Her-2. Para evaluar la expresion génica, pri-
mero se realizé extraccion de RNA con el método de trizol y posteriormente se
cuantific6 mediante espectrofotometria, enseguida el RNA se traté6 con DNasa
(RQ1 RNase-free DNase Promega) para eliminar la contaminaciéon del DNA
genémico. Posteriormente se realizé la sintesis de DNA complementario utili-
zando el kit Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis (Invitrogen), siguiendo
las instrucciones sefialadas por el fabricante. Para llevar a cabo la amplificacion y
su monitoreo se utilizo el equipo ABI PRISM 7000 Sequence Detection System-
SDS version 1.1, utilizando el Kit SYBR Green PCR Master Mix. (Applied
Biosystems). El procedimiento para determinar la expresion relativa se baso en el
método de doble delta Ct (AACT) con la férmula aritmética 2AACT [16], el ana-
lisis estadistico se realiz6 utilizando el programa GraphPad Prism version 5.01.

2.3. Citometria de flujo FACs

El principio de citometria de flujo se basa en el registro tanto de excitacion
de un fluorocromo (acoplado a proteina) a cierta longitud de onda, asi como el
de emision a una frecuencia dada. Esta técnica se utilizé para verificar la densi-
dad de las diferentes proteinas de superficie de membrana: EpCAM, MUC-1,
y HER-2, cuyos RNA mensajeros previamente habfan sido cuantificados por
RT-qPCR. Para ello, se utilizaron 3 anticuerpos monoclonales acoplados con dife-
rentes fluorocromos dirigidos hacia dichas proteinas. Se realizaron 3 experimen-
tos independientes para cada linea celular: MCF-7, MDA-MB-231 y SK-BR-3,
donde fueron utilizadas un total de 1X10° células/tubo con los 3 anticuerpos
monoclonales conjugados: ficoeritrina (PE) anti-human CD227 (MUC-1,
Biolegend), aloficocianina (APC, Biolegend) anti-human CD326 (EpCAM
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Biolegend), Brillant Violet 421 anti-human CD340(HER-2) de Biolegend, todos
previamente incubados durante 30 minutos en obscuridad. Posterior a esto se
retir6 el exceso de anticuerpo no acoplado con buffer de fosfatos (PBS) y se
bloquearon las uniones inespecificas con proteina sérica bovina (PBA) al 1 %,

finalmente las células fueron fijadas con formaldehido al 1 % para su analisis en
el equipo FACS Aria III.

2.4. Funcionalizacion de nanosondas NpM-Ab

En base a la cuantificacion de las proteinas realizada con la citometria de fl -
jo, se construy6 un bioconjugado para cada linea celular con base a la proteina
de superficie de membrana predominante observada. Por lo tanto, se generaron
tres nanosondas resultantes de la unién de nanoparticulas de ferrita-cobalto de
400 nm (nanoscreen MAG-ARA, Chemicell) con cada anticuerpo monoclonal
como se menciona a continuaciéon: EpCAM (CD326, Biolegend) para la li-
nea MCF-7, MUC-1 (CD227 Biolegend) para la linea MDA-MB-231 y HER-2
(CD340 Biolegend) para la linea SK-BR-3. Para la bioconjugacién de nanoson-
das se utiliz6 el método de carbodiimida, donde ésta reacciona con los grupos
carboxilo-terminal de las nanoparticulas y produce que, por un lado, se vuelvan
altamente reactivos a los productos intermedios de O-asilourea, y por otro
lado, también puedan crear enlaces covalentes con los grupos amino presentes
en la region constante de las cadenas pesadas de los anticuerpos monoclonales,
lo que resulta en la formacién de una estable nanosonda NpM-Ab. (Protocolo
A-10, Chemicell).

