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RESUMEN
Q.B.C. Adriana Guadalupe Quiroz Reyes

Titulo del estudio: “Evaluacién de la actividad antitumoral de células madre mesenquimales
modificadas genéticamente con TRAIL soluble, IL-12 e IFNB en un modelo murino singénico
de linfoma”.

Introduccién: El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo. El linfoma es un tipo de cancer en donde las células del sistema inmune forman tumores
sdlidos. El tratamiento actual incluye al trasplante autdlogo de células hematopoyéticas,
quimioterapia y cirugias, sin embargo, estos presentan efectos secundarios. Por esta razon se esta
en busqueda de tratamientos mas eficientes. Uno de ellos es la inmunoterapia por medio de la terapia
génica de células madre mesenquimales (CMM), las cuales tienen propiedades inmunoreguladoras,
migran hacia los sitios de tumor y pueden modificarse genéticamente para la expresion de productos
antitumorales. Tres de estos son TRAIL soluble (TRAILs), interferén beta (IFNB) e interleucina 12
(IL-12), los cuales son proapoptéticos y capaces de activar la respuesta inmune antitumoral.
Objetivo: Evaluar la eficacia antitumoral de CMM-MO modificadas genéticamente para
sobreexpresar TRAILs, IFNB o IL-12 en un modelo de linfoma murino singénico e
inmunocompetente. Materiales y métodos: Las CMM de médula ésea se obtuvieron a partir de
ratones BALB/c. Se realizé transduccion lentiviral para la expresion de TRAILs, IFNB e IL-12 asi
como el reportero GFP. Se validé la transduccion por fluorescencia y Western Blot. Se empleé la
linea de linfoma murino L5178Y transducida mediante lentivirus para la expresion de los reporteros
mCherry y GFP, para la generacién de tumores sdlidos en ratones BALB/c. Mediante un primer
experimento se detectd metastasis hepatica y la expresion del receptor de TRAIL (DRS5). En un
segundo experimento se aplicaron los tratamientos, se evalud la actividad antitumoral y la sobrevida.
Se analizaron cortes de tejido por medio de fluorescencia y Hematoxilina-Eosina. Resultados: Los
tratamientos evaluados de CMM-MO que sobreexpresaban TRAILs con IL-12, TRAILs con IFNB, asi
como IL-12 aumentaron la sobrevida del modelo experimental (p<0.05), y mostraron una disminucién
del volumen del tumor (p<0.05) al comparar con los controles. A nivel histologico observamos menor
intensidad de fluorescencia en el gastrocnemio derecho del grupo tratado con CMM IL-12 la cual fue
significativa comparado con el control sin tratamiento (p<0.05). A nivel histolégico, el tratamiento de
CMM IL-12 redujo la infiltracion de células tumorales y ademas presentd menor grado de displasia
de forma significativa (p<0.05). Mientras tanto, los higados en ambos analisis mostraron persistencia
de células tumorales y displasia moderada, por lo que la metastasis no pudo ser inhibida.
Conclusién: Las CMM-MO de ratén que sobrexpresan TRAILs en combinacion con IL-12 o IFNB y
so6lo IL-12, son capaces de reducir el tamafio del tumor e incrementar significativamente la sobrevida
del modelo murino, sin embargo, no logran inhibir el desarrollo y progresion de metastasis hepatica.
En especifico el tratamiento de CMM IL-12 fue el que redujo la infiltracién de células malignas y
presenté menor dafio tisular de forma significativa.
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Directora de Tesis
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ABSTRACT
Q.B.C. Adriana Guadalupe Quiroz Reyes

Title: “Evaluation of antitumoral activity of genetically modified mesenchymal stem cells with
soluble TRAIL, IL-12, and IFNB in a syngeneic lymphoma murine model”.

Introduction: Cancer es one of the main causes of morbidity and mortality around the world.
Lymphoma is a cancer type that affects immune system cells, producing solid tumors. Current
treatment includes autologous transplantation of hematopoietic cells, chemotherapy, and surgery,
however, there are secondary effects due to these therapeutics. For this reason, more efficient
treatments are need. One of them is immunotherapy, through mesenchymal stem cells (MSC) gene
therapy, which have immunoregulatory properties, tumor sites migration, and can be genetically
modified for antitumoral product overexpression. Three of them are soluble TRAIL (sTRAIL), beta
interferon (IFNB), and interleukin 12 (IL-12), which are proapoptotic and capable of induce antitumoral
immunity. Objective: Assess antitumoral effectiveness of genetic modified MSC overexpressing
sTRAIL, IFNB or IL-12 in syngeneic and immunocompetent lymphoma murine model. Materials and
Methods: MSC were obtained from BALB/c bone marrow. Lentiviral transduction of MSC with GFP
and transgenes was confirmed by fluorescence microscopy and Western Blot. Lymphoma L5178Y
cells were transduced for expression of reporter gene (mCherry / GFP) in an attempt for its tissue
identification and migration analysis. In a first experiment, hepatic metastasis was detected and, it
was confirmed that lymphoma cells expressed TRAIL receptor (DR5). Ins a second experiment
different treatments were applied, and antitumoral activity and survivor were evaluated. Results: In
vivo model showed that combined treatment of MSC sTRAIL+IFNB, MSC sTRAIL+IL-12 or MSC IL-
12 alone significantly reduce tumor volume and increase survivor in BALB/c (p<0.05) mice with only
one application. At histologic level, MSC IL-12 significantly reduce tumor cells infiltration in right
gastrocnemius compared with negative control (p<0.05), and also it presented less tissue dysplasia,
confirmed by fluorescence and Hematoxylin-Eosin dye; however, any treatment inhibited hepatic
metastasis. Conclusion: MSC expressing sTRAIL, INF and IL-12, in combination or individual, can
be used as an antitumor strategy and increase survivor time. Nevertheless, localized application did
not inhibit metastasis development. In specific, CMM IL-12 treatment was the one that reduce tumor

cells infiltration and present less tissue damage.
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Thesis Director



1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades del Cancer.

El cdncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo
el mundo [1]; esta enfermedad tiene auge en paises econdmicamente desarrollados
como resultado del incremento de la vida media de la poblacion, asi como la
adopcion de un estilo de vida con habitos como tabaquismo, inactividad fisica y
dietas occidentales [2]. En México es la tercera causa de muerte, después de las
enfermedades cardiovasculares y diabetes [1]. Se define como un conjunto de
enfermedades que presentan en comun la pérdida del control del ciclo celular y la
ganancia de la capacidad de invadir otros tejidos [3]. La Agencia Internacional para
Investigacion en Cancer (IARC por sus siglas en inglés), estima que uno de cada
cinco hombres y una de cada seis mujeres en el mundo desarrollaran cancer en el
curso de su vida, y que uno de cada ocho hombres y una de cada 11 mujeres morira

por esta enfermedad [4].

1.2. Mecanismos generales de inicio del cancer.

Todos los agentes que estan relacionados con inicio del cancer tienen en
comun la capacidad de alterar el genoma de las células involucradas. Entre estos
agentes se encuentran sustancias quimicas, radiacién ionizante, radiacion
ultravioleta y diversos virus. Generalmente, las sustancias carcindégenas, el asbesto
o el humo de los cigarrillos, inducen mutaciones directa o indirectamente al
convertirse en compuestos mutagenos, en algunos casos induciendo la activacion
y accion de enzimas celulares [3]. Las alteraciones genéticas en las células
cancerosas generalmente resultan en una reprogramacion de los mecanismos de
regulacion homeostatica [5]. Las principales caracteristicas de las células tumorales

se ilustran en la figura 1 [6], [7].
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Figura 1. Principales caracteristicas de las células tumorales.

1.3. Generalidades del linfoma.

Segun la Sociedad Americana del Cancer, el linfoma es un tipo de cancer
que se origina en las células del sistema inmune [8]. Incluye a un grupo de tumores
sélidos de extirpe linfoide y se caracteriza por el crecimiento de los nédulos
linfaticos, preferentemente periféricos, teniendo la capacidad de invadir otros
organos como higado, pulmén y médula ésea. Los linfomas se clasifican en linfoma
de Hodgkin (LH) y linfoma no-Hodgkin (LNH), con el fin de lograr un pronéstico y un
tratamiento adecuado. Todos los linfomas forman tumores sélidos; a diferencia de
las leucemias, que se caracterizan por un aumento excesivo del numero de

leucocitos en sangre periférica [9], [10].

1.4. Epidemiologia de linfoma.

A nivel mundial en el 2018, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el proyecto
GLOBOCAN reportaron que en ambos sexos hubo una incidencia de 509,590 y
79,990 casos en el afio 2018 por LNH y LH, respectivamente. El LNH ocupé el lugar

2



namero 11 de todos los casos de cancer, mientras que el LH ocup6 el lugar 26 [4].
En México, en el 2018, la incidencia en ambos sexos fue de 5,174 nuevos casos y
2,741 muertes asociadas a LNH, y 2,388 nuevos casos y 543 muertes en LH [11] .
En Nuevo Leon, entre los afios de 2008 a 2012, el promedio de la tasa de mortalidad
por Linfomas en personas mayores de 25 afios fue de 4 casos por 100 mil habitantes
[12], y en el 2016 el total de egresos en hospitales publicos por enfermedades de la
sangre, de los drganos hematopoyéticos y trastornos que afectan el sistema inmune

fue de 1,573; de esos 679 fue en hombres y 894 en mujeres [13].

1.5. Diagnéstico de linfomas.

El linfoma presenta frecuentemente linfadenopatia periférica sin dolor que
también puede ser extranodal, es decir, en otros 6rganos y tejidos, mientras que los
pacientes con linfomas de tipo mas agresivo presentan masas abdominales o en el
mediastino. Los sintomas pueden ser sistémicos, tales como fiebre, sudoracion
nocturna, pérdida de peso y escalofrios [14]. Hay esplenomegalia en el 30-40% de
los casos [15]. El diagnéstico incluye la historia clinica, examen fisico, biometria
hemadtica, electrolitos, pruebas de funcién hepatica y renal, aspirado de médula
Osea, biopsia y tomografia de cuello, pecho, abdomen y pelvis. En el LH es
caracteristica la presencia de células de Reed-Sternberg [14]. En LNH la prueba de
lactato deshidrogenasa puede estar incrementada y actia como indicador
prondstico. También se incluye para el analisis la tomografia computarizada de
cuello, pecho, abdomen y pelvis [14], [16].

Los linfomas se clasifican en linfomas de células B y de células T; mientras
que los linfomas de células B representan aproximadamente el 90% de los linfomas,
los linfomas de células T constituyen aproximadamente el 10% del total de los
casos. El diagnostico debe realizarse en tejido ganglionar o extraganglionar
obtenido de una biopsia. El diagndstico diferencial de linfoma se basa en un analisis
histopatolégico e inmunohistoquimico de los nddulos linfaticos hipertrofiados, para
detectar células de Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS), CD30*, CD15*, CD45"y EMA~

(Epitelial Membrane Antigen) y en ocasiones positivas a marcadores B [17].



1.6. Patogénesis del linfoma.

Los linfomas de linfocitos B tienen su origen durante las etapas del desarrollo
normal de estas células. Los linfocitos B inician su desarrollo en la médula 6sea, un
organo linfoide primario, y contintan con la diferenciacion en los tejidos linfoides
secundarios, como los ganglios linfaticos y el bazo [18]. Durante los estadios del
desarrollo de los linfocitos B ocurren modificaciones en su material genético 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
cambios genéticos anormales y conducir al surgimiento y evolucion de un linfoma
[19].

En la médula 6sea se da la recombinacién de los genes que codifican para
las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos que
forman parte del receptor del linfocito B (BCR). Este proceso se conoce como
recombinacién V(D)J. Esta recombinacion implica la ruptura de la doble cadena del
DNA por efecto de los genes RAG1 y RAG2. Una vez que se expresa el BCR, los
linfocitos B abandonan la médula ésea y migran a los centros germinales en los
tejidos linfoides secundarios. En estos centros germinales ocurren, al menos dos
modificaciones distintas en el DNA; la hipermutacion somética (SHM, por sus siglas
en inglés) donde se modifican las regiones variables de las inmunoglobulinas (1g)
para producir anticuerpos de alta afinidad por sus antigenos, y la recombinacién de
cambio de clase (CSR; de IgM a IgG, IgA, o IgE). Después del centro germinal, 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, y como consecuencia de estos errores, surgen los linfomas. Las
recombinaciones V(D)J, SHM y CSR representan especialmente procesos criticos
gue pueden predisponer al surgimiento de tumores malignos. EI 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 [19].



Los linfomas de células T son un grupo heterogéneo que representa una
pequefia cantidad de los LNH, que comprende al linfoma cutaneo de células T y el
linfoma periférico de células T [20]. Este grupo de linfomas suele presentar un peor
prondstico que el de células B, ya que suelen ser mas agresivos [21]; también estan
asociados con menor sensibilidad a la quimioterapia y mayor recaida o reincidencia
[22]. En cuanto al origen molecular de los linfomas de células T, el 90 por ciento de
los pacientes con linfoma periférico de células T presentan rearreglos clonales de
los genes del receptor de linfocitos T (TCR). El locus gamma es el que presenta los
mas frecuentes. También, son comunes las mutaciones citogenéticas. Por otro lado,
no se observan anormalidades cromosomicas especificas en los pacientes con

linfoma cutaneo de células T, pero el TCR si presenta rearreglos [23].

1.7. Tratamiento del linfoma.

Todos los tipos de cancer tienen un conjunto de caracteristicas compartidas
por las células neoplasicas. Por esta razén, una estrategia fundamental para
combatir al cancer es inhabilitar estas propiedades. A partir de esto se han sugerido
las siguientes estrategias: 1) interrumpir los mecanismos responsables de la
formacion, crecimiento y malignidad del tumor, 2) inhabilitar la capacidad de evasion
del sistema inmune, 3) inhibir la angiogénesis inducida por el tumor, 4) inhibir la
capacidad de las células malignas para invadir 6rganos Y tejidos, 5) interrumpir las
vias metabdlicas que proporcionan energia a las células malignas, 6) inhibir las
sefales de proliferacién celular, 7) activar los mecanismos inductores de apoptosis

y 8) suprimir el crecimiento de las células malignas [6].

El tratamiento actual para el linfoma incluye el trasplante autélogo de células
hematopoyéticas (TCPH) que es la terapia estandar para pacientes con LH agresivo
0 avanzado y LNH. Este tratamiento puede permitir remisiones duraderas a largo
plazo. Aunque la TCPH se asocia con tasas bajas de morbilidad y mortalidad
tempranas relacionadas con el trasplante, las altas dosis de quimioterapia e
irradiacion corporal total utilizadas como parte de los regimenes de

acondicionamiento pueden aumentar potencialmente el riesgo de complicaciones
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tardias de la terapia que reducen el efecto terapéutico de la misma. La quimioterapia
y cirugias para remover tumores son una de las primeras opciones de tratamiento.
La radioterapia se restringe a tumores localizados [24]. Idealmente, la quimioterapia
deberia atacar especificamente células neoplasicas y reducir el tamafio del tumor
al inducir efecto citotoxico y/o citostatico. Sin embargo, la quimioterapia presenta
diversos efectos secundarios como toxicidad y dafio multiorganico [20], [25], [26],
debido a sus efectos inespecificos y generacion de resistencia a los farmacos por
parte de las células cancerosas [27]. Ademas, en la gran mayoria de los casos, ni
la quimioterapia y/o la radioterapia, logran eliminar totalmente las células tumorales
del organismo ni mejoran la calidad de vida de los pacientes [22]. Por lo tanto, es
necesario implementar nuevas estrategias para atacar a los tumores, que permitan

llegar a todas las células malignas y a las metastasis.

1.8. Nuevas terapias antitumorales.

Algunos tratamientos del cancer son capaces de llegar hasta los tumores y
destruir a las células tumorales, implementando alguna de las estrategias contra las
neoplasias malignas anteriormente mencionadas. Sin embargo, en la mayoria de
los casos se generan mutaciones que seleccionan a las células resistentes a los
medicamentos, lo que ocasiona la reaparicion del cancer. Se ha sugerido que las
principales responsables de este fendmeno son las células madre de tumor (CMT),
que son las que dan origen a las células del cancer [28]. Por lo tanto, es necesario
implementar nuevas estrategias para atacar a los tumores, y que estos nuevos

tratamientos sean activos especificamente contra las células tumorales [29].

Entre las nuevas terapias contra el cancer se incluye a la inmunoterapia. La
inmunoterapia ha ampliado el panorama del tratamiento del cancer, ya que
promueve la eliminacion de células tumorales con menos efectos secundarios que
la quimioterapia u otros agentes que destruyen de manera directa a los tumores. En
la inmunoterapia se emplean agentes para estimular o suprimir el sistema inmune,
eliminando las células cancerigenas por medio de mecanismos naturales, muchos

de los cuales suelen ser evadidos durante la progresion de la enfermedad [30], [31].
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Las estrategias de inmunoterapia en cancer se dividen en dos grupos. El
primero denominado inmunoterapia “pasiva”, se emplean moléculas o células
efectoras del sistema inmune para atacar directamente a las células tumorales. En
esta categoria se incluye terapia basada en anticuerpos y sus derivados, asi como
terapia de células T de receptor quimérico (CAR-T cells, por sus siglas en inglés).
La segunda estrategia denominada inmunoterapia “activa”, se basa en activar el
sistema inmune a través de la modulacion de mecanismos celulares; se puede
incrementar la captacion, procesamiento y presentacion de antigenos por los
linfocitos T a las células presentadoras de antigeno (CPA) por medio de vacunas
adyuvantes y de células dendriticas. Ademas, puede incluirse a citocinas que
promueven la actividad de CPA como interferones (IFN), agonistas de receptores
tipo Toll y estimulantes de agonistas de genes del interferén; asi mismo, se puede
aumentar la activacion y expansion de los linfocitos T virgenes, e intensificar la fase

efectora de la respuesta inmune con terapia celular ex vivo de linfocitos T [32].

