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1. INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer es un proceso que involucra una serie de cambios genéticos y 

metabólicos en la célula, que culminan con el crecimiento celular descontrolado y la  

posterior diseminación hacia otros puntos del organismo. Un tumor puede 

desarrollarse en cualquier sitio del cuerpo e invadir otros tejidos [1]. Algunos de los 

factores modificables asociados con el cáncer son el tabaquismo, la inactividad 

física, obesidad, organismos infecciosos y dietas poco saludables que generan 

inflamación y mutaciones del ADN; así también se asocia a factores no modificables 

como sexo, edad, mutaciones genéticas hereditarias, alteración de hormonas e 

inmunodeficiencias [2]. En México, el cáncer es la cuarta causa de muerte, después 

de enfermedades cardiovasculares, COVID-19 y diabetes [3]. En el 2022, se 

registraron 207,154 nuevos casos de cáncer y 96,210 muertes en México [4].  

 

1.1. Mecanismos generales de inicio del cáncer 

 

De manera general, todos los agentes relacionados con el desarrollo del 

cáncer presentan como característica en común la capacidad de alterar el genoma 

de las células involucradas. Entre estos agentes se encuentran sustancias 

químicas, radiación ionizante, radiación ultravioleta y diversos virus. Las sustancias 

carcinógenas, como el asbesto o el humo de los cigarrillos, inducen mutaciones 

directa o indirectamente al convertirse en compuestos mutágenos, en algunos 

casos induciendo la activación y acción de enzimas celulares que participan en 

procesos celulares como la división celular, reparación del ADN [5]. Las alteraciones 

genéticas en las células cancerosas generalmente resultan en una reprogramación 

de los mecanismos de regulación homeostática (Figura 1) [6].  

Existen alteraciones que marcan pauta de la transformación de células sanas 

hacia la formación del tumor; entre ellos se incluye la estimulación del crecimiento, 

la evasión de señales supresoras del crecimiento, resistencia a apoptosis, 
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replicación ilimitada, inducción de angiogénesis y activación de mecanismos de 

invasión y metástasis [7]. 

 

Figura 1. Principales características de las células tumorales [8]. Las células 

pasan por alteraciones genéticas que resultan en cambios metabólicos para 

favorecer su proliferación, resistencia a la muerte celular, evasión del sistema 

inmune e invasión a otros tejidos.  

 

1.2. Tumores sólidos  

 

Durante el 2022 a nivel mundial los tipos de cáncer más frecuentemente 

diagnosticados fueron: pulmón (12.4 %), mama (11.5 %), colorrectal (9.6 %), 

próstata (7.3 %) y estómago (4.8 %). Sin embargo, visualizando el cáncer en base 

a nivel de mortalidad destacaron cánceres asociados a pulmón (18.7 %), colorrectal 

(9.3 %), hígado (7.8 %), estómago (6.8 %) y mama (6.8%), con un total de 9 743 

832 muertes [4]. Entre los antes mencionados tienen la característica común de 

presentar tumores sólidos, y de tener la capacidad de diseminarse hacia otros 

tejidos generando tumores secundarios.  
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Un tumor sólido se define como un conjunto de células anormales que forman 

cúmulos o masas. Éstos pueden desarrollarse en cualquier sitio del organismo, 

crecer y presentar un comportamiento distinto dependiendo de si son cancerosos 

(malignos) o no cancerosos (benignos) que no se extiende de forma agresiva ni 

invade otros tejidos. Un tumor es canceroso cuando puede extenderse a tejidos 

cercanos o diseminarse por el torrente sanguíneo hacia otros tejidos. Cuando las 

células tumorales se dispersan de un tumor primario hacia otros tejidos, se 

denomina metástasis [9].   

El modelo de metástasis establece que dentro de los tumores primarios una 

pequeña fracción celular puede presentar cambios genéticos que le permitan 

adquirir la capacidad de migrar. Estas células denominadas como células madre de 

tumor (CMT), presentan las propiedades de autorrenovación, diferenciación, 

resistencia terapéutica, evasión inmune e invasión [10]. Para establecer la 

metástasis, las CMT deben ser capaces de sobrevivir en la sangre o circulación 

linfática e invadir tejidos distantes, y finalmente, establecer un tumor secundario 

[11]. Por ello se han vuelto un atractivo blanco terapéutico en el tratamiento del 

cáncer para desarrollo de terapias efectivas a largo plazo [10]. 

 

1.3. Adenocarcinoma colorrectal 

El cáncer colorrectal (CCR), es el tercer tipo de cáncer con mayor incidencia 

y la segunda causa de muerte asociada a cáncer a nivel mundial [12]. La mayoría 

de los casos de CCR surgen de manera esporádica o asociado a factores 

modificables del ambiente; sin embargo, el 20% tienen un origen hereditario, 

presentándose como cáncer colorrectal hereditario no-poliposo (CCHNP) y 

poliposis adenomatosa familiar (PAF), en donde surgen múltiples pólipos o bultos 

anormales en el tubo gastrointestinal [13]. Entre los factores de riesgo modificables 

del CCR esporádico se encuentran la dieta rica en carne y grasa, y bajo consumo 

de fibra, folatos y calcio, obesidad, vida sedentaria, fumar, elevado consumo de 
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alcohol, que desencadenan una mayor inflamación en el colon, produciendo una 

liberación aberrante de citocinas, productos metabólicos y mayor flujo sanguíneo 

que promueven la carcinogénesis; por otro lado, el riesgo también incrementa con 

la edad y el sexo masculino [13], [14].  

Esta suma de factores ambientales y genéticos genera cambios en las 

células de la mucosa del intestino grueso y recto que lleva a la transición de mucosa 

normal a pólipos, formación de adenomas benignos y luego a progresar hacia una 

displasia severa donde se descontrola el ciclo celular generando una proliferación 

excesiva que culmina en carcinoma (Figura 2). Los pólipos pueden ser de dos tipos: 

hiperplásicos y adenomatosos. Los pólipos hiperplásicos contienen un elevado 

número de células glandulares con disminución del moco citoplasmático [15].   

 

 

Figura 2. Proceso de desarrollo de CCR. Las células de la mucosa del intestino 

grueso y recto que pueden presentar mutaciones genéticas que llevan a la transición 

y proliferación de mucosa normal a pólipos adenomatosos, progresión hacia una 

displasia severa donde se descontrola el ciclo celular generando una proliferación 

excesiva que culmina en adenocarcinoma y cáncer metastásico. 
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El riesgo de CCR aumenta con el número de pólipos adenomatosos dentro 

del intestino; entre los factores de riesgo que incrementan la malignidad de los 

pólipos hiperplásicos incluyen el tamaño mayor a 1 cm de diámetro, donde suelen 

presentarse mutaciones en el oncogen KRAS y mutaciones que llevan a la pérdida 

de función de TP53, localización en el colon derecho por su difícil detección, un foco 

de adenoma dentro del pólipo, más de 20 pólipos hiperplásicos dentro del colon, 

una historia familiar de poliposis y de CCR [15], [16].  

Los adenomas pueden transformarse a cáncer mediante dos vías clásicas, 

la vía supresora y la vía mutadora. La vía supresora es responsable del 85% de los 

casos esporádicos de CCR. Los genes de esta vía regulan el crecimiento, y las 

mutaciones clave en esta vía es en gen supresor de tumores Adenomatus polipus 

coli (APC) y en el gen de β-catenina CTNNB1, importantes en la vía de señalización 

Wnt/β. La mutación en el gen APC se encuentra en al menos del 80 al 85% de los 

casos de CCR, principalmente durante el desarrollo de adenomas en las criptas 

displásicas, generando una resistencia a la degradación de β-catenina por el 

proteosoma, acumulándose y promoviendo la sobreexpresión de oncoproteínas y la 

proliferación celular [15], [17].  