2.5. Adaptacion de sistema microfluidico e interfaz eléctrico-ionica
para aislamiento y medicion de células cancerigenas por EBIE

El disefio a bloques del sistema consta de cuatro médulos: 1.- Bomba de in-
fusioén microfluidica; 2.- Interfaz eléctrico-ionica; 3.-Modulo Sciospec™; y 4.- La
computadora personal (PC). La Bomba de infusién microfluidica tiene adaptada
una jeringa de insulina (1 mL), la cual realiza la infusioén controlada de los analitos
hacia la camara del médulo interfaz eléctrico-iénica por medio de un tubo-ca-
pilar. La interfaz eléctrico-ionica representa el punto principal del experimento,
ya que es donde se realiza el aislamiento de células cancerigenas y medicion de

™

bioimpedancia a través de electrodos de oro. El médulo Sciospec'™ es el instru-

mento que nos permite la interaccion con los electrodos de la Interfaz, es decir
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inyecta la diferencia de potencial y a la vez mide la corriente para estimar la im-

pedancia del sistema. El médulo de la PC nos permite programar el instrumento

™

Sciospec™ y almacenamiento de los datos.

»

2.- Interface
Eléectrico-ldnicno

e

i.- Bomba

Microfluidica

.- Sciospec™

Figura 1. Esquema de la apariencia fisica de los médulos del sistema microfluidico e interfaz
eléctrico-i6nica para aislamiento y medicion de células cancerigenas por EbiE.

Para el efecto se empled un dispositivo microfluidico QFM 401™

, que con-
siste fundamentalmente en una camara hermética en la que se puede disponer de
micro-electrodos de oro embebidos en un cristal de cuarzo, a través de dichos
electrodos se realizaron mediciones de bioimpedancia multifrecuencia. Se adap-
taron dos microtubos-capilares, uno a la entrada y otro a la salida microfluidica
del QFM 401™. Se adaptd una base para disponer un imin de neodimio en la
parte inferior de la camara donde estd el cuarzo y los electrodos para que asi este
lograra mantener las nanoparticulas ferromagnéticas adheridas a células canceri-
genas (aislamiento inmunomagnético). El médulo de lectura de impedancia trae

consigo el software Sciospec™

, €l cual permitié la comunicaciéon con la PC a
través de un puerto USB, lo cual proporcioné la opciéon de hacer un protocolo
de medicién, logrando con esto un mapeo en 126 frecuencias logaritmicamente
espaciadas en un rango de 100 Hz a 1 MHz. LLas mediciones se realizaron por
triplicado. La técnica demanda la identificacion de marcadores moleculares para
promover una reaccion antigeno-anticuerpo, la cual, provoca que se adhieran las
células cancerigenas a las nanoparticulas dentro del bioconjugado y con esto lo-
grar el aislamiento inmunomagnético, es decir, poder atrapar las células ancladas
a las nanoparticulas con el iman en la camara del dispositivo microfluidico y a asi

medir su impedancia. [17, 18].
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2.6. Disefio del experimento de evaluacion y mediciones EBIE

Las tres lineas celulares fueron cuantificadas y llevadas por separado a una mues-
tra con una concentracion final de 50,000 células, las cuales fueron incubadas con
la dosis correspondiente de bioconjugado de acuerdo a su proteina de superficie
predominante, posteriormente se realizaron diluciones para obtener 3 muestras
por triplicado con diferente concentracion de células: 5000, 500, y 50 en 500 L
de PBS. Con el objetivo de evidenciar cambios en la bioimpedancia eléctrica como
una funcién del aislamiento y anclaje de células cancerigenas en la interfaz eléctri-
co-i6nica, se disefi6 un experimento en dos ensayos independientes a fin de generar
las siguientes condiciones: A) Células Cancerigenas- infusién y anclaje magnético
de células cancerigenas incubadas con nanosondas , y B) Control Negativo - infu-
sion y anclaje magnético de nanosondas sin la presencia de células cancerigenas
(Figura 2). Ambas condiciones se infundieron de manera independiente a través de
la bomba NE-1002X utilizando jeringas de 1 mL con 500 uL de bioconjugado en
un tiempo de 15 minutos. Se adquirieron datos en el sistema de medicion de impe-
dancia ScioSpec-ISX3. Al terminar la medicién entre cada condicion se realizé una
limpieza del sistema infundiendo 500 pL. de PBS.