Dentro de ésta ultima estrategia se puede incluir la inmunoterapia basada en
terapia celular y terapia génica. La terapia celular se fundamenta en el uso de
células madre (CM) [33]. Se reconocen tres tipos de CM: CM embrionarias, CM
inducidas y células madre mesenquimales (CMM) adultas. Las CM son totipotentes,
sin embargo, son potencialmente tumorales [34]. Por esta razén, se acepta de forma
general como mejores candidatas a las CMM adultas, preferentemente autélogas,
para utilizarse en terapia celular. La terapia génica se define por la FDA (Food and
Drug Administration) como una técnica que modifica los genes de un organismo
para tratar o curar una enfermedad. Generalmente los materiales genéticos que se
utilizan son ADN, ARNm, siARN, miARN vy oligonucleétidos anti-sentido [35]. La
terapia génica puede funcionar a través de diversos mecanismos: 1) el reemplazo
de un gen causante de una enfermedad por una copia del gen normal; 2)
inactivacion del gen causante de una enfermedad que no esta funcionando
adecuadamente; 3) introduccibn de un gen nuevo o modificado dentro del

organismo para tratamiento de una enfermedad [36].



Segun el tipo de células o tejidos blanco para la entrega de genes y
tratamiento, la terapia génica se divide en terapia de linea germinal y de células
somaticas. La terapia de linea germinal involucra la manipulacion genética de
células reproductivas para hacer cambios heredables, sin embargo, por razones
bioéticas no se emplea en humanos. Por otro lado, la terapia génica de células
somaticas se considera mas segura, ya que los cambios genéticos se mantienen en

el paciente y no son transmitidos a la descendencia [35].

Los procedimientos de terapia génica de células somaticas se clasifican en
in situ, in vivo y ex vivo. En la entrega in situ, se administra el material genético
directamente dentro de la célula o el tejido blanco y el sistema in vivo emplea
vectores para entregar el material genético hasta la célula dafiada en el organismo.
Los procedimientos ex vivo, o “fuera del cuerpo vivo”, requieren el aislamiento de
las células del paciente, su modificacion con el gen terapéutico y su posterior

reintroduccion al paciente, donde ejercen su efecto bioldgico [35].

Actualmente se ha reportado la aplicacion potencial de las CMM en la terapia
génica basada en células madre después de su modificacion genética ex vivo como
tratamiento de enfermedades [37]-[40], debido a diversas propiedades que las

vuelven atractivas para su aplicacién como terapia contra el cancer.

1.9. CMM.

Las CMM poseen diversas caracteristicas deseables en la terapia celular: 1)
son autorregenerativas, 2) una sola célula puede dar lugar a nuevas colonias y 3)
son multipotentes, es decir, pueden dar lugar a diversos linajes de células
diferenciadas [41]. Las CMM son una poblacion de células de linaje mesodérmico
gue pueden obtenerse de una gran variedad de tejidos como médula ésea, pulpa
dental, cerebro, higado, pancreas, piel, tejido adiposo, cordon umbilical, gelatina de
Wharton, placenta, y son faciles de aislar [42]. Ademas, tienen propiedades
inmunomoduladoras, de migracion y efectos paracrinos [43]. La Sociedad
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en el 2006 propuso tres criterios para definir a las CMM: 1) son adherentes en placas
de cultivo; 2) tienen la capacidad de expresar los antigenos CD44, CD24, CD73,
CD90 y CD105 en ausencia de antigenos hematopoyéticos como CD34, CD45,
CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y HLA-DR, marcadores de monocitos, macrofagos
y linfocitos B; 3) las CMM deben ser capaces de diferenciarse in vitro en
osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo condiciones estandar de cultivo [44],
[45].

En el organismo, las CMM participan en los procesos de reparacion de
heridas y en el mantenimiento de la hematopoyesis en la médula ésea. 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 cicatrizacion y la reparacion de los tejidos u 6rganos dafiados [46].
La creciente evidencia de los beneficios de las CMM en la medicina regenerativa
las vuelve importantes como terapia en padecimientos caracterizados por pérdida
de células y/o tejido, como infarto al miocardio [47], dafio cerebral traumético [48],
enfermedad de Parkinson, diabetes mellitus tipo 1 [49] y cancer. Las propiedades
antes mencionadas hacen aptas a las CMM como agentes terapéuticos, generando
gran interés para su aplicacion en biomedicina. Actualmente, las CMM representan
un tipo celular para trasplante alogénico debido a su baja inmunogenicidad al tener
una escasa expresion del complejo mayor de histocompatibilidad I (MHC 1) y

ausencia de MHC I, representando bajo riesgo de rechazo del implante [50].

1.10. CMM adultas en el tratamiento del cancer.

Una de las caracteristicas mas destacables de las CMM es que éstas migran
hacia los tejidos lesionados o hacia tumores y los colonizan [51], un proceso de
migracion denominado homing. Los mecanismos moleculares del homing en los
tumores no estan del todo establecidos, pero se sabe que es necesaria la liberacion
de quimiocinas por parte de las células tumorales y la expresion de los receptores
especificos a ellas en la superficie de las CMM. Asi mismo, los tumores producen

una gran cantidad de ligandos para las citocinas producidas por las CMM vy
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moléculas estructurales de sus membranas plasmaticas [29]. Al llegar a las células
tumorales las CMM tienen la propiedad de inhibir su crecimiento [29], por medio de
colonizacion y produccién de proteinas y miARN in situ [51]. Ademas, pueden
modificarse genéticamente para expresar un gen exogeno y dirigirse al sitio del
tumor, donde lo expresan [52].

1.11. Aplicacién clinica de las CMM en la terapia génica basada en células madre.

Se ha encontrado que la actividad de las CMM depende en gran medida del
microambiente y las fuentes de obtencion de las células [53]. Las CMM naive o0 sin
modificar pueden promover el desarrollo del cancer, ya que producen factores de
crecimiento y angiogénesis, y pueden tanto aumentar como inhibir la inflamacién
[53], [54]. Sin embargo, la modificacién genética ex vivo asegura el efecto citotoxico
dirigido hacia las células malignas y se aprovechan sus propiedades [55]. Algunas
ventajas de esta estrategia terapéutica son: citotoxicidad especifica contra los
tumores, reduciendo asi la toxicidad sisttmica de todos los farmacos
anticancerosos, los efectos secundarios y focalizar los productos biolégicos
antineoplésicos producidos in situ por las CMM modificadas, directamente sobre las
células malignas [56]. Ademas, la combinacion de CMM transfectadas o
transducidas con transgenes, agentes quimioterapéuticos y radioterapia han
mostrado un efecto antitumoral incrementado [57] en modelos de xenoinjerto de

glioma, cancer de mama y colon [46].

Actualmente estan en curso ensayos clinicos en fases 1 y 2 de CMM modificadas
genéticamente para que expresen productos antitumorales (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT02079324, NCT03298763). Todo ello muestra que la terapia génica
basada en CMM es prometedora, aunque aun se requiere realizar mas
investigaciones para analizar la eficacia y seguridad de los diferentes modelos

experimentales que utilizan CMM genéticamente modificadas [29].
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1.12. Tipos de modificacion genética.

El material genético puede ser transferido por medio de un vector, el cual se
define como un vehiculo utilizado para entregar un gen de interés. El vector ideal
puede transferir una cantidad especifica de material genético dentro de la célula
blanco, permitiendo la expresion de un producto génico sin ser toxico. En las células
blanco, donde se quiere la expresién de cierta proteina, el material genético
exdgeno se puede entregar por medio de dos tipos de vectores: vectores no virales
y virales [58].

Los vectores no virales consisten de ADN y ARN [plasmidos, ARN de interferencia
SiARN, entre otros], entregados a la célula blanco por medio de métodos fisico-
guimicos como liposomas, fosfato de calcio, polimeros catidnicos, electroporacion,
nucleofeccién, sonotransfeccion, nanoparticulas, complejos proteicos, entre otros;
este procedimiento se denomina transfeccion [38], [58]. Estos métodos son faciles
de realizar, sin embargo muestran la desventaja de ser poco eficientes, pueden
afectar la membrana y la expresion de los genes es transitoria debido a que no se
integran al genoma [59], por lo que se va perdiendo conforme la célula se divide
[38].

Por otro lado, la transferencia de genes por medio de vectores virales se
denomina transduccién [58]. Existe una gran variedad de vectores virales, y su uso
depende de la naturaleza de la célula blanco a la cual se desea infectar. El uso de
virus esta asociado con mayor demanda técnica y un mayor riesgo de toxicidad. Sin
embargo, los vectores virales han ido evolucionando para ser mas seguros,

modificando su produccion para que sean incompetentes para replicarse [35].

1.13. Vectores virales.

Encontrar un vector adecuado para entregar material genético se ha
convertido en un reto para que la terapia génica se vuelva un mejor tratamiento que
los métodos convencionales [35]. Los vectores virales son un sistema mas

prometedor para la entrega de genes ya que presentan dos ventajas sobre los
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métodos fisico-quimicos: 1) la transferencia de genes es mas eficiente y especifica;
2) no se requieren multiples dosis, ya que en la mayoria de los casos una sola es
suficiente [58]. Entre los distintos tipos de vectores virales que se utilizan en la
terapia génica se encuentran los adenovirus, los virus adeno-asociados, alfavirus,
flavivirus, virus de herpes simplex (VHS), virus del sarampion, rabdovirus, retrovirus,
lentivirus, virus del Newcastle, poxvirus y picornavirus [60]. Algunos virus tienen la
habilidad de insertarse en las células que infectan, y producir la expresion génica
estable dentro del genoma del huésped. Permiten la manipulacién de su genoma y
la eliminacion de genes virulentos sin perder la habilidad de infectar las células del
huésped [35].

Los vectores virales méas utilizados en la terapia génica son los adenovirus.
Los adenovirus son virus desnudos de ADN de cadena sencilla que tienen la
capacidad de empacar 7.5 kb de ADN externo, no se insertan al genoma, por lo que
guedan como episomas que permiten la expresion a corto plazo del gen de interés
en una gran variedad de células huésped, ademéas pueden alcanzar altos titulos
virales [58]. Estos vectores tienen la desventaja de producir elevada respuesta
inmune en el huésped al activar a los linfocitos T CD4+ y CD8+ [38], [60].

Los virus adeno-asociados (AAV por sus siglas en inglés) fueron aislados por
primera vez como contaminantes de preparaciones de adenovirus. Son virus de
ADN desnudo de 4.7 kb, y tienen capacidad de insercion de hasta 5 kb.
Generalmente se considera que los AAV causan menor patogenicidad y toxicidad,
ademas que proveen expresion de transgenes a largo plazo por medio de la
integracion al genoma de la célula huésped, aunque en su mayoria son conservados
como episomas [58]. Algunas limitantes de su uso son que requieren de proteinas
derivadas de otros virus, agentes genotoxicos, radiacion UV o hidroxiurea para
infectar las células y replicarse [35]. Ademas, tras administracion repetida pueden
activar la respuesta inmune del huésped [60].

El VHS tiene potencial para utilizarse en terapia génica debido a su habilidad
para evadir la respuesta inmune y los farmacos circulantes, puede entregar

multiples genes, infectar un amplio espectro de células, tiene pocos efectos

12



adversos y la permite expresion génica a largo plazo. Es un virus envuelto de ADN
de doble hebra que puede entregar transgenes de hasta 50 kb, sin embargo no se
insertan en el genoma y son principalmente usados como virus oncoliticos [35].
Algunas otras limitantes incluyen baja eficiencia de infeccion, dificultad de manipular
debido al tamafio del genoma y limitado rango de células para infeccion [58].

Los retrovirus son virus envueltos de ARN de cadena sencilla pertenecientes
a la familia Retroviridae, capaces de producir ADN de doble hebra a partir de ARN
por medio de la enzima transcriptasa reversa que traen con ellos, y luego insertarlo
en el genoma del huésped [58]. Los retrovirus pueden transportar de 9 a 12kb de
ARN, pueden infectar una gran variedad de células y alcanzar titulos elevados,
aunque se integran de forma aleatoria dentro del genoma del huésped causando
mutagénesis insercional, lo cual es una problematica descrita en otras terapias. Una
desventaja de los retrovirus es su incapacidad de infectar células sin dividirse, o
gue ha aumentado el interés de la aplicacion de vectores lentivirales para terapia
génica. Aunque los lentivirus pertenecen a la familia de los retrovirus, tienen la
capacidad de infectar a células con y sin divisién, produciendo baja citotoxicidad. Al
poseer la misma capacidad de empaquetamiento y la integraciéon cromosémica de
los retrovirus convencionales, los lentivirus se han vuelto atractivos para
aplicaciones terapéuticas que requieren expresion de una proteina especifica por
largos periodos de tiempo [60]. Ademas, tienden a integrarse dentro del cuerpo de
los genes, produciendo menor riesgo de genotoxicidad [61]. Actualmente existen

vectores lentivirales autoinactivables, que son transcripcionalmente inactivos [35].

1.13.1. Lentivirus.

Los lentivirus pertenecen a la familia Retroviridae de virus de ARN de una
hebra. Son virus esféricos con envoltura, que contienen dos copias de ARN de
cadena positiva, cargan enzima transcriptasa reversa, integrasa y proteasa [62].
Una vez que se transcribe ADN a partir de ARN, éste se inserta en el genoma del

huésped para aprovechar la maquinaria de la célula para producir todos los
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componentes virales. Ademas, debido a su insercion en el ADN, esta informacién

es transmitida a la descendencia de la célula que infectaron [58].

Los genes basicos que debe contener un lentivirus para transducir una célula son
los genes gag, pol y env. Gag codifica las proteinas estructurales, pol codifica la
enzima transcriptasa reversa y enzimas requeridas para la integracion al genoma

de la célula huésped, y env codifica las glicoproteinas de la envoltura viral [61].

Los lentivirus, por ejemplo, el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
(VIH-1) tienen la habilidad de infectar células en division y sin dividirse o en estado
quiescente [38]. Para aumentar el espectro de infeccion de células blanco, es
posible reemplazar los genes de glicoproteinas de superficie por genes de otro virus
gue si pueda infectar otras células. Los sistemas lentivirales aseguran expresion a

largo plazo y transferencia eficiente sin respuesta inflamatoria [58].

La primera generacion de vectores lentivirales contenia una porcion
significativa del genoma del VIH, incluyendo los genes gag y pol, asi como muchas
otras proteinas virales. La proteina de envoltura de otro virus, comunmente el virus
de la estomatitis vesicular (VSV-G), fue incluida en su disefio, el cual reconoce al
receptor de la lipoproteina de baja densidad (LDL), que permite transducir un amplio
rango de células. Los vectores de segunda generacién son mas seguros, ya que no
tienen los factores de virulencia accesorios, aunque ello no inhibe su capacidad para
transferir material genético a la célula huésped. Los lentivirus de tercera generacion
son aun mas seguros al estar dividido el genoma viral, reduciendo la capacidad de
produccion de virus. En estos vectores, los genes gag y pol o env estan en tres
plasmidos separados que contienen la secuencia viral necesaria para el
empaquetamiento [61]. La introduccion de deleciones en el extremo 3" de la
terminacion larga terminal (LTR por sus siglas en inglés Long Terminal Repeat) del
genoma viral crea vectores autoinactivables, en donde esta interrumpida la actividad
del promotor/potenciador del LTR, minimizando el riesgo de replicacion de virus
competentes, disminuyendo interferencias por el promotor y reduciendo el riesgo de

mutagénesis insercional [62].
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Se han empleado lentivirus para tratar el sindrome de inmunodeficiencia
combinada grave ligada al cromosoma X, cancer [38], [63], [64] y enfermedades
monogénicas como la anemia de células falciformes, sin que se hayan presentado
hasta el momento efectos adversos por su uso [35]. También se han utilizado para
tratamiento del VIH, con vectores tipo pT, los cuales llevan consigo miARNs que
suprimen la expresion del receptor CCR5 e inhiben la infeccidn viral [65]. Este tipo
de virus se ha utilizado principalmente para terapia ex vivo, en donde se toman
células del paciente, se cultivan junto con el virus para modificar las células con un
gen de interés y posteriormente son reintroducidas dentro del paciente para permitir

su actividad especifica [35].

1.14. Proteinas con actividad antitumoral en terapia génica basada en CMM.

Se han realizado diversos estudios con CMM modificadas genéticamente
para que expresen proteinas antitumorales como IFNa, IFNy [66], IL-12 [67], IL-18,
TRAIL [39] entre otras. El presente trabajo se centrara en 3 de ellas: TRAIL soluble,
IFNB e IL-12.

1.14.1. TRAIL.

El ligando inductor de la apoptosis relacionado con el factor de necrosis
tumoral o TRAIL es conocido como Apo-2L [68], se puede presentar como completo
y soluble. TRAIL completo (TRAILc) es una proteina transmembranal que puede
inducir apoptosis por la via extrinseca o dependiente de receptor selectivamente en
células tumorales o transformadas, pero no en células normales. Ademas, el ARNm
del TRAILc se expresa constitutivamente en una amplia cantidad de tejidos,
principalmente higado, pulmén y prostata [69]. TRAILc es una proteina de 281
aminoéacidos (40 KDa) conformado de una fraccion transmembranal (aminoacidos
1-113) y una fraccion externa soluble (aminoacidos 114-281), la cual puede
escindirse proteoliticamente como TRAIL soluble (TRAILS) [68]. De manera similar

a otros elementos de la familia del TNF, TRAIL debe formar homotrimeros que se
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unan a tres receptores moleculares. Un &tomo de Zn, unido por cisteinas en el
ligando trimérico es esencial para la estabilidad de éste y una actividad biolégica
optima [70]. El efecto selectivo de TRAIL de producir apoptosis de las células
malignas depende de la union a los receptores celulares de la superfamilia TNF
(TNFR): DR4 [71] (Death receptor 4 o TRAIL-R1) y DR5 (TRAIL-R2) [72], ambos

con un motivo conservado en el dominio de muerte (DD, Death Domain)[73].

El mecanismo de accion de TRAIL es la induccién de la apoptosis, también
llamada muerte celular programada; este mecanismo clave permite a los
organismos multicelulares ejercer una estricta regulacion celular, previniendo asi,
procesos patoldgicos, tales como el cancer, inmunodeficiencia y autoinmunidad.
TRAIL puede desencadenar la apoptosis mediante la via extrinseca, también
llamada via de apoptosis dependiente de receptor, por medio de la unién trimérica
de TRAIL a los receptores de muerte celular (TRAIL-R1/DR4 y TRAIL-R2/DR5)
antes mencionados [72]. Después de la formacidon del homotrimero, se recluta una
molécula adaptadora, el dominio de muerte asociado a Fas (FADD), el cual es
ensamblado en el complejo de sefalizacion inductor de muerte (DISC). DISC
interacciona con las caspasas 8 y 10 y las activa. La caspasa-8/10 de forma activa,
convierte a la proteina que contiene el dominio BH3 inhibidor de Bcl-2 (Bid) en Bid
truncado (tBit). El efecto sinérgico de Bcl-2 asociado a X (BAX) y el antagonista
homélogo de Bcl-2 (BAK) resulta en la traslocacién intramitocondrial de tBid y la
liberacion al citoplasma del citocromo ¢, ensamblando asi la procaspasa-9 y el factor
de activacion de la proteasa apoptotica-1 (APAF-1), para formar el complejo
apoptosoma y eventualmente activar las caspasas ejecutoras 3/6/7. En vias
dependientes del receptor, la caspasa-8 activa, actia directamente sobre las
caspasas ejecutoras para activarlas e inducir la apoptosis. La activacién de las
caspasas ejecutoras culmina con los eventos de la apoptosis como la fragmentacién
del ADN, la disociacion del citoesqueleto y las proteinas nucleares [74]. El
mecanismo de apoptosis por TRAIL se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Mecanismo induccién de apoptosis por TRAIL.

Aunque TRAIL-R1 y TRAIL-R2 son similares estructuralmente y ambos son
capaces de conducir a la apoptosis por la union cruzada con TRAIL, se han
reportado diferencias funcionales entre ellos. Primero, TRAIL-R2 tiene mayor
afinidad por TRAIL que TRAIL-R1. Sin embargo, mayor afinidad no necesariamente
resulta en mayor activacion de DISC, y aunque TRAIL-R2 puede ser activada por el
ligando soluble, esta interaccion solo desencadena una formacion de DISC débil.
Esto indica que TRAIL-R2 puede requerir mayor entrecruzamiento de TRAILS,
mientras la estimulacion de TRAIL-R1 por TRAILs parece ser capaz de
desencadenar la apoptosis independientemente de la reticulacion adicional [75]. Se
ha descrito que TRAILc es mas eficiente que TRAILs para producir apoptosis en las
células diana [76]. Sin embargo, en otros estudios se observd que TRAILs también

puede desempeniar esta funcion de manera exitosa [39], [76]—-[80]. La produccion
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de TRAILs se puede determinar in vivo por medio de ELISA (andlisis
inmunoenzimatico ligado a enzimas) del homogenizado de los tejidos tumorales en
donde se aplicaron las CMM-TRAILs. En cultivos de CMM-TRAILs se puede
recuperar TRAILs del sobrenadante y visualizar la presencia de la proteina mediante
Western-Blot [80].

1.14.2. Interferén Beta (IFN).

Los interferones (IFN) son una familia de citocinas autécrinas y paracrinas
secretadas por las células del organismo en respuesta a microorganismos
patdgenos Yy virus - especialmente virus - [81]. Estas citocinas muestran efectos
pleiotrépicos, que resultan en una potente actividad antiviral e inhibicién de

crecimiento de la infeccion [82].

Los IFN tipo | tienen diferentes niveles de expresion en los tejidos, aunque
se unen al mismo receptor (IFNAR1/IFNAR2) y tienen mecanismos de sefializacion
similares. IFN tiene hasta 50 veces mas afinidad de unién al receptor IFNAR1 que
el IFNa, resultando en una actividad antiproliferativa mas potente y distinta accién
inmunoreguladora [81]. Los receptores IFNAR1/IFNAR2 son proteinas
transmembranales que se asocian a la familia de tirosina quinasas Janus (JAK1y
TYK?2), las cuales pueden fosforilar residuos de tirosina especificos, transducir la
sefal y activar las proteinas de transcripcion STAT. Una vez que se fosforila el
heterodimero STAT1/STATZ2, se une a IRF9 (factor regulador de interferon 9),
formando el complejo del factor de transcripciéon 3 del gen estimulado por IFN
(ISGF3). El ISGF3 se transloca al nucleo y se une al elemento de respuesta
estimulado por IFN (ISREs). De esta manera se activa la transcripcion de muchas
citocinas inmunoreguladoras, factores de muerte celular y proteinas relacionadas
con la respuesta antiviral, asi como mas IFN, que incide sobre las células vecinas
(figura 3). Ademas, los efectos antitumorales del IFN pueden ser consecuencia de
su actividad anti-angiogénica, reduciendo la formacién de vasos sanguineos del
tumor y conduciendo a la muerte por la ausencia de oxigeno y nutrientes. También,

esto afecta directamente las células endoteliales, inhibiendo su proliferacion y
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remodelacion de la matriz extracelular [83]. Ya se ha reportado in vitro la actividad
antitumoral del IFN, sin embargo, se requiere de altas concentraciones que in vivo
podrian generar toxicidad sistémica. Por ello se han disefiado estrategias de entrega
localizada como lo es mediante modificacion de CMM para la reduccion del

crecimiento de tumores en modelos murinos [84]—[86].
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Figura 3. Mecanismo de accioén del IFN.

1.14.3. Interleucina 12 (IL-12).

La IL-12 es una proteina proinflamatoria que tiene una importante
participacion en el desarrollo de la respuesta inmune [87]. La familia de IL-12 esta
conformada por 4 miembros, IL-12, IL-23, IL-27 e IL-35. Ellos proveen el puente

entre la respuesta inmune innata y adaptativa [88]. La IL-12 es producida
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principalmente por las células presentadoras de antigeno (CPAs), como las células
dendriticas y los macréfagos, en respuesta a la presencia de microorganismos o

sus componentes, como lipopolisacarido, ADN y ARN de doble cadena.

Una vez producida, la IL-12 se une a su receptor de alta afinidad (IL-
12RB1/IL-12RB2), expresado en linfocitos T CD4* y CD8" activados, células NK y
células dendriticas, activa las vias Tyk2, Jak2 y STAT para la produccion de IFN-y,
un mediador bioldgico critico en los efectos microbicidas y antitumorales de la IL-12
[88]. El receptor de la IL-12 beta 1 (IL12RB1) se une a Tyk2, mientras que el receptor
IL-12RB2 se asocia con Jak2. Jak2 fosforila los residuos de tirosina de STAT3 y
STATA4. Asi, ellos se translocan al nicleo y se unen al sitio promotor de IFN-y.
STAT4 también recluta al oncogén Jun (c-Jun) en el promotor de IFN-y [89]. Esto
induce la proliferacién de los linfocitos y facilita el desarrollo de una respuesta T
helper de tipo 1 (Thl) al producir IFN-y [87], [90], lo cual a su vez favorece la
expresion de TRAIL por los linfocitos NK. La IL-12 afecta el crecimiento del tumory
la metastasis por medio de la induccion de la infiltracion de linfocitos T CD8* y su
diferenciacion hacia linfocitos T citotéxicos (figura 4) [90].
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Figura 4. Mecanismo de accion de IL-12.
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Se han reportado estudios donde empleando CMM transducidas con virus
para que sobreexpresen IL-12 o haciendo transferencia génica de las secuencias
de sus subunidades, se ha demostrado tener eficacia en la erradicacion de tumores
[90]-[92]. Esto indica que en combinacion con otras estrategias contra el cancer
puede ayudar a disminuir la recaida tras la aplicacibn de tratamientos

convencionales como la quimioterapia, radioterapia y cirugia [87].

1.15. Modelos animales de cancer

Los modelos con animales son criticos para el estudio de la biologia del
cancer. Los mamiferos grandes se suelen designar para estudios preclinicos [93];
sin embargo, los roedores se emplean para estudios mas basicos [94], [95]. El raton
de laboratorio (Mus musculus) es uno de los mejores sistemas de modelos para
investigacion de cancer; estos pueden desarrollar espontdneamente diversos tipos
de tumor, como sucede en los humanos. También se han desarrollado modelos en
ratdbn en los que se induce el crecimiento de tumores cancerosos con algunas
sustancias quimicas, virus carcinégenos, variaciones de ratones genéticamente
modificados (GEM. Genetically Engineered Mice), xenoinjertos con células

humanas y aloinjertos con células tumorales [96].

En la actualidad, los ratones desnudos son el prototipo experimental para
desarrollo de cancer con injertos de células tumorales humanas, conocido como
xenoinjerto (xenograft), debido a que la inmunodeficiencia de linfocitos T
compromete considerablemente al ratdn y permite el injerto, crecimiento y la
metéastasis de las células tumorales [97]. No obstante, el complicado mantenimiento
de los ratones desnudos limita el empleo de este modelo. Estos animales son muy
susceptibles a presentar enfermedades infecciosas, lo cual requiere la atencion de
personal calificado para su cuidado, instalaciones, mantenimiento y alimento

especial [98].

En adicion, existen diferencias entre xenoinjertos con muestras de pacientes

y especimenes autdctonos murinos (aloinjerto). En los xenoinjertos se ve alterada
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la arquitectura normal de los tumores, se observa heterogeneidad genética—que en
tumores autéctonos seria muy reducida—, ausencia de un sistema inmune
competente, vasculatura alterada, circulacion linfatica alterada y arquitectura de los
tejidos vecinos [99]. Todo lo anterior se explica por las diferencias evolutivas que
hay entre ratones y seres humanos, particularmente en la inmunidad innata y
adaptativa [100].

Tomando en cuenta las limitaciones de los modelos murinos de xenoinjerto
antes mencionadas, en algunos casos los investigadores han optado por utilizar el
modelo murino de tumores singénicos. Es decir, tumores de ratén creciendo en
ratones. Se reconocen numerosas ventajas con este modelo: 1) los animales no
requieren instalaciones ni cuidados especiales; 2) bajo costo de mantenimiento,
comparado con los ratones desnudos; 3) resultados 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 ser humano. Sin embargo, los resultados

proporcionan conclusiones razonablemente aproximadas sobre este asunto [100].

1.16. Linea celular L5178Y

La linea celular L5178Y de linfoma de células T derivada de un tumor
inducido en el timo de raton DBA/2 tratado con metilcolantreno, fue adaptada a una
forma ascitica [101]. Se sabe por otros trabajos que L5178Y es muy efectiva para
producir tumores solidos, implantada intramuscularmente en ratones singénicos.
L5178Y es ligeramente inmunogénica, por lo que bajos inéculos (1x104 células o
menos) podrian no inducir tumores o ser reabsorbidos [102], [103]. En el presente
trabajo se utiliza la variante L5178Y TK+/- clone(3.7.2C), de la cual actualmente no
hay reportes de metastasis, sin embargo, la diseminacion extranodal en el linfoma
ocurre frecuentemente, principalmente a sistema nervioso central, torax, sistema

gastrointestinal y genitourinario [104]. Es por ello que se utiliza esta linea celular
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para el desarrollo de tumores en ratones y analizar si puede desarrollar metastasis

en el presente estudio.
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

En nuestro laboratorio de Terapia Celular previamente ya se ha estado
trabajando con nuevas estrategias para el tratamiento del cancer empleando CMM
genéticamente modificadas. En el 2014 Borrego-Terrazas obtuvo CMM a partir de
tejido adiposo humano y las modific6 genéticamente por transfeccion empleando
plasmidos portadores de los ADNc de TRAIL e IFNB, los cuales también tenian el
marcador reportero fluorescente GFP. La transfeccion se verifico por medio del
porcentaje de células verde fluorescentes; asi mismo, se colectaron los medios
condicionados de las CMM transfectadas y se valido la expresion de las proteinas
por medio de ELISA. Una vez demostrado que las células sobreexpresaban estos
transgenes, se realiz6 un ensayo de migracion para evaluar la capacidad de
‘homing” de las CMM humanas transfectadas. Después de ello, se realizaron
cocultivos de CMM transfectadas en conjunto con la linea COLO320 de cancer
colorrectal empleando transwells, en presencia y ausencia de s-adenosilmetionina
(SAM) un reactivo protector de apoptosis, para la evaluacion de citotoxicidad y
apoptosis. Entre los resultados se obtuvo que las CMM transfectadas produjeron un
rendimiento maximo de IFNB de 228 pg/mL a las 24 h, no obstante, no fue posible
detectar la proteina TRAIL. Las CMM co-transfectadas con ambos genes mostraron
una reduccion significativa de la capacidad de migracion con respecto a las CMM
no transfectadas, asi como también mostraron actividad citotdxica contra la linea de
cancer de colon en ausencia de SAM, conduciendo a apoptosis celular [105], sin

embargo el efecto no se mantuvo por mucho tiempo.

Posteriormente en el 2018 Gonzalez-Villareal evalué la actividad antitumoral
de CMM murinas de médula ésea modificadas genéticamente para sobreexpresar
TRAILc, TRAILs e IFNB, en un modelo de linfoma sélido murino. Para la generacién
de los tumores empled la linea celular de linfoma murino L5178Y. Se obtuvieron y
caracterizaron CMM de meédula 0sea de ratones BALB/c, las cuales fueron
modificadas genéticamente por medio de transduccién lentiviral con transgenes de
TRAILs, TRAILc o IFNB que también contenian el reportero fluorescente GFP. De

nuevo se valido la eficiencia de transduccion por medio de porcentaje de células
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fluorescentes, y la expresion de los productos proteicos de las CMM transducidas
se confirmo por medio de Western Blot, empleando los medios condicionados. Se
indujo el desarrollo de un tumor sélido en el gastrocnemio derecho de nueve grupos
de ratones hembra BALB/c con la linea L5178Y y luego de alcanzar un volumen
promedio de 1-2 cm?, se implantaron intratumoralmente los tratamientos de CMM
transducidas con TRAILc, TRAILs o IFN B, o sus combinaciones. El grupo tratado
con la combinacion de CMM IFNB y TRAILs permitio la sobrevivencia de 62.5% del
grupo, con una completa eliminacion de los tumores de manera macroscopica. Sin
embargo, los ratones tratados de forma individual con CMM IFNB, TRAILc o con
TRAILs produjeron una sobrevida del 50%, lo que indicé que los transgenes
presentaban un efecto sinérgico al combinarse. Por lo tanto, el tratamiento
combinado de TRAILs e IFNB fue el mas eficaz de los tratamientos para la

eliminacién de tumores [80].

En este estudio se continuaran los andlisis de eficiencia y seguridad de las
CMM de ratén transducidas con TRAILs para obtener los importantes conocimientos
que aun faltan por completar con los anteriormente aportados en nuestra linea de
investigacion. Se empled nuevamente la linea de linfoma murino L5178Y pero ahora
se realiz6 su modificacibn genética para la expresion de un gen reportero
fluorescente (mCherry/GFP) para realizar el seguimiento de las células
metastasicas, ademas de que se probd una nueva proteina, la interleucina 12 (IL-
12), la cual ya ha demostrado poseer propiedades antitumorales, y el tratamiento
combinado de CMM que expresan TRAILs e IL-12; esto se realiz6 para evaluar si
existe un efecto sinérgico aun mayor que el de TRAILs e IFN, y con ello desarrollar
nuevos tratamientos que puedan ser empleados para el tratamiento de tumores

sélidos.

25



3. JUSTIFICACION

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. Los
tratamientos convencionales como quimioterapia y radiaciones, en la mayoria de
los casos son poco efectivos, y tienen efectos secundarios graves. Por eso, es
importante el desarrollar nuevas terapias, que sean especificas y eficaces contra el

linfoma y otros tipos de cancer.

Las CMM transducidas con genes que expresen productos antitumorales
tienen aplicaciones promisorias para tales fines, ya que ademas de su relativamente
facil obtencion y cultivo, tienen la habilidad para realizar homing, y con ello, liberar
los productos antitumorales directamente sobre las células malignas de los tumores.
TRAILs ha demostrado una elevada capacidad para producir apoptosis de las
células malignas. IFNB o IL-12 son citocinas que activan la respuesta inmune anti-
tumoral, pero debido a su corta vida media se requiere un mecanismo que facilite
su administracion continua sin generar toxicidad. Por ello, proponemos evaluar la
eficacia antitumoral al implantar CMM-MO-transducidas con los transgenes TRAILS,
IFNB o IL-12 en un modelo singénico de linfoma con ratones BALB/c. Los resultados
de este trabajo ofrecen un tratamiento innovador, especifico y eficaz que pudiera

tener actividad en contra de cualquier tumor soélido.
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4. HIPOTESIS

Las CMM-MO de raton modificadas genéticamente para que sobreexpresen
TRAILs, IFNB o IL-12, al ser implantadas intratumoralmente en un modelo de
linfoma murino singénico e inmunocompetente, son capaces de reducir el tamafio
del tumor, evitar el desarrollo de metastasis e incrementar significativamente la
sobrevida de los ratones, en comparacion con ratones con linfoma, implantados con
CMM-MO no transducidas o no implantados con CMM-MO.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la eficacia antitumoral de CMM-MO modificadas genéticamente para
sobreexpresar TRAILs, IFNB o IL-12 en un modelo de linfoma murino singénico e

inmunocompetente.

5.2 Objetivos especificos

1) Transducir CMM-MO de ratén con los transgenes TRAILs, IFNB e IL-12, la
linea celular de linfoma murino L5178Y con un gen reportero fluorescente y
validar su expresion génica.

2) Evaluar la actividad antitumoral de CMM-MO que expresan IL-12, las
combinaciones TRAILs con IL-12, TRAILs con IFNB y el tiempo de sobrevida
en un modelo murino singénico de linfoma.

3) Analizar la capacidad de migraciéon de las CMM-MO transducidas con
TRAILs, IFNB e IL-12 y su potencial anti-metastasico en un modelo murino

mediante fluorescencia e histologia.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 5. Estrategia experimental. Las CMM se obtuvieron de médula 6sea de ratones
(BALB/c) (CMM), las cuales se caracterizaron y se diferenciaron. Se realizé transduccion
lentiviral para la expresion de TRAILs, IFNB e IL-12, y se valid6 la expresion génica por
Western Blot. Simultdneamente se realizo la transduccion de las células de linfoma murino
L5178Y TK +/- para que expresen el reportero fluorescente mCherry /GFP. Posteriormente,
se inocularon las células de linfoma transducidas en el gastrocnemio derecho de ratones
BALB/c para la realizacion de 2 experimentos. En el primero se evalud el desarrollo del
tumor, analisis de metdastasis y sensibilidad de apoptosis por TRAIL por analisis histologico
e inmunohistoquimica. En un segundo experimento se aplicaron los tratamientos para
seguimiento de los tumores y sobrevida. Por ultimo, después realizar el sacrificio de los
grupos de experimentacion, se aislaron biopsias de los tumores, asi como de los érganos
donde se encontré metastasis, y se analizaron por medio de microscopia de fluorescencia
y tincibn Hematoxilina-Eosina para el andlisis de la capacidad anti metastasica de los

tratamientos.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Disefio de secuencias de los transgenes.

Los vectores que se utilizaron en este trabajo fueron disefiados empleando
la plataforma Vector Builder de Cyagen (Santa Clara, California 95050, USA). Los
constructos de los vectores fueron disefiados por Gonzalez-Villareal [80], para la
expresion de TRAILs, IFNB e IL-12, y que ademas expresan la proteina verde
fluorescente  (GFP) como marcador reportero:  pLV[Exp]-EGFP/Neo-
EF1A>{sMurTRAIL}, pLV[Exp]-EGFP/Neo-EF1A>mIfnb1[NM_010510.1], pLV[EXp]-
EGFP/Neo-EF1A>{MurlL12-70p}. El vector lentiviral pLV[Exp]-EGFP:T2A:Puro-
EF1A>mCherry fue comprado directamente de la casa comercial Vector Builder, y

le brinda a las células fluorescencia color verde de GFP y rojo por mCherry.

7.2. Obtencion y expansion de CMM-MO.

Las CMM-MO fueron obtenidas a partir de fémures de 3 ratones BALB/c, de
6-8 semanas de edad, producidos en el Laboratorio de Experimentacion Animal del
Servicio de Inmunologia de la Facultad de Medicina de la UANL. Se requirié esta
cantidad de ratones para reunir la cantidad necesaria de células para ser aplicadas
en los tratamientos experimentales. Los ratones se mantuvieron en jaulas de
ventilacion individual (Lab&bio), con un flujo de aire filtrado para que no ingresen
agentes nocivos del ambiente. Ademas, se cuenta con un sistema automatico de
homeostasis ambiental que registra y mantiene en condiciones idoneas, la presion
de aire, la concentracion de oxigeno y de COg, la humedad, la temperatura, y la
concentracion de amoniaco. Las jaulas se limpiaron cada tres dias. Los ratones
empleados para el aislamiento de las CMM-MO se sacrificaron en una camara de
CO2y se confirmé su muerte por medio de dislocacion cervical con posterior revision
de los signos vitales. A continuacion, se describe brevemente el protocolo de
aislamiento. Los huesos obtenidos se descontaminaron con etanol al 70% por 1 min.

(minutos). Posteriormente, para obtener las CMM-MO cortamos las epifisis del
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hueso con un bisturi. La médula ésea se extrajo introduciendo una jeringa con aguja
calibre 30 en el canal medular de cada hueso que contenia 2-4 mL de medio de
cultivo con DMEM-F12-glutamax (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY
14072, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino estéril (SFB) (Gibco),
100 pg/mL gentamicina (Gibco), 2.5 yg/mL de anfotericina B (Gibco) y 2 nM
glutamina (Gibco). El medio inyectado en el canal medular fue colectado y
depositado en una botella de 25 cm? con tapén de rosca, permeable a los gases
(Corning, NY 14831, USA). La botella con la médula ésea fue incubada en
atmésfera de CO:2 al 5%, a 37°C por 24 h. Las células que no se adhirieron en la
botella de cultivo fueron colocadas nuevamente en una botella de cultivo de 25 cm?.
A la botella original se le agregaron 5 mL de DMEM-F12 suplementado fresco. Esos
pasos se repitieron tres veces, para tener al final cuatro botellas con células
adherentes. Al finalizar las 72 horas (h) de cultivo se reemplazé el medio de cultivo
con 5 mL de DMEM-F12 suplementado fresco y las células fueron cultivadas
nuevamente en atmosfera de CO:z al 5% a 37°C hasta que los cultivos alcanzaron
una confluencia de 80%. El medio usado se desecho y las células se desprendieron
del sustrato incubando las monocapas celulares en sus botellas de cultivo con 1 mL
de una solucion de 0.25% tripsina-EDTA (Gibco) por 5 min a 37°C en atmaésfera de
CO2 al 5%. Las suspensiones celulares se mezclaron en un tubo conico 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 DMEM-F12
suplementado. El porcentaje de viabilidad celular se determiné mediante el método
de exclusién con azul tripano. Brevemente: se mezclan 4 pyL de una suspension de
células de MO de los ratones con 16 yL de azul tripano al 2% (Gibco). De esta
mezcla, se depositan 10 pL de la solucion en una camara de Neubauer, y se cuentan
sé6lo las células translicidas (viables). Se calcula el nUmero de células viables por
mL, aplicando la siguiente ecuacion:

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

La concentracién de la suspension de células de MO se ajusté a 1 x108/ mL

con DMEM-F12 suplementado. De esta suspension celular se inoculé6 1 mL en
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botellas de cultivo, de 25 cm? con tapén de rosca, permeable a los gases (Corning),
conteniendo 5 mL de medio de cultivo. Las células se incubaron a 37°C en
atmosfera de CO:2 hasta alcanzar 80% de confluencia. Estas células se resembraron
tres veces en DMEM-F12 suplementado fresco, y cuando alcanzaron el 80% de
confluencia se contaron y se colocaron en crioviales (Corning) a una concentracién
de 1x10% células/mL con dimetilsulféxido (DMSO) (ATCC, Manassas, Virginia
20110, USA.) al 10%. Se realizé un proceso de congelacion lenta donde primero se
almacenan los crioviales a -20 °C por una hora, y posteriormente toda la noche a -
80°C. Al transcurrir 24 horas, los crioviales se guardan en nitrégeno liquido y ahi se

mantienen hasta su uso.

7.3. Caracterizacion de las CMM-MO mediante los marcadores
CD90*/CD105*/CD34-.

El proceso de caracterizacion se realizé siguiendo los criterios de la ISCT,
donde las CMM-MO expresan marcadores CD44, CD24, CD73, CD90 y CD105 en
ausencia de antigenos hematopoyéticos como CD34, CD45, CD14 o CD11b,
CD79a 0 CD19y HLA-DR, marcadores de monocitos, macrofagos y linfocitos B [44],
[45]. El andlisis de realiz6 por medio de inmunohistoquimica empleando anticuerpos
monoclonales primarios anti-CD105, anti-CD90 y anti-CD34 (USbiologicals, Salem,
Massachusetts, USA) diluidos con PBS 1:25, 1:200 y 1:100, respectivamente. Como
sistema de deteccién utilizamos el Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB (ABC)
detection IHC Kit (Abcam, Burlingame, California, USA). Las CMM-MO previamente
aisladas se llevaron hasta el tercer pase y fueron sembradas en microcamaras de
4 pozos Lab-Tek® (Nunc®, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) por
12 h para permitir su adherencia. Después de ese lapso las células fueron fijadas
con metanol-acetona (4:1) por 10 min a 4°C. Posteriormente se retird el medio de
cultivo y se realizé un lavado con PBS al 10%. Las CMM-MO se lavaron en TBST
por 5 min. Se bloqued la peroxidasa enddégena con H20:2y se incubd la preparacion
10 min a temperatura ambiente. Se realiz6 otro lavado con TBST por 3-5 min, y se
bloquearon las proteinas con la solucion protein block, incluida en el kit (por 30 min

a 37°C, en camara humeda). Se realiz6 otro lavado con TBST por 3-5 min, para
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continuar con la adicién del anticuerpo primario. La laminilla con el anticuerpo
primario se cubrié con plastico sellador durante toda la noche a 4°C en camara
hameda. Después de transcurrido ese tiempo, se lavdé como antes y se cubrié con
el anticuerpo secundario, incubando por 30 min a 37°C en cdmara humeda. Se lavo
con TBST 3-5 min y se agregé la solucidn de estreptavidina-HRP incluida en el Kit,
incubando por 15 min a 37°C en camara humeda. La preparacion se lavo con TBST
3-5 min y se reveld la presencia de los marcadores de interés agregando una
solucion de sustrato-cromogeno (10:1 gotas; incluido en el kit) y se incub6 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 agregéb Hematoxilina de Harris, cubriendo uniformemente las
células por 2 min. Se lavo la preparacién con agua corriente y después con agua
destilada, en cada ocasion por 3 min. Posteriormente se deshidrato la preparacion,
sumergiéndola sucesivamente en etanol al 70%, al 96%, al 100% y en xilol. Se
elimind el exceso de xilol con un pafuelo, se montd un cubreobjetos encima de la
preparacion y, se sell6 con resina Entellan (Merck). La laminilla se conservé en
oscuridad hasta su uso. Se analizaron 5 campos por laminilla con un microscopio
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 ImageJ de manera
manual (www.imagej.nih.gov), reportando como porcentaje de células positivas. El
software ImageJ es una plataforma gratuita que permite el analisis y/o manipulacién

de imagenes de manera digital (https://imagej.nih.govi/ij/)

7.4. Evaluacion de multipotencia de las CMM-MO.

Se evaluo la capacidad de multipotencia de las CMM-MO para diferenciarse
a osteoblastos y adipocitos utilizando el Mouse Mesenchymal Stem Cell Functional
Identification Kit (R&D Systems, Inc. Minneapolis, Minnesota 55413, USA) siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Para demostrar la propiedad de diferenciarse
a osteoblastos de las CMM-MO, se inocularon 3 x10# células en una microcamara
de 4 pozos Lab-Tek® (Nunc®, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
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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
remplazo el medio con medio osteogénico suplementado: aMEM basal media (10%
de concentracion de SFB, 50 yg / mL de gentamicina, 2.5 ug / mL de anfotericina
B) y la proporcién correcta del reactivo Mouse/Rat osteogenic supplement
(ascorbato-fosfato, p-glicerolfosfato y BMP-2 recombinante humana) 20X, incluido
en el Mouse Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit. EI medio
suplementado se reemplazé cada 3-4 dias hasta completar un total de 21 dias. Los
osteoblastos fueron identificados con colorante Von Kossa, donde se tifieron los
depdsitos de matriz 6sea de color marrén oscuro 0 negro; brevemente las células
se fijaron con paraformaldehido al 4% por 20 minutos a temperatura ambiente.
Luego se transfieren a solucién saturada de carbonato de litio por 20 minutos. Se
realizaron lavados con agua corriente y se colocan en una solucién de nitrato de
plata al 5%, bajo iluminacion brillante (exposicion a luz natural) en un tiempo de 30
a 60 min. Después de este tiempo se observa un cambio de color. Finalizada esta
parte, se sumergen las células en una solucién de tiosulfato de sodio al 5% por 5
min. Se hicieron lavados con agua corriente y una contratincion con rojo neutro. Por
altimo, se lavo el exceso de colorante, se deshidratd la laminilla sumergiéndola
sucesivamente en etanol al 70%, al 96%, al 100% y en xilol. Se elimin6 el exceso
de xilol con un pafuelo, se montd un cubreobjetos encima de la preparacion, se
sellé con resina Entellan (Merck). La laminilla se conservé en oscuridad hasta su
uso.

Las CMM-MO se diferenciaron a adipocitos con el siguiente procedimiento.
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 100% con medio StemXVivo®
osteogenic/adipogenic base media (R&D Systems, Inc. Minneapolis, Minnesota
55413, USA). Se reemplazo el medio de cultivo con medio adipogénico
suplementado: aMEM basal media (10% SFB, 50 ug/mL de gentamicina, 2.5 ug/mL

de anfotericina B) y la proporcidbn correcta del suplemento adipogénico
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(hidrocortisona, isobutilmetilxantina e indometacina) 100X, incluida en el Mouse
Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit. EI medio suplementado se
reemplazé cada 3-4 dias hasta completar un total de 14 dias. Las células
diferenciadas a adipocitos se identificaron por la presencia de gotas lipidicas
mediante la tincibn de Rojo oleoso O; brevemente, las células son fijadas en
paraformaldehido al 4% por 20 min a temperatura ambiente. Se descarta el fijador
y se hacen 2 lavados con agua. Se afiade isopropanol al 60% por 5 min. Una vez
transcurrido el tiempo se descarta el isopropanol y se cubren las células con la
solucion de trabajo de rojo oleoso (3 mL del stock en 2 mL de agua destilada) por
10-20 min. Se retira el rojo oleoso y las células se lavan 2-5 veces con agua hasta
eliminar el exceso de colorante. Se utiliza contratincion de hematoxilina por 1 min
sumergiendo la laminilla sucesivamente en etanol al 70%, al 96%, al 100% y en
xilol. Se elimind el exceso de xilol con un pafiuelo, se montd un cubreobjetos encima
de la preparacion, se sellé con resina Entellan (Merck). La laminilla se conservé en
oscuridad hasta su uso.

Los cultivos de células diferenciadas a osteoblastos o adipocitos se
observaron con un microscopio de campo claro (Leica, DM IL LED Wetzlar,

Alemania), equipado con un objetivo 10X y una cdmara Leica (DFC295).

7.5. Modificacién genética de las CMM-MO

7.5.1. Transduccion lentiviral.

En botellas de cultivo de 25 cm? se inocularon 5 x10° CMM-MO vy se
incubaron por 16 h en atmosfera de CO2 al 5% a 37°C. Después de ese tiempo se
adicionaron 5 pg de sulfato de protamina/mL (Sigma-Aldrich) para transducir a las
células. Todos los cultivos se infectaron con el lentivirus correspondiente a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 2 particulas virales/célula, de acuerdo a lo
reportado por Yuan et al [106]. Las células se incubaron a 37°C en atmosfera
hameda de CO: al 5% por 48 h. Después de haber hecho un pase de los cultivos
transducidos, a cada uno de éstos se le agregaron 200 ug de geneticina (Gibco, Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) /mL para seleccionar las células
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transducidas. Después de una semana de seleccion, se tomo una alicuota de las
CMM-MO maodificadas y fueron cultivadas en microcamaras de 4 pozos Lab-Tek®
(Nunc®, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA); se mantuvieron por 12
h con medio DMEM-F12 suplementado para permitir la adherencia a la laminilla.
Después de ese tiempo se elimino el medio de cultivo, se realiz6 un lavado con PBS
al 10% vy se fijaron las células con metanol-acetona (4:1) por 10 min a 4°C; seguido
de eso se realiz6 otro lavado con PBS al 10%, se retir0 el exceso de humedad y se
afadié una gota (7 pL) medio de montaje Vectashield con DAPI (Vecta Mount,
Vector laboratories), y se colocé un cubreobjetos sobre la laminilla. Se realizé el
conteo de las células totales y las células verde-fluorescentes en cuatro campos por
medio de microscopio de epifluorescencia (Nokia, Eclipse 50i) 40X; se tomaron
fotografias digitales de cada campo con una cdmara Sight DS-2MV acoplada al
microscopio de epifluorescencia. Se calculo la eficiencia del procedimiento como

porcentaje de transduccion.

7.5.2. Célculo de la eficiencia de transduccién.

Se calculd la eficiencia de transduccién aplicando la siguiente ecuacion:
% eficiencia de transduccion= CMM-MO-GFP /CMM-MO totales x 100
Donde, CMM-MO-GFP son las células madre mesenquimales de médula ésea
murinas que muestran una sefal verde-fluorescente bajo el microscopio de

epifluorescencia; CMM-MO totales es el nUmero total de CMM-MO.

7.6. Validacion de la expresion de los transgenes por las CMM-MO.

Para confirmar la expresion de los transgenes a nivel de traduccion se realiz6
la técnica de Western Blot. Después de incubar 48 h en medio DMEM-F12
suplementado, se obtuvieron 9 + 1 mL del medio de cultivo usado de monocapas
confluentes de CMM-MO modificadas con TRAILs, IFN e IL-12. El medio de cultivo
se concentrdé por ultrafiltracion con centrifugacion a 5,000 rpm por 40 min a
temperatura ambiente en una columna Amicon (Amicon® Ultra-15 10K Centrifugal
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Filter Devices). Se colect6 el medio concentrado y se tomaron 500 uL de éste en un
microtubo de 1.5 mL para proceder con la precipitacion de proteinas por el método
de metanol-cloroformo. Brevemente: Se adicionaron 600 yL de metanol al 100%
(Sigma Aldrich) y 450 pL de cloroformo puro (Sigma Aldrich) a los 500 yL de medio
concentrado en el mismo tubo, y se mezclé por inversion durante 1 min.
Posteriormente se centrifugdé a 12,000 rpm a 4°C por 2 min. Después se retiro la
fase acuosa (la fase superior) cuidando no tocar la interfase y se agregaron 600 uL
de metanol; se mezclo por inversion 1 min. Enseguida se centrifugd a 12,000 rpm a
4°C por 7 min y se retiré el sobrenadante. Finalmente se dejé secar a 50°C y se
resuspendio en agua MilliQ (volumen final 100 pL). Para estandarizar la técnica se
lisaron CMM-MO sin transducir empleando el buffer de lisis PKR para la deteccion
de actina. Brevemente: se inocularon 500,000 células en una placa Petri y se
incubaron por 12 h. Se retir6 el medio de cultivo y se lavaron las células con PBS
10%. Se afadié el buffer de lisis PKR 1X, y se incubé por 20 min a -20°C.
Transcurrido este tiempo, se hizo un raspado de las células y se transfirieron a un
microtubo de 1 mL. Las células se mezclaron en un vortex por 10 seg, para lisar por
completo. El lisado se centrifugd 12,000 rpm a 4°C por 2 min y se recupero el
sobrenadante. Se cuantificaron las proteinas totales por medio de Bradford
(Bradford Quick Start Bio Rad); brevemente, se us6 una placa de 96 pozos la cual
manejamos con hielo para mantener mas estables las proteinas. Se coloc6 1 yL por
pozo de muestra y se afiadieron 100 uL del reactivo de Bradford. Se incub6 por 5
min sobre hielo y se leyd absorbancia a 600 nm. Con las preparaciones obtenidas
se realizd6 un Western Blot; primero, se corri6 electroforesis en gel de
poliacrilamida/SDS (SDS/PAGE, por sus siglas en inglés [sodium dodecyl
sulphate/polyacrylamide gel electrophoresis]) al 12% con 1.5 mm de grosor (Sigma-
Aldrich). Los geles se cargaron con 40 pL del concentrado proteico por carril (100
Mg/mL aprox. de proteina total) y se corrieron a 85 V por 15 min y luego 100 V por
1 h. Las proteinas se electro-transfirieron a una membrana de Polifluoruro de
Vinilideno (PVDF) (Bio Rad, Hercules, California, USA) por medio de una camara
de transferencia semi-seca (BioRad, Hercules, California, USA), siguiendo una

rampa de voltaje (15 min, 10 V; 10 min, 15 V; 5 min, 20 V), y se bloquearon
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incubando las membranas con las proteinas toda la noche con leche
semidescremada comercial (Svelty, Nestlé, Ciudad de México) 5% en TBS a 4°C en
agitacion (20 RPM). Se realiz6 un lavado con TBS y posteriormente las
preparaciones de proteinas se incubaron 4 h a 4°C, con anticuerpos primarios anti-
TRAIL (1:200), anti-IFNB (1:800), anti-IL-12 (1:1000) y anti-Actina (1:1000) de ratén,
obtenidos de conejo (Abcam). Se realizaron 4 lavados con TBST por 5 min y luego
se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario
policlonal anti-conejo conjugado con HRP (Horse-radish peroxidase —Peroxidasa de
rabano picante—) (1:10,000). Después de incubar se realizaron 4 lavados con TBST
por 5 min y un ultimo lavado por 5 min con TBS. Se revel6 utilizando el estuche de
luminol Clarity ECL Kit (Bio Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante y se
analizaron las membranas en un fotodocumentador Molecular Imager® Chemidoc
XRS+ Imaging System (Bio Rad) y con el software ImageLab incluido en el equipo

se tomaron imagenes de las membranas.

7.7. Produccion de linfomas.

Se produjeron linfomas en ratones BALB/c mediante la linea celular de
linfoma murino L5178Y anteriormente descrita.

Expansioén 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 SFB estéril, 50 pg/mL gentamicina (Gibco), 2.5 ug/mL
de anfotericina B (Gibco) y 0.1% de pluronic F68 al 10% (Gibco) en el medio

suplementado.

7.7.1 Modificacion genética de las células L5178Y.

La transduccion lentiviral se realizé con base al protocolo empleado para la
transduccién de las CMM-MO de ratén. En botellas de cultivo de 25 cm? se
inocularon 5 x10° células de L5178Y y se incubaron por 16 h en atmésfera de CO2
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al 5% a 37°C. Después de transcurrido ese tiempo se adicionaron 5 ug de polibreno
/mL (Vector Builder) para transducir a las células T [107]. Todos los cultivos se
infectaron con lentivirus a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 2 particulas
virales/célula. Las células se incubaron a 37°C en atmosfera humeda de CO: al 5%
por 48 h, y las células transducidas fueron seleccionadas con geneticina (200
png/mL) (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Después de una
semana de seleccion, las células de linfoma L5178Y modificadas fueron
centrifugadas a 300 xg para eliminar el medio de cultivo. Se realizé un lavado con
PBS al 10% y se fijaron las células con metanol-acetona (4:1) por 10 min a 4°C;
seguido de eso se realizé un lavado con PBS al 10%. Se realizé un extendido de
las células fijadas sobre una laminilla, se retir6 el exceso de humedad, se afiadio
una gota (7 pL) medio de montaje Vectashield con DAPI(Vecta Mount, Vector
laboratories), y se colocé un cubreobjetos sobre la laminilla. Se realizé el conteo de
las células totales y las células verde/rojo-fluorescentes en cuatro campos por medio
de microscopio de epifluorescencia (Nokia, Eclipse 50i) 40X, y se tomaron
fotografias digitales de cada campo con una cadmara Sight DS-2MV acoplada al
microscopio de epifluorescencia. Se calculo la eficiencia del procedimiento como
porcentaje de transduccion. Las células seleccionadas se almacenaron en nitrogeno

liquido en fase vapor hasta su uso.

7.8. Determinacion de la reduccion del tamafo de los tumores.

Célculo del nUmero de muestra: Para determinar el nimero de muestra se

uso la férmula descrita por Charan (2013) [108], donde E=Total de animales —
Numero de grupos. Si E es menor de 20 el numero de animales es el adecuado.
Esta fue utilizada para el grupo de estandarizacion (E=10-5=5) y para los grupos

experimentales (E= 25-5=20).

Estandarizacion del tumor solido: Se utilizaron dos grupos de 5 animales para

realizar la estandarizacion y reproducir las condiciones experimentales establecidas

por Gonzalez-Villareal [80]. A un grupo se le inocularon 5 x10° células de L5178Y
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transducidas con mCherry/GFP en 100 uL de solucion salina y al otro grupo se le
inocularon las células L5178Y sin transducir, ambas en el gastrocnemio derecho.
Antes de la inoculacion se aplico anestésico intraperitoneal (Ketamina 100 mg/Kg,
Xilazina 10 mg/Kg) [109]. Los ratones se mantuvieron vivos hasta un maximo de 26
dias o si el tumor sobrepasaba el 10% del peso corporal normal del ratén [110] y se
sacrificaron en una camara de CO:2 con posterior dislocacion cervical y verificacion
de signos vitales. También fueron sacrificados si presentaban signos de intenso
dolor de acuerdo con el manual de Manejo de Roedores de Laboratorio aceptado
por la Asociacion Americana de Acreditacion de Laboratorios de Cuidado Animal
(AAALAC) [111]: disminucién de la ingesta de agua y alimento, pérdida de peso
(>20%), pelaje erizado, piel seca, laceraciones, postura y caminar anormal,
inclinacion de la cabeza, letargia, hinchazén, diarrea, convulsiones, descarga de los
orificios corporales y disnea. Al sacrificarse los ratones se les realiz6 biopsia del
tumor y se extrajeron los érganos siguientes: higado, pulmaon, rifidn y cerebro. Los
organos extraidos del modelo experimental se colocaron en una cubetilla y se
incluyeron en Tissue-Tek O.C.T. compound (Sakura Finetek, Nagano, Jap6n) para
ser almacenadas a -80°C. Se realizaron cortes de 6 um con un criostato (Roundfin,
Shenyang, China) se colocaron en un portaobjetos con una gota (7 pL) de medio de
montajeVectashield con DAPI (Vecta Mount, Vector laboratories) seguido del
montaje de un cubreobjetos, y se observaron mediante un microscopio de
epifluorescencia (Nokia, Eclipse 50i) 40X, para analizar la distribucion de las células
en el tumor y presencia de metastasis en los diversos tejidos aislados. También se
realizaron tinciones histoldgicas con Hematoxilina-Eosina. Tincion Hematoxilina-
Eosina: Se sumerge la preparacion 60-70 segundos (seg). en Hematoxilina de
Meyer, después se lava en agua corriente por 10 seg, enseguida se sumerge en
eosina por 10-12 seg, posteriormente se lava en agua corriente por 3-7 seg, se
continla con la deshidratacion 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 aclara la muestra con xilol puro por 3 minutos y se monta con resina (Vecta

Mount, Vector laboratories), colocando al final un cubreobjetos encima.
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Ademas, se realiz6 una inmunohistoquimica para el receptor de TRAIL
(TRAIL R2/DR5) (anti-DR5, Abcam) en cortes de 6um de tumores de ambos grupos
sin recibir tratamiento, con el fin de evaluar la sensibilidad de TRAILs para producir
apoptosis. Nuevamente se empled como sistema de deteccion el Mouse and Rabbit
Specific HRP/DAB (ABC) detection IHC Kit (Abcam, Burlingame, California, USA).
Los cortes de tumor de ambos grupos se lavaron con agua corriente para eliminar
el exceso de Tissue-Tek O.C.T. compound (Sakura Finetek, Nagano, Japén) y se
fijaron con metanol-acetona (4:1) por 10 min a 4°C, seguido de un lavado con PBS
al 10%. Las laminillas se lavaron en TBST por 5 min. Se bloqued la peroxidasa
endogena con H202y se incubd la preparacion 10 min a temperatura ambiente. Se
realizd otro lavado con TBST por 3-5 min, y se bloquearon las proteinas con la
solucién protein block, incluida en el kit (por 30 min a 37°C, en cAmara humeda). Se
realiz6 otro lavado con TBST por 3-5 min, para continuar con la adicion del
anticuerpo primario. La laminilla con el anticuerpo primario se cubrié con plastico
sellador durante toda la noche, a 4°C en camara humeda. Después de transcurrido
ese tiempo, se lavd como antes y se cubrié con el anticuerpo secundario, incubando
por 30 min a 37°C en camara humeda. Se lavé con TBST 3-5 min y se agrego la
solucion de estreptavidina-HRP incluida en el kit, incubando por 15 min a 37°C en
camara humeda. Se lavo la preparacion con TBST 3-5 min y se revelo la presencia
de los marcadores de interés agregando una solucion de sustrato-cromégeno (10:1
gotas; incluido en el kit) y se incub6 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 agregé Hematoxilina
de Harris, cubriendo uniformemente las células por 2 min. Se lavo la preparacion
con agua corriente y después con agua destilada, en cada ocasién por 3 min.
Posteriormente se deshidraté la preparacién, sumergiéndola sucesivamente en
etanol al 70%, al 96%, al 100% y en xilol. Se elimin6é el exceso de xilol con un
pafiuelo, se monto un cubreobjetos encima de la preparacion y se sellé con resina
Entellan (Merck). La laminilla se conservé en oscuridad hasta su uso. Se analizaron
5 campos por laminilla con un microscopio de campo claro (Leica, DM IL LED,

Wetzlar, Alemania) a 10X, se tomd una fotografia con la camara integrada al
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microscopio (Leica, DFC295) con el software LAS V4.3 y se contaron células
positivas con ayuda del software ImageJ de manera manual (www.imagej.nih.gov).

Una vez comprobada la eficacia para generar un tumor solido por las células
transducidas, la sensibilidad de TRAIL para generar apoptosis y el andlisis de
presencia de metastasis, continuamos con el establecimiento del tumor sélido en

los grupos experimentales.

Establecimiento del tumor sélido. Se formaron 5 grupos, cada uno con 5

ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas (n=25), a los cuales se le indujo el
desarrollo de un linfoma sélido, inoculando 5 x10° células L5178Y transducidas,
suspendidas en 100 pL de solucién salina fisiolégica en el gastrocnemio derecho,
como describid6 Gonzalez-Villareal en 2018 [80]. Antes de la inoculacion se aplic
anestésico via intraperitoneal (Ketamina 100 mg/Kg, Xilazina 10 mg/Kg) [109]. Al
dia 9 post inoculacién, los tumores del gastrocnemio derecho alcanzaron un
volumen de 1-2 cm3, cumpliendo con lo previamente reportado por nuestro grupo

de investigacion [80].

Tratamientos experimentales: Los tratamientos elegidos fueron seleccionados

tomando en cuenta los resultados obtenidos en los trabajos previos de nuestro
laboratorio donde la combinacién de TRAILs e IFN fue la que mostré mayor efecto
citotéxico, redujo el volumen de los tumores y alargé la sobrevida de los ratones
[105],[80]. Ademas, en este trabajo se afiadio la IL-12 y la combinacion con TRAILS,
para observar si presentaba mayor efecto que los tratamientos previamente
analizados. Se probaron varias combinaciones de CMM-MO transducidas con los
tres transgenes de interés (TRAIL, IFNB e IL-12) o sin ninguno de ellos. Cada
tratamiento consistié en un implante de un total 1 x10® CMM-MO suspendidas en
100 pL de solucién salina fisioldgica inyectable directamente en el tumor,
independientemente de que el implante haya consistido en CMM-MO portando un
s6lo transgen, dos o no portando ninguno. Antes de la inoculacién se aplico
anestésico via intraperitoneal (Ketamina 100 mg/Kg, Xilazina 10 mg/Kg) [109]. En

la lista siguiente se muestran los grupos experimentales:
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e Grupo 1: Sin tratamiento (Control)

e Grupo 2: CMM-MO sin transducir (naive) 1x108 CMM-MO

e Grupo 3: 5x10° CMM-MO transducidas con TRAILs y 5x10° CMM-MO
transducidas con IFN 3

e Grupo 4: 5x10° CMM-MO transducidas con TRAILs y 5x10° CMM-MO
transducidas con IL-12

e Grupo 5: 1x10%® CMM-MO transducidas con IL-12

Medicion del tejido tumoral: Desde el dia de la inoculacion de las células L5178Y

hasta maximo el dia 90 postratamiento o cuando los tumores alcanzaron el 10% del
peso normal del raton [110], se midieron las extremidades inoculadas 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 datos obtenidos fueron graficados con el
software Prism GraphPad versiéon 8.00 para Windows (Windows, GraphPad

Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

7.9. Determinacion del tiempo de sobrevida.

Se dio seguimiento a los tumores durante todo el estudio hasta maximo el
dia 50 post-inoculacion, cuando todos los ratones murieron o se sometieron a
eutanasia con el procedimiento anteriormente mencionado. Si antes de los 50 dias
los ratones presentaban dolor moderado (estrechamiento orbital con parpados
parcialmente cerrados, abultamiento nasal y de mejillas, orejas poco levantadas y
hacia atras, bigotes agrupados) se aplicé analgésico (Buprenorfina 0.05-205 mg /
Kg via intraperitoneal cada 6-12 h) [112], con el fin de mantener por el mayor tiempo
el desarrollo de la enfermedad y analizar la eficacia del tratamiento, asi como la
visualizacion del desarrollo de metastasis. A la par de la medicion de los tumores,
se analizo la sobrevida de los ratones con la prueba de sobrevivencia de Kaplan-

Meier. Los resultados se interpretaron con el software SPSS v.24 con la intervencion
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de Log Rank de Mantel-Cox (significancia: p=0.05), y con el software Prism
GraphPad version 8.0.

7.10. Evolucion de los tumores post-inoculacion y analisis de metéstasis.

Los ratones se analizaron individualmente a lo largo del estudio registrando
decesos, colectando biopsias de los tumores, 6rganos y pesos de los ratones. Los
organos extraidos del modelo experimental se colocaron en una cubetilla y se
incluyeron en Tissue-Tek O.C.T. compound (Sakura Finetek, Nagano, Japon) para
ser almacenados a -80°C. Los tumores fueron sometidos a un proceso de pre-
fijacion en acetona fria por 10 minutos, para posteriormente ser incluidos en Tissue-
Tek O.C.T compound.

A partir de las biopsias obtenidas de los tejidos tumorales, se realizaron 2
cortes de 6 ym con un microtomo criostato (Roundfin, Shenyang, China) y se
montaron en portaobjetos. Se elimind el exceso de Tissue-Tek O.C.T. compound
con agua corriente y posteriormente, se les realizé tincion con Hematoxilina-Eosina.
Tincion Hematoxilina-Eosina: Se sumerge la preparacion 60-70 seg en Hematoxilina
de Meyer, después se lava en agua corriente por 10 seg, enseguida se sumerge en
eosina por 10-12 seg, posteriormente se lava en agua corriente por 3-7 seg, se
continla con la deshidratacion 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 aclara la muestra con xilol puro por 3 minutos y se monta con resina (Vecta
Mount, Vector Laboratories). Las preparaciones fueron observadas en un
microscopio de campo claro analizando los tejidos de ambos, ratones tratados y no

tratados.

Tomando en cuenta los resultados del experimento uno para el
establecimiento del tumor, se seleccionaron los 6rganos en donde se hubo
detectado presencia de metastasis, se realizaron dos cortes de 6 um por cada tejido
y se realizd tincion con Hematoxilina-Eosina para confirmar los cambios
histopatolégicos producidos y la realizaciébn de una escala semicuantitativa de

alteracion histoldgica. Asi mismo, con el fin de conocer silas CMM-MO transducidas
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migraron a estos oOrganos se evalud por microscopia de epifluorescencia su
presencia en el tumor en conjunto con las células de linfoma L5178Y, ambas
expresando fluorescencia. Se realizaron dos cortes de 6 um por cada tejido, se retird
el exceso de Tissue-TEK O.C.T compound con agua corriente y con un pafiuelo se
retird el exceso de liquido sin dejar secar por completo. Se afiadié una gota (7 pL)
de medio de montaje Vectashield con DAPI, y se colocd un cubreobjetos sobre la
laminilla. Se realiz6 el conteo de las células totales y las células verde/rojo-
fluorescentes en cuatro campos por medio de microscopio de epifluorescencia
(Nokia, Eclipse 50i) 40X; se tomaron fotografias digitales de cada campo con una
camara Sight DS-2MV acoplada al microscopio de epifluorescencia. Las imagenes
se procesaron empleando el software Image J, y se reportd como intensidad de

fluorescencia.

7.11. Aspectos éticos.

En este trabajo se utilizaron células en cultivo y el menor nimero de animales
de laboratorio que permita llegar a conclusiones validas y reproducibles, respetando
en todo momento la NOM-062-Z00-1999 y la Guia de la AAALAC, para manejo de

animales de experimentacion.
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8. RESULTADOS

Los resultados obtenidos se irdn describiendo segun el orden de los objetivos

especificos.

8.1. Transducir CMM-MO de ratén con los transgenes TRAILs, IFNB e IL12 y la linea

L5178Y con un gen reportero fluorescente.

8.1.1. Obtencion de CMM-MO raton.

Dos semanas después de cultivar las células adherentes de la médula 6sea
de 3 ratones de la cepa BALB/c, se obtuvo un cultivo de células adherentes al
plastico de la caja de cultivo, las cuales presentaban morfologia alargada en forma
de huso, similar a fibroblastos. Al alcanzar el 80% de confluencia se realizé el
subcultivo hasta el pase 3. En la figura 6 se incluye una imagen representativa del

cultivo de células adherentes de médula 6sea en el pase 3 (figura 6).

Figura 6. Células adherentes de médula 6sea de raton del tercer pase al 80 % de
confluencia en campo claro a 10X.
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8.1.2. Caracterizacion de CMM-MO por marcadores CD105, CD90, CD34.

La identificacion de los marcadores de extirpe mesenquimal establecidos por
la ISCT [45] se realiz6 por medio de inmunohistoquimica contra CD105, CD90 y
CD34 en células adherentes de médula 0sea del pase 3. Las células positivas se
identificaron por la coloracion café-rojiza y las negativas se observaron de color
azul-violeta por la contratincion con Hematoxilina de Harris. Por medio de
microscopia de campo claro, se realiz6 un conteo de células positivas en 5 campos
y el resultado se report6 como porcentaje de positividad. Las células adherentes
obtenidas de médula 6sea mostraron el fenotipo CD105* (98.39 + 0.945 %), CD90*

(98.95 + 0.964 %) y CD34 (0.754 + 0.541 %) (figura 7).

0.75410.54% 98.39+0.95% 98.9510.96%

Figura 7. Caracterizacion de CMM-MO raton. CMM de pase 3. Anticuerpos: anti-CD90
(1:200), anti-CD105 (1:25), anti-CD34 (1:100). Porcentaje de células positivas en 5 campos.

Positivo coloracion café-rojiza; negativo color morado por contratincién con hematoxilina.

8.1.3. Evaluacién de multipotencia de las CMM-MO.
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Las CMM-MO tienen la propiedad de diferenciarse a diferentes linajes
celulares, por ello en este trabajo se realizd la diferenciacion hacia linaje
adipogénico y osteogénico. En el proceso de diferenciacion a linaje adipogénico las
CMM-MO se cultivaron con el medio de diferenciacion suplementado para
adipocitos durante 14 dias. Después de ese periodo de tiempo las células se fijaron
y se tifieron con rojo oleoso O. Las CMM-MO diferenciadas a adipocitos cambiaron
su morfologia de fibroblasto hacia células redondeadas, las cuales presentaron
gotas lipidicas intracelulares las cuales se tifieron levemente de color rojo. Como
control negativo se emplearon CMM-MO cultivadas con medio sin factores de
diferenciacion y como control positivo se empleo tejido adiposo de rata. Para la
diferenciacion a osteoblastos, las CMM se cultivaron con el medio suplementado
con factores osteogénicos por 21 dias. Después de transcurrido ese tiempo las
células diferenciadas se fijaron y se tifieron con Von Kossa. Las CMM-MO
diferenciadas a osteoblastos presentaron una morfologia cuboidea, caracteristica
de esta extirpe celular, y ademas mostraron depositos de matriz 6sea de color
marrén oscuro alrededor de las células. Como control negativo se emplearon CMM-
MO cultivadas con medio sin factores de diferenciacion y como control positivo se
utilizé6 hueso macerado de rata. Las imagenes representativas se incluyen en la

figura 8.
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Células diferenciadas Control negativo Control positivo
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Adipogénico
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Osteogénico

Figura 8. Diferenciacion Adipogénica y Osteogénica de CMM-MO. a) Diferenciacion a linaje
adipogénico: tincién Rojo oleoso; positivo color rojizo de gotas de grasa intracelulares, 14
dias post-diferenciacién. Control negativo: CMM sin medio de diferenciacion; control
positivo: tejido adiposo de rata. b) Diferenciacion a linaje osteogénico; positivo precipitado
color negro de matriz 6sea, 21 dias post-diferenciacion. Control negativo: CMM sin medio

de diferenciacion; control positivo: hueso de rata. Campo claro a 40X.

8.1.4. Validacion de la expresion de TRAILs, IL-12 e IFN por CMM-MO.

Para evaluar la expresion de los transgenes de TRAILs, IL-12 e IFNJ se
realiz6 la modificacion genética de las CMM-MO empleando vectores lentivirales.
Estos vectores fueron disefiados por Gonzélez-Villareal [80], y fueron fabricados por
la casa comercial Vector Builder de Cyagen. Las CMM-MO durante el proceso de
transduccion conservaron sus caracteristicas morfolégicas y la capacidad de
autorreplicacion. Finalizado el periodo de seleccién con geneticina, se determind la
eficiencia de transduccion por medio de microscopia de epifluorescencia de las
células que expresaban el gen reportero fluorescente GFP. Analizando cuatro
campos al azar a 40X; se obtuvo un porcentaje de células positivas del 88% en
CMM TRAILS, 95% CMM IFNB y 77% para las CMM IL-12 (figura 9).
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Figura 9. Imagenes de fluorescencia de CMM-MO transducidas una semana después de
procedimiento de transduccion. CMM transducidas marcadas con gen reportero GFP en
color verde, nucleo celular tefiido con DAPI en color azul. Eficiencia de transduccion: CMM
TRAILs 88%, CMM IFNB 95% y CMM IL-12 77%. CMM, células madre mesenquimales;
TRAILSs, fracciéon soluble del ligando inductor de la apoptosis relacionado con el factor de

necrosis tumoral; IFN, interferdn beta; IL-12, interleucina 12.

La validacion de la expresion de los transgenes a nivel de proteina por parte
de las células transducidas con lentivirus se llevo a cabo por medio de Western Blot,
siguiendo el procedimiento anteriormente mencionado. Para estandarizar la técnica
se emple6 un anticuerpo contra la proteina citoplasmatica actina y se utilizaron
lisados celulares de CMM-MO, obteniéndose una banda de aproximadamente 42
kDa.
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Posterior a estandarizar las condiciones continuamos con la deteccion de las
proteinas del sobrenadante en los cultivos de células transducidas. Una vez
colectados los sobrenadantes se concentraron y precipitaron para obtener la pastilla
de proteinas totales. Las proteinas resuspendidas en agua MiliQ fueron
cuantificadas por medio de Bradford. Las muestras fueron cargadas en un rango de
80 a 100 ug/mL de proteinas totales en un volumen de 40 pL en el gel de
poliacrilamida de 1.5 mm de grosor para la separacion de proteinas por medio de
electroforesis SDS-PAGE; se utilizd6 un buffer de carga 5X. Seguido de eso, se
realizoé la electro-transferencia en cAmara semi-seca hacia una membrana de PVDF,
se continud con el bloqueo, lavados y adicion de anticuerpos primario y secundario.
En los tres tipos de concentrado de sobrenadante analizados se detecto la
presencia independiente de las bandas correspondientes a TRAILs, IL-12 e IFN-(3,
cuyos tamafos correspondian a los pesos moleculares de 22, 22 y 25 kDa,
respectivamente (figura 10), las cuales se observaron de color oscuro. Sin embargo,
la resolucion de las bandas no fue la adecuada, debido a que el buffer de carga
empleado generé manchas y ruido de fondo en la membrana de PVDF, por lo que

se mantiene como una perspectiva mejorar la calidad de estas.

TRAILs IL-12 IFNB

L
22 kDa -
25kDa | -
42 kDa -— T

Figura 10. Western Blot de sobrenadantes de CMM-MO transducidas. Volumen de carga
40 uL, concentracion de 80 a 100 ug/mL de proteina total. Control de actina. Anticuerpos
empleados: anti-TRAIL (1:200), anti-IL-12 (1:1000), anti-IFNf (1:800), anticuerpo primario

anti-actina (1:1000), y anticuerpo secundario de conejo conjugado con HRP (1:10 000).
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Bandas correspondientes a las proteinas se observan de color negro. Peso molecular de
TRAILs, 22 kDa; de IL-12, 25 kDa; y de IFNB, 22 kDa. Actina, 42 kDa.

8.1.5. Validacion de la modificacion genética de linea de linfoma para la expresion
de marcador reportero fluorescente.
La transduccion lentiviral de la linea de linfoma se realizé de forma similar a la de
las CMM-MO. Esta modificacién genética permitio el marcaje de las células de tumor
para poder ser identificadas rapidamente en cortes de tejidos, por medio de los
reporteros fluorescentes mCherry/GFP. El proceso de transduccién no modifico las
caracteristicas morfolégicas normales de las células tumorales, observandose
intacta su membrana. Después de la seleccion por geneticina, se analizé por
microscopia de fluorescencia su eficiencia de transduccion. Se revisaron 4 campos
a 40X y se tomaron fotografias con la cdmara adjunta al microscopio de
epifluorescencia. Se contaron las células totales de color azul (ntcleos con DAPI) y
las células que presentaban fluorescencia rojo y verde (genes reporteros). La
eficiencia de transduccion de las células de linfoma L5178Y fue del 94% (figura 11).
Debido a que la linea de linfoma es en suspension, se presentaron problemas de
formacion de agregados celulares, lo cual dificulté el analisis de la eficiencia de

transduccion.

DAP! mCherry MERGE

L5178Y ST

L5178Y GFP / mCherry
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Figura 11. Imagenes de fluorescencia de células L5178Y transducidas una semana
después del procedimiento. Células de linfoma L5178Y transducidas marcadas con gen
reportero fluorescente mCherry y GFP en color rojo y verde. Nucleo celular tefiido con

DAPI en color azul. Eficiencia de transduccion: 94%.

8.2. Evaluar la actividad antitumoral de CMM-MO que expresan IL-12, las
combinaciones TRAILs con IL-12, TRAILs con IFNB y el tiempo de sobrevida

en un modelo murino singénico de linfoma.

8.2.1. Comparacion del desarrollo del tumor y deteccién de metastasis.

Con el fin de comprobar si la linea L5178Y transducida mantiene la capacidad
para generar un tumor sélido, se realiz6 un ensayo piloto con dos grupos de 5
ratones BALB/c de 6 a 8 semanas. Al primer grupo se le inocularon 5 x10° células
sin transducir por ratdbn en el gastrocnemio derecho, segun lo estandarizado
previamente por nuestro grupo de investigacion [80]. Al segundo grupo se le inoculé
la misma cantidad de células, pero estas se encontraban modificadas
genéticamente para la expresion de los reporteros fluorescentes mCherry/GFP. En
ambos grupos se permitié el desarrollo del tumor, se realizaron mediciones de los
volumenes de las piernas cada tercer dia y fueron sacrificados siguiendo los criterios
anteriormente establecidos. Las mediciones de los tumores al dia 9 se ilustran en la
figura 12. Después del analisis estadistico no se encontrd diferencia significativa
entre ambos grupos (p>0.05, prueba de T), indicando que el procedimiento de

transduccion no altera la capacidad de la linea celular para formar un tumor soélido.
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Figura 12. Volumen del tumor al dia 9. Los valores graficados representan la media = el

error estdndar. ns: no diferencia significativa, p<0.05.

Los ratones de este ensayo se mantuvieron con vida hasta el dia 22 y luego
fueron sacrificados debido a que presentaban signos de dolor intenso, ademas que
los tumores sobrepasaban el 10% del peso del ratén. Una vez sacrificados, se
extrajeron los tumores y los siguientes 6rganos de ambos grupos: higado, rifiones,
pulmones y cerebro. Estos se procesaron con fijador de Carnoy para inclusién en
parafina y con Tissue-Tek, O.C.T compound, para realizar corte con un criostato.
Se realizaron cortes de 6um, dos por tejido, se les lavd el exceso del medio de
montaje con agua corriente, se elimino el exceso de humedad con un pafiuelo y se
les coloc6 el medio de montaje (Vectashield with DAPI), para examinar en
microscopio de epifluorescencia. En los cortes de tumor se pudo confirmar la
presencia de sefal fluorescente procedente de las células transducidas con los
genes reporteros fluorescentes mCherry y GFP, de color rojo y verde (figura 13).
Mientras tanto, los tumores generados por células de linfoma no transducidas no
presentaban sefal procedente de estos marcadores. Posteriormente se analizaron

los 6rganos extraidos. En todos los ratones del grupo inoculado con la linea de
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linfoma transducida, se detecto sefial fluorescente del reportero mCherry y GFP, de
color rojo y verde respectivamente, en los cortes de higado (figura 14), sefial que
nos indicaba una posible metastasis a higado. El dafio hepatico producido por la
metastasis se confirmd por medio de la tincion Hematoxilina-Eosina, donde se
observo la presencia de infiltrado de células tumorales linfoides en los sinusoides
gue rodean a los hepatocitos, formacion de nuevos vasos sanguineos y displasia
del parénquima hepatico. Como control positivo se empled un corte de tumor, en
donde se visualizé la presencia de las células tumorales linfoides de nacleo grande
y citoplasma escaso, ausencia de células musculares esqueléticas y formacién de
nuevos vasos capilares (figura 15). En los otros tejidos aislados (rifiones, pulmones
y cerebro) no se detectd sefial fluorescente procedente de estos marcadores ni

tampoco se observaron cambios morfologicos correspondientes con metastasis.

DAPI mCherry GFP MERGE

Tumor
Transducidas

No Transducidas

Tumor

Figura 13. Deteccion por fluorescencia de células L5178Y transducidas en tumor.
Comparacion de linea de linfoma L51778Y no transducida y transducida. Células
transducidas marcadas con el gen reportero mCherry y GFP en color rojo y verde. Nucleos

celulares tefiidos con DAPI en color azul.
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Figura 14. Andlisis de metastasis a 6rganos por fluorescencia. Imagenes de fluorescencia
de cortes de cerebro, pulmén, higado y rifién. Tejidos positivos a células L5178Y
transducidas presentan sefial del gen reportero mCherry en color rojo, y del gen reportero

GFP en color verde. NUcleos celulares tefiidos con DAPI en color azul.
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Figura 15. Analisis de metastasis a 6rganos por tincibon Hematoxilina-Eosina. a) Corte de
higado del grupo inoculado con células L5178Y transducidas, campo claro 10X. Se observa
evidencia de metastasis por la presencia de células tumorales de color morado en vena
central, en sinusoides y en parénquima hepatico, asi como displasia del tejido. Hepatocitos
en color rosa. b) Ampliacion a 40X de higado metastasico. Se observa méas claramente la
inclusién de células tumorales en sinusoides. VCT: Vena central con células tumorales. VC:
Vena central con células sanguineas. CT: C. tumorales. H: Hepatocitos. Sv: Sinusoides
limpios. Sct: Sinusoides con células tumorales. c) Corte de tumor del grupo inoculado con
células L5178Y transducidas, el cual se empled como control positivo de células tumorales,
campo claro 10X. Ausencia de células musculares caracteristicas del musculo esquelético.
d) Ampliacion a 40X de tumor, se observan vasos capilares tumorales. CT: Células

tumorales. Vcap: Vasos capilares en el tumor.

8.2.2. Deteccion del receptor de muerte de TRAIL

La deteccion del receptor murino de muerte de TRAIL (TRAIL-DR5) se realiz
con el fin de comprobar la sensibilidad de la linea L5178Y para producir apoptosis

por medio de esa via de sefializacion, ya que la ausencia de este podria representar
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un mecanismo de resistencia a la eliminacion por esta via. La estandarizacion se
realizo en cortes de 6 um de rifidn de ratdn, siguiendo las indicaciones de la casa
comercial. Se emplearon 2 diluciones, 1:200 y 1:400, la primera era la indicada en
el kit comercial; como control negativo se emple6 la misma muestra, pero sin afadir
el anticuerpo primario (figura 16). La sefial positiva esta indicada por la coloracién
café-rojiza, mientras la coloracion azul-violeta es por la contratincion con
Hematoxilina de Harris. Se eligié la dilucion 1:200 para continuar con el
procesamiento de las muestras debido a que era donde la sefial positiva café-rojiza

se observo mas intensa y uniforme.

.

Negativo

'&

1:2 1:400

Figura 16. Estandarizacion de deteccion del receptor de TRAIL. Corte histoldgico de 6 pm
de rifién de ratén. La positividad se indica por el color café-rojizo; nucleos de color morado

por contratincion con hematoxilina. Campo claro a 40x.

Se analiz6 la presencia del receptor en cortes de 6 um de tumor, tanto del
grupo ratones inoculados con las células L5178Y transducidas como no
transducidas sacrificados al dia 22, n=3. En ambos casos se demostré que las
células eran positivas para la presencia del receptor DR5 (No transducidas = 60%,
Transducidas = 60%). En dichas células se observaba coloracion citoplasmatica
positiva de color café-rojizo, lo cual es indicativo de que las células son sensibles a
apoptosis por el ligando TRAIL. No obstante, la sefial de DR5 no era continua, sino
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gue se presentaba por &reas en la laminilla, lo cual se asocia con diversidad celular
en el tumor debido a las células que forman el microambiente. Para el analisis se
observaron 10 campos por triplicado, y se reportd como porcentaje de campos
positivos. Como control positivo se emple6 rifidn de raton y como control negativo
se utilizé un corte de tumor procesado sin la adicion del anticuerpo primario. En la

figura 17 se incluyen imagenes representativas.

Figura 17. Receptor de TRAIL murino (DR5) en muestras de tumor al dia 22 post-
inoculacion. a) Grupo inoculado con células L5178Y no transducidas, 60% positivo; b) grupo
inoculado con células L5178Y transducidas, 60% positivo; c) control positivo (rifién de ratdn)
y d) control negativo (corte de tumor sin anticuerpo primario). Positividad indicada por
coloracién café-rojiza; nucleos color morado por contratincion con hematoxilina. Analisis de
10 campos al azar, n=3. Cortes de 6 ym, campo claro a 40x.

59



8.2.3. Aplicacion de tratamientos contra tumor solido.

Una vez demostrada la capacidad de las células L5178Y transducidas para
generar un tumor sdlido, asi como la confirmacion del receptor de TRAIL, se indujo
nuevamente el desarrollo de un tumor solido en el gastrocnemio derecho de ratones
BALB/c hembras de 6-8 semanas en 5 grupos con una n=5 por grupo, utilizando la
linea de linfoma murino L5178Y transducida para la expresiéon de los genes
reporteros mCherry/GFP. Se realizé la medicion de los gastrocnemios derechos
cada 3 dias con un Vernier, asi como las mediciones de los pesos de los ratones.
Al dia 9 post-inoculacion los tumores de los ratones alcanzaron un volumen entre
1-2 cm?, y al dia 10 se aplicaron los diversos tratamientos consistentes de CMM-
MO transducidas o sin transducir suspendidas en 100 pL de solucion salina. En la
figura 18 se observa el desarrollo del tumor conforme al tiempo y el efecto de la
aplicacion de los tratamientos con CMM-MO. Los tratamientos de CMM-MO que
expresaban TRAILs + IFNB, TRAILs + IL-12 e IL-12 lograron reducir de manera
significativa el crecimiento del tumor, comparado con el control negativo y con el
tratamiento de CMM-MO sin transducir (p<0.05, ANOVA de una via, comparacion
multiple de Tukey). Sin embargo, no hubo diferencias entre estos tratamientos
(p<0.05). De manera contrastante, el tratamiento de CMM-MO sin transducir redujo
al principio el tamafio de los tumores, sin embargo, cerca del dia 20 los tumores

volvieron a crecer de manera acelerada.
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Figura 18. Desarrollo del tumor y aplicacién de tratamientos. Los datos representan el valor
de la media + desviacion estandar. CMM-MO, células madre mesenquimales de médula
6sea; TRAILSs, fraccion soluble del ligando inductor de la apoptosis relacionado con el factor

de necrosis tumoral; IFN, interferon beta; IL-12, interleucina 12. **** p<0.0001, n=5 por

grupo.

Adicionalmente, se llevé a cabo el seguimiento de las variaciones en el peso
de los ratones, debido a que esta relacionado con el estado general de salud del
animal. A lo largo del estudio, no se presentaron diferencias significativas en el peso
de los ratones relacionado con la aplicacion de los distintos tratamientos (p<0.05,
ANOVA de una via), lo que indica que dichos tratamientos no alteran las

necesidades fisioldgicas normales del modelo de estudio (figura 19).
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Figura 19. Pesos de ratones en el transcurso del experimento. Valor de la media +
desviacion estandar. CMM, células madre mesenquimales; TRAILs, fraccién soluble del
ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral; IFNB, interferén

beta; IL-12, interleucina 12. ns = p>0.05, n = 5 por grupo.

Posteriormente, se realizo el andlisis de la sobrevivencia de los ratones
tratados. Conforme los ratones iban siendo sacrificados, se registraron las fechas
de muerte y se realizo una gréfica de Kaplan-Meier (figura 20). El dltimo ratén del
grupo control sin tratamiento fue sacrificado el dia 21 debido a la presencia de
signos de dolor intenso previamente especificados. Hasta este punto, los demas
grupos tenian el 100% de sobrevivencia. Por medio de la ecuacion de Log-Rank
(Mantel-Cox) se realiz6 la comparacion global de la sobrevivencia de los ratones
tratados con las CMM-MO transducidas y sin transducir y contra el grupo control
negativo, encontrando que si existia diferencia significativa (p<0.0001). Asi mismo,
se hizo la comparacion individual de la sobrevivencia de cada grupo, encontrando
diferencias significativas (p<0.05 Log-Rank [Mantel-Cox]) las cuales se incluyen en
la tabla 1. Se mantuvo el experimento hasta el dia 50, sacrificando a los ratones

conforme presentaran signos de dolor intenso, pérdida de peso de mas del 20% y
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peso del tumor de mas del 10% del peso del raton. Nuestro segundo control fue el
grupo de CMM-MO sin transducir; observamos que al dia 36 del experimento, en el
cual se sacrifico el ultimo raton del grupo de CMM sin transducir, quedaban los
siguientes porcentajes de sobrevivencia en los demas grupos: 40% CMM-MO
TRAILs + IFNB, 60% CMM-MO TRAILs + IL-12 y 60% CMM-MO IL-12, no obstante,
no existieron diferencias significativas entre la comparacién de estos grupos y el
control de CMM-MO (p>0.05, Log-Rank [Mantel-Cox]) (tabla 2). Estos ratones
sobrevivieron hasta el dia 50, sin embargo, ya no se observaba la presencia de
tumor sélido en el gastrocnemio derecho.
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Figura 20. Porcentaje de sobrevivencia de ratones tratados. CMM, células madre
mesenquimales; TRAILs, fraccion soluble del ligando inductor de apoptosis relacionado con
el factor de necrosis tumoral; IFNB, interferén beta; IL-12, interleucina 12. n =5, por grupo.
% n<0.0001.
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Tabla 1. Significancia estadistica de las diferencias de sobrevida entre los grupos

tratados y el grupo sin tratamiento.

Tratamiento? % de sobrevida Significancia?
CMM-MO TRAILs + IFNB 80 0.0052 (**)
CMM-MO TRAILs + IL-12 100 0.0020 (**)

CMM-MO IL-12 100 0.0039 (**)
CMM-MO 100 <0.0001 (****)

1Cada tratamiento consistia en 1x10° CMM-MO transducidas con los transgenes de
TRAILs, IFNB e IL-12, o CMM-MO sin transducir. En todos los casos las células estaban
suspendidas en 100 pL de solucion salina fisiologica estéril, las cuales fueron inoculadas
de forma intratumoral. Los grupos que recibieron mas de un transgen se inocularon con un
namero proporcional de CMM-MO.

2La 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 realiz6 con la prueba de Log-Rank de Mantel-Cox y la ayuda de los
Software GraphPad Prism 8 y SPSS v.24.

Tabla 2. Significancia estadistica de las diferencias de sobrevida entre los grupos
tratados con CMM-MO transducidas y CMM-MO sin transducir.

Tratamiento? % de sobrevida Significancia?
CMM-MO TRAILs + IFNB 40 0.5011
CMM-MO TRAILs + IL-12 60 0.1434

CMM-MO IL-12 60 0.0902

1Cada tratamiento consistia en 1x10° CMM-MO transducidas con los transgenes de
TRAILs, IFNB e IL-12, o0 CMM-MO sin transducir. En todos los casos las células estaban
suspendidas en 100 pL de solucion salina fisiologica estéril, las cuales fueron inoculadas
de forma intratumoral. Los grupos que recibieron mas de un transgen se inocularon con un
namero proporcional de CMM-MO.

2La 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 GraphPad Prism 8 y SPSS v. 24.

Al dia 50 post-inoculacion de las células de linfoma L5178Y, se efectuo el

sacrificio de los ratones sobrevivientes en los grupos experimentales, debido a la
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finalizacion del experimento. Los ratones fueron sacrificados en camara de COz,
seguido de dislocacion cervical y confirmacion de los signos vitales. Inmediatamente
se hizo un analisis macroscopico de la extremidad inferior derecha de los ratones
donde anteriormente se habian inoculado las células tumorales; las extremidades
se extrajeron, pesaron y se hizo una descripcibn macroscopica del tejido. Se
revisaron Unicamente los ratones del grupo control sin tratamiento y de los grupos
tratados con CMM-MO transducidas. En el grupo control sin tratamiento (solucion
salina) se observo la presencia de una neoplasia de forma ovoide cubierta por tejido
fibroconectivo, con lobulaciones y vascularizado. En contraste con este
descubrimiento, en los ratones tratados con las CMM transducidas con TRAILS,
IFNB e IL-12 solo se observo la presencia de tejido muscular esquelético. En la
figura 21 se incluyen imagenes representativas de cada una de las extremidades
analizadas.

Figura 21. Andlisis macroscopico de extremidad inferior derecha. Se muestra una imagen
representativa de cada uno de los grupos experimentales con tratamiento de CMM
transducidas y el control sin tratamiento evaluados después del sacrificio.a) Tumor de

control sin tratamiento al dia 20 post-inoculacién de células de linfoma. Gastrocnemio
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derecho de grupos tratados con b) CMM TRAILs + IFN(, c) CMM TRAILs + IL-12 y d) CMM
IL-12 al dia 50 post-inoculacion de células de linfoma.

Ademas, se graficaron las mediciones del peso de los tumores sélidos post-
mortem extraidos a lo largo del estudio de los ratones de los diferentes grupos
experimentales. En la figura 22 se ilustran las diferencias de mediciones del peso
de los tumores entre grupos. De forma consistente con los resultados anteriormente
mostrados, los ratones tratados con las CMM transducidas presentaron tumores de
menor peso a comparacion del control negativo (p<0.05, ANOVA de una via,
comparacion multiple de Tukey). Cabe resaltar que los grupos que presentaron
mayor significancia en cuanto a la reduccion del peso del tumor fueron los tratados
con CMM-MO TRAILs + IL-12 y CMM-MO IL-12 (p<0.0001). No obstante, no se
presentaron diferencias significativas entre los grupos de CMM-MO transducidas y

sin transducir (p>0.05, Anova de una via, comparacion multiple de Tukey).

Tratamientos

Figura 22. Diferencias en peso de tumores en grupos tratados. Cada barra corresponde a
la media + desviacion estandar. CMM, células madre mesenquimales; TRAILs, fraccion

soluble del ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral;
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IFNB, interferdn beta; IL-12, interleucina 12. n =5, por grupo. ** p = 0.0084, *** p = 0.0007,
***x n<0.0001.

8.3. Analizar la capacidad de migracion de las CMM-MO transducidas con
TRAILs, IFNB e IL-12 y su potencial anti-metastasico en un modelo murino
mediante fluorescencia e histologia.

8.3.1. Obtencion y preservacion del tejido tumoral.

A partir de los ratones del experimento dos y, tomando en cuenta la previa
deteccion de metastasis hepatica en el experimento piloto, una vez sacrificados se
les fue extraido el higado, tumor o un fragmento del gastrocnemio derecho en
aguellos donde el tumor ya no era visible. En la diseccién se observo la presencia
de ganglios linfaticos inflamados derivados del proceso inflamatorio para eliminar el
tumor. Los tejidos fueron procesados para realizar corte congelado, realizando una
prefijacion con acetona fria por 10 min en los tumores, y posterior inclusion en
Tissue-Tek O.C.T. compound. Mediante un criostato se realizaron cuatro cortes de
6 um de grosor por cada tejido, siguiendo los pasos anteriormente descritos,
colocando dos en cada laminilla. A los cortes de una laminilla se les aplicé una gota
(7 uL) de medio de montaje Vectashield con DAPI, el cual tifie los nucleos celulares
y se observaron con un microscopio de epifluorescencia para la evaluacion de la
persistencia y migracion de CMM-MO y de las células tumorales L5178Y
transducidas hacia el higado. Los cortes de la otra laminilla fueron tefiidos con
Hematoxilina-Eosina para el analisis histopatoldgico de los tejidos por medio de una

escala semicuantitativa.

8.3.2. Analisis de migracién celular a los tejidos.

Se tomaron fotografias en el microscopio de epifluorescencia de los cortes
de higado y tumor o gastrocnemio derecho de los grupos experimentales para
investigar la presencia de las CMM-MO y las células L5178Y transducidas. En todos
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los casos, fue posible la visualizacion de las células tumorales transducidas tanto
en los tumores o gastrocnemios derechos como en los higados, debido a la
presencia de sefal roja y verde fluorescente correspondiente a los marcadores
mCherry/GFP, la cual coincidia al realizar el merge de ambos canales. Sin embargo,
no fue posible la identificacion de las CMM-MO transducidas debido al ruido de
fondo presentado. Aunque se observo una reduccion de la sefial de las células
tumorales en los tejidos de los grupos tratados, aun asi, se logra detectar sefal,
indicacién de que los tratamientos probados no eliminan por completo a las células
tumorales, aunque de forma macroscépica ya no se observaran residuos del tumor.
Por lo tanto, continuaba la progresion de la metastasis hacia el higado. El grupo que
mostré menor sefial en el gastrocnemio derecho, y donde se alcanzaban a apreciar
células musculares, fue el tratado con CMM-MO IL-12. En la figura 23 se incluyen
imagenes representativas de fluorescencia de cada grupo.

a) Control sin tratamiento

DAPI GFP mCherry
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b) CMM-MO

DAPI GFP mCherry MERGE

Tumor

Higado

c) CMM-MO TRAILs + IFNB
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Tumor

200%

Higado

200% 200%

d) CMM-MO TRAILs + IL-12
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«

200%
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e) CMM-MO IL-12

DAPI GFP mCherry MERGE

Tumor

Higado

Figura 23. Fotografias de fluorescencia de tejidos de grupos experimentales. a) Cortes de
tejidos de grupo control sin tratamiento, b) cortes de grupo tratado con CMM, c) cortes de
grupo tratado con CMM TRAILs + IFN, d) cortes de grupo tratado con CMM TRAILS + IL-
12, e) cortes de grupo tratado con CMM IL-12. CMM, células madre mesenquimales
transducidas que expresan GFP; TRAILs, fraccion soluble del ligando inductor de apoptosis
relacionado con el factor de necrosis tumoral; IFNB, interferéon beta; IL-12, interleucina 12.
Células de linfoma L5178Y transducidas marcadas con el gen reportero mCherry y GFP se
observan de color rojo y verde. Nucleos tefiidos con DAPI. Las flechas blancas indican una

célula tumoral con expresién de los genes reporteros.

Por medio del programa Image J, se hizo el andlisis de la intensidad de
fluorescencia del marcador mCherry, tomando en cuenta que su aumento O
disminucién es proporcional a la presencia de células tumorales en los tejidos y que
esta sefal fue mas intensa que GFP. En el andlisis de los tumores del gastrocnemio
todos los grupos mostraron diferencias significativas en cuanto a los niveles de
fluorescencia (p<0.05, prueba Kruskal-Wallis), sin embargo, solamente se observo
una reduccion significativa (p<0.05, comparacion mdultiple de Dunn) en el grupo
tratado con CMM IL-12 al compararlo con el control sin tratamiento (figura 24). Esto
se traduce en una menor proporcion de células tumorales. En cambio, en los
higados no existid reduccion significativa de la fluorescencia entre los distintos

grupos tratados (p>0.05, prueba ANOVA de una via), ni entre cada grupo y el control

70



negativo (p>0.05, comparacion multiple de Bonferroni); por lo tanto, a pesar de que
los tratamientos de CMM transducidas si reducen las células tumorales al aplicarlas

de forma intratumoral (tumores de 1cm), éstas no evitan la progresion de la

metastasis.
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Figura 24. Sefial fluorescente de mCherry. a) Intensidad de fluorescencia en
tumor/gastrocnemio derecho en diferentes grupos tratados, p<0.05. b) Intensidad de
fluorescencia en higado en diferentes grupos tratados, p>0.05. CMM, células madre
mesenquimales transducidas que expresan GFP; TRAILs, fraccién soluble del ligando
inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral; IFNB, interferon beta;
IL-12, interleucina 12. Los valores graficados corresponden a la media + desviacion

estandar. ns: no significativo.

8.3.3 Andlisis de alteracion histologica.

Las alteraciones histologicas presentadas en los higados y tumores o

gastrocnemios derechos se analizaron por medio de la tincion Hematoxilina-Eosina.
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Se elabor6 una escala semicuantitativa de alteracion histolégica para clasificar el
grado de infiltracion de células tumorales y morfologia observada. En la infiltracion
de células tumorales se establecieron los siguientes parametros: 0, ninguna; 1,
escasa,; 2, moderada; 3, abundante. La morfologia fue estadificada de la siguiente
manera: 1, sin displasia (Sin-SD); 2, displasia leve (DS-leve); 3, displasia moderada
(DS-moderada); 4, displasia severa (DS-severa). Para su elaboracion se recibio
asesoria del Dr. Adolfo Soto del Departamento de Histologia; se tomaron 8 campos
por laminilla, por triplicado y se analizaron estadisticamente por medio de la prueba
Chi-cuadrada. En la figura 25 se incluyen imagenes representativas de cada grupo.
El andlisis estadistico realizado indico la existencia de diferencia significativa entre
los distintos tratamientos (p<0.0001), en cuanto a la presencia de infiltrado de
células tumorales y la morfologia del tejido tanto de las muestras de tejido tumoral
del gastrocnemio derecho como de los higados. En el tumor o gastrocnemio
derecho el tratamiento de CMM-MO IL-12 fue el que mostré6 mejores resultados,
debido a que los tejidos presentaron menores alteraciones morfolégicas, con tejido
muscular esquelético en gastrocnemio derecho y parénquima hepéatico mas
estructurado, ademas de una menor proporcion de células tumorales infiltradas
dentro del tejido. En los higados, sin embargo, aunque si se observoé reduccion de
la infiltracion de células tumorales y menor displasia del tejido, ningun tratamiento
logro evitar la metastasis (figura 26). Esto nos confirma los hallazgos encontrados
por fluorescencia, donde a nivel localizado del gastrocnemio derecho si hubo una
reduccion importante de la proporcibn de células tumorales empleando el
tratamiento de IL-12, sin embargo, aunque se observa una reduccion de las células
tumorales y la displasia en el higado, ningln tratamiento logra detener por completo
la progresion de la metéstasis a higado.
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Control sin tratamiento

Tumor / Gastrocnemio derecho

Higado

Figura 25. Histologia de tumor/gastrocnemio derecho e higado de grupos experimentales.
Se incluyen imagenes representativas del tumor / gastrocnemio derecho y del higado de
cada grupo. Las flechas negras indican los infiltrados de células tumorales; las flechas
azules muestran las células de musculo esquelético y las rojas los hepatocitos. Tanto en el
tratamiento de CMM TRAILs + IL-12 como en el de CMM IL-12 se observo menor infiltrado
de células tumorales y menor distrofia del tejido muscular y hepético. Andlisis de 8 campos
al azar por 3 observadores diferentes.
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Figura 26. Escala semicuantitativa de alteracion histologica. En el cuadro se indican los
resultados del andlisis histopatolégico con la tincibn Hematoxilina-Eosina del
tumor/gastrocnemio derecho e higado. Se incluyen los cambios de infiltrado de células
tumorales y morfologicos observados en los distintos tratamientos.DS: displasia; infiltrado
de células tumorales: ninguna 0%, escasa <30%, moderado <60%, abundante >80%.
Morfologia: Sin-DS, tejido sin cambios patoldgicos; DS-leve, aumento del espacio
sinusoidal; DS-moderada, disgregacién de hepatocitos; DS-severa, pérdida de la estructura

del parénquima hepatico. * p<0.0001, Chi cuadrada.
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9. DISCUSION

Las CMM son una buena opcidn para entrega de genes que ha sido utilizada
ampliamente en la investigacion contra el cancer. Estudios recientes han
demostrado que las CMM pueden infiltrarse dentro del tumor de manera uniforme y
promover la distribuciébn de agentes terapéuticos [113]. Se han empleado en
ensayos clinicos lineas celulares de fibroblastos alogénicas o xenogénicas para el
tratamiento de neoplasias; no obstante, un problema recurrente es su alta
inmunogenicidad, que resulta en la pérdida r4pida de la expresion de transgenes
debido a la eliminacion de las células en dias o semanas [67].

En este trabajo las CMM fueron aisladas de médula 6sea de ratones BALB/c
(CMM-MO), las cuales cumplieron con los criterios de adherencia al pléstico,
expresion de marcadores CD105, CD90 en al menos un 95%, la expresion de
marcadores hematopoyéticos como CD34 de menos de un 2% [45]. Ademas deben
ser capaces de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y osteoblastos bajo

condiciones de cultivo in vitro estandar [45].

Una vez comprobada la naturaleza de las CMM-MO continuamos con la
transduccion lentiviral para la expresion de los transgenes de TRAIL, IFN@ e IL-12.
Estos vectores ademas del gen expresan como gen reportero a la proteina verde
fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés Green fluorescent protein). La eficiencia
de transduccion se analizé por medio de microscopia de epifluorescencia, siguiendo
la férmula anteriormente mencionada. Las CMM-MO TRAILs presentaron una
eficiencia del 88%, CMM IFNB 95% y las CMM IL-12 un 77%, similar a lo reportado
por otros grupos de investigacion [39], [114]. Ademas, se verificd la expresion de los
transgenes a nivel de proteina por medio de Western Blot. No obstante, la calidad
de las bandas obtenidas fue deficiente, asi que se mantiene como perspectiva a

futuro mejorar su calidad.

También, fue posible realizar la transduccion de la linea de linfoma murino
L5178Y para la expresiéon del gen reportero mCherry y GFP, algo que no se habia

reportado anteriormente. Esta tuvo una eficiencia de transduccion del 94%. El

75



procedimiento no afecto la capacidad de generar un tumor sélido al implantarse de
manera intramuscular, al compararse con la linea sin transducir (p>0.05). Del mismo
modo la transduccién no modifico la expresion del receptor de TRAIL (DR5), por lo
cual las células tumorales mantenian su susceptibilidad a apoptosis via este

mecanismo.

De manera individual se ha observado la actividad antitumoral de las CMM
modificadas para la expresion de TRAILs, IFNB e IL-12 [39], [79], [115], sin embargo,
poco ha sido empleada la combinacién de TRAIL con proteinas que presentan
potencial antitumoral. En los antecedentes de este trabajo se habia encontrado que
la combinacion de CMM expresando TRAILs + IFNB era el tratamiento antitumoral
y citotdéxico més eficiente in vivo e in vitro contra cancer de colon [105], y linfoma
[80]. Tomando en cuenta lo anterior. en la presente investigacion se incluyo ademas
del tratamiento combinado de CMM TRAILs + IFN, al tratamiento de CMM IL-12 y
la combinacion de CMM TRAILs + IL-12. Este ultimo tratamiento fue considerado
tomando en cuenta la eficiencia reportada de forma individual de esos productos
antitumorales para producir apoptosis y como inmunoterapia contra el cancer [39],
[115], [116], por lo que pudiera representar un tratamiento alin mas eficiente que el
previamente evaluado.Un hallazgo importante fue observar que, los tres
tratamientos de CMM-MO que sobreexpresaban los transgenes (CMM TRAILsS +
IFNB, CMM TRAILs + IL-12 y CMM IL-12) redujeron de forma significativa el
crecimiento del tumor (p<0.05), presentando a su vez menor peso de los tumores
(p<0.05). Se monitored la salud del animal considerando el peso del raton y no se
encontraron diferencias entre los grupos tratados, lo que nos indica que no afectan
el estado general de salud ni presentan efectos secundarios a corto plazo [39]. Asi
mismo, estos tratamientos permitieron incrementar la sobrevida de los grupos
tratados por mas tiempo al ser comparados con el grupo control negativo,
(p<0.0001). Al sacrificarse todos los ratones del grupo de CMM-MO, restaban 40%
de individuos del grupo CMM-MO TRAILs + IFNB, 60% del CMM-MO TRAILsS + IL-
12 y 60% del CMM-MO IL-12, los cuales sobrevivieron hasta el dia 50, cuando se

decidié finalizar el experimento. No obstante, no existieron diferencias significativas

76



entre estos grupos y entre el control de CMM-MO. Cabe resaltar que, aunque se
empled la misma linea de linfoma murino L5178Y, los ratones inoculados del grupo
control negativo fueron sacrificados en un menor tiempo debido a signos de dolor
intenso y a que el peso de los tumores sobrepasaba el 10% del peso total del raton;
por lo tanto, no se reprodujeron las condiciones previamente establecidas de
manera adecuada. Ademas, la n por grupo empleada en este estudio fue menor que
en el anterior. Todo lo anterior limité en cierto grado el alcance del estudio para la

seleccién del tratamiento antitumoral méas eficiente.

En el estudio previo de nuestro grupo de trabajo [80] se observd que el
tratamiento individual de CMM-MO IFNB y CMM-MO TRAILs solo permitié la
sobrevivencia del 25 y el 50% del grupo experimental hasta el dia 42, pero su
combinacion presentaba un efecto aditivo al incrementar la sobrevida al 62.5%. En
ascitis maligna se ha observado que el 80% de los ratones tratados con CMM |L-12
logran sobrevivir mas al ser comparados con el tiempo en que mueren todos los
animales del grupo tratado solo con CMM, persistiendo hasta el dia 40 [117]; en otro
estudio de glioma se reportdé que el 70% de ratones tratados con CMM IL-12
sobreviven mas de 90 dias [118] mientras que CMM TRAIL sobreviven hasta el dia
60 [78]. En un modelo murino de metéastasis pulmonar, los ratones tratados con
CMM IFNB tuvieron una sobrevivencia media de 60 dias [85]. Considerando esto,
se propone a CMM IL-12 como una mejor estrategia para eliminar tumores como
glioma intracraneal, carcinoma de células renales, cancer de mama, melanoma y
hepatoma [67], [92], [115], [118], [119].

El andlisis macroscopico de las extremidades inferiores derechas tratadas
permiti6 comparar las diferencias anatomopatoldgicas, indicando que a diferencia
del control sin tratamiento donde era evidente la presencia de tejido neoplasico, en
los grupos de CMM-MO transducidas solo se observaba tejido de musculo
esquelético estriado. Para confirmar la efectividad de los tratamientos se realiz6 el
analisis histolégico por medio de fluorescencia y Hematoxilina-Eosina de las
extremidades inferiores derechas (tumor o un fragmento del gastrocnemio derecho),

asi como de los higados para confirmar la ausencia o permanencia de la metastasis.
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Se considerd solamente al gen reportero mCherry debido a que las CMM-MO
transducidas también expresaban GFP. El analisis de la intensidad de fluorescencia
indicé que solo el grupo tratado con CMM IL-12 tuvo una reduccién significativa
(p<0.05) de la seiial mCherry de los tumores o del gastrocnemio derecho al
compararse con el control sin tratamiento. Es importante sefialar que en otros
trabajos se emplean mudltiples aplicaciones de CMM para observar actividad
antitumoral; en un estudio con CMM-TRAIL fue necesario aplicar dos dosis por
administracion intravenosa de 2 x10°8 células para observar reduccion significativa
del tumor [79]. Otros estudios han inoculado tres dosis de CMM TRAILs de forma
peritumoral (1 x108 células) y han observado reduccién significativa del crecimiento
del tumor [39]; del mismo modo en un estudio en donde se aplicaron CMM IL-12 en
tumores sdlidos de mama, hepatoma y melanoma, fue necesaria la aplicacion de
cinco dosis (2 x108 1 x108 células) para obtener un efecto antitumoral y
antimetastasico significativo [116], y en tumores pulmonares ha sido necesario
aplicar tres dosis (1 x10° células) de CMM IFNB para limitar el crecimiento de los
mismos [85]. Mientras tanto, en nuestro estudio observamos que una sola aplicacion
de los tratamientos (1 x108 células) permitia reducir significativamente el crecimiento
de la masa tumoral. Sin embargo, ninguno de los tratamientos evaluados fue
eficiente para detener la progresién del tumor, ya que en los higados no hubo
reduccion significativa de la sefial fluorescente (p<0.05), lo que se traduce en la
continuacion del desarrollo de la metastasis. Esto resulto ser muy interesante ya
gue no se tenia descrito que la linea L5178Y TK +/-fuera capaz de desarrollar
metastasis hepdatica, permitiendo la generacion de un modelo de estudio de

metéstasis para la investigacién de tratamientos y mecanismos de resistencia.

En cuanto a la via de administracion, ain no se ha establecido una que limite el
desarrollo del tumor primario y las metastasis para todos los tipos de neoplasias, ya
gue mientras algunos reportan que la aplicacion intratumoral tiene mayor actividad
antimetastasica que la administracion via intravenosa [39], [120], otros afirman que
las CMM aplicadas via intravenosa si desempefian adecuadamente el homing hacia
los sitios tumorales [85], [116], [121]. Ademas, creemos que la poca efectividad para

reducir la metastasis en nuestro estudio fue debido a que las CMM no lograron
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migrar hacia el tejido afectado, quedando limitadas al tejido tumoral como se ha
observado en otros estudios [39]. No obstante, la administracion por medio de via
intravenosa tampoco ha resultado una opcién viable, ya que se ha observado que

las CMM pueden quedarse atrapadas en los pulmones y capilares [122].

Parte del tercer objetivo era seguir la migracién in vivo de las CMM-MO, tomando
en consideracion que la migracién de las CMM hacia las células tumorales ya se ha
demostrado in vitro [79]; sin embargo, la sefial fluorescente GFP proveniente de las
CMM-MO transducidas no pudo ser rastreada in vivo debido a diversos factores
como el ruido de fondo generado por el medio de montaje empleado, grosor del
corte histologico, cambios morfoldgicos generados por el microambiente del tumor,
asi como traslape con la sefial GFP proveniente de las células tumorales, por lo que
para analizar su actividad migratoria es necesario emplear otras técnicas o un
anticuerpo secundario que amplifique la sefial. También, muy posiblemente las
CMM-MO hayan sido eliminadas por el organismo. Otros autores han reportado la
localizacion intratumoral de las CMM transducidas con el reportero GFP a las 5
semanas, sin embargo, la sefial detectada es muy débil [116].

La tincion de Hematoxilina-Eosina nos permite observar cambios microscopicos
en la morfologia de los tejidos [123]. Con esta técnica establecimos una escala
semi-cuantitativa de alteraciones histolégicas, encontrando diferencias
significativas entre los distintos tratamientos (p<0.0001) en cuanto a la presencia de
infiltrado de células tumorales y cambios en la morfologia del tejido en los tumores
o fragmentos del gastrocnemio derecho y en el higado. Nuevamente el tratamiento
de CMM IL-12 fue el que presentd un mejor desempefio al mostrar menores
alteraciones morfoldgicas, asi como menor infiltrado de células tumorales en el
gastrocnemio derecho. En el higado, tanto el tratamiento de CMM TRAILs + IL-12
como el de CMM IL-12 presentaron niveles similares de infiltrado de células

tumorales y alteraciones morfoldgicas.

Se ha observado en otros estudios que las CMM IL-12 tienen efecto
antimetastasico [67], [91], [117]. Los otros tratamientos, aunque si redujeron de

forma macroscopica el crecimiento de los tumores y alargaron la sobrevida, a nivel
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microscopico continuaron presentando alta densidad de células tumorales y
cambios relacionados con la metastasis de higado. Esto nos indica que los
tratamientos con CMM que sobreexpresan productos antitumorales si son utiles
para limitar el crecimiento del tumor y promover apoptosis cuando se administran
de forma localizada [120], sin embargo, no inhiben la progresién de la enfermedad

y el desarrollo de metéastasis en todos los tipos de neoplasias.

Anteriormente se habia revisado que TRAILs sobreexpresado por CMM tiene la
capacidad de inducir efecto antitumoral [79] y proapoptético mediante la activacion
de la caspasa 8. Sin embargo, solo puede realizar esta actividad en aquellas células
gue sean sensibles a TRAIL, es decir, gue cuenten con el receptor correspondiente
[39]. Ya se ha reportado la existencia de células resistentes a TRAIL en cancer de
colon, mama, pulmén y leucemia. Estas células desarrollan varios mecanismos de
resistencia en diferentes puntos a lo largo de la via extrinseca de apoptosis. Un
primer mecanismo es mediante la sobreexpresion de la proteina inhibidora similar
a FLICE (FLIP), la cual bloguea la apoptosis inhibiendo el ensamble del complejo
DISC; también, la sobreexpresion de miembros de la familia antiapoptotica BCL-2
bloquean la apoptosis en la mitocondria. Ademas se ha observado que células
resistentes a TRAIL poseen una mayor activacion de la via de NF-kf3, que estimula
la proliferacion celular [124]. Esto podria explicar la razon de la disminucion de la
efectividad de los tratamientos con TRAILs, aun cuando se encuentra presente el

receptor en las células de linfoma.

Se ha reportado que la expresion sistémica de IL-12 causa acidosis, hepatitis,
falla renal y muerte en ensayos clinicos. No obstante, la aplicacién localizada de la
proteina IL-12 recombinante no genera esta toxicidad y presenta efectividad para
inhibir tumores [114], [115]. IL-12 generado por las CMM induce la produccion de
IFN-y y la consecuente infiltracion de linfocitos T CD4*, CD8, linfocitos NK y células
dendriticas dentro de tumor, mostrando potencial para uso en inmunoterapia [117],
[125]. Ademas, IFN-y tiene efecto antiangiogénico y proapoptotico [115], [118]. A su
vez, la modificacion genética de las CMM con vectores adenovirales para la

expresion de IL-12 puede presentar efectos antitumorales mas intensos que cuando
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se emplean las CMM o plasmidos recombinantes de manera individual. Cuando se
emplean las CMM sin modificar se incrementa la capacidad de migracion de las
células cancerigenas, debido a sus propiedades inmunosupresoras en presencia de
células de céncer y condiciones de hipoxia [113]; mientras tanto la modificacién
genética con transgenes, como lo es en CMM IL-12, inhibe esos efectos [114], algo
gue confirmamos en el presente estudio. Observamos que los tumores del grupo
tratado con CMM-MO sin modificarse genéticamente reanudaban su crecimiento
después del dia 20 post-inoculacion ademas de la presencia de abundante infiltrado
de células tumorales y displasia severa en gastrocnemio derecho e higado. Aunque
en este trabajo se evalla el tratamiento individual de CMM-MO IL-12 en linfoma,
dicha estrategia terapéutica podria aplicarse en otros tipos de neoplasias donde se

presentan tumores sélidos y que hasta el momento no se hayan analizado.

Se ha estudiado la actividad de los IFNs (a,) en una gran variedad de canceres
por sus actividades antiproliferativas y proapoptéticas, ademas de las ya conocidas
propiedades antivirales e inmunomoduladoras [126]. Se ha observado que los IFNs
inhiben el crecimiento de tumores in vitro, y para evitar la toxicidad sistémica
generada por la aplicacidbn de altas concentraciones de esta citocina se han
modificado CMM para su expresion localizada, reduciendo el desarrollo de tumores
pulmonares [85], [86]. En el estudio previo de nuestro grupo de trabajo [80] IFNf
solamente tuvo actividad significativa al combinarse con TRAILS, pero al observar
el efecto de IL-12, nosotros proponemos la aplicacion de un nuevo tratamiento
consistente de CMM IFN + IL-12, el cual podria tener aun mayor efecto antitumoral
y que hasta el momento no se ha explorado. Por otro lado, para futuras
investigaciones podria adecuarse la aplicacion del tratamiento en mdltiples dosis, o
emplearse en combinacion con quimioterapia, con lo que podria mejorarse el

alcance de este para la erradicacion del tumor.
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10.CONCLUSION

1. Las CMM-MO de ratdbn modificadas genéticamente para que
sobrexpresen TRAILs en combinacion con IL-12, TRAILs en combinacion
con IFNB y solo IL-12, al ser implantadas intratumoralmente en un modelo
de linfoma murino inmunocompetente, son capaces de reducir el tamafio
de los tumores de forma significativa.

2. Estos tratamientos de CMM-MO genéticamente modificadas incrementan
significativamente el tiempo de sobrevida de los grupos tratados a
diferencia de los controles.

3. Las CMM-MO sin modificar son capaces de promover el desarrollo de los
tumores.

4. El principal mecanismo encargado de eliminar las células tumorales es
por medio de la activacion del sistema inmune con la inmunidad celular,
ya que los tratamientos con CMM-MO que sobreexpresan IL-12 reducen
en mayor medida la infiltracion de células malignas y la displasia del tejido
en el gastrocnemio derecho.

5. Los tratamientos de CMM-MO genéticamente modificadas para que
sobrexpresen TRAILs, IL-12 e IFNB, so6lo son efectivos cuando se
administran de forma localizada, ya que no logran inhibir el desarrollo y
progresion de metéstasis hepética.
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11.PERSPECTIVAS

Realizar la confirmacion de los Western Blot de las proteinas TRAILs, IFNB
e IL-12, con el fin de mejorar la calidad de las bandas.

Buscar una técnica alternativa para estudiar la migracion de las CMM-GFP
administradas.

Implementar metodologia para estudiar la migracion de las CMM y las células
tumorales in vivo en un modelo murino.

Incrementar las dosis de aplicacion de CMM transducidas para mejorar su
efecto antitumoral e inhibir la progresion de la metastasis.

Estudiar diferentes vias de administracion de tratamientos que permitan
inhibir progresion de la metéstasis.

. Aplicar un nuevo tratamiento de CMM IFNB + IL-12, y combinacién con
tratamiento quimioterapéutico.

Bldsqueda de nuevos agentes antitumorales que puedan mejorar el alcance

de la inmunoterapia y la terapia celular.
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