Por su parte, la vía mutadora también llamada de inestabilidad de 

microsatélite (MSI, del inglés microsatellite instability) se ha asociado con el 15% de 

los CCR esporádicos, con el síndrome de Lynch I o HNPCC (del inglés hereditary 

non-polyposis colorectal cancer), y es más frecuente que se genere en el colon 

proximal. Su nombre viene dado por las mutaciones en regiones microsatélite, 

acompañado de estabilidad cromosómica, dando tumores diploides. Esta mutación 

lleva a fallas en el sistema de reparación del ADN por mismatch, alterando genes 

del ciclo celular como CTNNB1, TGF-βIIR, IGF-IIR, BAX y PTEN [17]. Otros genes 

supresores de tumores que se ven comprometidos son DCC, DCP4/ Smad4, p53, 

nm32, y oncogenes K-ras, c-myc, c-neu, c-erb-2, c-src. En CCHNP ocurren 

mutaciones germinales en alguno de los 5 genes de reparación del ADN, siendo 

más frecuentes las mutaciones en los genes MSH2 o MLH1. Además, otros genes 
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supresores de tumores como TGF-βRII, IGF2R, y BAX están mutados en esta vía 

[13].  

Existe otra vía de carcinogénesis de CCR que es la vía aserrada, que incluye 

mutaciones en los genes KRAS y BRAF, generando malignización del tejido a partir 

de pólipos aserrados, los cuales tienen una apariencia de pólipos hiperplásicos con 

una base de cripta estrecha y una morfología dentada superior. Hasta un 20% de 

todos los CCR se desarrolla por esta vía, donde hay una metilación extensa del 

ADN [16], [17].  

Se reporta que el 20 al 25% de los pacientes con CCR presentan metástasis 

al momento del diagnóstico, y el 25% lo desarrollará durante el transcurso del 

seguimiento [18]. La metástasis a hígado ocurre fácilmente en estadios tempranos 

debido al drenaje venoso del colon por la vía portal. Otros sitios donde ocurre 

metástasis son los pulmones, peritoneo, pelvis y glándulas adrenales, 

frecuentemente posterior a metástasis hepática y linfática [15], [19]. 

 

1.3.1. Clasificación de CCR 

 

El CCR puede clasificarse según el tamaño del tumor e invasión a nódulo 

linfaticos u órganos distantes. Esta clasificación se denomina como TNM por la 

profundidad del tumor primario (T), la invasión a nódulos linfáticos locales (N) y la 

metástasis a tejidos distantes (M). En la clasificación TNM, el cáncer de colon 

invasivo se clasifica del estadio I al IV [15]. En el estadio I el tumor se limita a la 

pared del intestino (mucosa, mucosa muscular, submucosa y mucosa propria). El 

estadio II involucra que el tumor ya se extendió a tejido extramural, donde el cambio 

en la invasividad viene dado por MSI-H y una mayor frecuencia de mutación en el 

gen BRAF [20]. Por otro lado, el estadio III presenta nódulos regionales infiltrados, 
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y en el estadio IV el cáncer se ha extendido afectando a órganos alejados del colon 

o recto como hígado, pulmón o huesos (Figura 3) [21].  

 

Figura 3. Clasificación TNM de CCR. El estadio I implica un tumor delimitado al 

intestino. El estadio II involucra extención a tejido extramural. El estadio III presenta 

nódulos regionales infiltrados. El estadio IV representa un cáncer metástasico a 

órganos alejados como hígado, pulmón o huesos 

 

El CCR también se puede clasificar como bien diferenciado, moderadamente 

bien diferenciado o poco diferenciado según el grado de conservación de la 

arquitectura normal de las glándulas mucosas y aspectos citológicos. Más del 90% 

de los CCR son adenocarcinomas que se originan en las células epiteliales de la 

mucosa colorrectal. El adenocarcinoma se caracteriza por el crecimiento glandular, 

ya que en adenocarcinomas bien diferenciados más del 95% del tumor es de este 

tipo. Los adenocarcinomas moderadamente diferenciados presentan 50-95% de 

formación de glándulas. Los poco diferenciados son principalmente sólidos con 

menos del 50% de formación de glándulas [22]. Describir un tejido como poco 

diferenciado es un marcador histológico que indica la presencia de abundantes 
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mutaciones genéticas, y aproximadamente 20% de los cánceres son de esta 

categoría. El 15% de los CCR se clasifican como mucinosos o coloides debido a la 

acumulación intracelular de mucina. Esta variante es muy agresiva y tiene mal 

pronóstico [15].  

 

1.3.2. Diagnóstico y tratamiento 

 

El diagnóstico del CCR se basa en la colonoscopía, estudios de imagen como 

tomografía computarizada (CT), resonancia magnética imagen (MRI) y tomografía 

de emisión de positrones (PET), además del estudio histopatológico de la biopsia, 

el cual es crucial para confirmar el diagnóstico, el manejo apropiado del paciente, 

establecimiento del pronóstico y asesoramiento familiar [13], [22]. Adicionalmente, 

la determinación de los niveles de antígeno carcinoembrionario antes y después de 

la cirugía nos orientan el pronóstico del paciente, los cuales se correlacionan con la 

profundidad invasiva del tumor, metastasis a nódulos linfáticos, estadio TNM y 

recurrencia [23]. Niveles menores a 5 ng/mL antes de la cirugía en pacientes con 

CCR tuvieron una mayor sobrevida que aquellos con valores superiores, indicando 

no solo la respuesta de los pacientes sino también estabilidad del cáncer [24], [25].  

Dentro de los tratamientos comunmente utilizados está la cirugía como 

primer método de elección para la eliminación de los tumores, sin embargo, cuando 

se tienen estadios avanzados (II y III) se recomienda el uso de un tratamiento 

adyuvante como la radioterapia y quimioterapia para reducir su tamaño y poder 

eliminarlos por completo [21]. Así mismo, se administran estos tratamientos para 

prevenir reincidencias y metástasis [13], debido a que incluso después de la 

resección del tumor, en 75% de los pacientes puede presentarse reincidencia, y de 

eso el 50% son en el hígado, contribuyendo a las altas tasas de mortalidad 

reportadas en CCR [26]. 
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Se recomienda el uso de quimioterapia basada en Fluorouracilo en pacientes 

con CCR en estadio III y es menos usada en estadio II. Se han introducido nuevos 

regímenes de fármacos citotóxicos que contienen Irinotecán y Oxaliplatino como 

FOLFOX (Oxaliplatino, 5-Fluorouracilo (5-FU) y Leucovorina) y FOLFIRI (Irinotecán, 

5-FU y Leucovorina) en pacientes en estadio II y III. Estos tienen respuestas entre 

39% y 55% con sobrevivencia libre de enfermedad entre 7 a 9 meses [13]. El 

tratamiento estándar en el estadio III es un esquema doble de Oxaliplatino y 5-FU/ 

leucovorina (FOLFOX-4 o FLOX). También se pueden usar esquemas con 5-FU/ 

leucovorina o Capecitabina [21]. La terapia adyuvante con anticuerpos 

monoclonales contra la glicoproteína 17-1a (Edrecolomab) ha mostrado una 

sobrevivencia libre de enfermedad a 3 años del 53% [13]. 

El estadio IV de CCR suele presentar enfermedad metastásica distal al 

momento del diagnóstico (25-30%). En este estadio el tratamiento estándar es la 

resección quirúrgica del tumor primario y de las metástasis, quimioterapia paliativa 

con los fármacos ya mencionados, así como uso de terapia biológica con 

anticuerpos monoclonales. La radiación al tumor primario y las metástasis también 

se puede usar para reducir sangrado, obstrucción o dolor [21].   

 

1.4. Células madre de tumor  

 

Las células madre son células indiferenciadas dentro del cuerpo que con sus 

propiedades de autorregeneración y pluripotencia pueden diferenciarse en cualquier 

célula dentro del organismo. Existen tanto células embrionarias como adultas [27]. 

Recientemente las investigaciones han revelado que las responsables de la recaída 

en el cáncer y metástasis son las Células Madre de Tumor (CMT), quienes 

promueven la progresión del cáncer mediante múltiples mecanismos. Las CMT 

constituyen una pequeña población celular dentro de los tumores, que comprende 

del 2-5% de la masa tumoral. Estas células comparten características de las células 
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madre, como autorrenovación y diferenciación asimétrica. Además, pueden 

desarrollar resistencia a tratamientos con fármacos citostáticos e irradiación. 

También tienen la habilidad de reconstituir tumores y proliferar lentamente en un 

periodo de tiempo prolongado debido a la existencia de células quiescentes (fase 

G1 o G0 del ciclo celular), elevada capacidad de reparación del ADN y habilidad 

para tomar ventaja de vías de señalización para proliferación y sobrevivencia como 

lo son Wnt, Notch y Sonic hedgehog (Shh) [28], [29]. 

El término de CMT fue aplicado por primera vez en tumores sólidos por 

Clarke y cols. (2003). Ellos investigaron una subpoblación de CMT de mama 

expresando marcadores CD44+ CD24-/bajo como la única población capaz de iniciar 

el desarrollo de tumores durante subcultivos celulares seriados en ratones 

inmunodeficientes [29]. Desde entonces, las CMT se han identificado en una gran 

variedad de cánceres con tumores sólidos, incluyendo glioblastoma, cáncer de 

mama, cáncer de colon, cáncer de ovario, melanoma, cáncer de páncreas, cáncer 

de hígado y otros [10], [29]. Su presencia usualmente es demostrada mediante 

aumento de tumorogénesis y plasticidad  en un grupo de células cancerígenas [30], 

pudiendo ubicarse en el mismo lugar donde se origina el tumor o migrar hacia otros 

sitios del cuerpo [31].  

Como forma de identificación, las CMT en tumores sólidos, estas suelen 

expresar múltiples marcadores de superficie como CD133 (prominina-1), CD44 

(molécula de adhesión celular de migración, homing cell adhesion molecule), CD90 

(Thy-1), población celular lateral (SP), entre otras (Tabla 1). Mediante estos 

marcadores, las CMT pueden ser aisladas y enriquecidas in vitro e in vivo. Además, 

su potencial tumorogénico es caracterizado por su alta capacidad para formar un 

nuevo tumor cuando son trasplantadas en ratones inmunodeficientes aún a baja 

densidad clonal [32], [33]. Se ha encontrado que solo se requieren 100 células con 

este fenotipo para formar los tumores, mientras que miles de células con fenotipo 

diferente no son capaces de desarrollar tumores [32], [34]. El primer marcador 

empleado para el enriquecimiento de CMT en tumores sólidos fue CD133, una 

glicoproteína transmembranal. Sin embargo, CD133 se ha cuestionado como 
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marcador confiable para todos los tipos de cáncer, debido a que se expresa en 

algunos cánceres solo bajo estrés bioenergético, y en CCR se ha reportado 

metástasis de células que carecen del marcador CD133 [35]. Por otro lado, CD44 

se ha reportado para identificar una población celular enriquecida en CMT en 

carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) [30]. Las células 

CD44+ presentan propiedades de CMT como capacidad de formación de esferas in 

vitro y generar tumores en xenoinjerto. Además, se han caracterizado poblaciones 

de CMT de CCR mediante este marcador [36], [37]. La sobreexpresión de CD44 por 

las células de CCR se ha asociado con mayor capacidad de invasión y participación 

de nódulos linfáticos, siendo un predictor de la sobrevivencia [37], [38]. Se ha 

demostrado que CD44 y sus isoformas son marcadores confiables de CMT que 

pueden emplearse solos o en combinación con otros marcadores de superficie para 

identificar CMT de CCR, como por ejemplo CD166, CD29, CD24, CD26, Lgr-5 y 

Wnt/β-catenina [39]. Otro marcador es citoqueratina-18 (CK-18), que en CCR 

también está asociado con la sobrevivencia de los pacientes [40]. 

 

También se han empleado factores de transcripción para identificar CMT, 

como Oct-4 y Sox2, promoviendo la sobrevivencia, resistencia a tratamientos y las 

propiedades de célula madre [41]. En CCR se han identificado estos factores de 

manera incrementada, y además están relacionados con un incremento en la 

proliferación de las CMT y mal pronóstico en los pacientes [37]. Por otro lado, se 

define como población lateral o SP a una subpoblación de CMT capaz de expulsar 

el colorante de unión a DNA Hoechst 33342 hacia afuera de la membrana por medio 

de transportadores ATP-binding cassette (ABC). Esta población puede ser 

caracterizada como CMT en tejidos primarios de cánceres gastrointestinales y de 

ovario. Las células de la población lateral también se demostraron en líneas 

celulares de tumor de glioma, mama y tiroides [42].  
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Tabla 1. Marcadores de identificación de CMT. 

 

MARCADORES DE CMT  TIPO DE CÁNCER  REFERENCIAS  

CD44, CD117 (c-kit), CD133, 

ALDH1A1, Oct-4 (POU5F1), NANOG, 

BM11, Nestina 

Ovario [28] 

CD34, CD38, CD19, CD26 Hematológico [39] 

CD44, CD24, CD133, ALDH 

ESA, CD61 

Mama [39], [42] 

CD44, CD24, CD29, CD133, CD166, 

EpCAM, LGR5, ALDH1, CK-18, ABCB1 

Colon [10], [37], [39], 

[40], [42], [43] 

CD90, CD133, CD15 Cerebro [39], [42] 

CD44, CD271 Cabeza y cuello [30], [39] 

CD20, CD271 Piel [39] 

CD4, CD90, CD133, CD13, EpCAM Hígado [39] 

CD44, CD133, CD166 Pulmón [39], [44] 

CD133, ALDH Endometrio [39] 

CD44, CD24, ESA, CD133, CXCR4, 

cMet, ALDH1 

Páncreas [42], [45] 

CD44, α2β1hi CD133 Próstata [42] 

Side population (Transportadores tipo 

ABC, ABCG2) 

Glioma, mama y tiroides, 

pancreas 

[42], [46], [47] 

Sox2 Glioblastoma [10] 

Marcadores intracelulares y de superficie identificados en diversos tipos de cáncer para la 
detección de CMT. CMT: Células Madre de Tumor.  

 

Las CMT requieren de un microambiente específico extracelular, 

denominado nicho, el cual les permite mantener sus propiedades de célula madre y 

el fenotipo maligno de su progenie [48]. Dentro de este se encuentran diversos tipos 

de células como células endoteliales, pericitos, macrófagos, células 

mesenquimales, células inmunes y fibroblastos, así como matriz extracelular. En 

particular los fibroblastos asociados a cáncer tienen un papel en la remodelación de 

moléculas de adhesión intercelular (ICAMs) y citocinas como factor de crecimiento 
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de hepatocitos (HGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF) e interleucina-6 (IL-

6) que promueven la sobrevivencia y proliferación de las CMT [49]. Se ha reportado 

que el fenotipo de CMT se desarrolla por la transición epitelial mesenquimal (TEM), 

donde la combinación de mecanismos de mutación, proliferación y el microambiente 

tumoral lleva a las diferentes etapas de la evolución a célula madre como la 

formación de esferas, capacidad de invasión, expresión de marcadores, resistencia 

a fármacos [29], [50]. 

Dentro del microambiente, las CMT forman un complejo intercomunicado 

entre las células tumorales y las no tumorales, donde se dan interacciones célula-

célula y mediante la secreción de factores paracrinos. Estos factores del 

microambiente mantienen la inmadurez mediante vías de autorrenovación como 

Wnt/β-catenina, TGF-β, MAPK, Notch y Hedgehog (Figura 4) [10], [33], [34].  

 

 

Figura 4. Vías de señalización activadas en las CMT. Interrelación de Wnt/β-

catenina, TGF-β, Notch y Hedgehog en cáncer [51].  