NpM-Ab

T ] @y ures 0E3
o #}m?n# PBS GUL
R Rie 0U3

& .

Control i
7. PBS ci])
x3
8 ]
x3

Figura 2. Disefio experimental de evaluacién y mediciones EBiE.

Evaluacion Sisferna Biosensor CTC

[50, 500, 5000 cells/ml]

Electrico-ionica Metdido i
impedancia

i
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3. Resultados y discusion
3.1. Expresion diferenciada RT-qPCR y FACs

Células viables y estructuras morfolégicas diferenciadas en las tres lineas ce-
lulares MCF-7, MDA-231 y SK-RB-3 se pueden observar en la Figura 3. Los
resultados de RT-qPCR permitieron dilucidar un esquema representativo de la
expresion génica de Her-2, EpCAM y Mucl, en las tres lineas celulares evalua-
das. Se observé un nivel de expresion de Her-2 de 1.33, 1.05 y 4.18 en SK-BR-3,
MDA-MB-231 y MCF-7 respectivamente. Con respecto a EpCAM se detecta-
ron valores de expresion de 1.08, 0.97 y 532.82 para SK-BR-3, MDA-MB-231 y
MCF-7 respectivamente. En relaciéon a Mucl los valores de expresion detectados
fueron 1.12, 5.20 y 74.35 en SK-BR-3, MDA-MB-231 y MCF-7 respectivamente.
En el mismo esquema se presentan los hallazgos por FACs en el grafico corres-

pondiente a la intensidad media de fluorescencia para cada proteina de superficie

en cada una de las tres lineas celulares, observando un predominio de la proteina
HER-2 en la linea celular SK-RB-3, EpCAM en MCF-7, y finalmente la proteina
MUC-1 en la linea celular MDA-MB-231.

Figura 3. Lineas celulares de CaMa: A) MCF-7, B) MDA-231 y C) SK-RB-3. (Aumento 10X).

De la Figura 4, es posible caracterizar patrones de expresion génica y proteica
bien diferenciadas en las tres lineas celulares, tales hallazgos son coherentes con
estrategias y técnicas actualmente en desarrollo para detectar CTC de origen epi-
telial en funcién de sus biomarcadores y proteinas de superficie predominantes
segun el estadio del CaMa. En principio predomina EpCAM en la linea celular de
MCEF-7, MUC-1 en MDA-MB-231 y HER-2 en SK-RB-3, tal patrén se explica
atendiendo a las caracteristicas de cada linea celular que mapean o representan
un estadio diferente en el CaMa, MCF-7 representa el estadio mas temprano,
MDA-MB-231 un intermedio y SK-RB-3 el mas tardio, entre mas avanzado el
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Figura 4. Expresion génica y proteica de Her-2, EpCAM y Mucl en lineas celulares de CaMa.

estadio disminuye la produccién de proteinas relacionadas con receptores de ad-
hesion celular caracteristicas de origen epitelial como lo es EpCAM, lo que es
compatible con un proceso de transicion epitelio-mesénquimal que da origen a
metastasis, tales observaciones coinciden con lo reportado por otros autores y

nuestro grupo [19, 20, 21].

