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RESUMEN
Evaluacién de la actividad antitumoral de células madre mesenquimales que sobreexpresan TRAIL e IFNB
en un modelo murino de linfoma
Carlos Alberto Gonzalez Villarreal
Introduccion. El cancer es la principal causa de muerte en paises desarrollados y la segunda en paises en vias
de desarrollo. El linfoma es un tipo de cancer que se origina de células linfaticas. Se caracteriza por el
crecimiento de los nddulos linfaticos. Se conocen dos tipos de linfoma: el linfoma de Hodgkin (LH) y el
linfoma no-Hodgkin (LNH). Todos los linfomas tienden a formar tumores sélidos. EI LNH fue el motivo del
presente estudio. La cirugia y la quimioterapia constituyen la primera opcidon para el tratamiento de la LNH.
Sin embargo, en la gran mayoria de los casos, ni la quimioterapia ni la radioterapia, solas o combinadas,
eliminan el cancer del organismo y tienen graves efectos iatrogénicos. Es por ello que se requieren
urgentemente nuevas estrategias para atacar a los tumores en una forma mas eficaz y segura. La terapia
celular, basada en el uso de células madre mesenquimales (CMM) es una estrategia promisoria en el
tratamiento del cancer, porque poseen diversas caracteristicas apropiadas para este propésito. Dos de las
mas notables son: 1) que las CMM migran hacia los tejidos lesionados o hacia los tumores y los colonizan
(homing) y 2) que las CMM pueden modificarse genéticamente. Por ello, se emplean las CMM transfectadas
o transducidas para que expresen genes exdgenos dentro de los tumores y atacarlos in situ. Los genes
empleados en este trabajo fueron el ligando relacionado con TNF inductor de apoptosis (TRAIL), completo
(TRAILc) y soluble (TRAILs) y el interferén B (IFNB). TRAIL tiene un efecto selectivo hacia las células malighas
e IFNPB presenta efectos inmunomoduladores, antiproliferativos y proapoptéticos. TRAILc es insoluble y se
localiza en la membrana plasmatica y TRAILs es exportado por las células. Ambos tienen caracteristicas
deseables. Objetivo general. Evaluar la actividad antitumoral de CMM murinas de médula ésea modificadas
genéticamente para sobreexpresar TRAILc, TRAILs e IFNB, en un modelo de linfoma sélido murino L5178Y.
Material y métodos: Se obtuvieron y caracterizaron CMM de médula ésea de ratones BALB/c (CMM-MO).
Estas células se modificaron genéticamente por transfeccién plasmidica con transgenes de TRAILs o IFNJ, o
mediante transduccién lentiviral con transgenes de TRAILs, TRAILc o IFNB. Se confirmd expresion de los
productos proteicos de los transgenes por las CMM-MO transducidas, mediante Western Blot. Se
inocularon, en el gastrocnemio derecho, nueve grupos de ocho ratones hembras con células de linfoma de la
linea L5178Y y se siguid su evolucién, midiendo el diametro de los tumores. Cuando el diametro de los
tumores alcanzd, en promedio 1-2 mm’, se implantaron intratumoralmente 1x10° CMM-MO transducidas
con TRAILc, TRAILs o IFNB, o sus combinaciones. Se evalué la eficacia terapéutica de los implantes,
determinando la sobrevida de los ratones tratados con las CMM-MO transducidas, comparandola con la
sobrevida de los ratones no tratados. Resultados. El grupo tratado con la combinacién de CMM-MO
transducidas con IFNB y con CMM-MO transducidas con TRAILs produjo 62.5% de sobrevida con completa
eliminacion de los tumores; mientras que los ratones tratados Unicamente con CMM-MO transducidas con
IFNB o con TRAILs produjeron una sobrevida aproximadamente 50% menor; lo cual sugiere un efecto
terapéutico aditivo de ambos transgenes. Conclusion. El tratamiento combinado de TRAILs e IFNB es
notablemente mas eficaz que el resto de los tratamientos probados. Perspectiva. La combinacién de CMM-
MO transducidas con TRAILs y CMM-MO transducida con IFNB es muy prometedora para el tratamiento de

linfomas humanos.
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ABSTRACT
Evaluation of antitumoral activity of Mesenchymal Stem Cells over-expressing TRAIL and IFNB on a murine
lymphoma model
Carlos Alberto Gonzalez Villarreal

Introduction. Cancer is the first cause of death in developed- and the second in developing- countries.
Lymphoma is a type of cancer, which inception comes from lymphatic cells. It is characterized by the growth
of lymphatic nodes. There are two known types of lymphomas: Hodgkin (HL) and non-Hodgkin (NHL). All
lymphomas show a tendency of forming solid tumors. This study was focused in NHL. Surgery and
chemotherapy are the first option in NHL treatment. However, the vast majority of cases, chemotherapy or
surgery, alone or combined, does not fully deplete cancer cells from their invaded organism and exert
serious iatrogenic effects. Therefore, it is urgent to develop new strategies to attack tumors in a more
efficacious and safe manner. Mesenchymal stem cell (MSC)-based therapy is, indeed, a promising strategy
for cancer treatment, due to their diverse MSC's desirable characteristics for this purpose. Two of the most
noticeable MSCs’ properties are: 1) that MSCs can migrate from any place within the organism to the
wounded tissue or tumor and engraft them. This MSCs” property is called homing. 2) MSC can be genetically
engineered. Due to these two characteristics, MSCs are intensively employed as carriers to deliver their gene
products into tumors and attack them locally. The genes employed in this study were the TNF-apoptosis
related ligand apoptosis inductor (TRAIL), complete (TRAILc) and soluble (TRAILs), and interferon-p (IFNB).
TRAIL exerts a selective effect upon malignant cells and IFNB drives immunomodulatory, antiproliferative
and proapoptotic effects. TRAILc is insoluble and it is located in the cell plasma membrane and TRAILs is
exported by cells. Both TRAILc and TRAILs have desirable characteristics. General objective. To evaluate the
antitumor activity of murine MSC from bone marrow (BM) genetically engineered to over-express TRAILc,
TRAILs or IFNB, in a solid murine lymphoma L5178Y. Material and methods. Bone marrow mesenchymal
stem cells, from BALB/c mice, were obtained and characterized. These cells were genetically modified with
TRAILs or IFNB transgenes by plasmid transfection or by lentiviral transduction of TRAILs, TRAILc or IFNB. The
expression of transgene protein products by the transduced CMM-MO was confirmed by Western Blot. Nine
groups of eight female mice were inoculated in the right gastrocnemius, with L5178Y lymphoma cells and
the evolution was followed by measuring the tumor diameter. When tumors reached 1-2 mm?, in average,
1x10° CMM-MO transduced with TRAILc, TRAILs or IFNB, o their combinations were implanted inside
tumors. The tumoricidal effect of implanted CMM-MO was evaluated by determining the survival of each
group of mice, compared with survival of non-treated bearing tumor mice. Results. The group treated with a
combination of CMM-MO transduced with IFN and with CMM-MO transduced con TRAILs resulted in 62.5%
survival and a complete elimination of tumors. On the other hand, those mice treated only with CMM-MO
transduced with IFNB or with TRAILs resulting, each, in about 50% lower than the combined treatment,
suggesting an additive therapeutic effect of both transgenes. Conclusion. The combined treatment with
CMM-MO transduced withy TRAILs and CMM-MO transduced with IFNB was the most efficacious to treat
murine lynphoma. Perspectives. The treatment of solid lymphoma with a combination of CMM-MO
transduced with TRAILs and CMM-MO transduced with IFN is very promising to treat human lymphomas.

Dra. C. Herminia Guadalupe Martinez Rodriguez Dr. C. Salvador Luis Said y Fernandez
Thesis Director Thesis codirector
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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. Entre los
diversos tipos de cancer, se encuentran los de la sangre; siendo los principales la
leucemia y los linfomas Hodgkin y no Hodgkin (LNH). La LNH fue el foco de
interés del presente trabajo. Actualmente, los tratamientos convencionales para la
LNH mas empleados son la quimioterapia y la radioterapia. Por décadas, ambos
procedimientos han mostrado cierta efectividad. Sin embargo, la especificidad y
eficacia de estos tratamientos han sido insatisfactorias. Es decir, cuando se aplica
en una paciente quimioterapia, radioterapia o la combinacibn de ambos
procedimientos, no sélo se ataca a las células cancerosas, sino también a las
células sanas, la LNH eventualmente desarrolla resistencia a la quimioterapia y un
numero importante de pacientes con linfoma muere por esta causa. Ademas, tanto
la quimioterapia como la radioterapia tienen efectos iatrogénicos severos, que
contribuyen importantemente al deterioro de la calidad de vida de los pacientes, ya
de por si comprometida por el LNH. Por ello, se requiere desarrollar nuevas
terapias, mas eficaces y especificas que las convencionales. Las células madre
mesenquimales (CMM) son una alternativa promisoria para utilizarlas en el
tratamiento de leucemias y de otros tipos de cancer, gracias a que estas células
no son inmunogénicas, ni son portadoras de infecciones exdégenas, porque se
toman del mismo paciente, pueden ser modificadas genéticamente, y una vez que
estas células han sido reimplantadas en un organismo, éstas pueden migrar por el
torrente circulatorio, localizar los tumores, colonizarlos —homing— expresar
eficazmente los transgenes que portan y atacar, in situ y especificamente a las
células malignas, mediante los productos de sus transgenes, secretados o

mediante contacto célula-célula.

Se han realizado diversos estudios in vitro, utilizando lineas celulares cancerosas
o in vivo en modelos animales, generalmente inmunodeficientes; por ejemplo, con
ratones desnudos (nude mice [nu/nu]) o ratones no obesos/diabéticos con

inmunodeficiencia severa (non obese/diabetic severe combined immunodeficiency
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[NOD/SCID]) y CMMs humanas modificados genéticamente con diversos
transgenes. Estos estudios se han realizado utilizando modelos heter6logos, los
cuales consisten en animales de una especie implantados con xenoinjertos. Los
xenoinjertos son implantes de células cancerosas o0 CMM de una especie diferente
a la del animal receptor; p.e. CMM y células cancerosas humanas sobre ratones
inmunodeficientes. Aunque los resultados obtenidos son valiosos e interesantes,
estrategias experimentales como ésas, presentan limitaciones mayores: 1) los
animales de laboratorio inmunodeficientes portando tumores cancerosos producto
de xenoinjertos, si desarrollan tumores por ser inmunodeficientes, pero ese tumor
en un modelo de ratones inmunocompetentes que reciben un in6culo de células
cancerosas de ratén (modelo singénico), generalmente no se desarrolla y queda
entonces en duda la posible eficacia de la terapia con CMM modificadas
genéticamente, o al menos, dicha eficacia no es cuantitativamente comparable
con un modelo homoélogo en animales inmunocompetentes y 2) las CMM
heter6logas humanas, pueden no colonizar los tumores adecuadamente en un
modelo heterblogo —ratones, por ejemplo—. de esta manera queda la duda de si
una posible baja eficacia antitumoral, se debe a una causa intrinseca de las CMM
modificadas genéticamente o a un microambiente desfavorable para estas células.
Como una estrategia alternativa que evitase las limitaciones comentadas arriba,
en este estudio nosotros utilizamos un modelo 100% singénico. Es decir, en
ratones BALB/c —inmunocompetentes—inoculamos células de linfoma murino
(L5178Y), con CMM-MO de ratones BALB/c modificadas con transgenes de TRAIL
e IFNB murinos. Con este modelo determinamos la eficacia anti-LNH y la
seguridad de un procedimiento consistente en transfectar CMM de médula 6sea
(MO) murinas con genes que codifican para dos proteinas conocidas por sus
efectos antitumorales: el ligando relacionado con TNF inductor de apoptosis (TNF-
related apoptosis-inducing ligand [TRAIL] y el interferon B (IFNB). TRAIL ejerce
una accién proapoptoética, selectiva para las células malignas e IFNB tiene un
efecto inmunomodulador, dirigiendo la respuesta inmune contra los tumores. En el

presente trabajo, evaluamos la eficacia antitumoral de CMM-MO murinas
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modificadas genéticamente con TRAIL soluble y con su secuencia e IFN, in vitro,
sobre cultivos de la linea celular de leucemia L5178Y e in vivo, sobre masas
tumorales producidas en el gastrocnemio derecho de ratones BALB/c hembras

inmunocompetentes, inoculados con la misma linea L5178Y.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Cancer y linfoma

El cancer es el nombre dado a una coleccién de enfermedades relacionadas en
las que una célula pierde su control en la division celular y se torna invasiva [1].
Las células cancerosas tienen defectos en los mecanismos regulatorios que
gobiernan su proliferacién y homeostasis. Hay mas de 100 distintos tipos de
cancer y subtipos de tumores [2].

2.2. Importancia epidemiolégica del cancer

El cancer es la principal causa de muerte en paises econdmicamente
desarrollados y la segunda en paises en vias de desarrollo. La incidencia del
cancer estd aumentando en paises en via de desarrollo como resultado de la
elevada expectativa de vida y factores de riesgo modificables (genéticos y
ambientales) y no modificables, como tabaquismo, sedentarismo y mala

alimentacién [3].

2.3. Mecanismos generales de inicio del cancer

Las mutaciones y rearreglos en el genoma de las células cancerosas son
extremadamente complejos. En general, las alteraciones genéticas consisten en la
reprogramacion de los mecanismos de regulacion homeostatica. Pocos tipos de
cancer pueden curarse y en general, el pronostico es mas favorable cuando la
enfermedad se detecta en etapas tempranas y los tumores se eliminan
quirurgicamente [4].

Las principales caracteristicas fisiopatologicas de las células cancerosas son las
siguientes: 1) autosuficiencia en sefiales de crecimiento; 2) insensibilidad a
sefales de inhibicidbn del crecimiento; 3) evasion de la apoptosis; 4) potencial
ilimitado de replicacion; 5) angiogénesis; 6) invasion tisular y metastasis [5]; 7) la
reprogramacién del metabolismo energético y 8) la evasidén de la destruccién por
defensa del sistema inmune del individuo, favoreciendo el microambiente del

tumor [6]
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2.4. Definicion de linfoma

El linfoma, es un tipo de cancer. Se aplica el nombre de linfoma a un grupo de
tumores de células sanguineas que se origina de células linfaticas [7] y que se
caracteriza por el crecimiento de los nédulos linfaticos, preferentemente
periféricos. El linfoma también puede afectar al higado, pulmén y médula 6sea.
Existe una clasificacién de los linfomas que fue desarrollada con la finalidad de

establecer un prondstico y un tratamiento racionales.

Se conocen dos tipos de linfoma: el linfoma de Hodgkin (LH) y el linfoma no-
Hodgkin (LNH). Todos los linfomas tienden a formar tumores sélidos; a diferencia
de las leucemias, que se caracterizan por un aumento excesivo del numero de
leucocitos [8].

2.5. Factores de riesgo del LNH

En el mundo, en 2012, la Organizacién Mundial de la Salud y el proyecto
Globocan [9] reportaron que, en hombres, hubo una incidencia de LNH—calculada
a 5 anos—de 217,643 casos de LNH; cifra que representé el 2.9% de todos los
casos de cancer, con una tasa de 6 casos/100,000 habitantes (h); una mortalidad
de 115,404 casos, equivalente al 2.5% de las muertes ocasionadas por todos los
tipos de cancer, con una tasa de mortalidad de 3.1/100,000 h y una prevalencia de
463,368 casos (3.0% del total de casos de cancer) y una tasa de 17.9/100,000 h.
En mujeres, hubo 168,098 casos de LNH, equivalente al 2.5% del total de casos
de cancer, con una tasa de 4.1/100,000h; 84,266 muertes (2.4% del total de
muertes por cancer, con una tasa de 2.0/100.000 h y una prevalencia de 369,475
casos (2.2% del total de casos de cancer) y una tasa de 14.2/100,000 h.

En Mexico, en el 2012, en hombres, la incidencia del LNH fue de 2,325 casos, con
una prevalencia—calculada a 5 afnos—de 4,730 casos, con una tasa de
11.7/100,000 h. [10]. En mujeres la incidencia estimada fue de 1991, la
prevalencia —calculada a 5 afios—de 3,979, con una tasa de 9.3/100,000 h. [11].
No existen reportes confiables sobre la mortalidad por LNH en México.
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En Nuevo Ledn, entre los afios de 2008 a 2012, el promedio de la tasa de
mortalidad en personas mayores de 25 afos fue de 3.42 casos por 100 mil
habitantes [12].

2.6. Diagnostico de LNH

Signos y sintomas. Los pacientes con LNH usualmente presentan linfadenopatia;
pero el LNH también puede aparecer en otros érganos y tejidos (extra nodal). Los
linfomas comunmente presentan linfadenopatia periférica sin dolor. Los pacientes
con linfomas mas agresivos presentan masas abdominales o en el mediastino.
Pueden presentarse sintomas sistémicos; tales como fiebre, sudoracién nocturna,
pérdida de peso, escalofrios [13]. La esplenomegalia esta presente en un 30-40%
de los casos [14]. La evaluacion inicial del individuo diagnosticado con LNH
incluye historia clinica y examen fisico, biometria hematica, panel electrolitico,
pruebas de funcién hepatica y renal, aspirado de médula 6sea y biopsia; la prueba
de lactato deshidrogenasa puede mostrar un incremento y actlia como indicador
pronéstico. La tomografia computada de cuello, pecho, abdomen y pelvis se

incluye en el analisis del estadio [13].

Histopatologia e inmunohistopatologia. Los linfomas se clasifican en linfomas de
células B y de células T; los linfomas de células B representan aproximadamente
el 90% de los linfomas; por tanto, de células T, aproximadamente el 10%. El LH se
clasifica en LH nodular y LH clasico (LHC). En el LH nodular predominan los
linfocitos. El LH nodular representa el 5% de los casos de LH y es mas frecuente
en hombres [8]. Se conocen varios subtipos del LHC. El mas comuan es el LHC de
esclerosis nodular. Los subtipos de LHC menos comunes, son los de celularidad
mixta, los de predominio linfocitico, los empobrecidos en linfocitos y los
inespecificos. Todos los subtipos de LHC se tratan de la misma manera [15]. El
diagnéstico diferencial de LNH se basa en un analisis histopatolégico e
inmunohistoquimico de los ndédulos linfaticos hipertrofiados. Esto, para detectar
células de Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS), CD30", al CD15", CD45™ y EMA™
(Epitelial Membrane Antigen) y en ocasiones positivas a marcadores B [16].
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2.7. Patogénesis del LNH

Los linfomas de linfocitos-B se originan durante los diferentes estadios del
desarrollo de estas células. El desarrollo de los linfocitos-B engloba diferentes
estadios: éste se inicia en los érganos linfoides primarios y prosigue con la
diferenciacién en los tejidos linfoides secundarios, tales como los ganglios
linfaticos, el bazo y las amigdalas. Durante esos estadios del desarrollo de los
linfocitos-B ocurren modificaciones en su DNA, que son esenciales para una
respuesta inmune normal. Sin embargo, las modificaciones que ocurren en el DNA
de los linfocitos B pueden predisponer a estas células a sufrir anormalidades

genéticas y conducir al surgimiento y evolucion de un linfoma.

El desarrollo de los linfocitos-B se inicia en la médula 6sea, mediante una
recombinacién de genes que codifican para las regiones variables de las cadenas
pesadas y ligeras de los anticuerpos, para formar a los linfocitos-B receptores
(BCR). Este proceso se conoce como recombinacion V(D)J. Esta recombinacion
implica rupturas de doble cadena del DNA por efecto de los genes RAG1 y RAG2.
Una vez que BCR expresan sus anticuerpos, los linfocitos-B abandonan la médula
O0sea y migran a los centros germinales de reaccidn en los tejidos linfoides
secundarios. En estos centros germinales de reaccion ocurren, cuando menos,
dos modificaciones distintas en el DNA; una hipermutacion soméatica (SHM) y una
recombinacién de cambio de clase (CSR; de IgM a IgG, IgA, o IgE). EI CSR ocurre
mediante la recombinacion de DNA, dentro de regiones altamente repetitivas.
Después del centro germinal de reaccion, los linfocitos-B se desarrollan como
células B de memoria o células plasmaticas. A pesar de que existe un estricto
control en cada uno de los pasos descritos, pueden surgir errores. Como
consecuencia de estos errores, surgen los linfomas. Las recombinaciones V(D)J,
SHM y CSR representan especialmente procesos criticos que pueden predisponer
al surgimiento de tumores malignos. EL CSR también implica cortes de doble
cadena en el DNA vy, por lo tanto, este proceso también puede resultar en
translocaciones en los cromosomas. Estos cambios se detectan frecuentemente

en el linfoma de Burkitt, mieloma multiple y otras neoplasias linfoides malignas.
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Los linfomas de células B surgen en diferentes estadios de diferenciacion. Por lo
tanto, es posible distinguir centros de linfomas pregerminales y postgerminales
[17].

2.8. Tratamiento

En la actualidad, la cirugia y la quimioterapia constituyen la primera opcién para el
tratamiento del LNH. La aplicacion de la radioterapia se restringe a tumores
localizados y como un tratamiento adyuvante [18] y ambos tipos de tratamiento
causan danos multiorganicos [19]. Idealmente, la quimioterapia deberia atacar
especificamente células neoplasicas y reducir la carga del tumor al inducir efecto
citotoxico y/o citostatico, con un efecto colateral minimo. Sin embargo la
quimioterapia tiene un conjunto de factores adversos, incluyendo toxicidad
sistémica, debida a sus efectos inespecificos y generacion de resistencia a los
farmacos por parte de las células cancerosas [20]. Ademas, en la gran mayoria de
los casos, ni la quimioterapia ni la radioterapia, solas o combinadas, eliminan el
cancer del organismo y, en general, la quimioterapia y la radioterapia tampoco
mejoran la calidad de vida de los pacientes; sin embargo, al ser las Unicas
opciones viables, estos agentes anticancer constituyen un mal necesario [19].

Todos los tipos de cancer tienen un conjunto de caracteristicas compartidas,
debidas a las células neoplasicas. Por esta razdn, una estrategia l6gica para
combatir al cancer es inhabilitar estas caracteristicas celulares [4]. Desde esta
perspectiva, se han sugerido las siguientes estrategias: 1) interrumpir los
mecanismos responsables de la formacion, crecimiento y malignidad del tumor. 2)
Inhabilitar la capacidad de evasién del sistema inmune. 3) Inhibir la angiogénesis
inducida por el tumor. 4) Inhibir la capacidad de las células malignas para invadir
organos y tejidos. 5) Interrumpir las vias metabdlicas que proporcionan energia a
las células malignas. 6) Inhibir las sefiales de proliferacion celular. 7) Activar los
mecanismos inductores de apoptosis. 8) Suprimir el crecimiento de las células

malignas [4].
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2.9. Terapia celular como alternativa para controlar el cancer

Algunos medicamentos tienen la habilidad de llegar hasta los tumores y
metastasis y destruir a algunas de las células tumorales, ejerciendo alguno o
algunos de los efectos senalados arriba como estrategias contra las neoplasias
malignas. Sin embargo. En un enorme numero de casos, sobreviven células
tumorales, resistentes a los medicamentos, o que ocasiona la regresién del
cancer. Se ha sugerido que las principales responsables de este fendémeno son las
células madre de tumor (CMT) [21].

Es por ello por lo que se requieren urgentemente nuevas estrategias para atacar a
los tumores. Estrategias que permitan llegar a todas las células de los tumores
primarios y a las metastasis—incluyendo a las CMT—y que estos nuevos recursos
anticadncer ejerzan su poder aniquilador, especificamente sobre las células
tumorales—sean éstas, CMT o no—. Una rama de la medicina relativamente
nueva es la Medicina Regenerativa, basada en terapia celular; la cual consiste en
el uso de células madre mesenquimales humanas (hCMM), intactas o modificadas
genéticamente. La razdn es que estas células tienen diversas ventajas que
permiten desarrollar nuevos métodos anticancer a la medida [22]; algunas de las

cuales comentaremos adelante. Este fue el punto central del presente trabajo.

La terapia celular, basada en el uso de CMM, se ha convertido en una estrategia
promisoria en el tratamiento del cancer [23]. Esto se debe a que las CMM poseen
diversas caracteristicas: 1) son autorenovables; 2) una sola célula puede dar lugar
a nuevas colonias y 3) son multipotentes, pueden dar lugar a diversos linajes de
células diferenciadas [24]. Las CMM existen en un sistema jerarquico que se rige a
nivel del linaje en el que residen estas células [25]. Se reconocen tres tipos de
células madre: células madre embrionarias, células madre inducidas y CMM. Los
primeros dos tipos de células madre son pluripotentes, pero potencialmente
tumorigénicas [26]; por ello se ha propuesto como las mejores candidatos, a las
CMM adultas.
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2.10. CMM adultas

Las CMM adultas son un grupo de células estromales, presentes en organismos
no-fetales. Estas células representan la mejor opcion en la Terapia Celular, porque
su aislamiento es relativamente sencillo. Pueden obtenerse CMM de una gran
variedad de tejidos como médula ésea, pulpa dental, cerebro, higado, pancreas,
piel, tejido adiposo, corddn umbilical, gelatina de Wharton y placenta [27]. Ademas
de las CMM multipotentes, éstas tienen propiedades inmunomoduladoras, de
migracién y efectos paracrinos [28]. Las CMM derivadas de tejidos somaticos
comparten caracteristicas similares a las que previamente se conocian sélo en las
CMM derivadas de médula ésea: algunas de estas caracteristicas son 1) adhesién
a la placa de cultivo, 2) diferenciacion a células de diversos linajes y 3) poseen
marcadores de superficie que las distinguen de otros tipos de células: las CMM
son positivas para CD44, CD24, CD105, CD73 y CD90; pero debido a que ningun
marcador es exclusivo de las células madre, las CMM se distinguen de las CM
hematopoyéticas porque las CMM son negativas para CD45, CD34, CD14 o
CD11b, CD79a 0 CD19 y HLA-DR [29].

Las CMM aportan apoyo enddgeno destinado a sanar heridas y en la
hematopoyesis. Cuando se trasladan a sitios lesionados, las CMM se diferencian
en elementos del tejido conectivo, induciendo angiogénesis y secretando citocinas
y factores de crecimiento que favorecen la cicatrizacién e incluso la reparacién

anatomica y funcional de los tejidos u 6rganos darnados [30].

2.11. Uso de CMM adultas en terapia celular

Las CMM han generado un interés considerable para su aplicacion en
biomedicina, debido a las multiples propiedades antes mencionadas. Todas estas
propiedades hacen a las CMM aptas como agentes terapéuticos. Actualmente,
Las CMM representan un tipo celular para trasplante alogénico, cuyas ventajas
incluyen su baja inmunogenicidad. Esto por tener una escasa expresién del
complejo mayor de histocompatibilidad | (MHC 1) y ausencia de MHC 1l y por lo
tanto, estas células representan un muy bajo riesgo de rechazo del implante [31].
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2.12. CMM adultas en el tratamiento del cancer

La creciente evidencia de los beneficios en la medicina regenerativa sugieren las
CMM para terapia en desérdenes caracterizados por pérdida de células y/o tejido,
tales como infarto al miocardio [32], dafo cerebral trauméatico [33], enfermedad de
Parkinson y diabetes mellitus tipo 1 [34]. Una de las caracteristicas mas notables
de las CMM es que éstas migran hacia los tejidos lesionados o hacia tumores y los
colonizan [35]. Dicho proceso de migracion se denomina homing.

2.13. Interaccién entre las CMM y los tumores

Los tumores sélidos estan compuestos de células malignas, asi como por células
de soporte, que conforman el tumor. Las células de soporte son fibroblastos,
células endoteliales y pericitos [36] que en conjunto estructuran un microambiente
complejo conocido como estroma del tumor [31].

Los mecanismos moleculares del homing en los tumores no estan del todo
elucidados, pero se sabe que se requiere la produccion de moléculas quimio-
atrayentes por parte de las células tumorales y expresion de los receptores
especificos en la superficie de las CMM. Es ampliamente conocido que los
tumores producen una gran cantidad de ligandos; los cuales son reconocidos por
las citocinas producidas por las CMM y moléculas estructurales de sus
membranas plasmaticas [22].

Las CMM tienen actividad inhibitoria del crecimiento de las células tumorales [37],
pero también las CMM pueden promover la prevalencia y el crecimiento de los
tumores [38]. Se ha propuesto que las CMM pueden transformarse en fibroblastos
asociados a carcinoma [39]. Ademas, los tumores contienen células que poseen
caracteristicas similares a las CMM como autorenovacion y multipotencia [38]. A
estas células se les llama CMT [21].

Independientemente de que las CMM puedan favorecer o atacar a las células
cancerosas, se ha propuesto a las CMM como candidatos atractivos para
descargar sobre los tumores cancerosos agentes antitumorales, tomando ventaja

de la habilidad de homing de estas células [40].
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2.14. Las CMM como vehiculos y medios de expresién de transgenes

Un namero creciente de investigadores esta explorando la conveniencia de utilizar
a las CMM como agentes de entrega de elementos anticancer, aprovechando la
excepcional habilidad que tienen estas células de localizar tumores, colonizarlos y
producir proteinas y miRNA in situ para atacar a las células malignas [22], debido
a que las CMM pueden modificarse genéticamente para que puedan expresar un

gen exogeno y dirigirlo al sitio del tumor [41].

En uno de los primeros estudios que se realizaron sobre terapia celular con
células portadoras de transgenes, se utilizaron CMM de médula ésea
transfectadas con el gen del IFNB en un modelo de xenoinjerto de melanoma en
ratones desnudos. En ese estudio se demostrd que las CMM de médula ésea son
capaces de localizar los tumores, colonizarlos y entregar, in situ, el producto
proteico del transgen que portan—IFNR, en este caso [42] —. Estudios pioneros
como éste, demostraron la utilidad de las CMM como vehiculos de transgenes,
abriendo un area de oportunidad para numerosos estudios con diversos modelos
de CMM portando distintos transgenes. La tabla 1 (pag. 15) muestra algunos de

estos estudios).

2.15. Aplicacién clinica de las CMM transfectadas con genes anticancer

El objetivo de esta drea de investigacion es desarrollar un procedimiento de
Terapia Celular contra el cancer en seres humanos, utilizando a los tumores
malignos como blanco y aprovechando el homing de CMM genéticamente
modificadas o no [22]. Ello confiere a la Terapia Celular una enorme ventaja sobre
la quimioterapia: una citotoxicidad especifica contra los tumores, reduciendo, asi,
la tipica y nociva toxicidad sistémica de todos los farmacos anticancerosos y los
efectos iatrogénicos de la radioterapia sobre los tejidos adyacentes a los tumores
irradiados. Otra ventaja de este nuevo enfoque es que permite concentrar
enormemente los productos biolégicos anticancer producidos in situ 'y
descargados, por las CMM transfectadas, directamente sobre las células

malignas.
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El homing de las CMM ha mostrado un incremento en la eficacia anticancer

combinando el trasplante de células transfectadas con moléculas naturales y la

radiacién en modelos de xenoinjerto de glioma, mama y colon [43]. Ademas, la

combinacién de CMM transfectadas, agentes quimioterapéuticos y radioterapia

han mostrado un efecto anticancer incrementado [44].

Tabla 1. Ejemplos de estudios de terapia celular realizados con CMM modificadas genéticamente

Transgen
IFNa

IFNB

IFNy

IL-2

IL-12
CX3CLA1
GCV/HSV-tk
5-FC/CD

NK4

Virus oncoliticos

TRAIL

Efecto
Inmunoestimulador,
induccién de
apoptosis y
antiangiogénico
Inmunomodulador,
induccion de
apoptosis y
antiangiogénico
Inmunoestimulador e
induccion de
apoptosis
Inmunomodulacion
Activacién de células
NK'y produccion de
IFNy

Activa células T
citotoxicas y NK
Conversion de
profarmaco
Conversion de
profarmaco

Inhibe angiogénesis
e induccién de
apoptosis

Destruye tumores
por replicacion viral
Induce apoptosis

Modelo
Metastasis
(melanoma)

Metastasis
(préstata, mamay
melanoma)
Leucemia

Glioma
Melanoma
hepatoma y pulmén
Melanoma
Glioma

Colon

Colon

Mama, pulmoén y

ovario
Mama y glioma

Referencia
[45]

[42]

[46]

[47]
[48]
[49]
[50]
[51]

[52]

[53]

[54]

Pese a que la terapia celular con CMM es prometedora, aun se requiere realizar

mas investigaciones para analizar la eficacia y seguridad de los diferentes

modelos experimentales que utilizan CMM genéticamente modificadas o no en
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ensayos preclinicos y clinicos. La tabla 1 (Pag. 15) presenta un compendio de
estudios que se han realizado con CMM modificadas genéticamente asi como los
genes utilizados [22]. Estos estudios se hicieron in vitro. Sin embargo, ya se estan
desarrollando ensayos clinicos en fases 1 y 2 (la mayoria dirigidos a medicina
regenerativa); sin que se hayan reportado efectos adversos agudos o a largo plazo
[44].

2.16. TRAIL

En 1995, el TRAIL se identific6 por primera vez por su secuencia de alta
homologia con otros miembros de la superfamilia del TNF [55]. EI TRAIL también
es conocido como Apo-2L [56]. El TRAIL completo (TRAILc) es una proteina
transmembranal de tipo Il que muestra una alta homologia con CD95L vy tiene un
28% de identidad aminoacidica en el motivo de unién extracelular [55]. TRAIL
muestra caracteristicas Unicas: puede inducir apoptosis selectivamente en células
tumorogénicas o transformadas; pero no en células normales. Esta propiedad
convierte al TRAIL en un excelente candidato para usarlo en la terapia contra el
cancer. Ademas, mientras la mayoria de los miembros de la superfamilia TNF
tiene una expresion estrictamente regulada y usualmente sélo muestran una
expresion transitoria en células activadas, el RNAm del TRAILc se expresa
constitutivamente en una amplia cantidad de tejidos [55]. TRAILc es una proteina
de 281 aminoacidos (40 KDa) conformado de una fraccion transmembranal
(aminoacidos 1-113) y una fraccion externa soluble (aminoacidos 114-281), la cual
puede escindirse proteoliticamente (TRAILs) [57]. De manera similar a otros
elementos de la familia del TNF, TRAIL debe formar homotrimeros que se unan a
tres receptores moleculares [58]. Un atomo de Zn, unido por cisteinas en el
ligando trimérico es esencial para la estabilidad de éste y una actividad bioldgica
optima. (Fig. 4b) [59]. El efecto selectivo de TRAIL hacia las células malignas
depende de los receptores celulares; de los cuales se han descrito dos receptores
para la superfamilia TNF (TNFR) que se unen a TRAIL dirigido al mecanismo de
induccion de apoptosis: DR4 [60] (Death receptor 4 o TRAIL-R1) y DR5 (TRAIL-
R2) [61], ambos con un motivo conservado en el dominio de muerte (DD, Death
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Domain). TRAIL soluble tiende a migrar al ser escindido y llegar a DR4 y DRS, sin
embargo, experimentos recientes sugieren actividad tumoricida superior en
modelos de cancer con CMM modificadas que expresan la proteina completa,
ampliando el panorama del potencial uso terapéutico de TRAIL [62].

2.17. Mecanismo de muerte por TRAIL

La apoptosis, o la muerte celular programada, es un mecanismo clave que permite
a los organismos multicelulares ejercer una estricta regulacién celular, previniendo
asi, procesos patologicos, tales como el cancer, inmunodeficiencia o auto-

reactividad.

2.18. IFNB

Los interferones (IFN) son citocinas ampliamente expresadas con efectos
pleiotrépicos que tienen una potente actividad antiviral y efectos inhibidores de
crecimiento [63]. La familia de IFN se subdivide en dos clases principales: tipo | y
tipo Il. Hay diversas subclases de IFN tipo | y todas conservan cierto grado de
homologia entre si. Entre las subclases de IFNI se incluye el IFNa (y sus 13
subtipos), IFNB, IFNS, IFNeg, IFNk, IFNT, e IFNw [64]. EI IFN es conocido por actuar
en multiples vias con efectos distintos y con frecuencia orientados hacia una

funcion (inhibitoria/antiproliferativa y/o apoptosis).

2.19. Ratones de laboratorio como modelos de cancer

Los modelos en mamiferos son criticos para el estudio de la biologia del cancer;
generalmente se utilizan mamiferos grandes en estudios preclinicos [65]; sin
embargo, los roedores se emplean para estudios mas basicos [66, 67].

El raton de laboratorio (Mus musculus) es uno de los mejores sistemas de
modelos para investigacion de cancer. Esto se debe a varias caracteristicas
ventajosas de los ratones de laboratorio: su pequefio tamano, la facilidad de
criarlos en cautiverio, tienen un promedio de vida de 3 afos y muchas similitudes
fisiolégicas y moleculares con el ser humano, ademdas de que ya se cuenta con la
secuencia completa del genoma del ratén [68]. Ratones que han desarrollado

espontaneamente diversos tipos de céancer, como sucede en los humanos se
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utilizan con frecuencia como modelos. También se cuenta actualmente con
modelos de cancer en ratdén en los que se inducen tumores cancerosos. Para ello
se emplean algunas sustancias quimicas, virus carcindgenos, variaciones de
ratones genéticamente modificados (GEM. Genetically engineered mice),

xenoinjertos con células humanas [69] y aloinjertos con células tumorales.
2.20. Ratones desnudos

Actualmente, los ratones desnudos son el prototipo experimental para desarrollo
de cancer con injertos de células tumorales humanas, conocido como xenoinjerto
(xenograft). Los ratones desnudos no tienen pelo y se caracterizan por mostrar
aplasia timica congénita y por consiguiente, una deficiencia inmune relacionada a
linfocitos T [70]. Algunos de los estudios que se suelen conducir en ratones
desnudos son la evaluacion de mecanismos y caracteristicas del desarrollo de los

tumores, crecimiento de los tumores, metastasis y tratamiento del cancer [70].

El complicado mantenimiento de los ratones desnudos es una de las principales
limitaciones del uso de este modelo. Estos animales tienen una gran
susceptibilidad a enfermedades infecciosas, lo cual demanda el trabajo de
personas bien calificadas para el cuidado de los ratones e instalaciones,
mantenimiento y alimento especiales. Pese a estas dificultades, los modelos in
vitro (con células cancerosas en cultivo) resultan insuficientes para estudiar un
comportamiento maligno celular. Por tal motivo, los ensayos in vivo se consideran
como el estandar de oro para realizar estudios sobre cancer [71]. Sin embargo,
existen diferencias cruciales, comparando xenoinjertos con especimenes de
pacientes, con especimenes autdctonos murinos (aloinjerto). Por ejemplo, en los
xenoinjertos, se alteran las siguientes caracteristicas de los tumores y su
microambiente: 1) la arquitectura normal de los tumores, 2) aparece una
heterogeneidad genética—que en tumores autéctonos seria muy reducida—; 3)
ausencia de un sistema inmune competente, 4) vasculatura alterada, 5) circulacién
linfatica alterada y arquitectura de los tejidos vecinos [72]. Todo esto tiene sentido

debido a las discrepancias evolutivas que existen entre ratén y los seres humanos,
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particularmente en la inmunidad innata y adaptativa [73]. Tales diferencias en las
células y el microambiente podrian ser relevantes en la evaluacion terapéutica y
podrian explicar por qué ciertos antineoplasicos que muestran actividad en el
xenoinjerto, resultan poco efectivos en el estadio clinico [74].

2.21. Ratones singénicos

Considerando las limitaciones de los modelos murinos de xenoinjerto, en muchas
ocasiones los investigadores han optado por utilizar el modelo murino de tumores
singénicos. Es decir, tumores de raton creciendo en ratones. Se reconocen
numerosas ventajas con el modelo de tumores singénicos: 1) Los animales no
requieren instalaciones especiales ni cuidados especiales; 2) estos ratones son de
bajo costo, comparado con los ratones desnudos; 3) los resultados son
reproducibles; 4) los tumores se desarrollan en organismos inmunocompetentes, y
5) se dispone de una gran variedad de tipos de tumores. Por otro lado, una de las
limitaciones del modelo murino de tumores singénicos, es que no es posible hacer
extrapolaciones directas de dichos resultados a lo que ocurre en el hombre. Sin
embargo, los resultados proporcionan conclusiones razonablemente aproximadas

sobre este asunto [75].

2.22. Células de lalinea L5178Y

En 1952 en los laboratorios del NIH, Law et al desarrollaron la linea celular de
linfoma murino trasplantable L5178Y. Esta linea celular se derivd de un tumor
inducido en el timo de un ratén DBA/2 tratado con metilcolantreno y se adapt6 a
una forma ascitica. En 1958, Fisher desarrollé6 un medio de crecimiento in vitro
para mantener a las células en suspension [76]. L5178Y se ha empleado por
décadas, para detectar mutaciones en el locus de la timidina cinasa (tk-1) de la
clona 3.7.2c (tk+/-), mediante el ensayo de linfoma de ratén (MLA, Mouse
Lymphoma Assay). Dicho ensayo plantea emplear potenciales mutagénicos
quimicos o fisicos para abolir la actividad de la timidina cinasa [77]. Por otro lado,
se sabe que L5178Y es muy efectiva para producir tumores soélidos, implantada
intramuscularmente en ratones singénicos. L5178Y es ligeramente inmunogénica,

por lo que bajos inéculos (1x10*células o menos) podrian no inducir tumores o ser
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reabsorbidos. [78, 79]. Entonces, este modelo es muy adecuado para estudiar

linfomas murinos y por ello esta incluido en nuestra estrategia de trabajo.

2.23. CMM-MO murinas

Como se menciond anteriormente, hay muchas fuentes posibles de CMM, pero
son tres las fuentes que se consideran como principales: médula 6sea, tejido
adiposo y cordén umbilical, que comparten marcadores celulares y la mayoria de
las caracteristicas fenotipicas [80]. La gran mayoria de la informacion disponible
relacionada con CMM derivadas de médula ésea (CMM-MO) es producto de
estudios ex vivo en cultivo. El aislamiento e identificacién preliminar de las CMM-
MO es relativamente sencillo, aprovechando la habilidad de estas células para
adherirse al substrato, en forma relativamente selectiva, crecen con facilidad y
abundancia en un medio y bajo condiciones de cultivo adecuadas y se conoce
bien su inmuno-fenotipo y su notable habilidad de homing. Para ensayos in vitro o
in vivo se obtienen cantidades adecuadas de CMM-MO del fémur y tibia de
ratones BALB/c [81, 82].

2.24. Vectores

Para que las CMM actuen como sistemas de expresion deben de ser
genéticamente modificadas mediante un vector de expresion. La naturaleza del
vector dependera del tipo celular a modificar (y sus caracteristicas estructurales y
fisiolégicas), el gen a internalizar y la finalidad del sistema de expresidn resultante
[83]. En nuestro proyecto probamos dos vectores de expresidn, transfeccién con

plasmidos y transduccion lentiviral, los cuales explicaremos a continuacion.

2.24.1. Plasmidos

El DNA desnudo se internaliza mediante un proceso llamado transfeccion, existen
diversos métodos para llevar a cabo la transfeccién; los mas comunes son los
quimicos [84]. Reactivos quimicos cargados positivamente que forman complejos
con acidos nucleicos de carga negativa y que posteriormente son atraidos a la
membrana celular de carga negativa en un proceso mecanico de internalizacidon

no claramente descrito. La eficiencia de transfeccion es dependiente al menos de
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tres elementos a considerar el proceso: la linea celular, el o los transgen(es) a
internalizar, y el método de transfeccion empleado. Por tanto, la eficiencia de
transfeccion tiende a variar con frecuencia. Por lo general, la transfeccion

plasmidica ofrece menor eficiencia de transfeccidén que los vectores virales [85].

2.24.2. Virus.

Los virus representan el método de transfeccion mediada por agentes biolégicos
mas comun y mas eficiente. Este método se conoce preferentemente como
transduccion [86]. La transfeccion mediada por virus es frecuentemente sencilla
con alta y sostenida expresion de los transgenes gracias a la capacidad de los
virus de integrar el genoma viral en el huésped (en caso de los retrovirus). Los
lentivirus se usan frecuentemente, considerando su tropismo hacia numerosas
lineas celulares [87]. La tercera generacion de lentivirus es incapaz de replicarse
en células; lo cual incrementa notablemente la seguridad de la transduccion [88,
89].

Pese a lo anterior, los virus no son un sistema perfecto y presentan algunas
limitaciones; p.e. la produccion de las particulas virales es técnicamente
demandante, los virus por si mismos pueden desencadenar respuestas inmunes
con efectos inflamatorios o citotoxicos. Ademas, la integracion del genoma viral al
genoma de las células huéspedes al azar, y existe una alta probabilidad de que el
genoma viral se inserte en regiones promotoras de genes, lo cual puede inactivar
genes supresores de tumor o genes esenciales. Otra limitacidén de la transduccién
es que la capacidad de empaquetamiento de los virus para un gen exégeno es
limitada [90]. Este hecho podria dificultar la introduccion de genes de interés o
limitar la infectividad de los virus [85].
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS

En nuestro laboratorio el M.C. Jesus Borrego Terrazas realizé un ensayo de
transfeccion en CMM humanas derivadas de tejido adiposo, transfectadas con
vectores plasmidicos que expresan IFNB y TRAIL y los evalué in vitro. Sus
resultados confirmaron el homing de las CMM vy la expresion de IFNB y TRAIL. Sin
embargo, se obtuvo una baja produccion de las proteinas recombinantes [91].
Debido a lo anterior, consideramos que, como siguiente paso, era necesario
incrementar la produccién de proteinas in vitro por las células modificadas
genéticamente y confirmar la eficacia antitumoral in vivo, en un modelo singénico
de raton. Respecto al uso de plasmidos, nosotros pensamos que el papel del
promotor en dicho ensayo (de citomegalovirus [CMV]) era el causante de la baja
produccién de proteinas. En apoyo de esta hipétesis, Jane Yuxia Qin et al. (2010)
reportaron que el promotor de CMV era uno de los menos adecuados para la
expresion de transgenes en CMM. La figura 1 (Pag. 24) muestra los resultados
obtenidos por Jane Yuxia Qin trabajando con ocho promotores diferentes. En
cambio, puede observarse en esa misma figura que los promotores EF1a o CAGG
mostraron una expresion considerablemente mayor que el promotor de CMV.
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Figura 1. Intensidad de la expresién génica de ocho lineas celulares transducidas con lentivirus.
Traducido de la fuente original. Usualmente el de citomegalovirus (CMV) es un promotor fuerte y la
opcidn preferente en muchos estudios; sin embargo, en el caso de las CMM (barra azul) la expresion
de la GFP fue muy pobre; hecho que nos obligd a descartar al promotor de CMV como una opcién
para transducir CMM-MO murinas. En cambio, los promotores EFIA o CAGG mostraron una
expresion de la GFP notoriamente mayor comparado al promotor de CMV. (Imagen obtenida de Qin
et al. 2010).
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4. JUSTIFICACION

El cancer es la principal causa de muerte en paises industrializados y la segunda
en paises en vias del desarrollo. En general, la eficacia de los esquemas
convencionales para tratar este padecimiento es insatisfactoria, y produce severos
efectos iatrogénicos. Por ello, es necesario y urgente desarrollar nuevos
tratamientos, que sean menos tdéxicos y mas eficaces contra los diversos tipos de
cancer. Las CMM transfectadas con genes que expresen reconocidos productos
anticancer, como el TRAIL y el IFNB, son candidatos muy promisorios para tales
fines, ya que adicionalmente a su facil obtencion y cultivo, cuentan con su
excepcional habilidad de homing, para descargar los productos antitumorales
directamente sobre las células malignas que estan formando tumores primarios o
metastasis. Cabe mencionar que en este trabajo se inocularon los tratamientos
localmente (intratumoralmente) con la finalidad de evaluar mas clara vy

directamente las propiedades terapéuticas de los tratamientos.

Por otro lado, en general, los modelos de animales inmunodeficientes portando
xenoinjertos de tumores e implantados con CMM heterdlogas aportan informacion
valiosa, pero dificilmente extrapolable a lo que podria ocurrir en seres humanos
portando tumores enddgenos e implantados con CMM propias portando

transgenes humanos.

Considerando la informacion proporcionada por Borrego-Terrazas (2014), el
siguiente paso consistio en escalar a un modelo in vivo, inmunocompetente y
singénico en donde el linfoma murino resulté ser una opcion muy adecuada. Para
tener informacién mas actualizada probamos las 2 modalidades de TRAIL, tanto
proteina completa (TRAILc) como fraccion soluble (TRAILS) junto con IFNR.
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5. HIPOTESIS

Las CMM de médula 6sea de raton, modificadas genéticamente para que
sobreexpresen TRAILs, TRAILc o IFNB, e implantadas intratumoralmente, son
capaces de reducir la masa de linfomas (L5178Y) e incrementar la sobrevida de
ratones singénicos e inmunocompetentes.
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6. OBJETIVOS
6.1  Objetivo general

Construir un sistema de CMM-MO modificadas genéticamente para que
sobreexpresen TRAILc, TRAILs o IFNB y evaluar la eficacia de estas células y sus
combinaciones para reducir el tamafio de tumores sélidos y cuantificar la
sobrevida en un modelo de linfoma murino L5178Y singénico e

inmunocompetente.
6.2. Objetivos especificos y metas.

1. Construir y validar un sistema de expresion de CMM que expresen TRAIL e
IFNB.
a. Obtener, expandir y caracterizar CMM de médula 6sea (MO).
b. Disenar transgenes y producir los sistemas de expresion.
c. Validar los sistemas de expresion.
2. Determinar el grado de reduccion del tamano de los tumores sélidos de
ratones BALB/c, causados por L5178Y y tratadas con CMM modificadas.
a. Determinar el indculo de la linea tumoral.
3. Determinar el tiempo de vida postinoculacion de células L5178Y en ratones
BALB/c tratados con CMM modificadas.
a. ldentificar ratones con aparente eliminacion del tumor.

b. Analisis citopatoldgico.
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7.ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 2. Estrategia experimental. Se obtuvieron y caracterizaron CMM de médula 6sea de ratones BALB/c
(CMM-MO). Estas células se modificaron genéticamente por transfeccién plasmidica con transgenes de TRAILs
o IFNB, o mediante transduccidn lentiviral con transgenes de TRAILs, TRAILc o IFNB. Se confirmé expresién de
los productos proteicos de los transgenes por las CMM-MO transducidas mediante Western Blot. Se
inocularon, en el gastrocnemio derecho, nueve grupos de ocho ratones hembras con células de linfoma de la
linea L5178Y y se siguid su evolucion, midiendo el didmetro de los tumores. Cuando el diametro de los
tumores alcanzd, en promedio 1-2 mm’, se implantaron intratumoralmente 1x10° CMM-MO transducidas con
TRAILc, TRAILs o IFNB, o sus combinaciones. Se evalud la eficacia terapéutica de los implantes, determinando
la sobrevida de los ratones tratados, comparandola con la sobrevida de los ratones no tratados.
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8. MATERIAL Y METODOS
8.1. Construccién de vectores plasmidicos

8.1.1. Diseno de secuencias de los transgenes

Disenio in silico del constructo para TRAIL. La secuencia nucleotidica de la
fraccion soluble de TRAIL de ratén se obtuvo del Genebank, con el numero de
registro U37522 (https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/U37522). En el extremo
5°del gen murino de TRAIL se coloc6 una secuencia de zipper de isoleucinas, que
de acuerdo con Yan et al y Seol [92, 93], favorece la trimerizacion de TRAIL, rio
arriba del zipper de isoleucinas se inserté un sitio de corte de furina; el cual
permitid escindir la secuencia accesoria de la proteina, antes de ser secretada
[94]. La secuencia del constructo se continu6 con la secuencia del péptido sefal
de la luciferasa del copépodo marino Gaussia princeps [95] —un crustaceo
luminiscente— para favorecer la secrecién de la proteina, seguido de la secuencia
de Kozak. Dicha secuencia se flanque6 con los sitios de restriccion para EcoRl y
Notl para que permitiera su posterior subclonacion.

Diseno in silico del constructo para IFNG. La secuencia del IFNB de ratén (con el
numero de registro NM_010510) se obtuvo del Genebank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_010510). Al extremo 5  de esta
secuencia se le agrego la secuencia de Kozak junto al coddn de inicio y los sitios
de restriccion de EcoRl 'y Notl, idénticos al constructo de TRAIL.

Plasmidos. Los constructos sintéticos, arriba descritos, se obtuvieron de la casa
comercial IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA) integrados al
plasmido plDTsmart-amp. El vector de expresion eucaridtico a subclonar fue el
plasmido pTracer™-EF/V5-His A (lot. 1636534, Invitrogen, Van Allen Way
Carlsbad CA. USA). Este plasmido cuenta con el promotor EF1a, un gen de
resistencia a zeocina para su seleccidén y expresa la GFP como gen reportero; la
cual se usO para determinar la eficiencia de transfeccién y para rastrear a las
células transfectadas en o6rganos y tejidos de los ratones implantados. Se

trasformaron bacterias calcio competentes de Escherichia coli DH5a con los
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plasmidos plDTsmart-amp-TRAIL/IFNB, pTracer-EF/V5 o pTracer-CMV2 para
propagar, por separado, cada uno de los plasmidos mencionados, siguiendo el
protocolo de Li et al [96] modificado de Sambrook y Russell [97]. Una vez
transformadas se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB) (Sigma-Aldrich Co. St.
Louis, MO. USA) adicionado con 50 pug de ampicilina/mL (Sigma-Aldrich Co.). El
protocolo realizado se describe a continuacion: Se preparé solucién de CaCl;
“mejorada” (Glicerina 15% y CaCl, 75 mmol/L en agua grado Milli-Q) y se conservo
frio. Se preparé cultivo de E. coli DH5a en agar LB por 12-18 h, tomé y cultivé una
colonia en caldo LB por 12-14 h a 37°C a 200 rpm de agitacion, posteriormente,
del cultivo resultante se agregd en proporciéon 1:100 a medio LB fresco (50 mL) y
medir DO600 hasta aprox. 0.4 (1.5-2 h). Se transfirié el cultivo a un tubo cénico de
50 mL frio y centrifugar a 1,000 x g, a 4°C por 5 min. Se decant6 el medio,
cuidando no perder el pellet y se resuspendieron las bacterias en 20 mL de "CaCl;
mejorada". Se dej6 reposar 5 min en hielo. Se resuspendieron las bacterias y se
sedimentaron como la vez anterior. Se decant6 el sobrenadante. Se agregaron 4
mL de "CaCl, mejorada" y se dividié la suspensién de bacterias en alicuotas de
100 yL. Cada alicuota se colocd en microtubos de 1.5 mL y se almacenaron a —
80°C. Se extrajeron los plasmidos utilizando el kit Isolate Il plasmid mini kit (Bioline
USA Inc. Tauton, MA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

8.2. Construccion del vector de expresion pTracer-TRAIL/IFNB

Para obtener las secuencias de los transgenes de los pladsmidos plDTsmart-amp
se realizaron los siguientes procedimientos, siguiendo las instrucciones de los
fabricantes. Se emplearon las enzimas de restriccion EcoRl y Nofl (New England
Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA). Para ello se usaron 500 ng de DNA
plasmidico y 25 pL de la mezcla de reaccién (agregando 2.5 uL de buffer de
digestion 10x incluido con la enzima de restriccion y agua MilliQ). El proceso de
digestion fue idéntico para los vectores pTracer. Se realizd este procedimiento con
el objetivo de abrir y linearizar el plasmido. Se purifico la banda de interés (702 pb
para TRAIL y 564 pb para IFNB, productos de la digestién) con el kit Isolate PCR
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and gel kit (Bioline USA Inc). Se realizé la ligacién Quick-stick ligase (Bioline USA
inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

8.3. Comprobacién de la longitud de los insertos

Se transformd un cultivo de la cepa DH5a de E. coli con cada uno de los
plasmidos arriba descritos -por separado- mediante le técnica de choque térmico.
El procedimiento fue el siguiente: Se descongelé una alicuota de bacterias E. coli
calcio-competentes, colocando el criovial en hielo y agitandolo suave e
intermitentemente. Se agregaron 1-5 ng de plasmido a internalizar en las bacterias
suspendidas y se dej6é reposar la preparacion por 30 min en hielo. Se colocé el
tubo con las bacterias conteniendo los plasmidos en un bano maria precalentado a
42°C por 90 seg. Inmediatamente después, se coloco en hielo el tubo con las
bacterias por 3 min. Agregar 500 pyL de medio LB fresco (Sigma Aldrich) sin
antibiético y agitar en Thermomixer (Eppendorf, Hauppauge, NY, USA) ajustado a
200 rpm y 37°C por 30 min. Se dej6 la tapa del microtubo con bacterias
semiabierta y sostenida con cinta adhesiva, para permitir el intercambio de gases.
Para transformar con los constructos, se agregd la totalidad de la suspension
bacteriana en una placa de petri con agar LB (Sigma Aldrich) suplementado con
50 pg de ampicilina/mL (Sigma Aldrich). Cuando se hizo la transformacion con
DNA plasmidico puro se agregaron 50-100 pL de la solucion de bacterias
transformadas en una placa de Petri y se incub6é a 37°C toda la noche (Shel-Lab,
Cornelius, OR, USA). Las bacterias se hicieron crecer en placas de Petri con ~20
mL de agar LB adicionado con 50 pug de ampicilina/mL. Después de 12-18 h se
levantaron 10 colonias de bacterias transformadas con un asa bacteriolégica de
platino y se cultivaron en 2 mL de caldo LB por 18 h, y se extrajo el DNA
plasmidico con el kit Isolate Il (Bioline) y éste se digiri6 con las enzimas de
restriccion EcoRl y Notl (New England Biolab) como se mencioné anteriormente
para verificar la presencia de los insertos de interés y con Notl y Psil (New
England Biolab) para verificar la orientacién de los mismos. Una vez verificadas
las construcciones se produjo el plasmido a una mayor escala al cultivar un

inéculo de la bacteria transformada seleccionada en el procedimiento anterior en
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100 mL de medio LB con 50 pg/mL de ampicilina en un matraz Erlenmeyer, y
posteriormente se extrajo el DNA plasmidico con el Plasmid Midi kit (Qiagen,
Germantown, USA) y se almacen6 en microtubos de 1.5 mL (Eppendorf) a — 20°C

para su uso ulterior.

8.4. Construccion de vectores lentivirales

Disenio in silico de lentivirus. Los transgenes usados como moldes para disenar los
vectores lentivirales eran idénticos a los vectores plasmidicos, incluyendo la GFP;
eliminando los sitios de restriccion y agregando la seleccion con geneticina (en
lugar de zeocina), y se diseflaron empleando la plataforma Vector Builder de
Cyagen (Santa Clara, California 95050, USA). El empaquetamiento y titulacién de
estos fue hecho por la casa comercial Cyagen. Ademas de la fraccion soluble de
TRAIL e IFNB se incluyd una construccion con el gen completo de TRAIL.

8.5. Obtencion y expansién de CMM-MO

Se obtuvieron las CMM-MO de ocho ratones BALB/c, machos, de 6-8 semanas de
edad, producidos en el laboratorio de experimentacidon animal del Servicio de
Inmunologia de la Facultad de Medicina de la UANL. Los ratones se mantuvieron
en jaulas de ventilacion individual (Lab&bio), con un flujo de aire filtrado. Esta
barrera evitd que ingresaran a las jaulas agentes nocivos externos. Ademas,
durante la estancia de los ratones en dichas jaulas, un sistema automatico de
homeostasis ambiental registré y mantuvo en condiciones idoneas, la presion de
aire, la concentracion de oxigeno y de CO,, la humedad, la temperatura, y la
presencia/concentracion de amoniaco. Las jaulas se asearon cada 3 dias. Los
ratones se sacrificaron en una camara de CO; y se diseccionaron los fémures,
tibias y humeros. Los huesos se descontaminaron, sumergiéndolos 1 min en
etanol al 70%. De estos huesos se obtuvo la médula ésea después de haber
cortado las epifisis con unas pinzas de corte. La médula ésea se extrajo
introduciendo una aguja con jeringa calibre 26 en el canal medular de cada hueso
e instilando 2-4 mL de medio de cultivo con DMEM-F12-glutamax (Gibco, Life
Technologies, Grand Island, NY 14072, USA) suplementado con 15% de suero
fetal bovino estéril (Gibco), 50 pg/mL gentamicina (Gibco), 0.25 pg/mL de
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anfotericina B (Gibco) y 2 nM glutamina (Gibco). De cada ratdn se colect6 un
volumen total de 5 mL de la médula ésea (proveniente de todos los huesos e
incluyendo el volumen de medio suplementado) en una botella de 25 cm? con
tapon de rosca, permeable a los gases (Corning, NY 14831, USA). La botella con
la médula 6sea se incub6 en atmésfera de CO, al 5%, a 37°C por 24 h. El
sobrenadante se transvasé a una botella de cultivo nueva. A la botella original se
le agregaron 5.0 mL de DMEM suplementado fresco. Esos pasos se repitieron tres
veces, para tener al final cuatro botellas con células adherentes. Al finalizar 72 h
de cultivo se reemplaz6 el medio de cultivo con 5 mL de DMEM suplementado
fresco y las células se incubaron nuevamente en atmésfera de CO. al 5% a 37°C
hasta que los cultivos alcanzaron una confluencia de 80%. El medio usado se
desechd y las células se desprendieron del sustrato incubando las monocapas
celulares en sus botellas de cultivo con 2 mL de una solucion de 0.25% tripsina-
EDTA (Gibco) por 10 min a 37°C en atmosfera de CO; al 5%. Las suspensiones
celulares se mezclaron en un tubo cénico de 15 mL (Corning). Las células se
sedimentaron por centrifugacién a temperatura ambiente por 5 min a 300 xg y se
resuspendieron en 1 mL de medio suplementado. Se determiné el porcentaje de la
viabilidad celular mediante el método de exclusién con azul tripano. Brevemente:
se mezclaron 4 yL de una suspension de células de MO de los ratones con 16 pL
de azul tripano (Gibco). De esta mezcla, se depositaron 10 pyL de la solucién en
una camara de Neubauer, se contaron sélo las células translucidas (viables). Se
calculd el numero de células viables por mL, aplicando la siguiente ecuacion:

% células viables/mL= [numero total de células][factor de dilucion][10,000]

La concentracién de la suspension de células de MO se ajusté a 1 x 109/mL con
DMEM-F12-Glutamax (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino estéril,
50 ug de gentamicina/mL y 0.25 ug de anfotericina B /mL (Gibco). En adelante nos
referiremos a este medio suplementado como DMEM-S. De esta suspension
celular se inoculd 1 mL en botellas de cultivo, de 25 cm? con tapén de rosca,
permeable a los gases (Corning), conteniendo 5 mL de DMEM-S. Las células se
incubaron a 37°C en atmdésfera de CO, por 2-3 dias hasta alcanzar 80% de
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confluencia. Estas células se resembraron tres veces, se cosecharon, se lavaron y
resuspendieron en DMEM-S fresco, se contaron y se colocaron en crioviales de 1
mL (Corning) donde se les adicion6 dimetilsulfoxido (DMSO) (ATCC, Manassas,
Virginia 20110, USA.) a concentracion final 10%. La suspension celular se dividio
en alicuotas de 1 mL con 1x10°células y se crio-preservaron en nitrégeno liquido

hasta su uso.

8.6. Caracterizacién de las CMM-MO

8.6.1. Porcentaje de células CD90+/CD105+

Mediante andlisis de inmunocitoquimica, se determiné el porcentaje de células que
expresaban los marcadores de superficie tipicos de CMM (CD105 y CD90). Para
ello, se utilizaron anticuerpos monoclonales primarios anti-CD105 y anti-CD90
(USbiologicals, Salem, Massachusetts, USA) diluidos con PBS 1:25 y 1:200,
respectivamente. Como secundarios se utilizaron anticuerpos biotinilados de
cabra, incluidos en el estuche Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB (ABC)
detection IHC Kit (Abcam, Burlingame, California, USA). Las células murinas de
MO se lavaron, sumergiéndolas en TBST por 5 min. Se bloqueé la peroxidasa
endogena con HO al 3% incluido en el kit y se incubd la preparacion por 10 min a
temperatura ambiente. Se lavo la preparacion con TBST por 3-5 min. Se
bloquearon las proteinas, con la solucién llamada protein block, incluida en el kit
(por 30 min a 37°C, en camara humeda). Se lavé la preparacion con TBST por 3-5
min; se embebié con el anticuerpo primario y se cubrié con plastico sellador
durante toda la noche, a 4°C en camara humeda. Se lavé como antes, se cubrid
con el anticuerpo secundario: Se incubd por 30 min a 37°C en cadmara humeda, se
lavé con TBST 3-5 min; se agregé la solucidén de estreptavidina-HRP incluida en el
kit y se incubd por 15 min a 37°C en camara humeda. Se lavé la preparacion con
TBST 3-5 min y se revel6 la presencia de los marcadores de interés agregando
una solucién de sustrato-cromogeno (10:1 gotas; incluido en el kit) y se incubo por
10 min a temperatura ambiente. En la misma laminilla, se hizo una contratincion
con hematoxilina de Harris, se hicieron tres lavados con agua destilada (por 2 min
en cada ocasion). Se agregd hematoxilina de Harris, cubriendo uniformemente las
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células por 2 min. Se lavé la preparacion con agua corriente y después con agua
destilada, en cada ocasién por 3 min. Posteriormente se deshidraté la preparacion,
sumergiéndola sucesivamente en etanol al 70%, al 96%, al 100% y en xilol. Se
elimin6 el exceso de xilol con un pafo, se montd un cubreobjetos encima de la
preparacién, se sell6 con resina entellan (Merck) y se conservo en oscuridad hasta
su uso. Las laminillas se observaron con un microscopio 6ptico de campo claro
(Leica, DM IL LED, Wetzlar, Alemania) a 10X, se tomd una fotografia con la
camara integrada al microscopio (Leica, DFC295) con el software LAS V4.3 y se
contaron células positivas con ayuda del software Imaged de manera manual
(www.imagej.nih.gov). El software Imaged es una plataforma gratuita que permite
el analisis y/0o manipulacibn de imagenes de manera digital
(https://imagej.nih.gov/ij/)

8.6.2. Evaluacion de multipotencia de las CMM-MO

Se evalué la condicion de pluripotencia de las CMM-MO modificadas y no
modificadas genéticamente con la intencién de demostrar la conservacién de la
capacidad de diferenciacién después de la integracién de los transgenes al
genoma. Para ello se evalu6 la habilidad de las CMM-MO para diferenciarse a
osteoblastos o condrocitos. En los dos casos se empled el Mouse Mesenchymal
Stem Cell Functional Identification Kit (R&D Systems, Inc. Minneapolis, Minnesota
55413, USA).

Diferenciacion de las CMM-MO a osteoblastos. Para validar esta habilidad de
las CMM-MO para diferenciarse a osteoblastos, se inocularon 3 x10* células en
una microcamara de 4 pozos Lab-Tek® (Nunc®, Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) permitiendo el crecimiento de las células hasta alcanzar una
confluencia del 50-70% con medio StemXVivo® osteogenic/adipogenic base
media (R&D Systems, Inc. Minneapolis, Minnesota 55413, USA). Una vez
observada dicha confluencia, se remplazé el medio con medio osteogénico
suplementado: aMEM basal media (10% de concentracién de SFB, 50 ug/mL de

gentamicina, 2.5 yg/mL de anfotericina B) y la proporcion correcta del reactivo
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Mouse/Rat osteogenic supplement (ascorbato-fosfato, B-glicerolfosfato y BMP-2
recombinante humana) 20X, incluido en el Mouse Mesenchymal Stem Cell
Functional Identification Kit. El medio suplementado se reemplaz6 cada 3-4 dias
hasta completar un total de 21 dias [98]. La presencia de osteoblastos se
demostrd tinendo las preparaciones con Von-Kossa. Brevemente: Se fijaron las
laminillas con formalina. Se traté la preparacibn con solucién saturada de
carbonato de litio por 20 min, para eliminar los uratos que podrian estar presentes.
Se lavaron las preparaciones con agua corriente, sumergiéndolas 5 veces, y 1 vez
con agua destilada. Se agregé a las laminillas una solucién de nitrato de plata al
5% y se expusieron a luz natural por 60 min. Se incubaron las preparaciones en
una solucion de tiosulfato de sodio al 5% por 5 min y se lavaron, sumergiéndolas
tres veces con agua corriente. Las preparaciones se contratifieron con rojo neutro
al 1% por 1 min y se lavaron con agua destilada. Se deshidrataron las
preparaciones mediante inmersiones sucesivas en etanol grado ATC (Sigma
Aldrich) al 70, 96 y 100% (3 min) y después con xilol puro (JT Baker) sobre las
preparaciones se montd un cubreobjetos. Nota: Las microcamaras estan

construidas sobre portaobjetos.

Diferenciacion de CMM-MO a condrocitos. Utilizando un procedimiento similar
al que seguimos para diferenciar las CMM-MO a osteoblastos, CMM-MO se
expandieron hasta 90% de confluencia y se reemplazé el medio de cultivo por
suplemento condrogénico: DMEM F-12 conteniendo 50 pg/mL de gentamicina, 2.5
pug/mL de anfotericina B y 1x ITS supplement (No. de catalogo 390418, R&D
systems), y la proporcién correcta del suplemento condrogénico (Dexametasona,
ascorbato-fosfato, prolina, piruvato y TGF-f3 recombinante humana) 100X,
suministrado con el Mouse Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit. El
medio de diferenciacién fue reemplazado cada 2-3 dias, hasta completar un total
de 21 dias. Se confirmé la diferenciacion de las CMM-MO a condroblastos tifiendo
las células con azul alciano. Brevemente: Las preparaciones se adicionaron con
solucién de azul alciano por 10 min. Se enjuagaron con agua destilada. Se contra-
tifieron con rojo neutro por 2 min. Se diferenciaron con agua destilada y se
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deshidrataron, sumergiéndolas en etanol al 96% sucesivamente por 10
inmersiones hasta etanol al 100%. Se aclararon las preparaciones con xilol, como

se hizo con los osteoblastos y se montaron los cubreobjetos con entellan (Merck).

Los cultivos de células diferenciadas a osteoblastos o condrocitos se observaron
con un microscopio de campo claro (Leica, DM IL LED), equipado con un objetivo
10X y una camara Leica (DFC295) con la que se tomaron fotografias de 4 campos
elegidos al azar: identificando los depdsitos de calcio en los osteocitos con el
colorante de Von Kossa y los proteoglucanos de la matriz condrogénica en los
cultivos de condrocitos con azul alciano [98, 99].

8.7. Modificacion genética de las CMM-MO
En el presente trabajo se explord la eficiencia de incorporacion de los transgenes
de interés a las CMM-MO de dos métodos diferentes: Transfeccion, mediante el

uso de plasmidos recombinantes y transduccién, mediante lentivirus.

8.7.1. Transfeccion plasmidica de CMM-MO

Se procedi6 a realizar la transfeccion de cultivos de CMM-MO de ratdn en su pase
4 y con un 80% de confluencia, previamente expandidas en DMEM-F12-S, bajo
las condiciones de cultivo descritas en el parrafo 8.5 (pag. 31). Se emplearon los
siguientes reactivos: Turbofect, Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) y Xfect transfection reagent (Clontech, Takara,
Mountain View, California, USA). Para identificar el reactivo y protocolo con los
mejores resultados se probaron las condiciones mostradas en la Tabla 2.
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Tabla 2. Condiciones y agentes de transfeccion
Combinacién del volumen (pL) del agente de transfeccién'y masa del plasmido
pTracer-EF1 (ug)

Lipofectamine Xfect”
Condicién P Turbofect — —
3000 Original Modificado
A3 0.75/1.0 2.0/1.0 0.3/1.0 0.3/1.0
B 0.75/2.0 2.0/2.0 0.6/1.0 0.6/1.0
C 1.5/1.0 4.0/1.0 0.3/2.0 0.3/2.0
D 1.5/2.0 4.0/2.0 0.6 /2.0 0.6 /2.0

"Manufacturador: Xfect, Clonetech; Lipofectamine, Invitrogen and Turbofect, ThermoFisher.

*Xfect se probd siguiendo las instrucciones del fabricante principalmente consistiendo en tratar las CMM-
MO con una mezcla de Xfect y plasmido, incubar 4 h a 37°C en humedad con CO,, cambiar el medio y
remplazar el pozo con las células con medio fresco por 44 h. El protocolo modificado consistié en no
cambiar el medio con la mezcla de plasmidos y Xfect, a su vez, incubar las células por 48 h en presencia de
los componentes descritos en esta tabla.

*La condicién del ensayo A corresponde a la recomendada por el fabricante. Condicion B a D fueron
variaciones experimentales del volumen de reactivo y DNA plasmidico.

Se empled el plasmido pTracer-EF vacio para realizar los ensayos de transfeccion
de las CMM-MO. Para determinar la eficiencia de transfeccién se realizaron los
ensayos en placas de 24 pozos (Corning). Se cultivaron las CMM-MO sobre un
cubreobjetos redondo (Fisherbrand, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA), para lo
cual se hicieron crecer sobre los cubreobjetos colocados en cada pozo de la placa
de cultivo, hasta formar una monocapa. Cuarenta y ocho h después de la
transfeccion, las células se fijaron con metanol:acetona 1:1 (v/v) frio a 4°C por 20
min. Las preparaciones se lavaron dos veces con amortiguador de fosfatos, pH 7.0
(PBS). Se levant6 el cubreobjetos con unas pinzas de cirujano. El cubreobjetos
con las células adheridas se montd, invertido, sobre un portaobjetos que contenia
7 uL de 4'.6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Vecta shield, Vector Laboratories, Inc.
Burlingame, California, USA). Se elimind el exceso de liquido, acercando
suavemente un pafo seco. DAPI es un marcador fluorescente que se une

fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de DNA y
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funcion6 como tincién de contraste. De las preparaciones obtenidas con cada una
de las condiciones de transfeccion descritas en la tabla 2 se observaron 4 campos
elegidos al azar con microscopio de epifluorescencia (Nokia, Eclipse 50i) y se
tomaron fotografias digitales de cada campo con una camara Sight DS-2MV
acoplada al microscopio de epifluorescencia. En dichas fotografias y con la ayuda
del software Imaged se contaron manualmente las células transfectadas que
presentaron fluorescencia en verde, debido a la expresion de la proteina verde
fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés), cuyo gen esta presente en los
plasmidos, como reportero. Todos los ensayos se realizaron tres veces, por
duplicado, y se contaron cuatro campos de cada condicion para obtener la media y
DE.

8.7.2. Célculo de la intensidad de la expresion génica.
La intensidad de senal se interpreté de acuerdo con la produccién de GFP en un
modelo de cruces, donde (+) corresponde a la menor sefal y (++++) a la mayor

senal.

8.7.3. Célculo de la eficiencia de transfeccion.
Se calculé la eficiencia de transfeccion aplicando la siguiente ecuacion:

CMM-MO/GFP 9
CMM-MO totales

E1. % de transfeccion= 100

Donde, CMM-MO/GFP son las células madre mesenquimales de médula 6sea
murinas que mostraron una sefal verde-fluorescente bajo el microscopio de

epifluorescencia; CMM-MO totales es el numero total de CMM-MO

8.7.4. Determinacion de la citotoxicidad.

Para determinar si las condiciones experimentales podrian resultar en toxicidad
para las ceélulas se analiz6 la sobrevida con el estuche Cell Viability and
Citotoxicity Kit (Cell Biolabs, San Diego, Cal, EUA) comparando cada condicién
mencionada en la Tabla 2. El ensayo se hizo 3 veces por triplicado y se consider6

38



Evaluacion de la Actividad Antitumoral de Células Madre Mesenquimales que Sobreexpresan
TRAIL e IFNB en un Modelo Murino de Linfoma

como 100% de viabilidad las células plagueadas al mismo tiempo, pero sin
agentes transfectantes o plasmidos.

8.7.5. indice de desempefio de las combinaciones transfectantes.
Para considerar todos los criterios anteriormente mencionados y analizados, se

interpretaron los resultados con la siguiente ecuacion:

_IS+ET+VC+R
4

ID

Donde ID, indice de desempeno; IS, intensidad de senal; ET, eficiencia de
transfeccién; VC, viabilidad celular y R, ET/VC (Tabla 3).

8.7.6. Transduccion lentiviral.

En placas de 24 pozos, se inocularon 4 x 10* CMM-MO/pozo y se incubaron por
16 h en atmdsfera de CO; al 5% a 37°C. Dieciséis h después de haber realizado el
subcultivo se adicionaron a cada pozo con 0, 5, 10 y 50 pg de sulfato de
protamina/mL (Sigma-Aldrich) para determinar la concentracion éptima de dicho
compuesto para transducir a las CMM-MO. Todos los cultivos se infectaron con
lentivirus a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 2 particulas virales/célula, de
acuerdo a lo reportado por Yuan et al [62]. Las células se incubaron a 37°C en
atmosfera humeda de CO; al 5% por 48h. Se contaron las células totales y las
células verde-fluorescentes, contando 4 campos de las preparaciones
correspondientes a cada condicion de transduccion ensayada. Se calculo la
eficiencia del procedimiento como porcentaje de transduccion, aplicando la
ecuacion E1 (pagina 37). Después haber hecho un pase de los cultivos
transducidos, a cada uno de éstos se le agregaron 200 pg de geneticina (Gibco,
Life Technologies, Grand Island, NY, USA) /mL para seleccionar las células
transducidas.

8.8. Expresidn de los transgenes por las CMM-MO
8.8.1. Verificacién de la traduccidn de los transgenes

Para comprobar expresion de los transgenes a nivel de traduccion, después de
incubar 48 h en DMEM-S se obtuvieron 9+1 mL del medio de cultivo usado de
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monocapas confluentes de CMM-MO modificadas con TRAILs e IFN. El medio de
cultivo se concentré 40 £ 5 veces, por ultrafiltracion con centrifugacién a 4,000 x g
por 40 min a temperatura ambiente en una columna Amicon, con un punto de
corte de 10 kDa (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). Para ello se utilizé una
centrifuga Eppendorf 5403 (Hauppauge, NY, USA). El concentrado se pasé a un
microtubo de 1.5 mL, estéril (Corning, NY 14831, USA) y se almacené a -20°C
hasta su uso. Por otro lado, debido que el TRAILc es intramembranal, fue
necesario extraerlo antes de su analisis. Para ello, una monocapa confluente de
CMM-MO-TRAILc, crecidas en botellas de cultivo 25 cm? de superficie, se
levantaron con una solucion de tripsina 0.25% y acido etilendiaminotetracético
(EDTA) (Gibco) y se sedimentaron mediante centrifugacién a 300 x g por 5 min a
temperatura ambiente. Las CMM-MO-TRAILc se resuspendieron en 1 mL de
medio DMEM-S, y se ajusté su concentraciéon a 1 x 10° células/mL, como se
describi6 en la seccién 85 (Pags. 31 y 32). Se extrajeron las proteinas
intracelulares como se describe a continuacién: los tubos, conteniendo 1x10°
CMM-MO-TRAILc se centrifugaron a temperatura ambiente a 16,000 x g por 10 s.
Se elimind el sobrenadante y se agregaron 50 uL de buffer de lisis 5X (Tritdbn 100X
[50 mL], Tris HCI 1 M pH 7.5 [5 mL], KCI 2M [12.5 mL] y MgCl, 1M [1mL], DTT [1
uL], Invitrogen), e inhibidor de proteasas [5 yL] (Sigma-Aldrich): La preparacién se
afor6 a 0.5 mL con agua destilada estéril, se incubé en hielo por 20 min, se
centrifugd en microcentrifuga refrigerada (Labnet, Edison, NJ, USA) a 16,000 x g a
4°C por 5 min. Se reservo el sobrenadante en un microtubo de 1.5 mL (Corning).

8.8.2. Western blot de los productos de transfeccion.

Las muestras para analizar por Western Blot corresponden a los sobrenadantes
de las células transfectadas con los vectores de expresién. Para ello, se cultivaron
CMM-MO en botellas de 25 cm? hasta una confluencia del 70% para efectuar la
transfeccion por el método seleccionado y descrito en la seccidén 8.7.1. Las células

se dejaron reposar por 48 h a 37°C con 5% de CO, en humedad.
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Se colectd el sobrenadante y se tomaron 500 uL de este en un microtubo de 1.5
mL para proceder a una precipitacion de proteinas por el método de metanol-
cloroformo. Brevemente: Se adicionaron 600 uL de metanol al 100% (Sigma
Aldrich) y 450 pL de cloroformo puro (Sigma Aldrich) a los 500 yL de medio en el
mismo tubo y se mezcld por inversion por 1 min. Posteriormente se centrifug6 a
12,000 RPM a 4°C por 2 min. Después se retird la fase acuosa (la fase superior)
cuidando no tocar la interfase y se agregaron 600 uL de metanol; se mezcla por
inversion 1 min. Posteriormente se centrifuga a 12,000 RPM a 4°C por 7 min y se
retira el sobrenadante. Finalmente se dejé secar a 50°C y se resuspendi6é en agua
MilliQ (volumen final 100 pL).

Con las preparaciones conteniendo TRAILs e IFNB se corrieron electroforesis en
geles de poliacrilamida/SDS (SDS/PAGE, por sus siglas en inglés [sodium dodecy!
Sulphate/polyacrylamide gel electrophoresis]) al 12% (Sigma-Aldrich). Los geles se
cargaron con 50 pL del concentrado proteico por carril y se corrieron a 80 V por
2.5 h. Las proteinas se electro-transfirieron de los geles de poliacrilamida-SDS a
una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF)(Bio Rad, Hercules, California,
USA) y se bloqueé incubando las membranas con las proteinas toda la noche con
leche semidescremada comercial (Svelty, Nestlé, Ciudad de México) a 4°C en
agitacion (20 RPM). Las preparaciones de proteinas se incubaron 2 h a 4°C, con
anticuerpos primarios anti-TRAIL (1:200) y anti-IFNB (1:500) de ratdon, obtenidos
de conejo (Abcam) y un anticuerpo secundario policlonal anti-conejo conjugado
con HRP (Horse-radish  peroxidase = —Peroxidasa  de rdbano—)
(1:10,000)(Promega, Madison, Wisconsin, USA.). Se reveld utilizando el estuche
de luminol Clarity ECL Kit (Bio Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante y se
analizaron las membranas de Western blot en un fotodocumentador Molecular
Imager® Chemidoc XRS+ Imaging System (Bio Rad) y con el software ImageLab,

que incluye el equipo y que nos permitié tomar imagenes de las membranas.
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8.9. Produccién de linfomas
Se produjeron linfomas en ratones BALB/c derivados de una la linea celular de
linfoma murino L5178Y; el cual se ha empleado por su alta eficacia para producir

tumores en ratones singénicos e inmunocompetentes [78].

Expansion in vitro de L5178Y. La linea celular tumoral L5178Y TK+/- clone
(3.7.2C) [TK+/-(clone 3.7.2C] (ATCC® CRL-9518™) se cultivd en botellas para
cultivo de 25 cm® (Corning) conteniendo 5 mL de DMEM de alta glucosa
suplementado con 10% de suero fetal bovino estéril, 50 ug/mL gentamicina
(Gibco), 0.25 pg/mL de anfotericina B (Gibco) y se agregd el volumen apropiado
de pluronic F68 al 10% (Gibco) para obtener concentracion final de 0.1% en el
medio suplementado. Este medio lo llamaremos DMEM-AGs. Las células se
conservaron en cultivo en DMEM-AGs siguiendo las condiciones de la ATCC
(conservar cultivos de 2 x 10° a 1 x10° células/mL de medio y cambio de medio
cada 3 d) para mantener las células en fase logaritmica al momento del inéculo.
Bajo esas condiciones, se incubaron 2 x10° células tumorales a 37°C en
atmésfera de CO; al 5% por 3 d. Las células se resupendieron en 1 mL de DMEM-
AGs y se utilizaron inmediatamente o se preservaron en nitrégeno liquido. Este
ultimo procedimiento se realiz6 contando las células viables y ajustando su
concentracion 1x10° células, suspendidas en DMEM-AG adicionado con DMSO al
5% (concentracion final). La suspension celular se dividié en alicuotas de 1 mL;
cada alicuota se colocé en un criotubo (Corning) y éstos se almacenaron en
nitrégeno liquido hasta su uso.

8.9.1. Estandarizacién del in6culo de células L5178Y.

Se realizaron experimentos para estandarizar el in6culo en los ratones BALB/c,
para conocer el numero idoneo de células que deberia inocularse en cada ratdén y
el tiempo necesario para obtener tumores sélidos estables (no reabsorbidos por
los ratones inmunocompetentes) y una sobrevida de al menos 15 d; suficiente
para que los ratones desarrollaran un tumor moderadamente agresivo para ser

tratado con nuestros tratamientos experimentales sin producir la muerte antes de
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40d. Las células L5178Y se lavaron tres veces con solucion salina, se
resuspendieron con 1 mL de solucién salina inyectable (Laboratorios Pisa, México)
y se determind el porcentaje de viabilidad con el método de exclusiéon de azul
tripano. La suspension celular se ajusté a 1x10°, 5x10° y 1x10° células en 100 pL
con solucién salina inyectable. Cada una de estas suspensiones celulares de 100
ML se inocul6 en el gastrocnemio derecho de tres ratones, empleando una jeringa
de insulina, armada con una aguja hipodérmica calibre 27. Este procedimiento no
fue demasiado doloroso para los animales y no requirieron anestesia. Los ratones
se alojaron en jaulas apropiadas, con temperatura y horas de luz reguladas,
alimento balanceado y agua purificada estéril ad libitum. Los animales se
observaron diariamente, midiendo con un vernier el diametro de los tumores.
Ademas, los ratones se observaron periddicamente para conocer su capacidad de
realizar acciones basicas (alimentarse o beber agua) hasta que fallecieran
espontaneamente o hasta los 20 dias postinoculacién. Se registraron los datos de
tiempo que tardaron los tumores en que todos los grupos alcanzaran el diametro
de 0.5 cm. Se calculé el promedio y las desviaciones estandar, se comparé el
porcentaje de ratones sobrevivientes a los 20 dias postinoculacion ente los
grupos, mediante una prueba de t de Student (significancia: p=0.05) y se
selecciond el indculo que cumplié con los requisitos para evaluar el efecto
antitumoral de las CMM-MO.

8.10. Evaluacién de la quimiotaxis de las CMM-MO

La quimiotaxis de las CMM-MO es un ensayo in vitro que emula el homing, que
ocurre in vivo. Se cultivaron células L5178Y en botellas de cultivo de 25 cm?
conteniendo 3 mL de medio DMEM-AG (Gibco) suplementado siguiendo las
instrucciones por el productor (ATCC) se lavaron con PBS dos veces y se
contaron con camara de Neubauer, como antes se explic6. Las células se
resuspendieron y su concentracion se ajusté a 2x10° células/mL con medio fresco
adicionado con 3% de SFB. Las células se incubaron en botellas de cultivo 25 cm?
a 37°C en atmésfera de CO; al 5% por 48 h. El medio usado por dichos cultivos se

consider6 como medio condicionado y se reservO para colocar en el
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compartimiento inferior de cada pozo de una placa Transwel® de 8 ym de poro
(Corning® NY. 14831. USA). Estas placas constan de 24 pozos y 12 insertos de
6.5 mm, estos insertos poseen membranas semipermeables con poros de 3.0 ym
que permiten pasar moléculas relativamente grandes, pero no células. En el fondo
de cada pozo se colocaron 650 pL del medio condicionado por las células L5178Y;
cuya capacidad para atraer a las CMM-MO se puso a prueba. EI medio
condicionado se produjo de la siguiente manera: Se cultivaron 2x10° células
L5178Y por mL en medio suplementado con SFB reducido (3%) por 48h;
posteriormente se centrifugaron las células, el sobrenadante consiste en el medio
condicionado el cual se colectd y conservd en un tubo limpio hasta su uso. En el
inserto se inocularon 2x10* CMM-MO. Se incluyé un duplicado por ensayo de
control positivo de quimiotaxis, el cual consistié en medio fresco DMEM al 30% de
suero fetal bovino. Se incubé la preparacion a 37°C en atmoésfera de CO; al 5%
por 5 h. Se descart6 el medio del inserto y las células se lavaron dos veces con
PBS. Se fij6 la preparacion con formaldehido al 4% (J.T. Baker, Center Valley,
Pennsylvania, USA) a 4°C por 20 min y se tifé con una solucién de cristal violeta
al 0.5% (Merck, Darmstadt, Alemania). Se sumergié en metanol al 100% por 20
min a temperatura ambiente, procurando que la membrana del inserto estuviese
en contacto con la solucion de cristal violeta por ambos lados. El inserto se dejé
reposar a temperatura ambiente por 10 min y se lavo con agua corriente hasta que
el filtro se vio translucido. Entonces, éste se dej6 secar a temperatura ambiente.
Las células fijadas y tenidas se observaron con un microscopio éptico de campo
claro (Leica DM IL LED, Wetzlar, Alemania) con un objetivo de 40X. Se tomaron
fotografias de cuatro campos seleccionados al azar con una camara acoplada al
microscopio (Leica, DFC295) y las células atrapadas en los poros del filtro se
contaron manualmente con la ayuda del software Imaged. El procedimiento
anterior se repitio tres veces. Se calcularon los promedios y desviaciones estandar
y se compararon los resultados obtenidos mediante una prueba de t de Student
(significancia: p=0.05).
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8.11. Determinacion de la reduccion del tamario de los tumores

Se formaron 9 grupos, cada uno con 8 ratones BALB/c hembras de 12-13
semanas, a los cuales se le indujo un linfoma sélido, inoculando 1x108 células
L5178Y, suspendidas en 100 pL de solucién salina fisiolégica en el gastrocnemio
derecho, como se explicd en la seccion 8.9 (pagina 43). En este ensayo se
emplearon CMM-MO transducidas con lentivirus, portando los transgenes
codificantes para TRAILs, TRAILc o IFNB o CMM-MO no transducidas (naive).
Desde el dia de la inoculacién de las células L5178Y hasta el dia 38 se midieron
las piernas de los ratones con un vernier, tres veces por semana. Considerando la
forma ovoide de los tumores, se empled la siguiente ecuacion para determinar su
volumen:

Vol= /6 (LxAxh)

Donde 1 es 3.1416, L es el largo que consiste medir del tobillo a la rodilla, A es
ancho de la pierna y h es la altura midiendo un punto anterior al mismo punto
posterior de la pierna inoculada.

Los implantes de las CMM-MO transducidas se realizaron cuando se observé un
incremento del diametro de la pierna en todos los ratones de al menos 1-2 mm®.
Se probaron varias combinaciones de CMM-MO transducidas con los tres
transgenes de interés o sin ninguno de ellos, como se explica a continuacion,
donde cada tratamiento corresponde a CMM-MO transducidas con el transgen o la
combinacién de transgenes especificados. Cada tratamiento consistid en un
implante de un total 1x10° CMM-MO suspendidas en 100 pL de solucién salina
fisiolégica inyectable directamente en el tumor, independientemente de que el
implante haya consistido en CMM-MO portando un solo transgen, dos o tres o0 no
portando ninguno. En la lista siguiente omitimos las siglas de CMM-MO dado qu

usamos éstas en todos los casos.

Grupo 1.-(CMM-MO) TRAILs
Grupo 2.-TRAILc + IFNB
Grupo 3.-IFNB
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Grupo 4.-TRAILc

Grupo 5.- TRAILs + IFNB

Grupo 6.- CMM sin modificar (naive) + TRAILc + IFNf
Grupo 7.- CMM naive

Grupo 8.- Vehiculo (solucién salina 100 L)

Grupo 9.- Sin tratamiento

Se dio seguimiento a los tumores durante todo el estudio hasta cuando todos los
ratones sin tratamiento murieran o se sometieran a eutanasia. Los ratones que fue
necesario someter a eutanasia debieron presentar, en conjunto, los siguientes
signos de acuerdo con lo descrito por Langford et al: Orejas bajas, ojos tiesos,
pelo erizado, inactividad y baja reaccion a estimulos [100]; adicionalmente, si un
ratdn mostraba decremento hasta de un 20% del peso inicial registrado también se
sometié a eutanasia, independientemente de los signos antes mencionados. La
graficacion y administracién de los datos se realiz6 con el software Prism

GraphPad version 7.00 para Windows (Windows, GraphPad Software, La Jolla

California USA, www.graphpad.com).

8.12. Determinacion del tiempo de sobrevida

A la par de la medicion de los tumores, se documentoé la sobrevida de los ratones
con la prueba de sobrevivencia de Kaplan-Meier. Los resultados se interpretaron
con el software SPSS v.22 con la intervencion de Log Rank de Mantel-Cox
(significancia: p=0.05).

8.13. Evolucién de los tumores postimplante.

Los ratones se analizaron individualmente a lo largo del estudio registrando
decesos, colectando biopsias de los tumores y pesos de los ratones. Se consider6
al grupo sin tratamiento como grupo de corte, es decir, 1 dia después que el grupo
completo fallecid, se sacrificaron los ratones supervivientes tomando biopsia del
tejido en el sitio exacto de inoculacién de las células L5178Y. Las biopsias se
colocaron en una cubetilla y se incluyeron en Tissue-Tek O.C.T. compound
(Sakura Finetek, Nagano, Japon) para ser almacenadas a -80°C.
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Los cortes de las biopsias se realizaron con un microtomo criostato (Roundfin,
Shenyang, China) y se montaron en portaobjetos, posteriormente se tifieron con la
tincibn de HyE. Brevemente: Se sumergié la preparacion 60-70 seg en
Hematoxilina de Meyer, después se lav6 en agua corriente por 10 seg, después se
sumergi6 en eosina por 10-12 seg, posteriormente se lavé en agua corriente por 3-
7 seg, posteriormente se deshidraté pasando a etanol al 70% por 15 inmersiones,
después a etanol al 95% por 15 inmersiones y finalmente 2 minutos en etanol al
100%; se aclaré la muestra con xilol puro por 3 minutos y se monté con resina

(Vecta Mount, Vector laboratories).

Las preparaciones se observaron en microscopio éptico analizando los tejidos de
ambos, ratones tratados y no tratados.

8.14. Aspectos éticos

En este trabajo se utilizaron células en cultivo y el menor nimero de animales de
laboratorio que permitié llegar a conclusiones validas y reproducibles, respetando
en todo momento la NOM-062-ZO0-1999, para manejo de animales de

experimentacion.
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9. RESULTADOS
9.1. Obtencidn y caracterizacién de CMM-MO de ratén

9.1.1. Morfologia y marcadores de superficie

La Figura 3A muestra el aspecto de las CMM-MO de uno de nuestros cultivos,
estando en baja confluencia. Todas las células tenian la forma tipica de
fibroblastos con prolongaciones citoplasmaticas. Las Figuras 3B y 3C muestran un
cultivo de CMM-MO creciendo en forma exponencial. En la Figura 1B se observa
que practicamente todas las células expresaron el marcador de superficie CD90 y
en la Figura 1C puede observarse a la totalidad de las células expresando el
marcador de superficie CD105 (células tefidas de color marrén). Ambos
marcadores son caracteristicos de las CMM.

[

B C

Figura 3. Morfologia e identificacion de marcadores de superficie de las células madre mesenquimales
(CMM). Estas células se obtuvieron de la médula dsea de ratones macho. Estas células fueron adherentes,
mostraron una morfologia tipica de fibroblastos (A) y practicamente todas las células expresaron los
marcadores de superficie CD90 (B) y CD105 [C] visualizados mediante inmunocitoquimica (color marrdn).
Estas caracteristicas demuestran su linaje de CMM.
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9.1.2. Multipotencia de las CMM-MO

La figura 4 muestra dos ejemplos de la multipotencia de las CMM-MO que
nosotros obtuvimos y expandimos. En la Figura 4A se observa un cultivo,
practicamente puro de condrocitos derivados de CMM-MO, los cuales, a partir del
cuarto dia iniciaron la produccion de glucosaminoglicanos (color verde-azul),
tipicos de la matriz extracelular de los cartilagos. La figura 4B muestra un cultivo
de osteoblastos, los cuales han acumulado depésitos de calcio (color marrén,
tefidos con la técnica de Von-Kossa. Fue posible observar la diferenciacién de las
CMM-MO a osteoblastos en los cultivos sin tefiir, en los que se apreciaba cierto

grado de calcificacion, tanto en los cultivos como en las células fijadas.

Figura 4. Aspecto de condrocitos y osteoblastos derivados de CMM. Se indujo la diferenciacion de las
CMM-MO utilizando el Mouse Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit. En la imagen (A) se
observa la totalidad de las células diferenciadas a condrocitos, mostrando la coloracién verde-azul
tipica de los glucosaminoglicanos tefiidos con azul alciano. La imagen (B) muestra a todas las células
diferenciadas a osteoblastos; rodeados de depdsitos de calcio (marrones; tincion de Von-Kossa).
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9.1.3. Quimiotaxis de las CMM-MO

La figura 5 muestra los resultados cualitativos de quimiotaxis obtenidos con las
CMM-MO, usando como quimioatractante experimental el medio condicionado por
células L5178Y sin diluir y diluido 1:2 con medio fresco sin suero y como control
positivo 30% de SFB. En todos los casos las CMM-MO mostraron una fuerte
quimiotaxis, hacia el medio condicionado o hacia el SFB. La figura 6 corresponde
a un analisis cuantitativo de estos mismos experimentos. Esta figura muestra que
el medio condicionado sin diluir indujo quimiotaxis en 32117 CMM-MO, vy el
medio condicionado diluido 1:2 indujo quimiotaxis en 2258 CMM-MO. Es decir,
en el medio condicionado diluido indujo 30% menos que el medio sin diluir. Por
otro lado, El SFB indujo quimiotaxis en 283+8 CMM-MO, 11.8 % menos que el
medio condicionado sin diluir.

S » » s v » TaFT Her 2 NS '( % 3 R LA P i T i
L &.‘l - S o e > 3 - ot :..‘; .} " x < s -_' Ls R . 8
N v s R ’ e - \ I‘\,J * "-‘:.. ’ i"’ i e A F
SR B L By BT e A LN B T A IR AN S Sk e T S I e

ot A , a e ’ L » y
' 3 o  FCH TP\ o v Yo\ < ',',\/-“..""4['?.»_- < e A R S

Y Pl o NS v S s ‘l [} o » . »y ST Y I N3, -
i A M 'y \." % o AT oN SRy N L :‘-*— c’ \" * ¢ ’: AN "
R R S S L O L R e LS Tt Ura 13 DS v ' 4 v . 7 ' Rl
L T ’-'./"’.. s GRS T SR . B R ’..'i--’é.!‘ 3 . -" ."-‘(.! D pabig N S N
N W e r. i :“ A g B ANPGRS v i \*“ '/"1. X oV '5’1

< . A -~ \ ~ . b’ R sl
% .l’ ’5.-'2 < ".’I .q:‘ R ’1 » .|. A :. > R Neor > 5 ¥ ":" : 'c ‘} > sl e "
. o' e Mo ¢ S 1%
' oy 4 \*" Lo ey 0.‘ s > - ‘1 /Ny > M FAG i : 5 ‘p" Py S o f
- - - ’ - - \p - . -
P ot 7 R T G Rt S e Pt A ES LSS SN ST T
» SR B o Sa SR LESE S, LR LN EANZR A0 g = S0 N -

Figura 5. Analisis cualitativo de quimiotaxis de CMM-MO. Células madre mesenquimales de médula 6sea
de raton (CMM-MO) se sometieron a un ensayo de quimiotaxis, como parte de la caracterizacion de estas
células. Los ensayos se hicieron en dispositivos llamados Transwells® que constan de un pozo y un inserto
con un filtro que permite pasar moléculas, pero no células; las cuales, al migrar, quedan atrapadas en el
filtro. Estas se tifieron con cristal violeta (puntos purpuras). Puede observarse que el suero fetal bovino
(SFB) al 30% (A), el medio condicionado por las células L5178Y, sin diluir (B) o diluido 1:2 (C) indujeron una
fuerte quimiotaxis en las CMM-MO, sin embargo, este Ultimo notoriamente menor.
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Migracion celular in-vitro
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Figura 6. Andlisis cuantitativo de quimiotaxis de CMM-MO. Los ensayos de quimiotaxis fueron los
mismos descritos en la Fig. 5. Se tomaron 4 fotografias digitales de 2 ensayos independientes se contaron
las células atrapadas en los filtros, en cuatro campos por fotografia, con la ayuda del Software Imagel. Las
barras representan el promedio * DE.

9.2. Diseno, construccién y caracterizacidon de los vectores plasmidicos

La figura 7A muestra el modelo in silico que preparamos para disefar los
plasmidos que emula los geles de agarosa con los productos de digestion
enzimatica; aqui se incluyen ambos vectores de expresidn y se muestran los
patrones de bandas esperados (software: NEBcutter
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). Para verificar la correcta construccion de los
plasmidos se realizd una digestion enzimatica con EcoRly Notl (que liberaria el
inserto) y EcoRly Psil (que nos confirmaria orientacion correcta). La figura 7B

muestra el patron de bandas obtenidas.
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Figura 7. Construccién y caracterizacion de los vectores plasmidicos. A) Modelo in silico. Prediccién
del patron de bandas de ambos plasmidos empleados. Cada carril por plasmido corresponde a una
digestion con las enzimas especificadas. Primer carril corresponde a liberacién el inserto del vector de
expresion confirmando ligacidon y el segundo carril a un patrén de bandas esperado que confirma
orientacidn correcta, Software: NebCutter. B) Gel de electroforesis al 1% de agarosa resultante de la
digestion de los constructos. Patron de bandas corresponde idénticamente al modelo in silico. Marcador
de peso molecular: Hyperladder 1000pb Bioline.

El patron de bandas obtenidas con la digestion con EcoRl'y Notl es de 5906/565
para IFNB y 5906/703 para TRAILs en pTracer-EF1, mientras que en pTracer-
CMV se obtuvo 6183/595 para IFNB y 6183/703 para TRAILs; dicha digestion
libera el inserto del vector de expresion y muestra el tamafno predicho tanto in
silico (Fig. 1A) como en el gel de electroforesis (Fig 1B). Adicionalmente, se digirié
con EcoRl y Psil para verificar la orientacion correcta y se obtuvo bandas de
3724/2747 en caso de IFNB y 3724/2885 en caso de TRAILs en el vector pTracer-
EF1, a su vez, se obtuvo 3488/3160 para IFNB y 3626/3260 para TRAILs en el
vector pTracer-CMV; en esta digestion, las bandas se observan pegadas (Fig. 1B)
debido a la cercania en los tamafos resultantes, sin embargo, es el patron
esperado y confirmamos la correcta construccion de los vectores.

9.3. Estandarizacion de la técnica de transfeccion
Con estos experimentos optimizamos tres de las variables mas importantes que
deben tomarse en cuenta en un procedimiento de transfeccidn, utilizando agentes

quimicos transfectantes y DNA plasmidico. Estas variables son: intensidad de la
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expresion génica, eficiencia de transfeccién y viabilidad de las células
transducidas. A continuacién, describimos los resultados obtenidos con nuestros

ensayos.

9.3.1. Intensidad de la expresion génica.

La figura 8 muestra los resultados que obtuvimos con las concentraciones de tres
agentes quimicos transfectantes y diferente masa de DNA plasmidico mostrados
en la Tabla 2. En el grupo de imagenes de la figura 8 (pag. 55) puede observarse
la aparente variabilidad en la densidad de las CMM-MO transfectadas y la
intensidad de la fluorescencia, como un efecto medible de la expresion de la GFP,
la cual dependi6 del agente transfectante utilizado, su volumen y la combinacién
del volumen del agente transfectante y la masa de DNA plasmidico. La mayor
intensidad de fluorescencia (++++) se observa en el recuadro 2D; la cual
corresponde al protocolo modificado por nosotros, usando una combinacién de 0.6
uL Xfect/2.0 ug pTracer-EF-His-A. Esta combinacion de Xfect/plasmido produjo un
nivel arriba de la intensidad de fluorescencia que la observada con el mismo
agente transfectante (Xfect) y la combinacién de volumen de Xfect/masa de DNA
recomendado por el fabricante (recuadro 1D). Xfect también produjo una alta
intensidad de fluorescencia de la GFP transfectada (+++) como sigue: 1) usando
el protocolo modificado con las siguientes proporciones de volumen de Xfect/masa
de DNA plasmidico: 0.3 puL/1.0 pg (2A), 0.6 uL/1 pg (2B), y 0.3 pL/2ug (2C) y 2)
siguiendo el protocolo original y usando las siguientes combinaciones de Xfect
(uL)/masa de DNA plasmidico (ug): 0.6 pL/1.0 pg (1B) 0.3 pL/2 ug (1C) y 0.6 uL/2
Hg); o usando Turbofect 2 ul/DNA plasmidico 2 ug (4B) o Turbofect 4 uL /DNA
plasmidico 2 ug (4C). La sefial con fluorescencia mas baja observada por nosotros
(+) correspondio a Lipofectamina 3000, 0.75 uL/DNA plasmidico 1 ug.

9.3.2. Eficiencia de transfeccidn.

La figura 9 (pag. 56) muestra la eficiencia de transfeccion determinada con las
combinaciones de volumen (uL) de tres agentes transfectantes y la masa (ug) de
DNA plasmidico, especificados en la Tabla 2. Se observd un notable incremento
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en la eficiencia de transfeccidén en los ensayos realizados con el doble del volumen
de Turbofect o de Xfect y con el doble de la masa de DNA plasmidico. En el caso
de Xfect, evitamos cambiar el medio de cultivo a las 48 h posteriores al inicio de la
transfeccion con Xfect (protocolo modificado). El haber duplicado el volumen de
Xfect y la masa de DNA plasmidico y el haber implementado los cambios al
protocolo recomendado por el fabricante incrementé significativamente la
eficiencia de transfeccién, comparando ésta con la eficiencia lograda con el

protocolo original.

9.3.3. Citotoxicidad de las combinaciones de agentes transfectantes y DNA
plasmidico.

La figura 10 (pag. 56) y la tabla 3 (pag. 57) muestran los resultados cuantitativos
de citotoxicidad de todas las combinaciones probadas. Xfect fue
considerablemente toxico para las CMM-MO transfectadas, sin embargo, no hubo
diferencias significativas de mortalidad celular entre el protocolo modificado por
nosotros — arriba comentado — y el método recomendado por el fabricante. Por
lo tanto, la modificacidon que nosotros le hicimos al método para transfectar con
Xfect no representa un aumento en toxicidad. Por otro lado, lipofectamina 3000
mostré poca o nula toxicidad con la combinacion del agente transfectante y la
masa de DNA plasmidico sugerida por el fabricante, pero tuvo una ligera toxicidad
al aumentar el volumen de Lipofectamina 3000 (Condiciéon B, C y D). Turbofect
mostré una nula toxicidad en la condicién original (2A) pero cabe enfatizar que
este mostrd una creciente toxicidad (desde 103.3 hasta 9.65% de sobrevida) al
duplicar el volumen del reactivo y/o la masa del DNA plasmidico, hasta producir

una muerte celular practicamente total con la condicion 2D.
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Figura 8. Intensidad de la expresion génica en CMM-MO transfectadas usando diferentes condiciones.
Iniciamos todos los cultivos de CMM-MO con el mismo indculo del mismo cultivo de células. Cada imagen
es representativa de la apariencia de las células y de la intensidad de fluorescencia de la GFP. Se muestran
los resultados obtenidos como sigue: Con Xfect, siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante
(columna 1). Xfect, con un protocolo modificado por nosotros (columna 2). Protocolos originales con
Lipofectamina (columna 3) y Turbofect (columna 4). La linea A muestra la apariencia de las CMM-MO
transfectadas con el volumen de Xfect y la masa de DNA plasmidico recomendados por el fabricante. Las
lineas B a D muestran la apariencia de las preparaciones obtenidas con diferentes combinaciones del
agente transfectante (uL) y masa del plasmido pTracer-EF-His-A (ug) descritos en la Tabla 2. Las cruces en la
esquina superior derecha de los recuadros indican la intensidad relativa de la fluorescencia de la GFP
observada en cada preparacién. Los contornos celulares pueden apreciarse claramente sobre el fondo de
todas las imagenes. Ademas, puede observarse que la densidad celular fue diferente, dependiendo de la
condicion de transfeccion empleada.
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Figura 9. Eficiencia de transfeccién de 12 combinaciones de agentes transfectantes y DNA
plasmidico. Esta grafica corresponde a los experimentos cuyos resultados cualitativos se muestran en la
Figura 8. Las combinaciones de volumen (uL) de cada uno de los agentes transfectantes los agentes y la
masa (ug) del DNA del plasmido pTracer-EF-His-A se especifican en la Tabla 2. Xfect mostré la mayor
eficiencia de transfeccion en contraste a Lipofectamina 3000 y Turbofect, ademas, el protocolo
modificado mostré una eficiencia significativamente mayor (p<0.05) que el protocolo normal. Cada barra
representa el promedio y la D.E. de 3 ensayos por duplicado. Los andlisis se realizaron con la ayuda del

software Prism Graphpad V7.00 y SPSS V22, aplicando la prueba de U de Mann Whitney y H de Kruskal
Wallis.
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Figura 10. Citotoxicidad de las combinaciones de agentes transfectantes y DNA plasmidico. Se terminé la
viabilidad celular después de haber realizado la transfeccién con las combinaciones de agentes transfectantes y
DNA plasmidico, especificadas en la Tabla 2 e interpretadas en Unidades relativas de fluorescencia. Xfect
mostré cierto grado de toxicidad en todas las condiciones (incluido el recomendado por el fabricante).
Lipofectamina 3000 muestra ligera toxicidad al modificar las condiciones. Turbofect mostré toxicidad creciente
al modificar el protocolo. La linea puntuada corresponde a 100% de viabilidad. Cada barra representa el
promedio * DE de 3 determinaciones por triplicado y obteniendo la mediana. El software utilizado para realizar
las pruebas estadisticas fue Prism Graphpad V7.00 y SPSS V22. Las pruebas estadisticas realizadas fueron la U
de Mann Whitnev v la H de Kruskal Wallis *P<0.05.
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9.3.4. indice de desempefio de las modalidades de transfeccion.

En la Tabla 3 se muestran los tres parametros determinados con cada condicién
de los ensayos de transfeccion, los cuales se utilizaron para calcular el indice de
desempefo (ID) de cada una de las condiciones de transfeccion ensayadas en
este estudio. La Tabla 3 también incluye el cociente de la eficiencia de
transfeccion/viabilidad celular.

Tabla 3. Indice de desempefio de todas las modalidades de transfeccién evaluadas.

Intensidad Eficienciade  Viabilidad
Condicién! Reactivo transfeccion celular ET/VC® ID*

de sefial (Prom+DE)?2 (PromzDE)

Protocolo recomendado por el fabricante

1A 10 57.5+8.8 104.0+8.6 0.55 57.2
1B Lipofectamina 10 68.8+8.8 74.7+10.3 0.92 51.2
1C 20 73.8+6.3 80.8+25.7 091 53.3
1D 20 58.5+7.5 79.4+15.1 0.73 52.6
2A 20 51.3+11.3 103.3+32.2 0.49 58.2
2B Turbofect 20 55.6+7.5 68.7+£9.7 0.81 48.1
2C 20 53.8+2.5 25.7+17.2 2.9 33.2
2D 20 86.1+7.6 9.65+2.1 8.9 38.6
3A 20 50.6+10.1 60.1+15 0.84 43.6
3B Xfoct 20 67.5+£7.5 77.1+£8.6 0.88 54.9
3C 30 51.9+3.8 68.5+21.5 0.76 50.1
3D 30 70.0+3.8 68.7+15 1.00 56.2
Protocolo modificado
4A 30 62.5+3.1 72.9+10.7 0.86 55.1
4B Xfoct* 30 71.3+8.1 72.9+4.5 0.97 58.1
4C 30 73.5+7.5 75.0£12.9 0.98 59.5
4D 40 86.1+8.9. 65.2+6.4 1.31 64.1

1Condicién de ensayo se refiere al volumen (uL) de cada uno de los tres agentes
transfectantes y la masa de DNA plasmidico utilizados en este estudio. Estos datos se
encuentran en la Tabla 2.

2Prom+ DE, promedio de la eficiencia de transfeccion, expresada en porcentaje + DE
3ET/VC, eficiencia de transfeccidn/viabilidad celular.

4]D, indice de desempeio.

En la tabla 3 puede observarse que Xfect mostré el mejor ID con 64.1 en la
condicion 4D del protocolo modificado. Sin embargo, con esa condicion
observamos una toxicidad ligeramente mayor (65.2%) que con las otras
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condiciones ensayadas (A, B y C) pero esa diferencia no fue estadisticamente
significativa. En cuanto el protocolo normal, también fue muy efectivo, con un
ID=56.2 en la condicion 3D. Por lo tanto, Xfect mejoré su ID al duplicar la
concentracion de Xfect y la masa de DNA plasmidico. Turbofect tuvo el peor ID
(33.2 en condicion 2C) en gran parte debido a la alta toxicidad celular. Sin
embargo, cabe mencionar que Turbofect mostr6 una buena ID (58.2) con el
protocolo original (2A). Lipofectamina 3000 mostro resultados similares con todas
las condiciones ensayadas. Sin embargo, la condicion original (1A) mostr6 el
mejor ID (57.2). En conclusién, Xfect demostrd ser el mas efectivo en términos de
eficiencia de transfeccion e intensidad de la expresion génica, sin haber
incrementado significativamente su citotoxicidad, con respecto a la toxicidad
observada con el protocolo recomendado por el fabricante. Ademas, el protocolo
modificado, que consisti6 en no cambiar el medio de cultivo a las 4 h, resulté en
presentar una eficiencia de transfeccién significativamente mayor que el protocolo

recomendado por el fabricante.

9.3.4. Busqueda del producto proteico del transgén TRAILs

Se probaron diversas condiciones para visualizar mediante Western blot, las
proteinas de TRAILs o IFN, transfectando las CMM-MO con pTracer-EF-HIS o
pTracer-CMV2; los cuales portaban los transgenes de interés. Sin embargo,
mediante esta estrategia y pese a la optimizacidn de la transfeccién que
describimos previamente, no observamos las bandas correspondientes a TRAILs
o a IFN, pero si la banda correspondiente a TRAIL comercial (Figura 11; Pag 59).
Lo que nos indico que los plasmidos que disefiamos no fueron eficaces para dirigir
la sintesis de TRAILs o IFNB en suficiente cantidad como para visualizar sus
bandas por Western blot. Decidimos, entonces, continuar nuestro proyecto de

investigacion utilizando transduccion lentiviral.
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Figura 11. Western Blot de transfeccién. Ausencia de una banda, visible mediante Western Blot, en
CMM-MO transfectadas con pTracer-EF-TRAIL. El Western blot se realizd con el sobrenadante de CMM
transfectadas con las condiciones 6ptimas de transfeccidn, previamente identificadas (Tabla 3), utilizando
como vehiculo molecular pTracer-EF-TRAILs y proteinas precipitadas por el método de metanol-
cloroformo. La imagen corresponde a un Western blot representativo de diversos experimentos donde se
intentd optimizar el método de concentracidn de proteinas para visualizar la banda de interés. El control
positivo es claramente visible, el control negativo corresponde a sobrenadante de CMM sin transfectar
procesado idénticamente a la muestra problema.

9.4. Estandarizacion de la transduccion.

9.4.1. Determinacion de la concentracion éptima de sulfato de protamina.

En la figura 12 (Pag. 60) se presentan las imagenes de transfecciones realizadas
en CMM-MO, utilizando los lentivirus que nosotros disefiamos y caracterizamos
previamente y una serie ascendente de concentraciones de sulfato de protamina,
expresadas como pg/mL: 1, 5, 10 y 50 pg/mL y un control negativo, sin virus. El
sulfato de protamina se utiliza en procedimientos de transduccién porque
neutraliza las cargas eléctricas de las células y de los virus, facilitando la entrada
de los virus a las células; y asi, mejorando la eficiencia de transduccion. En la
figura 12A (sin virus) no se observo fluorescencia. Con 1 pg de sulfato de
protamina (12B) aparecieron manchas con fluorescencia débil y difusa, con 5 ug
de sulfato de protamina (12C) se observaron multiples contornos de las CMM-MO
transducidas. Con 10 pg/mL (12D), la fluorescencia se intensifico
considerablemente, pero se observaron multiples células lisadas. 50 pg/mL
disminuyé dramaticamente la densidad celular y la intensidad de la fluorescencia.
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Figura 12. Andlisis cualitativo de eficiencia de transduccién con sulfato de protamina. Para estos
ensayos se utilizaron vectores lentivirales que contenian las secuencias exactas de los transgenes
codificantes para TRAIL completo, TRAIL soluble, Interferdn B y la proteina verde fluorescente (GFP), cuya
sefial se registré en las fotografias de esta figura. El recuadro A corresponde a un control negativo, sin
virus. En los recuadros B a E se realizaron los procedimientos de transfeccion con los lentivirus —
previamente disefiados por nosotros — vy las siguientes concentraciones de sulfato de protamina: 1 ug/mL
(recuadro B), 5 pg/mL (recuadro C), 10 pg/mL (recuadro D) y 50 ug/mL (recuadro E).

Concluimos que una MOI de 2 y 5 ug/mL de sulfato de protamina eran las
condiciones éptimas para realizar la transduccion de las CMM-MO; lo cual nos
permitié expandir las CMM-MO transducidas con los transgenes de interés, en
cantidades suficientes para realizar el experimento que puso a prueba nuestra

hipétesis.
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9.4.2. Identificacién de las proteinas TRAILs, TRAILc e IFNB producidas por CMM-
MO transducidas.

La figura 13 muestra las bandas obtenidas mediante Western blot de las proteinas
TRAILs, TRAILc e IFNB producidas —por separado— por cultivos de CMM-MO
transducidas con los transgenes correspondientes. En el primer carril,
correspondiente a IFNB se observan dos bandas, una con un peso molecular igual
al del IFNB comercial, utilizado como estandar y una banda con un peso molecular
ligeramente mayor. En el siguiente carril corresponde a TRAILs, en el cual se
observé una sola banda, con un peso molecular similar al del TRAIL comercial. En
el tercer carril se observan varias bandas en la muestra experimental, una de ellas
coincide con el peso molecular del estandar. Bandas adicionales se atribuyen a
modificaciones postraduccionales.

TRAILc Ctrl +
.
—
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Figura 13. Identificaciéon de las proteinas TRAIL soluble (s) TRAIL completo (c) e interferén 3
(IFN). Este andlisis se realizo mediante Western blot de sobrenadante de cultivo de CMM transducidas
con lentivirus que portaban los transgenes de interés (por separado) —previamente disefiados y
caracterizados — y 5 pg/mL de sulfato de protamina — concentracién previamente identificada como
Optima para la transduccién de las CMM-MO de 40 veces con ultrafiltros para centrifuga de 10 KDa
(Amicon, Merck). Las bandas se revelaron mediante quimioluminiscencia por luminol (Bio-rad). Como
control negativo, se usd6 medio concentrado de CMM sin transducir y como control positivo se
emplearon las proteinas recombinantes comerciales de TRAIL (Peprotech) e IFNB (Merck) murinos
cargando 200 ng y 4 KU respectivamente.
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En conclusion, las CMM-MO transducidas produjeron todas las proteinas
esperadas con una eficiencia satisfactoria. Con estos resultados validamos a las
CMM-MO genéticamente modificadas con lentivirus eran aptas para ser

empleadas en los ensayos in vivo.

9.5. Estandarizacion de la induccién de linfomas

La linea tumoral de linfoma murino L5178Y se empled por su capacidad para
producir tumores en ratones inmunocompetentes. La figura 14 (pag. 63) muestra
los resultados que obtuvimos con una serie ascendente del nimero de células de

linfoma inoculados.

El in6culo de 1x10° células de linfoma desarrollaron el tumor muy rapidamente y
pesd 3.65 g, matando a los ratones a los 12 dias post inoculacion. Considerando
el tiempo de sobrevivencia, existia el riesgo de que los tumores fueran demasiado
agresivos y no permitieran que las células transducidas con los factores
antitumorales ejercieran sus efectos terapéuticos. En contraste, el in6culo con
5x10° células L5178Y produjo tumores de crecimiento mas lento que el inéculo
con 1x10° células y produjo tumores con un peso adecuado para nuestros
propositos (2.73 ), adicionalmente, estos tumores no se reabsorbieron. Los
ratones murieron a los 17 dpi, con un lapso de 9-10 d antes de que se hiciera
visible una tumoracién, de 1-2 mm?®.

En conclusién, el inéculo con 5 x10° células L5178Y fue el mas apropiado para
continuar con nuestro estudio: con estas condiciones, los ratones no reabsorbieron

el tumor y sobrevivieron al menos 15 d.

9.5.1. Andlisis del efecto terapéutico de CMM-MO transducidas con TRAILc,
TRAILs o IFN sobre linfomas murinos

El periodo de estudio para analizar la sobrevida y la capacidad de reducir tumores
en ratones BALB/c de CMM-MO transducidas con transgenes con actividad
antitumoral consté de 42 dias y consisti6 en cuatro fases: induccion de los
linfomas, tratamiento de los ratones con combinaciones de CMM-MO transducidas
con TRAILs, TRAILc, IFNB o sin transducir (naive), determinacién de la sobrevida
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de los ratones que revivieron los diferentes tratamientos y analisis histolégico de
los tumores o tejidos donde estuvieron los tumores antes de haber sido eliminados
por las CMM-MO transducidas.

Inéculo (células tumor Peso (g)
L5178y)

1X105 0.28
5X105 2.73
1x10° 3.65

Figura 14. Estandarizacion del indéculo de células de linfoma L5178Y. Inoculamos en el gastrocnemio
derecho, a un grupo de nueve ratones machos de 6 semanas de edad y los observamos hasta que ocurrié su
muerte. Los nimeros a la izquierda de la figura indican el numero de células tumorales inoculadas. Las
imagenes en el centro de la figura son fotografias de los tumores disectados de la pierna derecha de los
ratones, una vez que éstos se sacrificaron o murieron. La regla, al pie de cada fotografia sefiala las
dimensiones de cada tumor, en mm. Los numeros a la derecha de las fotografias corresponden al peso
(expresado en g), que alcanzaron los tumores a los 13 dias pi. Los tumores inoculados con 1x10° células fue
pequefio y poco agresivo. Los tumores inducidos con 1x10° células crecieron muy rapido y los ratones
murieron a los 13 d postindculo. Los tumores inducidos con 5x10° células crecieron mas lentamente y
mataron a los ratones a los 17 dias postinéculo.

9.5.1.1. Induccién de los linfomas
La figura 15 muestra la forma en que se manejaron y pesaron los ratones y cémo
se le dio seguimiento al desarrollo de los tumores —midiendo los tumores con un

vernier—, hasta que alcanzaron el tamafno adecuado para implantar las CMM-MO
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transducidas con los genes de interés. En el dia 7 postinéculo (Pl) se aprecié un
ligero aumento en el tamafo del tumor. En el dia 9 pi, la totalidad de los ratones
implantados mostré una pequefia tumoracion en la pierna inoculada. En la figura
16 se muestran los resultados cuantitativos de este procedimiento.

Figura 15. Medida y peso de ratones. El grupo completo de ratones (n=72) se inoculd en el gastrocnemio
derecho con 1x10° células suspendidas en 100 pL de solucidn salina fisioldgica estéril. Los ratones se
observaron diariamente y se midid el sitio del indculo con un vernier 3 veces por semana y todos los
ratones se pesaron en una balanza semianalitica. Al noveno dia postindculo todos los ratones mostraron
un pequeio tumor en el sitio de la inoculacién.

Consideramos que los linfomas se habian establecido cuando el incremento del
volumen de la pierna (derecha) donde se realiz6 el in6culo era 1 desviacion
estandar superior al promedio del volumen de la pierna derecha del grupo no
inoculado.

9.5.1.2. Implantacion de las CMM-MO transducidas y evolucion de los ratones
tratados

Una vez que se confirmo el desarrollo de los tumores, en el dia 9 se implantaron
las CMM-MO transducidas, los ratones se dividieron en 9 grupos de 8 ratones
(hembras de 12-13 semanas) cada uno y se inocularon con las combinaciones de
CMM-MO transducidas (por separado) con TRAILs, TRAILc, IFNB o naive, de

acuerdo con los grupos especificados en la seccidén 8.11 (pag. 45).
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Figura 16. Andlisis cuantitativo de la implantacién de los linfomas. Al dia 9 postinéculo se calculd el
volumen de la pierna derecha de los 72 ratones inoculados con las células de linfoma y el de un grupo
control de ocho ratones, que no se inocularon. Todos los ratones desarrollaron una tumoracion,
comparados con los controles y la gran mayoria mostraba un tumor con un volumen superior a los ratones
no inoculados.

Durante la implantacion de las CMM-MO observamos que algunos ratones
sangraron moderadamente, principalmente en aquellos con tumores mas grandes,
lo que sugiere una alta vascularizacion tumoral. Sin embargo, la mayoria de los
ratones no mostraron signos de dolor intenso o incapacidad Pl. En el dia 26 PI se
detectd los primeros ratones muertos. Tras este suceso, analizamos la Ultima
medicién del volumen de las piernas con los tumores en todos los grupos. Lo

anterior con la intencién de determinar las diferencias del volumen entre los
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ratones tratados y no tratados. La figura 17 muestra las diferencias de volumen de
los tumores entre los ratones no implantados con CMM-MO transducidas o

implantados con estas células, en diferentes combinaciones.
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2.51 A »

TRAIL:

IFME

TRAIL=

IFME + TRAI Lz

IFME + TRAILs

M52 Maiwe + [FNE + TRAIL:
MSC Maive

“iehiculo (Sol. Saling)
Control stratamiento

0 5 10 15 0 5 »
Dias postinoculacian

Fheb ey

E I

L) -y
s u

A

Volumen del tumar (cm’)

L&)

o 5 10 15 20 2 n
Diaz postinoculacion

Figura 17. Diferencias entre el volumen de los tumores entre los grupos experimentales completos. Los
ratones se implantaron con un total de 1x10° CMM-MO transducidas con TRAILc, TRAILs, IFNB o las
combinaciones indicadas en esta figura directamente en el tumor. La grafica (A) muestra que a partir del
dia 5 el volumen de los tumores empezd a diferenciarse entre los diferentes tratamientos (definiéndose
mas claramente el dia 9). En el dia 23 el volumen de los tumores de los ratones no tratados era
significativamente mayor que los grupos implantados. La grafica (B) muestra mas claramente que en el dia
23 postratamiento, el volumen de los tumores en el grupo no tratado fue significativamente mayor que el
de los grupos tratados con CMM-MO portando TRAILs e IFNB (solos y combinado).

La Figura 17A muestra que el volumen de los tumores se diferencio entre grupos a
partir del dia 9 Pl. En el dia 23 dichas diferencias eran evidentes, entre grupos y
con respecto al grupo de ratones no tratados. La primera muerte ocurrié en el
grupo sin tratamiento a los 26 d PI (Siendo el dia 23 la ultima medicion con todos
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los individuos vivos de este grupo). En ese momento, el volumen promedio del
grupo sin tratamiento mostré el mayor volumen de los tumores (promedio 2.5 cm®)
seguido por el grupo que recibi6 un implante combinado de CMM-MO
transducidas con TRAILc y CMM-MO transducidas con IFNB (Fig 17A). El
promedio del volumen de los tumores fue de 2.3 cm®. Por otro lado, el grupo con
tratamiento combinado de TRAILs e IFN al mismo tiempo (23 dias PI) presenté el
menor volumen de los tumores (1.0 cm®) con un promedio de los tumores de 1.6
cm?® al dia del primer deceso, el cual, en este grupo ocurrié el primer deceso en el
dia 28 PI.

En la figura 17B se analizan los mejores resultados que obtuvimos enfatizando los
datos de los tratamientos independientes de TRAILs e IFNB. Al dia 23
postratamiento el promedio del volumen de los tumores en los ratones
implantados con CMM-MO transducidas con TRAILs fue de 1.3 cm® (comparado a
2.5 cm® del grupo sin tratamiento al mismo dia Pl). En los ratones implantados
Unicamente con CMM-MO-IFNB el volumen de los tumores fue de 1.5 cm® al dia
23 (sin decesos) y al dia 25 (primer deceso) midiendo 1.8 cm®y en los ratones
implantados con una combinacién de CMM-MO-TRAILs (5x10° células) y CMM-
MO-IFNB (5%10° células) el volumen de los tumores fue 1.25 cm?® al dia 23 (sin
decesos) y 1.6 al dia 25 (primer deceso). El primer deceso en el grupo que recibid
un implante combinado de CMM-MO-TRAILs y CMM-MO-IFNB sucedio el dia 28
adicionalmente al menor volumen de tumores. Por lo tanto, los resultados sugieren

un efecto aditivo al combinar los tratamientos de TRAILs e IFNB.

Desde el dia 26 hasta el dia 41 Pl se dio seguimiento diario a los ratones,
registrando los decesos y obteniendo biopsias de los tumores. Los ratones que
mostraron los signos mencionados en la secciéon 8.11 (Pag. 45), denotando
intenso sufrimiento y dolor, fueron sometidos a eutanasia. La figura 18 muestra,
como ejemplo, dos ratones con sintomas de enfermedad terminal, que se
sometieron a eutanasia para evitarles un mayor sufrimiento: pelo erizado, ojos

tiesos, orejas bajas y un volumen enorme del linfoma. Se consideré el dia de la
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eutanasia para para calcular el tiempo de sobrevida, correspondiente a cada

tratamiento.

Figura 18. Sintomas considerados para practicar eutanasia. En la fotografia (A) se muestra un ratén
que tenia el pelo erizado, mostraba muy poca movilidad, de lo que se podia inferir que estos animales
estaban experimentando un intenso dolor. Considerando los lineamientos reportados por Langford et al.,
estos animales se sometieron a eutanasia por dislocacion cervical. La fotografia del recuadro (B) muestra
un ratén con un enorme tumor, inmediatamente antes de haber sido sometido a eutanasia.

Ademas de la inspeccion de los ratones, se mantuvo un registro minucioso de su
peso, para detectar oportunamente una posible caquexia (pérdida de peso por
inflamacién crénica) o incapacidad fisica para comer. Sin embargo, ningun raton
mostrd dicha incapacidad y por lo tanto no se observé decremento en el peso. La
figura 19 muestra las graficas de los promedios de peso, registrados durante todo
el experimento o hasta que murieron los ratones. Puede observarse que hasta el
dia 18 Pl todos los grupos mantuvieron un peso homogéneo a partir de entonces,
todos los ratones mostraron un claro incremento de peso, debido al crecimiento de

los tumores.
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Figura 19. Peso de los ratones por grupo experimental. La grafica (A) muestra que los ratones no sélo
no perdieron peso a lo largo del estudio o hasta que fallecieron, sino que la mayoria de los grupos
aumentaron de peso después del dia 22, acorde al aumento de la masa tumoral. La fotografia del
recuadro (B) muestra, como ejemplo, a un ratén alimentandose. Esto ocurrié en todos los grupos, a lo
largo del experimento, aun cuando los ratones ya habian desarrollado masas tumorales grandes.

Concluimos que todos los tratamientos mostraron un menor volumen de los
tumores con relacion a los grupos no implantados. El grupo de tratamiento
combinado de TRAILc e IFNB mostré una eficacia terapéutica pobre, siendo sus
resultados similares al grupo sin tratamiento. Por otro lado, el grupo con TRAILs e
IFNB combinados present6 la mayor reduccién tumoral, el cual, comparado con los
tratamientos independientes de TRAILs o IFNB, presenté un efecto aditivo.

Finalmente, ningun ratdén tuvo que ser sometido a eutanasia por pérdida de peso,
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este criterio es importante para identificar y discernir posible deceso por causas

ajenas al tumor, en ese caso, por falta de alimento.

9.6. Identificaciéon de los ratones que sobrevivieron con aparente eliminacion de
tumor.

El dia 41 PI muri6é el dltimo ratén sin tratamiento, por lo tanto, el dia 42 se
establecié como ultimo dia a evaluar los dias de sobrevivencia Pl de todos los
grupos incluidos en el estudio. Por lo tanto, en el dia 42 Pl se sacrificaron todos
los ratones sobrevivientes, se inspecciond y se palpé la pierna inoculada para
detectar la presencia de tumores y se tomd una biopsia del sitio donde se
inocularon las células de linfoma L5178Y. Ninguno de los ratones que
sobrevivieron presenté un tumor detectable a la vista o al tacto.

9.7. Analisis de sobrevivencia de los grupos tratados

El analisis de sobrevivencia de los grupos tratados se llevo a cabo en el dia 41,
cuando murié el ultimo ratdén no tratado. El analisis consistié en la determinacion
del porcentaje de ratones sobrevivientes, llevando registro durante todo el
experimento de los decesos y los ratones sobrevivientes. La figura 20 (pag. 71) es
una grafica de Kaplan-Meier. La sobrevivencia de todos los grupos implantados
con CMM-MO transducidas fue mayor que las de los ratones no tratados. A los 41
dias PI, el unico grupo en el que se observd 100% de mortalidad fue el no
implantado. El grupo que recibié el tratamiento combinado con TRAILs y IFNB
present6 la mayor sobrevivencia (62.5%). Es decir, dicho tratamiento fue el mas
eficaz. Ademas, el tratamiento combinado con TRAILs y IFNB comparado con los
tratamientos independientes de TRAILs o IFNB resultaron en 50% y 25% de

sobrevivencia respectivamente.
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Figura 20. Andlisis de sobrevivencia de los grupos experimentales. En la grafica de Kaplan-Meier (A) se
muestra el porcentaje de sobrevivencia de los 9 grupos incluidos en el presente estudio. Los ratones de
todos los grupos sobrevivieron hasta el dia 28. Todos los ratones del grupo sin tratamiento murieron al dia
41 postinoculacién. Todos los tratamientos tuvieron efectos antitumorales y algunos los grupos tuvieron
resultados finales idénticos. En la grafica (B) se observa que el grupo con mayor sobrevivencia fue el
tratado con la combinacion de CMM-MO-IFNB y CMM-MO-TRAILs (62.5%). Los grupos que recibieron
tratamientos independientes, con CMM-MO-TRAILs o con CMM-MO-IFNB tuvieron menor sobrevivencia:
con TRAILs (50%) y con IFNPB (25%) representando entonces, un efecto aditivo.

Estos resultados y el menor volumen de los tumores (Fig. 17; pag. 66) observados
en los ratones que recibieron el tratamiento combinado de TRAILs e IFNB
muestran un efecto antitumoral aditivo. Todos los tratamientos y el porcentaje de
sobrevivencia se enlistan en la Tabla 4. La menor sobrevivencia (25%) se observo
en el grupo inoculado unicamente con el vehiculo (solucion salina fisiolégica), y
CMM-MO-IFNB. El tratamiento de CMM-MO-TRAILc y el combinado con CMM-
MO-TRAILc y con CMM-MO-IFNB permiti6 37.5% de sobrevivencia. El grupo
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implantado con CMM naive presentd 50% de sobrevivencia a la igual que la
combinacién de CMM-MO naive, CMM-MO-TRAILc y CMM-MO-IFNB.

Tabla 4. Porcentaje de sobrevivencia de los ratones perteneciente a los nueve
grupos de tratamiento con CMM-MO transducidas

Grupo' Tratamiento® % de sobrevida®
A TRAILs 50
B IFNB + TRAILc 37.5
c IFNB 25
D TRAILc 37.5
E IFNB +TRAILs 62.5
F CMM Naive + IFNB + 50

TRAILc
G CMM naive 50
H Vehiculo (Sol. salina 25
fisiologica)
I Control sin tratamiento 0

'Nomenclatura dada a cada grupo por nosotros.

’El tratamiento consistié en inocular intratumoralmente 1x10° CMM-MO transducidas con uno de los
transgenes indicados en la columna. En todos los casos las células estaban suspendidas en 100 pL de
solucion salina fisiolégica estéril. Los grupos que recibieron mas de un transgen se inocularon con un
numero proporcional de CMM-MO. Es decir, cuando el tratamiento consisti6 en dos transgenes, se
inocularon 5x10° CMM-MO transducidas con un transgen y 5x10° CMM-MO transducidas con el otro
transgen.

*El célculo del porcentaje de sobrevida se realizé a los 42 dias postindculo, 1 dia después que todos los
ratones que no recibieron tratamiento habian muerto.

La tabla 5 (pag. 73) muestra los resultados del analisis estadistico que se realiz6
para conocer la significancia de las diferencias entre cada tratamiento y el grupo
de ratones no tratados. El tratamiento con TRAILs, CMM Naive/IFNB/TRAILc y
CMM naive permitié una sobrevivencia significativamente mayor que el grupo no
tratado y el tratamiento combinado con IFNB/TRAILs resultdé altamente
significativo. El resto de los tratamientos (IFNB/TRAILc, IFNB, TRAILc y sélo el

vehiculo) no influyeron significativamente en la sobrevida de los ratones.
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Tabla 5. Significancia estadistica de las diferencias de sobrevida
entre los grupos tratados y el grupo sin tratamiento

Tratamiento® Signiﬁcancia2
TRAILs 0.017 (*)
IFNB + TRAILc 0.068
IFNB 0.170
TRAILc 0.072
IFNB +TRAILs 0.008 (**)
CMM Naive + IFNB + TRAILc 0.042 (*)
CMM naive 0.038 (*)
Vehiculo (sol. Salina) 0.309

'El tratamiento consisti6 en inocular intratumoralmente 1x10° CMM-MO
transducidas con uno de los transgenes indicados en la columna. En todos los
casos las células estaban suspendidas en 100 pL de solucién salina fisioldgica
estéril. Los indculos se hicieron intratumoralmente, distribuyendo el total del
volumen en varios sitios de los tumores. Los grupos que recibieron mas de un
transgen se inocularon con un numero proporcional de CMM-MO. Es decir,
cuando el tratamiento consistid en dos transgenes, se inocularon 5x10° CMM-
MO transducidas con un transgen y 5x10° CMM-MO transducidas con el otro
transgen.

’La significancia estadistica de las diferencias entre el porcentaje de
sobrevivencia de los ratones tratados con los transgenes de interés o sus
combinaciones con respecto a los ratones no tratados se realizé con la prueba de
Log-Rank de Mantel-Cox y la ayuda del Software SPSS V22.

9.8. Histopatologia
Para concluir, se analizaron biopsias de los grupos tratados y del grupo sin
tratamiento con la finalidad de identificar microscdpicamente la presencia o

ausencia de los tumores.

Las biopsias de obtuvieron inmediatamente después del sacrificio y se incluyeron
en O.T.C. (un medio de montaje para criopreservacién); las biopsias se cortaron
con criostato (Roundfin) y se tineron con HYE (hematoxilina y eosina) (Fig. 21).
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Figura 21. HYE de tejido inoculado. A-B) Biopsia de grupo tratado con TRAILs + IFNf. Se muestra
tejido muscular integro, sin masa muscular visible. Presencia de infiltrado de células linfoides y
polimorfonucleares. C-D) Biopsia de grupo sin tratamiento. El tejido se compone de células linfoides
aglomeradas, con poca o nula presencia de tejido muscular.

Todos los ratones sobrevivientes no mostraban tumoracion a la vista, al tacto, a la
diseccion y solamente un ligero infiltrado de células linfoides y polimorfonucleares
en el analisis microscépico (Fig. 21A-B) sugiriendo respuesta inmune activa. Por
otro lado, el tejido tumoral del grupo sin tratamiento (Fig. 21C-D) muestra tejido el
cual desplaz6 totalmente el tejido muscular y consistiendo casi completamente de
células linfoides con tonalidades intensamente basdfilas.

En conclusién, el tratamiento de CMM transducidas fue efectivo en el modelo de
linfoma L5178Y. Todos los ratones del estudio desarrollaron tumor y ninguno fue
necesario sacrificar por causas ajenas al tumor. Los tratamientos independientes y

combinados mostraron efectos antitumorales alentadores, enfatizando el grupo de
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combinacién de TRAILs e IFNB, el cual mostr6 62.5% de sobrevivencia y
comparado a los tratamientos independientes de TRAILs e IFNB separados, con
50 y 25% de sobrevivencia respectivamente, nos demuestra un efecto aditivo al

suministrarse en combinacion.

Los ratones sobrevivientes no mostraron signos visibles del tumor y el andlisis
histopatolégico demuestra un ligero infiltrado de células linfoides vy
polimorfonucleares, sin embargo, no es apreciable tejido tumoral. El tejido del
grupo sin tratamiento se vio inmerso en células linfoides, presuntamente células
de linfoma, el cual desplazé el tejido muscular en su totalidad, existiendo un
contraste evidente entre las micrografias de ambas biopsias.
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10. DISCUSION

En este estudio demostramos que las CMM-MO vy las proteinas TRAIL e IFNp son
en conjunto una poderosa herramienta terapéutica para atacar linfomas. Para ello
utilizamos un modelo experimental, cuyos elementos los hacen mas parecido a lo
que ocurre en los seres humanos con cancer, por haber sido completamente

singénico, el primero en el mundo que se implementa de esta manera.

Dichos elementos fueron los siguientes: 1) Utilizamos ratones (BALB/c) los cuales
son inmunocompetentes, a diferencia de muchos otros estudios donde se utilizan
animales inmunosuprimidos [49, 52, 101], 2) Utilizamos células de linfoma murino
para inducir los tumores. Obtuvimos CMM-MO de ratones BALB/c, producidos en
el mismo laboratorio que los ratones experimentales. 3) las CMM-MO fueron
transducidas con transgenes murinos y empleamos anticuerpos monoclonales
contra proteinas murinas para realizar las caracterizaciones de las CMM-MO vy
para identificar los productos proteicos de las CMM-MO transducidas con TRAILSs,
TRAILc o IFNB. Los hallazgos que reportamos en este estudio se fundamentan en

los siguientes hechos:

Obtuvimos y expandimos CMM-MO, cuya extirpe fue confirmada por los
siguientes criterios: 1) Estas células fueron CD90+ y CD105+ — marcadores de
superficie que son caracteristicos de las CMM, 2) Fueron capaces de diferenciarse
a condrocitos o a osteoblastos, lo cual demuestra su condicién de multipotencia
[102]. Estos lineamientos son parte de los criterios internacionales para identificar
las CMM [102, 103]. La obtencion, expansion y caracterizacion de las CMM-MO
nos permitio trabajar extensamente con ellas a lo largo de este proyecto.

Fue posible modificar las CMM genéticamente con plasmidos y con lentivirus
portadores de transgenes [35] asi como detectar sus productos (TRAILs, TRAILc e
IFNB) mediante Western blot, ademas, Mostraron una eficiente quimiotaxis,

atraidas por el medio condicionado de células L5178Y. A juzgar por nuestros

76



Evaluacion de la Actividad Antitumoral de Células Madre Mesenquimales que Sobreexpresan
TRAIL e IFNB en un Modelo Murino de Linfoma

resultados de los experimentos antilinfoma in vivo, estas células fueron capaces

de colonizar los linfomas [104].

La obtencion de CMM-MO, capaces de expresar transgenes eficientemente fue
crucial para el éxito de nuestro proyecto. Asi que, como parte de nuestro proyecto,
se analizaron las ventajas y limitaciones de los dos métodos de modificacién

genética mas comunes: la transfeccidén con plasmidos y la transduccién viral.

La transfeccién es técnicamente mas sencilla que la transduccion. Sin embargo,
las CMM por lo general son complicadas de transfectar [105]. Previamente nuestro
grupo logré que CMM-MO transfectadas con IFNB y TRAIL mostraran quimiotaxis
y fueran citotéxicas. Sin embargo, la intensidad de la expresién génica en estas
células no fue suficiente para visualizar mediante Western blot, los productos
proteicos de interés. Por ese motivo, en la primera fase de nuestro proyecto
realizamos una serie de ajustes al método de transfeccién para incrementar la
intensidad de la expresion génica, utilizando vectores de expresion con un
promotor mas fuertes (EF1-a) que el que se utilizé originalmente (de CMV). Con
este proposito, se compard la eficiencia de transfeccion, la citotoxicidad y la
intensidad de la expresidbn génica de tres agentes transfectantes (Xfect
transfection reagent, Lipofectamine 3000 y Turbofect), combinando diferentes
volumenes de estos agentes y cantidades de DNA de los plasmidos que nosotros
disefiamos. Ademas, modificamos el método de transfeccidon recomendado por el
fabricante de Xfect. Asi se logro identificar al agente transfectante y las
condiciones de ensayo que maximizaron los tres pardmetros arriba mencionados.

Conjuntamos esos tres parametros en un indice de desempenio (ID).

Con todos estos ajustes y utilizando Xfect, se obtuvo una eficiencia de
transfeccion superior al 70% y un ID superior a esos parametros en todas las
combinaciones ensayadas [22]. Este resultado contrasta con lo reportado por
Gheisari et al, quien reportd transfeccion de CMM con otros agentes
transfectantes comerciales siendo 19.6% la eficiencia de transfeccion mas alta
(con lipofectamina 2000). Sin embargo, con todos estos ajustes no logramos
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visualizar los productos proteicos de los transgenes de interés. Por este motivo
decidimos continuar el desarrollo de nuestro proyecto utilizando lentivirus, para
transducir a las CMM-MO. Sin embargo, la transfeccién sigue siendo una

herramienta util para ensayos in-vitro.

La transduccién (como técnica) es sencilla, sin embargo, la produccion de los virus
requiere de un mayor entrenamiento técnico y es mas laborioso, puesto que hay
mas elementos a considerar que los que se requieren para construir un vector
plasmidico. Estos vectores fueron disefiados por nosotros y solicitamos a una
casa comercial (Cyagen) la produccion, el empaquetamiento y titulo de los
vectores lentivirales. Para utilizar esos lentivirus en el desarrollo de nuestro
proyecto, primero se estandariz6 el método de transduccién.

Encontramos que las mejores condiciones fueron infectar a las CMM-MO con una
multiplicidad de infeccion (MOI) de dos particulas virales por célula [62] y 5 pug/mL
de sulfato de protamina como agente neutralizante. Con estas condiciones se
obtuvo 100% de eficiencia de transduccion. Dichas condiciones permitieron
visualizar todas las proteinas de interés mediante Western blot. Por lo tanto, se
opto por continuar el proyecto transduciendo a las CMM-MO con lentivirus.

Otro elemento indispensable de nuestro modelo fue la linea de linfoma murino
L5178Y, la cual tiene la cualidad de inducir tumores sélidos en ratones
inmunocompetentes [78, 79]. En este trabajo estandarizamos el indculo en ratones
BALB/c de 6 semanas de edad y determinamos que un inéculo de 5x10° células,
inoculadas en el gastrocnemio, eran capaces de inducir un tumor sélido que no se
reabsorbia y que permitia la sobrevida de los ratones por un tiempo suficiente para
evaluar los efectos terapéuticos de las CMM-MO transducidas. En el ensayo in
vivo, con nuestros tratamientos, los ratones sobrevivieron hasta el dia 41.
Mediante las condiciones arriba referidas se logré implantar los linfomas en todos

los ratones que utilizamos en el experimento in vivo.
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Para tratar a los ratones, implantamos las CMM-MO transducidas directamente en
los tumores. Este procedimiento contrasta con muchos estudios, en los que los
investigadores optaron por utilizar la via parenteral para realizar los implantes [37,
42, 106, 107]. Para evaluar el homing de las CMM. Sin embargo, al implantar las
CMM-MO transducidas directamente en los tumores, evitamos muchas de las
variables no controlables que suceden dentro de un organismo vivo. Por ejemplo,

la posibilidad de que no todas las células llegaran a los tumores.

De los grupos de experimentacion, el grupo sin tratamiento resulté en 100% de
mortalidad, pero siendo un modelo de cancer en ratones inmunocompetentes no
habria sido sorprendente que 1 o 2 ratones sobrevivieran en dicho grupo; lo cual
ocurrié en el grupo que recibié Unicamente solucién salina fisiolégica. El in6culo
consté de 100 pL intramuscularmente; aunque no se consideré la necesidad de
anestesia, si resulta muy doloroso para los ratones al momento de la inoculacion
por desgarre muscular, ruptura de vasos sanguineos, etc. Estas alteraciones
pudieron actuar como adyuvante causando inflamacién, infiltrado de células vy
cicatrizacion que, a su vez, pudo traducirse como el 25% de sobrevivencia que

observamos.

El tratamiento mas efectivo se observo con el implante de CMM-MO-IFNB y CMM-
MO-TRAILs (62.5% de sobrevivencia y significativamente diferente a la
sobrevivencia del grupo de ratones no tratados). Aunque éste es un buen
resultado, no es del todo el esperado, puesto la terapia con TRAILc (no TRAILSs)
Yuan et al reporté una mayor eficacia terapéutica como tratamiento independiente
[62]. Este resultado podria atribuirse a la naturaleza de la proteina y la via de
administraciéon que utilizamos en este trabajo. TRAILc es una proteina mas grande
que esta mayormente anclada en la membrana celular (contrario a TRAILs que se
encuentra en espacio extracelular) y esta presente en la cara externa de la
membrana plasmatica. Esta propiedad requiere de contacto célula-célula para
ejercer la accidén apoptética; hay reportes que indican que el contacto célula-célula

es muy factible al administrarse via parenteral, lo que permitiria una dispersion
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uniforme en toda la masa tumoral, sin embargo, en nuestro trabajo inoculamos
directamente al tumor, delimitando su funcién antitumoral a una seccion local y
relativamente pequena. TRAILs e IFNB son secretables y pueden ejercer funcion

paracrina.

El TRAIL como terapia en CMM fue abordado inicialmente por Loebinger et al
[108] y evaluado en diversos modelos de cancer (pulmén, mama y células
escamosas) y Studeny et al [42] abordd IFNB en un modelo de melanoma. Ambos
reportes son pioneros con buenos resultados, sin embargo, este estudio es el
primero en combinar ambas proteinas en un solo tratamiento con resultados
alentadores. Quan Chen et al identificé una interaccién entre TRAIL e IFNB desde
el 2001, sin embargo este trabajo se limitd a ensayos in vitro en un modelo de
melanoma [109].

Hasta el dia 38 del estudio in vivo se midieron y pesaron los ratones. El peso de
los ratones en un ensayo de induccién de tumor puede resultar en un decremento
importante en pocos dias, este decremento debe seguirse y evitar que sobrepase
20% del peso del raton debido a que, por razones éticas, el ratdn se debe someter
a eutanasia. El decremento del peso puede ser debido a un estado de caquexia
por sobreproduccion de TNFa que es tipico en cuadros inflamatorios cronicos, o
bien, los tumores causan mucho malestar y dolor en los ratones, en ocasiones, por
el tamano del tumor, estan fisicamente impedidos de alcanzar su alimento o agua.
Es importante puntuar que ningun ratén perdi6é peso a lo largo del estudio, por lo

tanto, no fue necesario excluir a ningun ratén de nuestro estudio.

Los ratones que presentaran signos intensos de malestar y dolor los cuales se
enlistan como pelo erizado, ojos tiesos, orejas bajas, inactividad y baja reaccién de
estimulos, deben ser sometidos a eutanasia, segun los criterios de Langford [100].
Aquellos ratones que presentaron todos estos sintomas se sacrificaron, para
evitarle mayores sufrimientos. Cabe enfatizar que estos criterios se aplicaron
estrictamente, puesto que el estudio dependia precisamente de analizar la

sobrevivencia.
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Todos los ratones que sobrevivieron hasta el dia 41 (dia de su sacrificio) redujeron
el tamano de sus tumores hasta ser éstos imperceptibles. Los cortes tenidos con
hematoxilina y eosina mostraron en las biopsias de tumores, casi Unicamente
células no musculares, sin estructura. En los ratones sobrevivientes, en cambio se
observaron claramente fibras musculares bien organizadas con nucleos bien
definidos y algunas células linfoides y células polimorfonucleares, lo cual indica la
presencia de un proceso inflamatorio moderado. Sin embargo, no se puede
descartar la presencia de algunas células linfoides en el tejido muscular, porque
no se distinguen entre las células sanas y las tumorales. Entonces, existe la
posibilidad de que el linfoma se reactive, aunque seria muy conveniente analizar la
presencia de células de linfoma con técnicas especificas de inmunocitoquimica.
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11. CONCLUSIONES

1.

Se confirmé el linaje de las CMM que extrajimos de médula ésea mediante
la identificacion de marcadores de superficie y su capacidad de
diferenciacion.

Las CMM mostraron un tropismo positivo (quimiotaxis) hacia medio
condicionado, 11% superior que el control positivo (medio con 30% de SFB)
y es dependiente de la concentraciéon (30% menos migracion al diluir 1:2 el
medio condicionado).

Los vectores plasmidicos de expresién se construyeron correctamente y
esto se confirmé mediante el analisis del patrén de bandas en electroforesis
de agarosa.

Las CMM se transfectaron con dichos vectores obteniendo hasta 86.1% de
eficiencia de transfeccién con el método modificado en nuestro laboratorio
empleando Xfect transfection reagent (Clontech) sin un aumento
significativo en la toxicidad.

Los vectores plasmidicos resultaron insatisfactorios para identificar las
proteinas de interés mediante Western Blot.

Los vectores lentivirales lograron 100% de eficiencia de transduccion con
una MOI de 2 con 5 pg/mL de sulfato de protamina.

Los transgenes transducidos fueron TRAIL soluble, TRAIL completo e IFNB;
todos fueron identificables mediante Western Blot.

El in6culo para inducir un tumor estable con la linea tumoral de linfoma
murino L5178Y fue de 5x10° células inoculadas intramuscularmente.

El 100% de los ratones en el estudio desarrollaron un tumor con dichas

condiciones.

10. Ningun ratén fue sacrificado por motivo de pérdida de peso, pero se

sometieron a eutanasia si se detectaban con intenso sufrimiento.

11. El 100% de los ratones inoculados con células L5178Y y que no fueron

tratados murieron a los 41 dias postinoculacion

82



Evaluacion de la Actividad Antitumoral de Células Madre Mesenquimales que Sobreexpresan
TRAIL e IFNB en un Modelo Murino de Linfoma

12. El tratamiento combinado de TRAIL soluble con IFNp resulté en 62.5% de
sobrevivencia al dia 42, representando un efecto aditivo comparado al
tratamiento independiente de TRAIL soluble (50%) y de IFNB (25%).

13. Nuestros resultados apoyan nuestra hipétesis.

12. PERSPECTIVAS

1.- Realizar un experimento sobre la actividad antitumoral de las CMM-MO-IFNR y
CMM-MO-TRAILs, similar al que presentamos aqui, con un mayor tamano de
muestra y con un tiempo de espera suficiente para conocer el tiempo de sobrevida
de los ratones tratados con las células modificadas genéticamente.

2.- Realizar un ensayo inoculando las CMM-MO-IFNB y CMM-MO-TRAILs en la
vena caudal en animales con metastasis. El homing es una cualidad de las CMM y
es importante conocer la eficacia terapéutica de la combinacién de CMM-MO-IFNB
y CMM-MO-TRAILs, inoculadas via endovenosa, sobre todo para conocer la

eficacia de este tratamiento contra metastasis.

3.- Ademas de TRAILc, TRAILs e IFNB, investigar la eficacia terapéutica de otros
transgenes que codifiquen para factores proteicos con actividad antitumoral. Una
de nuestras mejores conclusiones es que es posible lograr un efecto aditivo con

estas células y vale la pena comprobar nuevas combinaciones.

4.- Realizar tratamientos con exosomas en vez de CMM completas. Este abordaje
representa un paso adelante en la terapia con células madre debido a que dichos
exosomas contienen muchos elementos que se le atribuyen las funciones
inherentes a las CMM, adicionalmente, estos exosomas contienen las proteinas
secretadas por modificacion genética.
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ANEXO 1. LISTA DE REACTIVOS

e Gibco, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY
14072, USA.
o DMEM-F12-glutamax®
Gentamicina (10 mg/mL)
Anfotericina B (250 mg/mL)
Glutamina (200 nM)
Tripsina-EDTA 0.25% (1x)
Geneticina 50 mg/mL
Pluronic® F-68 10%
Optimem
Azul tripano
o J.T. Baker, Center Valley, Pennsylvania, USA
o Acetona ACS
o Formaldehido 38%
e Corning, NY 14831, USA
o DMEM Alta glucosa
o Suero Fetal Bovino
e New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA
o EcoRI - HF (10,000 U)
o Notl- HF (500 U)
o Psil (200 U)
e ATCC, Manassas, Virginia 20110, USA
o Dimetil Sulfoxido grado cultivo celular
e Vector Laboratories, Inc. Burlingame, California, USA
o DAPI mounting medium
e Thermo Fisher scientific, Waltham, Massachusetts, USA
o Turbofect®
¢ Invitrogen, Thermo Fisher scientific, Waltham, Massachusetts, USA
o Zeocina 100 mg/mL
o Lipofectamine 3000®
o TEMED (N,N,N',N' Tetrametiletilendiamino)
o Agarosa Ultrapura
e Sigma-Aldrich Co.
o Agar Luria-Bertani (LB) polvo

O 0O OO0 O O O O

o Caldo Luria-Bertani (LB) polvo

o Sodio Dodecil Sulfato (SDS)

o Ampicilina anhidra en polvo

o Sulfato de protamina- sal de salmon
o Acrilamida

o Tris Base

o Tween 20x

o Tween 100x
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Etanol grado molecular
Metanol grado ACS
Colorante cristal violeta en polvo
Coctel de Inhibidor de proteasas
e Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA
o TRAIL soluble de ratén recombinante
¢ Merck, Darmstadt, Alemania
o IFNB de ratén recombinante
¢ Clontech, Takara, Mountain View, California, USA
o Xfect® transfection reagent
e Bio Rad, Hercules, California, USA
o Protein Dual Color standard
o Clarity Western ECL subtrate (Luminol)
e Bioline USA Inc, Constitution Drive Tauton, MA
o Hyperladder 1000 pb (Marcador de peso molecular para DNA)
o Quick-stick ligase
¢ Jalmek, San Nicolas de los Garza, Nuevo Leon, México
o Etanol grado ACS
o Acido acético glacial
o Glicerina
o Azul de bromofenol (polvo)
e Abcam, Burlingame, California, USA
o Anticuerpo anti-TRAIL de ratén (obtenido de conejo)
o Anticuerpo anti-IFNp de ratén (obtenido de conejo)
e Promega, Madison, Wisconsin, USA
o Anticuerpo anti-conejo conjugado con HRP.

o O O O
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ANEXO 2. CONSUMIBLES
Corning, NY, USA

@)
@)
@)

O 0O 0O O 0O O O

©)

Microtubos para microcentrifuga de polipropileno de 0.2, 0.6 y 1.5 mL
Tubos de polipropileno cénicos de 15y 50 mL

Botellas de cultivo de tapa ventilada de rosca tratadas para adhesion
celular de 25 y 75 cm?

Puntas para pipeta automatica de 20, 200 y 1000uL

Placas de cultivo de 60 mm x 15 mm

Placa de cultivo de 6 pozos

Placa de cultivo de 24 pozos

Placa de cultivo de 96 pozos

Placa de superficie negra (para fluorescencia) de 96 pozos

Placas Transwell® de 24 pozos (12 filtros) de 0.8 ym de poro

Placas Transwell® de 24 pozos (12 filiros) de 0.3 ym de poro

Fisherbrand, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA

@)

Cubreobjetos redondos

Thermo Fisher scientific, Waltham, Massachusetts, USA

©)

©)
@)
@)

Céamaras de cultivo sobre laminilla Lab-tek® Nunc
Pipetas de transferencia de plastico

Cubreobjetos redondos de borosilicato de 12 mm
Portaobjetos Superfrost® Plus

Pall, Port Washington, New York, USA

©)

Filtro de jeringa Acrodisc® de 0.2 ym de poro

Bio Rad, Hercules, California, USA

©)

Membrana de PVDF para Western Blot

Becton-Dickinson and company, Franklin Lakes, NJ, USA

o

Placas de Petri 100 mm

o Jeringa de insulina calibre 269
o Jeringa de plastico sin agujade 5, 10y 20 mL
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ANEXO 3. EQUIPO

1.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.
21.

Microscopio de epifluorescencia, Marca Nikon, Modelo Eclipse 50i,
montado con camara digital Sight DS-2MV. Software ENIS-Elements B12
Modelo 2.30.

Microscopio invertido, Marca Velab, Modelo VE-403.

Microscopio de campo claro, Marca Leica, Modelo DM IL LED, con
camara DFC295. Wetzlar, Alemania.

Lector de placas, Marca Biotek, Modelo Cytation 3M. Winooski, Vermont,
USA.

Centrifuga refrigerada, Marca Eppendorf, Modelo 5403. Hauppauge,
NY, USA.

Microcentrifuga refrigerada, Marca Labnet, Modelo Prismr. Edison,
NJ, USA.

Centrifuga clinica, Marca Dynac. Modelo 420101. Sparks, MD, USA.
Microcentrifuga, Marca Eppendorf. Modelo 5415c. Hauppauge, NY,
USA.

Vortex Mixer, Marca American Scientific Products. Modelo 58223-1.
Incubadora para cultivo celular, inyeccién de CO,, water jacketed,
Marca Panasonic, Sanyo, Modelo MCO-20IAC. Gunma, Japén.

Campana de flujo laminar clase Il. Marca Labconco, Modelo 36212-04,
Kansas, Missouri, USA.

Balanza semianalitica, Marca Ohaus, Modelo Adventurer-Pro.
Parsippany, NJ, USA.

Potenciometro, Marca Thermo Scientific, Modelo Orion 310.Waltham,
Massachusetts, USA

Placa de calentamiento y agitacion, Marca Cimarec. Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA.

Bafio de agua, Marca Precision, Modelo Waterbath 182.

Agitador oscilatorio, Marca Benchmark, Modelo Blotboy. Edison, NJ,
USA.

Ultracongelador, Marca Panasonic, Panasonic-Healthcare Modelo
MDF-U33V-PA. Wood Dale, lllinois, USA.

Fuente de poder para electroforesis, Marca BioRad, Modelo Power-
Pac 200. Hercules, California, USA.

Camara de electroforesis vertical. Marca BioRad Hercules, California,
USA.

Camara de electroforesis horizontal. Marca Thermo Scientific.

Foto documentador, Marca Biorad, Modelo ChemiDoc XRS+.  Hercules,
California, USA.
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22. Rack y jaulas para ratones. Lab&Bio, Corea.
23. Criostato, Marca Roundfin, Modelo 2230, Shenyang, China.

ANEXO 4. SOLUCIONES

Solucién

Componentes

PBS (10x)

Buffer de carga (SDS PAGE)

Buffer Concentrador (SDS PAGE)

Buffer Separador (SDS PAGE)

TBST (1x)

Buffer de Corrida (10x)

Buffer de Transferencia (5x)

Cristal Violeta para tincién de migracién

Cloruro de calcio (Calcio competentes)

Medio DMEM-F12-Glutamax Suplementado

Sulfato de protamina (1000x)
Ampicilina (1000x)
Medio DMEM Alta glucosa suplementado

25.6 g Na;,HPO, - 7H,0

80 g NaCl

2 g KCI

2 g KH,PO,

Aforar a1 L de H,O

0.5 Tris-HCI 1M pH 6.8 (6.5 mM)

0.8 mL Glicerol

2% SDS

5% p-Mercaptoetanol

0.001% azul de bromofenol

Alicuotar y guardar a -20°C sin exponer a
la luz.

7.57 g Tris Base

0.5 g SDS

225 mL H,O

Ajustar pH a 6.8 con HCI y aforar a 250 mL.
22.7 g Tris Base

0.5 g SDS

200 mL H20

Ajustar pH a 8.8 con HCl y aforar a 250 mL.
2.4 g Tris Base

8 g NaCl

950 mL de H,O

Ajustar pH a 7.6 y aforar a 1000 mL

30 g Tris Base

144 g Glicina

10 g SDS

Aforar a 1000 mL

14.5 g Glicina

29 g Tris Base

Aforar a 800 mL y conservar a 4°C
Agregar Metanol (concentracion final 20%)
antes de uso.

Cristal Violeta al 0.5% H,O:Metanol (80:20)
CaCl 75 mM

15% glicerol

Preparar en H,O

10% SFB (15% en cultivo primario)

(2 nM de glutamina en cultivo primario)
100 pg/mL gentamicina

2.5 pg/mL anfotericina B

5 mg/mL en H,O

50 mg/mL en H,0

10% SFB
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Solucion de Carnoy

TAE (10x)

Solucion de azul alciano

Solucion saturada de carbonato de litio
Solucién de Nitrato de plata 5%
Solucién de tiosulfato de sodio al 5%
Solucion de rojo neutro 1%

Hematoxilina de Gill

Solucion de rojo oleoso

Gelatina glicerinada (medio de montaje
acuoso) para rojo oleoso

100 pg/mL gentamicina

2.5 pg/mL anfotericina B

0.1% Pluronic® F68
Etanol:Cloroformo:Acido acético glacial
6:3:1

48.4 g Tris Base

11.4 mL acido acético glacial

3.7 g EDTA sal disodio

Aforar a 1000 mL

Azul alciano acuoso al 1% en H,Od

Acido acético al 1% em H,Od

Filtrar y agregar timol (conservador)
Agregar compuesto sélido en H,O hasta
observar sedimento sin disolverse

5 g de Nitrato de plata

Aforar a 100 mL de H,O bd

5g Tiosulfato o hiposulfito de sodio
Aforar a 100 mL de H,Obd

1 g rojo neutro

Aforar a 100 mL en H,Od

730 mL H,O

250 mL Etilenglicol

2.0 g Hematoxilina anhidra (polvo) (2.6 g si
es en cristales)

0.2 g Yodato de sodio

17.6 g Sulfato de aluminio

2.0 mL acido acético glacial

Preparar Isopropanol al 99% en H,Od
Agregar polvo del colorante lentamente
hasta apreciar un sedimento no miscible.
(Esta solucion se prepara al momento de
usar y se mezcla la mezcla con 2 partes de
H,Od vy se filtra)

7 g Gelatina pura en polvo

42 mL H,Od

50 mL Glicerina

1 g fenol.

Proceso en caliente con bafio maria, fenol
se agrega al final lentamente en calor para
filtrar.
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