1.5. Transición Epitelial-Mesenquimal 
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La transición epitelial-mesenquimal (TEM) es un fenotipo adquirido por las 

células epiteliales bajo ciertos estímulos del microambiente, incrementando su 

capacidad de migración, proliferación, invasión y cambio de morfología. Dicho 

proceso es importante para las CMT ya que aumenta su proliferación, formación de 

esferas y facilita la invasión a otros tejidos. Durante el proceso de TEM ocurre la 

pérdida de las uniones intercelulares basadas en cadherinas, claudinas y ocludinas, 

la secreción de metaloproteinasas y la pérdida de la polaridad basal por la 

reorganización del citoesqueleto, para adquirir atributos mesenquimales como 

morfología alargada y fibroblástica, así como un aumento en la capacidad de 

migración e invasión y la degradación de la matriz extracelular (MEC) [18], [52]. 

El mecanismo de TEM está regulado por cambios epigenéticos, factores de 

crecimiento y de transcripción. Entre los cambios epigenéticos destacan aquellos 

activados por hipoxia y TGF-β. Durante la hipoxia, la activación de la TEM es 

mediada por histona deacetilasa 3 (HDAC3) y WDR5 asociados con la marca de 

histona 3 lisina 4 acetilación (H3K4Ac), que funciona como un promotor de genes 

como CDH1 y VIM.  El TGF-β, induce cambios globales en la cromatina, remoción 

de la variante de histona (H2A.Z), y nuevos modificadores de cromatina como UTX, 

Rad21, PRMT5, RbBP5, entre otros [53]. 

Algunos factores de crecimiento que participan en la activación de la TEM 

son el factor de crecimiento epitelial (EGF), factor de crecimiento de hepatocitos 

(HGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento derivado 

de plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento similar a la insulina (IGF). El EGF 

promueve la TEM al reducir las uniones adherentes y desmosomas entre células de 

cáncer, promoviendo su capacidad de migrar, además de incrementar la actividad 

de metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9. Esto ocurre al mismo tiempo que se activan 

la vía de JAK2/STAT3 y de IL-6. De forma similar, el HGF también promueve la 

migración celular mediante la activación de c-Met, un receptor de tirosina cinasa, y 

al igual que el FGF, incrementa la actividad de Snail mediante la vía de MAPK. El 

PDGF activa la vía PI3K, al mismo tiempo que induce la acumulación de β-catenina 

en el núcleo. El IGF-II media la TEM por la translocación nuclear de β-catenina, la 

degradación de E-caderina y la sobreexpresión de ZEB1 [54].  



15 
 

Por otro lado, se han identificado los factores de transcripción que participan 

en la activación de TEM, los cuales orquestan los cambios en la expresión génica 

asociados al proceso. Estos factores se ubican en tres familias proteicas, Snail 

(SNAI1, SNAI2, SNAI3), ZEB (ZEB1 y ZEB2), y la hélice-alfa-hélice básica (TWIST1, 

TWIST2 y TCF3), las cuales activan las vías TGFβ – SMAD y Wnt–β-catenina. Estos 

son proteínas que permiten la activación de transcripción de genes para la expresión 

adecuada de N-cadherina, vimentina, alfa actina de músculo liso (a-SMA), 

fibronectina, la proteína homeobox pareada (Prrx1). Esta última participa en la 

atenuación de la expresión complementaria de Snail1, y la pérdida de Prxx1 que es 

requerida para que las CMT puedan migrar hacia otros órganos [18]. El resultado 

final es la supresión de genes asociados con el fenotipo epitelial, como los de E-

cadherina y citoqueratinas. Una vez modificado el fenotipo de las células tumorales, 

éstas entran a la circulación por medio de la sangre hacia distintos órganos, donde 

se adaptan al nuevo microambiente y desarrollan tumores secundarios o metástasis 

[52], [55]. 

 

1.6. Quimiorresistencia en el cáncer 

 

Actualmente existe una gran variedad de opciones terapéuticas para el tratamiento 

del cáncer; no obstante, esta enfermedad continúa encabezando las causas de 

muerte más comunes a nivel mundial. El cáncer detectado en etapas tempranas 

puede ser tratado con mayor eficacia, sin embargo, en la mayoría de los casos los 

cánceres son diagnosticados en etapas tardías, cuando el cáncer ya ha progresado 

e invadido otros órganos. Además, después del tratamiento convencional pueden 

llegar a persistir algunas células residuales, las cuales son las principales causas 

de la recurrencia del tumor y metástasis. Evidencia creciente indica que esas células 

residuales son las CMT, las cuales pueden encontrarse en cualquier etapa del 

cáncer y son las principales responsables de causar la resistencia terapéutica [33].  

Entre las características de las CMT asociadas con la resistencia a los 

fármacos quimioterapéuticos se derivan distintos mecanismos celulares, como una 

elevación de la expresión de proteínas anti-apoptóticas, un incremento en los 
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transportadores ABC que expulsan los fármacos y la baja tasa de proliferación de 

las CMT [55]. La resistencia a terapias es el resultado de una mayor capacidad para 

reparar el daño intracelular (DNA y proteínas), y que pueden inactivar las especies 

reactivas del oxígeno (ROS), reduciendo el daño que presentan bajo condiciones 

de estrés [29]. Más aún, la TEM contribuye en gran medida con el desarrollo de 

resistencia a varios tipos de agentes terapéuticos contra el cáncer al promover 

cambios moleculares en las CMT [55].  

  

1.7. Terapias actuales contra células madre de tumor 

 

El conocimiento de la genética del tumor y las vías de señalización, así como 

el estudio de moléculas de adhesión, epítopos para anticuerpos, intermediarios de 

señalización, elementos de vías de sobrevivencia, modificadores de cromatina y 

blancos metabólicos, brindan herramientas valiosas para el desarrollo de 

tratamientos [56]. Algunos tratamientos del cáncer como la quimioterapia y la 

radioterapia son capaces de llegar hasta los tumores y destruir a las células 

tumorales. Sin embargo, la respuesta de la población total es incapaz de predecir 

los efectos causados en la población de CMT, además en la mayoría de los casos 

presentan mutaciones que seleccionan a las CMT resistentes a los medicamentos, 

lo que ocasiona la reaparición del cáncer [57]. Es importante tomar en cuenta que 

la inhibición de la proliferación celular es un requisito para la mayoría de las 

quimioterapias, así como las terapias de radiación para ser efectivas y que cualquier 

célula senescente o quiescente puede ser resistente a esas terapias. En estudios 

previos se ha reportado que la población de CMT en glioma y cáncer de mama 

después de irradiación se encuentra en estado quiescente y después reingresa al 

ciclo celular [30]. Por lo tanto, es necesario implementar nuevas estrategias para 

atacar a los tumores, y que estos nuevos tratamientos sean activos específicamente 

contra las CMT [58].  

Entre las diferentes estrategias terapéuticas aplicadas, Yu y cols. en el 2009 

estudiaron los efectos de la combinación de régimen quimioterapéutico y curcumina 

en cáncer de colon, donde hay una reducción efectiva de CMT [59]. Otras terapias 
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dirigidas a CMT incluyen anticuerpos monoclonales, bloqueo de vías de 

autorrenovación e inducción de diferenciación e interrupción de la TEM [29]. Sin 

embargo, a pesar de las terapias ahora disponibles, aún no se ha encontrado un 

tratamiento específico que pueda eliminar a las células tumorales y a las CMT, 

evitando las reincidencias y el progreso a metástasis. Entre las nuevas terapias 

contra el cáncer que han surgido en las últimas décadas destacan las 

nanopartículas que liberan compuestos in situ a las células tumorales, como 

fármacos o anticuerpos monoclonales [60], [61], inmunoterapia con el uso de 

vacunas, inhibidores de check-point, CAR T-cells [62]–[64], terapia basada en 

microARN y ARN largo no codificante (ARN-Lnc) [65]–[67] así como la 

administración por terapia génica de citocinas y productos antitumorales [68], [69].  

Dentro de esto último, se ha implementado el uso de células como vehículos de 

entrega para productos antitumorales directamente en las CMT, como lo son las 

células natural killer y las células madre mesenquimales (CMM) [46], [70], [71].  

 

1.8. Células madre mesenquimales 

  

Actualmente se ha reportado la aplicación potencial de las células madre 

mesenquimales (CMM) en la terapia génica. Esto basado en células madre después 

de su post-modificación genética como tratamiento de enfermedades [72]–[75], 

debido a diversas propiedades que las vuelven atractivas para su aplicación como 

terapia contra el cáncer. Las CMM son una población de células de linaje 

mesodérmico que pueden obtenerse de una gran variedad de tejidos como médula 

ósea, pulpa dental, cerebro, hígado, páncreas, piel, tejido adiposo, cordón umbilical, 

gelatina de Wharton, placenta, y son fáciles de aislar [76]. Las CMM son 

autorregenerativas, donde una sola célula puede dar lugar a nuevas colonias y son 

multipotentes, es decir, pueden dar lugar a diversos linajes de células diferenciadas 

[77]. Además, tienen propiedades inmunomoduladoras, de migración y efectos 

parácrinos [78]. La Sociedad Internacional de Terapia Celular ó ISCT (Internacional 

Society of Cellular Therapy) 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 
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antígenos CD44, CD24, CD73, CD90 y CD105 en ausencia de antígenos 

hematopoyéticos como CD34, CD45, CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y HLA-DR, 

marcadores de monocitos, macrófagos y linfocitos B; 3) las CMM deben ser capaces 

de diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo condiciones 

estándar de cultivo [79], [80].  

De manera natural en el organismo, las CMM tienen funciones clave en los 

procesos de reparación de heridas y mantenimiento de la hematopoyesis en la 

médula ósea. Al presentarse una lesión, estas células se trasladan a sitios 

lesionados, y comienzan su diferenciación en elementos del tejido conectivo, 

promoviendo el desarrollo de angiogénesis y la secreción de citocinas y factores de 

crecimiento, que en conjunto promueven la cicatrización y la reparación del sitio 

lesionado [81]. Las CMM han demostrado que pueden diferenciarse y regenerar 

diversos tejidos como piel, hueso, cartílago, córnea, riñón entre otros [82]. Se han 

empleado como terapia alternativa en infarto al miocardio [83], daño cerebral 

traumático [84], enfermedad de Parkinson, diabetes mellitus tipo 1 [85]. 

Actualmente, las CMM representan un tipo celular para trasplante alogénico debido 

a su baja inmunogenicidad al tener una escasa expresión del complejo mayor de 

histocompatibilidad I (MHC I) y ausencia de MHC II, representando bajo riesgo de 

rechazo del implante [86], por lo que se han empleado como terapia en la 

enfermedad de injerto contra huésped generada por rechazo autoinmune [87].  

En un inicio estás células estaban limitadas únicamente a su uso en terapia 

regenerativa, debido a las propiedades anteriormente mencionadas, no obstante, 

en las últimas décadas han demostrado ser un vehículo potencial para entrega de 

productos génicos de forma dirigida a las células malignas, sin generar alteraciones 

y toxicidad sistémica como los tratamientos convencionales [44], [82]. Por ello, se 

han propuesto como un vehículo para entrega de tratamientos en cáncer.  
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1.9. CMM adultas en el tratamiento del cáncer  

 

Entre las características de las CMM como alternativa a las terapias actuales 

contra el cáncer se encuentra la posibilidad de migrar hacia un estímulo inflamatorio 

procedente de tejidos lesionados o tumorales, infiltrándolos [88]; este proceso de 

migración es denominado homing. Algunas moléculas que desencadenan el homing 

de las CMM hacia el microambiente del tumor se encuentran citocinas y factores de 

crecimiento, principalmente mediante la activación del eje CXCL12/CXCR4. 

Algunos factores involucrados son el factor de crecimiento vascular endotelial 

(VEGF), interleucina-8 (IL-8), factor derivado de células estromales (CSCL12), la 

proteína-1 quimiotáctica de monocitos (CCL2), factor de crecimiento transformante 

beta 1 (TGFβ1) y metaloproteinasas como MMP-2 [89], [90].  

Así mismo, los tumores producen una gran cantidad de ligandos para las 

citocinas producidas por las CMM y moléculas estructurales de sus membranas 

plasmáticas [58]. Una vez arribadas al sitio del tumor, las CMM se incorporan al 

estroma, secretan factores como TGF-β o el ligando inductor de la apoptosis 

relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL); estos ligandos pueden 

presentar actividad anti-proliferativa por la inhibición de vías como la de 

fosfatidilinositol 3-cinasa/ proteína cinasa B (PI3K/AKT), promoviendo arresto 

celular y con ello la reducción del crecimiento [89]. Por otro lado, pueden presentar 

actividad pro-tumorogénica y pro-angiogénesis, sugiriendo un rol complejo [90]. Sin 

embargo, se han desarrollado una gran variedad de procedimientos técnicos para 

modificarlas genéticamente y sobreexpresar un gen exógeno dirigido al sitio del 

tumor, promoviendo con ello la eliminación del mismo [91]. Actualmente están en 

curso ensayos clínicos en fases 1, 2 de CMM modificadas genéticamente para que 

expresen productos antitumorales y virus oncolíticos (ClinicalTrials.gov Identifier: 

NCT02079324, NCT03298763, NCT02068794, NCT02530047). Todo ello muestra 

que la terapia génica basada en CMM es prometedora, aunque aún se requiere 

realizar más investigaciones para analizar la eficacia y seguridad de los diferentes 

modelos experimentales que utilizan CMM genéticamente modificadas. 
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1.10. Modificación genética de las CMM 

 

La modificación genética implica la transferencia de una secuencia génica 

hacia la célula para que esta funja como un vector de expresión. Un vector de 

expresión se define como un vehículo utilizado para entregar un gen de interés. Un 

vector ideal puede transferir una cantidad específica de material genético dentro de 

la célula blanco, permitiendo la expresión transitoria o constante por modificación 

genética de un producto sin ser tóxico. Cuando se necesita modificar genéticamente 

una célula blanco, el material genético exógeno se puede entregar por medio de 

vectores no virales y virales [92].  

En los vectores no virales están aquellas moléculas de ADN y ARN 

[plásmidos, ARN de interferencia (siARN), entre otros], que son distribuidas a la 

célula blanco por medio de métodos físico-químicos como liposomas, fosfato de 

calcio, polímeros catiónicos, electroporación, nucleofección, sono-transfección, 

nanopartículas, complejos proteicos, entre otros; este procedimiento se denomina 

transfección [73], [92]. La transfección se ha visto limitada debido a la baja eficiencia 

para expresar un gen exógeno, además que pueden afectar la membrana celular y 

la expresión de los genes es transitoria debido a que no se integran al genoma o lo 

hacen con una menor eficiencia [93], por lo que se va diluyendo conforme la célula 

se divide [73]. 

Por otro lado, los vectores virales se han empleado ampliamente en la 

investigación actual; este proceso se denomina transducción, y destaca alta 

eficiencia para generar células modificadas y una expresión más prolongada [44]. 

Existe una gran variedad de vectores virales, y su uso depende de la naturaleza de 

la célula blanco a la cual se desea infectar [94].  

 

1.10.1. Empleo de lentivirus para modificación genética de CMM 
 

Uno de los objetivos principales de la terapia génica es entregar el material 

genético en las células blanco dentro de un tejido específico con el fin de modificar 
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el microambiente tumoral, limitar la progresión de la enfermedad y obtener el efecto 

terapeutico o mayor suceptibilidad a un tratamiento [95]. Tomando esto en cuenta, 

la llegada de los vectores virales facilitó el crecimiento de las aplicaciones en la 

terapia génica, al permitir generar células que funcionan como un vector de 

expresión contante para una proteína específica necesaria para el tratamiento de 

determinada enfermedad [94]. Hasta el momento, se ha desarrollado una amplia 

gama de vectores virales, los más frecuentes se abordan en la Tabla 2. En este 

estudio nos enfocaremos en los vectores lentivirales. Los vectores lentivirales han 

sido empleados extensivamente para modificar genéticamente a las CMM y con ello 

expresar genes específicos, debido a sus ventajas para inducir una estable y 

elevada expresión de los transgenes en las células blanco, su baja toxicidad y 

limitada inmunogenicidad [44], [70], [74], [96].  