En la Figura 5, se observa los diferentes espectros de impedancia medidos en
las tres lineas celulares evaluadas, y se comparan con los espectros de impedancia
medidos en ausencia de células cancerigenas. Los graficos muestran los espectros
de bioimpedancia en magnitud y fase respectivamente, para una concentracion
de 50 células/500 pL. El espectro de magnitud muestra sensibilidad significat va
a bajas frecuencias para discriminar la presencia de células cancerigenas respecto
a la condiciéon en la que solo se infundié el bioconjugado. Las concentraciones
a 500 y 5000 células/500 pL. no mostraron sensibilidad, por simplicidad tales
resultados no se muestran. La Figura 6 muestra un zoom de los espectros de la
magnitud de impedancia para el caso de células SK-BR-3 a una concentracién de
50 células/500 pl. para evidenciar la sensibilidad del sistema en la deteccion de

células cancerigenas a bajas concentraciones [21].
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Es evidente que a bajas concentraciones celulares y por tanto de nanoparticulas
con propiedades magnéticas (50 células/500 L), es posible la identificacion de
células tumorales a través de mediciones de bioimpedancia ya que permiten discri-
minar entre la ausencia y presencia de las mismas, sin embargo a mayores concen-
traciones no se presenta sensibilidad suficiente para discriminar entre la presencia
de células cancerigenas (graficos no mostrados), tal comportamiento estimamos se
explica porque a mayores concentraciones de nanoparticulas magnéticas emerge el
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Figura 5. Mediciones de bioimpedancia en las lineas celulares cancerigenas
MCF-7, MDA-MB-231 y SK-BR-3.
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efecto de percolacion, es decir el medio se satura con 6xido de hierro y por tanto
se vuelve muy conductivo, tal incremento de conductividad volumétrica predomina
sobre el efecto de alta impedancia de las células cancerigenas. La teoria del efecto de
percolacién indica que en el sistema las propiedades conductivas del analito siguen
las leyes de la potencia, es decir: donde, p es la concentracion del material conduc-
tor, en este caso las nanoparticulas magnéticas, pc representa su concentracion en
el umbral de percolaciéon y t un exponencial critico asociado a la conductividad [22],
lo cual en resumen nos dice que si saturamos de alguna manera el sistema con NpM
llegara un punto en el cual estas se conviertan en conductor. Asi, los hallazgos nos
permiten inferir que la técnica planteada tiene viabilidad técnica para detectar pe-
quefas concentraciones de células cancerigenas aisladas por técnica inmunomagné-
tica, y que la limitacion expresa es que las concentraciones de NpM empleadas no
excedan el limite de percolacion.
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Figura. 6. Zoom del espectro de la magnitud de impedancia
de células SK-BR-3 (50 células/500 uL).

Un analisis de componentes principales para los datos de bioimpedancia en
magnitud (z), fase y pendientes (m) de los espectros observados [23], permitio
ademas identificar frecuencias especificas que mejor sensibilidad tienen para de-
tectar y diferenciar células cancerigenas de las tres lineas evaluadas. Una repre-
sentacion tridimensional de componentes principales permite observar la posi-
bilidad de clasificar el estadio de CaMa que representan los diferentes tipos de
células cancerigenas a bajas concentraciones (Figura 7) [23].
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OMCF7 Figura. 7. Representacion tridimen-
' 2‘;?3“ 31 sional de componentes principales
/ .--_"'—-—-—._____ para deteccion y clasificacion de
diferentes tipos de células de CaMa a
bajas concentraciones.

Fase

4. Conclusiones

Los resultados muestran la factibilidad técnica de identificar bajas concentra-
ciones de células cancerigenas acopladas a nanoparticulas con propiedades mag-
néticas dirigidas a proteinas de superficie de membrana celular. La implementa-
cién de un pequefio sistema como biosensor para el aislamiento y detecciéon de
células cancerigenas de mama a través del empleo de un dispositivo microfluidico
y mediciones de EBiE asistida con nanoparticulas magnéticas resulté factible a
bajas concentraciones celulares y nanoparticulas magnéticas. Mediciones de la
magnitud de la bioimpedancia a bajas frecuencias parecen ofrecer la mejor sensi-
bilidad del sistema. Los resultados indican que la deteccion de CTC a través de la
técnica propuesta es viable y permiten sustentar el principio de funcionamiento
de un biosensor para detecciéon de CT'C basado en mediciones EBIE asistida con
nanotecnologfa.
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