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su acoplamiento con nanoparticulas como fundamento de un Biosensor.
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Resumen— El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en
la mujer a nivel mundial, siendo la metastasis la primera causa
de fallecimiento en los pacientes con cancer debido a una falta
de deteccion oportuna. Nuestro grupo de investigacion propone
una nueva tecnologia para la deteccién de células tumorales
circulantes por medio de la identificacion de patrones en
espectrometria de impedancia asistido con nanoparticulas con
propiedades magnéticas, las cuales requieren el acoplamiento
con anticuerpos que reconozcan proteinas de superficie de
membrana celular expresadas en células tumorales. El objetivo
de este estudio fue identificar tres proteinas: EpCAM
(molécula de adhesion epitelial), MUC 1 (mucina 1) y HER-2
(receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano), en
tres lineas celulares de cidncer de mama como potenciales
blancos para el empleo de una nanosonda (Nanoparticula
Magnética - Anticuerpo). Adicionalmente se realiz6 un primer
ensayo de acoplamiento célula-nanosonda en la linea celular
cancerigena SK-BR-3, lo cual permiti6 un aislamiento
inmunomagnético de las mismas y posterior medicién por
bioimpedancia eléctrica multifrecuencia. Los resultados
sustentan la factibilidad de identificar células cancerigenas en
una biopsia liquida por medio de mediciones de bioimpedancia.
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I. INTRODUCCION

El Céancer de Mama es uno de los mayores problemas de
salud publica en el mundo. En México a partir del 2006 el
Cancer de Mama ha sido la primera causa de muerte por
cancer y la segunda por muerte general en mujeres entre 30-
50 afos, es causa de altos niveles de mortalidad debido a
una falta de deteccion oportuna, falta de respuesta al
tratamiento y metastasis, siendo esta ultima una condicion
incurable ya que en promedio la supervivencia después de 5
afios es menor al 25%. Varias investigaciones en las cuales
se ha estudiado el proceso de metastasis se ha podido
determinar la presencia de células tumorales circulantes
(CTC), las cuales podrian ser un importante indicador de
diseminacion de la enfermedad, pronostico y respuesta al
tratamiento [1,2,3].

La deteccion de CTC permite monitorear el progreso de la
enfermedad al elegir una opcién terapéutica y valorar su
efectividad al evidenciar la disminuciéon de CTC evitando
que los pacientes se expongan a tratamientos ineficaces y

dosis toxicas. Se ha observado que el nimero de CTC
encontradas en muestras sanguineas de pacientes con
diagnostico de cancer esta directamente relacionado con el
prondstico y la supervivencia de los mismos [4,5] y debido a
su relevancia algunos investigadores han nombrado a este
procedimiento de deteccion “biopsia liquida en tiempo real”

[6].

Actualmente existen diferentes tecnologias para la deteccion
de CTC basadas en sus propiedades fisicas y biologicas. Sin
embargo, la cantidad de CTC en sangre periférica es de 1-10
CTC por 10° del total de células sanguineas [7], por lo que
continuamente se busca perfeccionar dichas tecnologias lo
que demanda equipamiento costoso |y  procesos
especializado, debido a lo cual se requieren de propuestas
tecnologias emergentes que puedan representar alternativas
de deteccion de CTC susceptibles de emplearse en escalones
de atencion de la salud de bajos recursos.

En un estudio reportado por Hengyi Xu y colaboradores en
el 2011 se muestra la viabilidad de emplear técnicas
inmunomagnéticas para realizar la separacion de CTC de
sangre total [8]. En el 2007, Arum Han y sus colaboradores
mostraron en un estudio la capacidad de diferenciar células
tumorales de cancer de mama en diferentes estadios a través
de la caracterizacion de sus propiedades eléctricas medidas
con Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIE) la cual es
la resistencia que presenta un tejido a la corriente eléctrica y
va depender directamente de las propiedades de las células
que lo contienen [9].

Por lo que el objetivo de este estudio fue la identificacion de
proteinas de superficie de membrana en lineas celulares de
cancer de mama las cuales funcionarian como potenciales
blancos para el acoplamiento con nanoparticulas magnéticas
siendo el fundamento para el desarrollo de un biosensor
basado en mediciones de espectroscopia de impedancia
eléctrica.

II. METODOLOGIA
1) Andlisis de expresion diferencial por RT-gPCR

Se emplearon tres lineas celulares de Cancer de Mama:
MCF-7, MDA-MB-231 y SK-BR-3 las cuales fueron
cultivadas a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad,
utilizando tres replicas bioldgicas de cada linea para evaluar
la expresion relativa por transcriptasa reversa y reaccion en
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cadena de polimerasa en tiempo real (RT-PCR) de tres
genes: EPCAM, MUCI, Y HER-2 utilizando ACTINA como
gen endogeno.

Para determinar la expresion génica, se extrajo RNA
correspondiente a cada linea celular por medio de la técnica
fenol/cloroformo y se cuantifico en un espectrofotometro a
longitudes de onda de 260nm. A continuacion las muestras
fueron tratadas con DNasa (RQl RNase-free DNase
Promega) para evitar cualquier contaminacion con DNA
gendmico en el RNA previamente obtenido. Posteriormente
se realizo la sintesis de DNA complementario
correspondiente a cada replica bioldgica con el kit Cloned
AMV  First-Strand ¢cDNA  Synthesis  (Invitrogen),
sometiendo las muestras a las condiciones de PCR indicadas
en dicho protocolo.

Para la amplificacion de los genes por PCR en tiempo real
se empleo el equipo ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System-SDS version 1.1, utilizando el Kit SYBER Green
PCR Master Mix. (Applied Biosystems), para el monitoreo
del producto durante cada ciclo de reaccion.

El procedimiento de cuantificacion se determino con el
método de doble delta delta Ct (AACT) empleando la
formula aritmética 2**“" [10] y finalmente para el analisis
estadistico se utilizo el programa GraphPad Prism version
5.01, Figura 1.

2) Citometria de flujo:

Con el fin de verificar la expresion de los genes a nivel de
proteina posterior al analisis de la expresion de genes a nivel
de RNA, se utilizaron 3 anticuerpos monoclonales
acoplados con diferentes fluorocromos para determinar la
densidad de las proteinas de superficie de membrana:
EpCAM, MUC-1, y HER-2, presentes en cada linea celular.

Se realizaron 3 experimentos independientes por cada linea
celular: MCF-7, MDA-MB-231 y SK-BR-3, incubando un
total de 1X10° células con 3 anticuerpos monoclonales
conjugados por tubo de citometria durante 30 minutos en
obscuridad: ficoeritrina (PE) anti-human CD227 (MUC-1)
Biolegend, aloficocianina (APC) anti-human CD326
(EpCAM)Biolegend, Brillant Violet 421 anti-human
CD340(HER-2) Biolegend.

Posteriormente se retiro el exceso de anticuerpo no acoplado
con Dbuffer de fosfatos (PBS 1X) y se bloquearon las
uniones inespecificas con albumina en PBS (PBA) al 1%,
finalmente las células fueron fijadas con formaldehido al
1%.

Se analizaron 10,000 eventos en el citometro de flujo FACS
Aria III (Becton Dickinson) y los datos fueron analizados
con un software Flow Jo (10.1). Figura 2.

3) Funcionalizacion de nanosondas:

De acuerdo con los resultados obtenidos por medio de
citometria de flujo, se realizd un bioconjugado por cada
linea celular con base a la proteina de superficie de
membrana predominante, generando tres nanosondas
mediante la uniéon de nanoparticulas de ferrita-cobalto de
400nm (nanoscreen MAG-ARA Chemicell) con cada
anticuerpo monoclonal: EpCAM (CD326, Biolegend) para
MCF-7, MUC-1 (CD227 Biolegend) para MDA-MB-231 y
HER-2( CD340 Biolegend) para SK-BR-3.

El proceso de bioconjugacion se llevo a cabo mediante el
método de carbodiimida, la cual reacciona con los grupos
carboxilo-terminal de las nanoparticulas provocando que se
vuelvan altamente reactivos a los productos intermedios de
O-asilourea y a su vez reaccionen con los grupos amino
presentes en la region constante de las cadenas pesadas de
los anticuerpos monoclonales, lo que permite una unién
covalente y por lo tanto la formacion de una nanosonda.
(protocolo A-10, Chemicell).

4) Mediciones de Impedancia:

Como una primera evaluacion para determinar la
factibilidad de identificar células cancerigenas acopladas a
nanoparticulas por medio de patrones de impedancia, se
cuantificaron 50,000 células de la linea celular SK-BR-3 las
cuales fueron incubadas con las dosis correspondiente de
nanosonda de acuerdo a su proteina de superficie
predominante siendo en este caso HER-2. Posteriormente, se
realizaron diluciones para obtener 3 muestras por triplicado
con diferente concentracion de células: 5000, 500, y 50 en
500ul de PBS para su posterior medicion en el equipo de
bioimpedancia.

El experimento se realizd bajo dos condiciones para
determinar el patron de impedancia: 1) la linea celular SK-
BR-3 incubada con su respectiva nanosonada en 500ul de
PBS con 5000, 500 y 50 células y 2) la nanosonda de HER-
2 en 500ul de PBS. Ambas condiciones de manera
independiente se infundieron a través de la bomba NE-
1002X en un tiempo de 15 minutos. Se adquirieron datos en
el sistema de medicion de impedancia Scio Spec
Instruments ISX3 con una sefial senoidal de 1KHz-100MHz
espaciado logaritmicamente, entre cada uno de los intervalos
se obtuvo el promedio de 1024 valores por segundo para
ganancia y fase. Al terminar la medicion entre cada
condicion se realizd una limpieza del sistema infundiendo
500ul de PBS.

III. RESULTADOS
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En la figura 1 se grafica la expresion relativa de los tres
genes estudiados en cada linea celular, obteniendo una
mayor expresion de HER-2 en la linea SK-BR-3, EPCAM
con importante expresion en MCF-7 y finalmente MUC-I
predominando para MDA- MB-231.
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Fig. 1. Expresion relativa de los genes HER-2, EPCAM y MUC-1 en cada
una de las tres lineas celulares.
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Fig. 2. Determinacion de la intensidad media de fluorescencia para cada
proteina: a) EpCAM, b) MUC-1 y ¢) HER-2, en las lineas celulares: MCF-
7, MDA-MB-231 y SK-RB-3

Por medio de citometria de flujo al graficar la intensidad
media de fluorescencia para cada proteina de superficie de
membrana celular en cada linea tumoral se evidencia un
predominio de la proteina EpCAM en MCF-7, la proteina
MUC-1 en la linea celular MDA-MB-231 y finalmente la
proteina HER-2 en la linea celular SK-RB-3, Figura 2.

En la Figura 3, se observa los patrones de impedancia de la
linea celular SK-RB-3 con las diferentes concentraciones
celulares evaluadas: 5000, 500 y 50 células en 500ul de PBS
tomando como punto de comparacién la ausencia de las
mismas.
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Fig. 3. Mediciones de Impedancia con tres concentraciones de la linea
celular cancerigena SK-BR-3.

IV. DISCUSION

Actualmente la determinacion de proteinas de superficie de
membrana celular forman parte de una serie de estrategias
para detectar células tumorales circulantes de origen
epitelial observando en nuestro estudio una diferencia en la
en el patron expresion de proteinas, predominando la
proteina de EpCAM en la linea celular de MCF-7, MUC-1
en MDA-MB-231 y HER-2 en SK-RB-3, esto
probablemente debido a las caracteristicas de las diferentes
lineas ya que cada una de ellas representa un estadio: MCF-
7 temprano, MDA-MB-231 intermedio y finalmente SK-
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RB-3 tardio, lo que explicaria que entre mas avanzado el
proceso tumoral disminuye la produccién de proteinas
caracteristicas de origen epitelial relacionas con receptores
de adhesion celular como lo es EpCAM, que mantienen in
situ las células limitando su capacidad de invasion lo que es
compatible con un proceso de transicion epitelio-
mesénquimal que da origen a metastasis, como Walid A. y
colaboradores lo reportan [11,12].

A Dbajas concentraciones celulares y por tanto de
nanoparticulas con propiedades magnéticas (50 células en
500ul de PBS incubadas con su respectiva nanosonda), es
posible la identificacion de células tumorales a través de
mediciones de impedancia ya que permiten discriminar entre
la ausencia y presencia de las mismas, sin embargo a
mayores concentraciones no se presenta sensibilidad
suficiente para discriminar entre la presencia de células
cancerigenas, tal comportamiento estimamos se explica
porque a mayores concentraciones de nanoparticulas
magnéticas emerge el efecto de percolacion, es decir el
medio se satura con 6xido de fierro y por tanto se vuelve
muy conductivo, tal incremento de conductividad
volumétrica predomina sobre el efecto de alta impedancia de
las células cancerigenas.

V. CONCLUSION

Los resultados sugieren la factibilidad técnica de
identificar bajas concentraciones de células cancerigenas
acopladas a nanoparticulas con propiedades magnéticas
dirigidas a proteinas de superficie de membrana celular.
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