 

Tabla 2. Vectores virales más frecuentes en terapia génica. 

 

Vector 

viral 

Genoma Capacidad 

de 

inserción  

Propiedades REFERENCIAS 

Adenovirus 

 

dsADN <7.5 kb • No se insertan en 

genoma  

• Expresión 

transitoria 

• Altos títulos 

virales 

• Amplio rango de 

células blanco, 

células con y sin 

división 

[73], [92], [97], 

[98] 
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• Muy 

inmunogénicos 

Virus 

Adeno-

asociados 

ssADN <4 kb  • Integración al 

genoma, 

infección latente 

• Expresión a largo 

plazo 

• Menor toxicidad 

• Dependientes de 

otros virus 

• Infección de 

células con y sin 

división 

[92], [94], [97], 

[98] 

Herpes 

virus 

(VHS) 

dsADN >30 kb • Evasión de 

respuesta inmune 

• Entrega de 

múltiples genes 

• Limitado rango de 

células blanco 

• Baja eficiencia de 

infección 

• Expresión génica 

a largo plazo 

• Empleo como 

virus oncolítico 

[92], [94] 

Gamma-

retrovirus 

ssARN 8 kb • Amplio rango de 

células blanco, 

infección de 

células madre  

[95], [97] 

 



23 
 

• Expresión a largo 

plazo 

• Inserción 

aleatoria en el 

genoma huésped 

• Mutagénesis 

insercional 

• No infectan 

células sin 

división 

 

Lentivirus ssARN 8 kb • Integración al 

genoma huésped 

• Expresión 

constante a largo 

plazo 

• Menor riesgo de 

mutagénesis 

insercional 

• Altos títulos 

virales 

• Infección de 

células con y sin 

división 

• Vectores 

autoinactivables 

 

[94], [97], [99] 

Características de vectores virales más frecuentemente empleados para terapia génica. 
dsADN: ADN de doble cadena; ssARN: ARN de cadena sencilla; Kb: Kilobases.  
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Abordando más detalladamente, los lentivirus están integrados dentro de la 

familia Retroviridae de virus envueltos de ARN de una sola hebra (ssARN). Los 

lentivirus contienen dos copias de una molécula de ARN de sentido positivo, 

además de portar enzimas importantes para su replicación como son la 

transcriptasa reversa, integrasa y proteasa [100]. De manera natural los lentivirus 

infectan los linfocitos que poseen el receptor CD4 y los receptores de quimiocinas 

CCR5 y CXCR4, fusionando su membrana con la de la célula huésped [101]. Dentro 

de la célula, la partícula viral libera su contenido enzimático y de ácidos nucleicos 

para la transcripción de ADN a partir del molde de ARN. Esta secuencia de ADN se 

inserta en el genoma del huésped, permitiendo la transmisión vertical de la 

información hacia la descendencia de la célula, y mediante la maquinaria de 

transcripción de la célula el virus sintetiza todos sus componentes [92].  

En cuanto a su secuencia génica, un lentivirus contiene tres genes básicos: 

gag, pol y env. El gen gag codifica proteínas estructurales, pol codifica la enzima 

transcriptasa reversa y enzimas requeridas para la integración al genoma huésped, 

y env codifica las glicoproteínas de la envoltura viral [99].  

Tomando en cuenta que los lentivirus tienen como base a la estructura viral 

del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), se han realizado múltiples 

modificaciones para mejorar su seguridad y reducir el riesgo de mutación 

insercional. En un inicio, la primera generación de vectores lentivirales contenía una 

gran cantidad del genoma original del VIH, incluyendo los genes gag y pol, además 

de proteínas virales. Para incrementar el espectro de infección de células blanco, 

se cambió la envoltura viral del VIH por la del virus de la estomatitis vesicular (VSV-

G), la cual reconoce al receptor de la lipoproteína de baja densidad (LDL). Además 

que proporciona mayor estabilidad durante el procesamiento rio abajo y tiene mayor 

espectro de transducción [102]. 

Posteriormente, en los vectores de segunda generación se eliminaron los 

factores de virulencia accesorios (vif,vpr, vpu, and nef). La tercera generación de 

lentivirus presentaban dividido el genoma viral, lo que redujo la capacidad de 

generación de virus competentes. Estos vectores aún contenían los genes gag y 
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pol, sin embargo, estos se encuentran en plásmidos aislados con la secuencia 

exacta para el empaquetamiento [99]. También se eliminó el gen tat , así como el 

promotor U3 de la secuencia terminales repetidas largas o LTR (Long Terminal 

Repeat) y en cambio se colocó un promotor constitutivo como el de citomegalovirus 

o el promotor del virus de sarcoma de Rous, más un potenciador opcional o un 

promotor inducible [102]. Más aún, introducir deleciones en el extremo 3´de LTR 

crea vectores auto-inactivables, en donde está interrumpida la actividad del 

promotor/potenciador del LTR, minimizando el riesgo de replicación de virus 

competentes, disminuyendo interferencias por el promotor y reduciendo el riesgo de 

mutagénesis insercional [100]. 

Los sistemas lentivirales de cuarta generación presentan dividido el genoma 

viral en cuatro segmentos, que al principio son desarrollados como plásmidos: tres 

plásmidos son auxiliares y uno corresponde a la secuencia génica que se va a 

insertar en la célula blanco. Este sistema de producción incluye los requisitos para 

su uso clínico, como lo son el uso de construcciones con el genoma dividido para 

evitar superposiciones y reducir al máximo el riesgo potencial de recombinación, lo 

que podría conducir a la generación de lentivirus competentes replicables. El 

plásmido de la secuencia génica contiene la secuencia del gen que se quiere 

sobreexpresar, flanqueada por elementos cis requeridos para la formación de la 

cápside, transcripción reversa e integración [102].  

En la clínica, los lentivirus se han empleado como vectores de expresión de 

proteínas específica para tratar distintas enfermedades como lo es el síndrome de 

inmunodeficiencia combinada grave ligada al cromosoma X, cáncer [73], [103], [104] 

y enfermedades monogénicas como la anemia de células falciformes, sin que se 

hayan presentado efectos adversos por su uso [94]. También se han utilizado para 

tratamiento del VIH, con vectores tipo pT, que contienen miARNs que suprimen la 

expresión del receptor CCR5 e inhiben la infección viral [105].  

Este tipo de vector viral 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 
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paciente para permitir su actividad específica [94]. Además, se han empleado para 

la modificación genética de CMM con el propósito de expresar genes específicos.  

 

1.11. Expresión de proteínas antitumorales por CMM genéticamente 
modificadas 

 

De forma nativa las CMM son capaces de expresar proteínas y factores que 

promueven la eliminación de células tumorales y controlar el microambiente 

inflamatorio [89]. No obstante, en las últimas décadas se han empleado como 

vectores en la terapia génica para sobreexpresar genes y sus productos proteicos 

específicos con el fin de potenciar su actividad antitumoral. Por ejemplo, se han 

realizado estudios con CMM genéticamente modificadas para sobreexpresar 

interferones IFNα, IFNβ, IFNγ [110] [89], distintas interleucinas como IL-12 [109], IL-

18 [70], y proteínas pro-apoptóticas como TRAIL [74], la proteína morfogénica ósea 

4 (BMP4) y la fosfatidil-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa (PTEN) [89]. En el presente 

trabajo se abordará de manera particular a la proteína TRAIL.  

 

1.11.1. TRAIL  
 

El ligando inductor de la apoptosis relacionado con el factor de necrosis 

tumoral o TRAIL también es conocido como Apo-2L [111]; es una citocina 

perteneciente a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) debido a la homología 

de su dominio C-terminal extracelular. TRAIL es una proteína de 20 kDa cuyo gen 

está conformado por cinco exones y tres intrones localizado en el cromosoma 3 

[112].  

TRAIL completo (TRAILc) es una proteína transmembranal que puede inducir 

apoptosis por la vía extrínseca dependiente de receptor o la vía intrínseca mediada 

por mitocondria selectivamente en células tumorales, pero no en células normales. 

Además, el ARNm del TRAILc se expresa constitutivamente en una amplia variedad 

de tejidos, principalmente hígado, pulmón y próstata [113]. La proteína TRAILc 
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consiste de 281 aminoácidos (40 KDa) y se ubica de forma transmembranal 

(aminoácidos 1-113); sin embargo, por medio de enzimas proteolíticas puede 

escindirse en una fracción externa soluble (aminoácidos 114-281) o TRAIL soluble 

(TRAILs) [111]. La apoptosis por esta citocina se activa de manera similar a otros 

elementos de la familia del TNF, y es mediante la formación de homotrímeros con 

sus receptores transmembranales. Un átomo de Zn, unido por cisteínas en el 

ligando trimérico es esencial para la estabilidad de éste y asegura su actividad 

biológica [114]. TRAIL puede interactuar con cinco receptores, nombrados TRAIL-

R1 (DR4, Death receptor), TRAIL-R5 (DR5), TRAIL-R3 (DcR1/TRID/LIT), TRAIL-R4 

(DcR2/TRUNND) y osteoprotegerina (OPG). El efecto selectivo de TRAIL de 

producir apoptosis de las células tumorales y no en células sanas depende de la 

unión a los receptores celulares DR4 y DR5 ambos con un motivo conservado en el 

dominio de muerte (DD, Death Domain) [115]–[117].  Los otros receptores actúan 

como “señuelos”, debido a que su sobreexpresión inhibe la activación de la 

apoptosis. No obstante, mientras que DcR1 no tiene una región citosólica, DcR2 sí 

la presenta, pero de forma acortada y no funcional. La relevancia fisiológica de OPG 

como receptor de TRAIL se mantiene aún inconclusa, pero se ha relacionado con 

resistencia a apoptosis vía este mecanismo [74]. 

El mecanismo de acción de TRAIL es la inducción de la apoptosis, también 

llamada muerte celular programada, la cual permite el mantenimiento de la 

homeostasis celular y la prevención de procesos patológicos, tales como el cáncer, 

inmunodeficiencia y autoinmunidad. La vía extrínseca de la apoptosis es activada 

por medio de la unión trimérica de TRAIL a los receptores de muerte celular (TRAIL-

R1/DR4 y TRAIL-R2/DR5) antes mencionados [117]. Posterior a la unión de TRAIL 

a sus receptores, ocurre la estabilización y trimerización. Esta acción recluta la 

molécula adaptadora dominio de muerte asociado a Fas (FADD), el cual es 

ensamblado en el complejo de señalización inductor de muerte (DISC). DISC 

interacciona con las caspasas 8 y 10 y las activa. Estas caspasas iniciadoras activan 

a su vez a las caspasas 3/6/7, las cuales están encargadas de escindir proteínas 

celulares y formar una cascada de señalización que culmina en los cambios 

bioquímicos y morfológicos característicos de la apoptosis como son la 
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fragmentación del ADN, la disociación del citoesqueleto y las proteínas nucleares 

[112].  

Así mismo, puede activarse la vía intrínseca de la apoptosis. La caspasa-8/10 

de forma activa, convierte a la proteína 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 homólogo de Bcl-2 (BAK) resulta en la traslocación intramitocondrial 

de tBid y la liberación al citoplasma del citocromo c, ensamblando así la procaspasa-

9 y el factor de activación de la proteasa apoptótica-1 (APAF-1), para formar el 

complejo apoptosoma y eventualmente activar las caspasas ejecutoras 3/6/7 [118]. 

El mecanismo de apoptosis por TRAIL por ambas vías se muestra en la figura 3.  

 

 

Figura 5. Mecanismo inducción de apoptosis por TRAIL [8]. TRAIL activa la 

apoptósis por la vía extrínseca mediante unión y trimerización de receptores de 

muerte de TRAIL DR4 y DR5, lo que lleva al ensamblaje del complejo DISC y la 

posterior activación de la caspasa 8/10, que activan la cascada de apoptosis por las 

caspasas 3/6/7 efectoras. Al mismo tiempo, la caspasa 8 puede activar la vía 
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intríseca de la apoptosis mediante tBid y estrés mitocondrial que libera al Citocromo 

C y culmina con el ensamblaje del apoptosoma por la caspasa 9. En ambas vías se 

llevan a cabo cambios en la célula que llevan a la fragmentación del núcleo y 

formación de vesículas con material celular.  

En la bibliografía se han descrito más estudios que utilizan TRAILc para 

producir apoptosis en las células diana a diferencia de TRAILs (Figura 6) [119]. Sin 

embargo, dado que TRAILc requiere la interacción de célula-célula, algunos 

estudios se ha visualizado el potencial de TRAILs para producir apoptosis manera 

exitosa sin requerir la interacción celular [74], [119]–[123]. Además, actualmente se 

han desarrollado diversos tipos de TRAIL recombinante humano, proteína que se 

ha utilizado en ensayos clínicos contra cáncer en fases I y II (Clinical Trails: 

NCT03443674, NTC03083743, NTC03298763).  

 

 

Figura 6. Comparación de estructuras de TRAIL completo y TRAIL soluble. El 

ligando TRAIL puede presentar dos estructuras: La completa está unida a 

membrana plasmática y requiere la interacción célul-célula con los receptores de 

muerte DR4 y DR5 en la célula tumoral para activar el proceso de apoptosis. Por 
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otro lado, la forma de TRAIL soluble puede difundir por el medio extracelular hasta 

los receptores de muerte en la célula tumoral y activar la apoptosis.  

 

En años recientes se ha abordado el papel de las CMM expresando TRAIL 

sobre las CMT como una estrategia más específica para eliminar células tumorales 

responsables de la reincidencia de los tumores. Loebinger y cols. en el 2010 

identificaron que las CMM-TRAILc podían generar apoptosis en líneas celulares de 

cáncer de pulmón las cuales presentaban una población lateral (SP) de CMT 

(ABCG2+) [46]. Adicionalmente, este tratamiento mostraba sinergismo con 

tratamiento quimioterapéutico mitoxantrona. En otro estudio por Fakiruddin y cols. 

en el 2019 se demostró que además las CMM-TRAILc podían inducir apoptosis por 

la vía intrínseca y extrínseca en una población de CMT CD133+ de cáncer de 

pulmón, encontrando una relación del receptor de muerte DR5 con la sensibilidad 

al tratamiento de TRAIL [44]. 

No obstante, uno de los principales inconvenientes es la generación de 

resistencia a TRAIL en diversos tumores [124]. Los mecanismos de resistencia a 

TRAIL y el aumento de la invasión se deben a múltiples factores, como la 

subexpresión de los receptores de inducción de muerte por TRAIL (DR4, DR5), 

niveles elevados de receptores señuelo (DcR1, DcR2), niveles incrementados de 

inhibidores de apoptosis como cFLIP, sobreexpresión de vías proliferativas 

mediante las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) y factor nuclear 

kappa beta (NF-kβ), entre otros  [125]. La vía PI3K/AKT/mTOR se encuentra 

comúnmente desregulada en el cáncer, debido a mutaciones que conducen a su 

hiperactivación, promueven la proliferación celular, reducen apoptosis, 

quimiosensibilidad y otros eventos biológicos [126]. Sin embargo, algunos fármacos 

han mostrado la capacidad de reducir la resistencia generada por las células 

tumorales hacia a TRAIL, por medio de la reducción de la expresión de proteínas 

antiapoptóticas como cFLIP, Bcl2, Bcl-XL, y el incremento en la expresión y la 

translocación en membrana de los receptores de muerte, con ello sensibilizando a 

las células para producir apoptosis vía este mecanismo, inclusive en aquellas 
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células resistentes a quimioterapia, como se ha abordado en diversos estudios 

[127]–[130]. Esto indica que la actividad de TRAIL puede verse potenciada en 

combinación con terapias adyuvantes.  
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS 

 

En el laboratorio de Terapia Celular del Departamento de Bioquímica y 

Medicina Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de 

Nuevo León ya se ha estado trabajando con la búsqueda de biomarcadores que 

faciliten la detección temprana del cáncer, así como el desarrollo de nuevas 

estrategias para su tratamiento. En específico, se ha enfocado en una población 

particular de células dentro del tumor, las CMT, las cuales están asociadas con 

reincidencia y resistencia a la quimioterapia en cáncer colorrectal. En el 2017, 

Garza-Treviño realizó el aislamiento de CMT de líneas celulares y de biopsias de 

tumor de pacientes con CCR, observando un aumento de la expresión de 

marcadores de CMT CD44 y CD24 en células resistentes a quimioterapia 

convencional como 5-FU y Oxaliplatino (5-FUOL o FOLFOX). Además, por medio 

de secuenciación con RNATruSeq Target, se analizó un panel de 66 genes 

implicados en farmacorresistencia de CCR, encontrando la sobreexpresión de 

genes EGF (factor de crecimiento epidérmico), HGD (homogentisato 1,2-

dioxigenasa), KRT18 (citoqueratina-18) y RRM1 (subunidad mayor de 

ribonucleósido difosfato reductasa) en CMT de adenocarcinoma colorrectal 

resistentes a 5-FUOL en tumores humanos [131], [132]. Posteriormente, en el 2019 

Solís-Coronado aisló y caracterizó CMT de adenocarcinoma colorrectal (ACCR). 

Por medio de inmunofluorescencia se verificó que los aislados de ACCR co-

expresaban marcadores de CMT (CD44 y CD24) y de resistencia a 5-FUOL 

(ABCB1, CK-18 y BNIP) en muestras de tumores de pacientes [133].  

Mientras tanto en el 2018, González-Villareal diseñó vectores lentivirales 

para la expresión de las proteínas TRAILc, TRAILs e IFNβ, y la proteína verde 

fluorescente (GFP) como reportero. Por medio de ellos modificó CMM murinas de 

médula ósea para sobreexpresar las mencionadas proteínas y evaluar su actividad 

antitumoral en un modelo de linfoma sólido murino. Para la generación de los 

tumores empleó la línea celular de linfoma murino L5178Y. El grupo tratado con la 

combinación de CMM IFNβ y TRAILs permitió la sobrevivencia de 62.5% del grupo, 
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con una completa eliminación de los tumores de manera macroscópica. Por lo tanto, 

el tratamiento combinado de TRAILs e IFNβ fue el más eficaz de los tratamientos 

para la eliminación de tumores in vivo [123]. En el 2020, Quiroz-Reyes continuando 

con lo establecido por González-Villarreal, evaluó la capacidad antitumoral de CMM 

murinas sobreexpresando las combinaciones TRAILs con IFNβ, TRAILs con IL-12 

e IL-12 individual en un modelo murino de metástasis. Nuevamente empleó la línea 

de linfoma murino L5178Y para la generación de tumores sólidos, la cual fue 

modificada para la expresión del gen reportero fluorescente mCherry. Al presentarse 

marcadas las células tumorales, fue posible detectar su migración a otros tejidos, 

presentando señal fluorescente, así como alteraciones histológicas 

correspondientes con metástasis en el hígado, como infiltración de células 

tumorales y modificación estructural del parénquima hepático. En este estudio, los 

tres grupos tratados con CMM sobreexpresando los transgenes fueron los que 

presentaron menor volumen de los tumores, así como una mayor sobrevivencia en 

comparación con los controles (CMM-TRAILs + IFNβ 40 %, CMM-TRAILS + IL-12 

60%, CMM-IL-12 60% al día 36 post-inoculación) [8].  

Esto nos indica que las CMM sobreexpresando proteínas pro-apoptóticas 

como TRAIL y que activan al sistema inmune como IL-12 e IFNβ pueden inducir la 

muerte en células tumorales. No obstante, aún queda la pregunta de si estas células 

pueden eliminar de forma específica a las CMT dentro de los tumores o únicamente 

a otras poblaciones celulares, y si se está generando un mecanismo de resistencia 

contra este mecanismo de muerte celular.  
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3. JUSTIFICACIÓN  

 

El CCR tiene el tercer lugar en incidencia y el segundo lugar en mortalidad por 

cáncer a nivel mundial. Aunque existe una terapia estandarizada para su 

tratamiento, esta presenta limitantes principalmente debido a la presencia de CMT 

que promueven la resistencia a fármacos, reincidencia del tumor y finalmente 

metástasis a otros tejidos. Por ello, es importante la búsqueda de nuevas estrategias 

que mejoren las terapias actuales e incrementen la calidad de vida de los pacientes.  

Uno de los principales mecanismos para eliminar a las células tumorales por el 

sistema inmune es mediante la proteína TRAIL, el cual ha ganado interés en la 

actualidad porque además es capaz de eliminar poblaciones de CMT. CD44 y CK-

18 son marcadores que en CCR tienen una relación directa con la resistencia y 

metástasis, por lo que representan blancos terapéuticos importantes que requieren 

un mayor análisis.  

Las CMM pueden modificarse para sobreexpresar TRAILs, el cual puede 

distribuirse mejor en el microambiente tumoral, y junto con fármacos 

quimioterapéuticos puede incrementar sensibilidad a la apoptosis de las CMT, 

mejorando el pronóstico en pacientes con cáncer colorrectal resistentes a la terapia 

convencional.  
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4. HIPÓTESIS 

 

 

Las CMM-MO genéticamente modificadas para la expresión de TRAILs 

presentan actividad pro-apoptótica en CMT y su efecto se incrementa en 

combinación con quimioterapia de primera línea en líneas celulares de CCR.  
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5. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo general 

 

• Analizar la capacidad de CMM-MO que sobreexpresan TRAILs para generar 

apoptosis en CMT de líneas celulares y en un aislado de CMT de CCR. 

 

5.2. Objetivos específicos 

 

1.   Modificar genéticamente y validar a las CMM-MO para la sobreexpresión de 

TRAILs. 

2. Determinar la expresión de receptor DR5 y efecto citotóxico a TRAIL 

recombinante en líneas celulares de CCR.   

3. Analizar porcentaje de CMT y susceptibilidad a fármacos quimioterapéuticos 

en líneas celulares de CCR. 

4. Evaluar la actividad antitumoral y pro-apoptótica de CMM que sobreexpresan 

TRAILs en líneas celulares y en un aislado de CMT de CCR.  
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  

 

 

Figura. 7. Estrategia Experimental. En este estudio se realizará la validación de la 

sobreexpresión de los transgenes TRAILs, TRAILc por las CMM, las cuales serán 

modificadas genéticamente mediante vectores lentivirales. Se analizó la expresión 

del receptor DR5 y la concentración inhibitoria media (IC50) de TRAIL recombinante 

en líneas celulares y biopsias de CCR para validar la sensibilidad a TRAIL. 

Posteriormente se evaluaron los marcadores de CMT, así como la 

quimiosensibilidad a fármacos. Después, se evaluaron los diversos tratamientos de 

CMM sobreexpresando TRAIL de manera individual o en combinación con 

quimioterapia, para evaluar la muerte celular en líneas celulares de CCR y en 

aislados de CMT de pacientes. Por último, se analizó la disminución de marcadores 

de CMT y resistencia posterior al tratamiento.   
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7. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

7.1. