OO _E_r ==l XX Jornadas de Ciencias,
- = m¥g Tecnologias e Innovacion

EXPRESION Y ACTIVIDAD DE ABCB1 DURANTE LA DIFERENCIACION DE
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Introduccion: Elobjetivo de este trabajo fue evaluar la expresion y actividad de transporte de ABCB1 durante la diferenciacion
de esferoides de células Caco-2. Los cultivos tridimensionales (3D) de células Caco-2 reproducen con mayor fidelidad la
organizacion y diferenciacion del epitelio intestinal [1] que los cultivos convencionales en monocapa (2D), constituyendo una
herramienta de interés para el estudio de transportadores de eflujo de la familia ABC intestinales. En este contexto, se empleo
un modelo reproducible de esferoides Caco-2 obtenido mediante la técnica de superposicion liquida [2]. El objetivo de este

trabajo fue evaluar la expresiony actividad de transporte de ABCB1 durante la diferenciacién de esferoides Caco-2.
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Figura 1: Pasos 1 a 5. Generacidn y caracterizacion de esferoides
Caco-2 en placas recubiertas con agarosa cultivadas durante 4 y 7
dias. 6) La expresién de ABCB1 se evalué mediante Western blot y 7)
RT-gPCR. 8) La actividad de transporte se evalué mediante ensayos
de eflujo utilizando sustrato doxorrubicina. Se evalud la respuesta
celular frente a doxorrubicina mediante ensayos de viabilidad (MTT)
luego de exposiciones de 6 y 24 horas. Los datos se analizaron
mediante prueba t con correccion de Holm o Benjamini-Hochberg, y
prueba de Wilcoxon cuando no se cumplieron los supuestos de
normalidad. En todos los casos, se compard con cultivos 2D de células
Caco-2.
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Figura 2: El analisis morfométrico mediante microscopia de contraste
de fases reveld un incremento significativo en el tamafno celular a lo
largo del tiempo. Los esferoides de 4 dias presentaron un diametro
promedio de 744 + 100 um, mientras que a los 7 dias alcanzaron los
993 + 9 um. Esta diferencia en el crecimiento y compactacién de las
estructuras tridimensionales demostrd ser altamente significativa (P <
0,001).

Figura 3: Esferoides de 4 dias (A) y de 7 dias de cultivo (B)
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Figura 4. Los esferoides presentaron una mayor expresion de
ABCB1 respecto de los cultivos en monocapa. A. La expresion
génica fue significativamente superior en los cultivos 3D, en
relacién a los cultivos 2D, tanto a los 4 dias (p = 0,0042) como a
los 7 dias (p = 0,0365). B. El analisis por Western blot confirmé
un incremento significativo de la expresidon proteica en ambos
tiempos de cultivo (p <0,05).
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Figura 5: En concordancia, los esferoides exhibieron una mayor
actividad de eflujo de doxorrubicina que los cultivos 2D,
observandose diferencias significativas para las concentraciones
de 1y 10 uM tanto a los 4 comoa los 7 dias (p < 0,001).
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Figura 6: En los ensayos de citotoxicidad los cultivos 3D
mostraron una mayor resistencia frente a la doxorrubicina,
especialmente luego de 24 horas de exposicion.

CONCLUSION: La diferenciacién de esferoides derivados de células Caco-2 se asocia con un incremento de la expresion y actividad de
eflujo de ABCB1, acompafiado de una mayor resistencia frente a los efectos citotdxicos de la doxorrubicina. Estos resultados respaldan el
empleo del modelo tridimensional como una plataforma experimental fisioldgicamente mas relevante para el estudio del transporte
intestinal de farmacos y de los mecanismos de respuesta mediados por ABCB1.
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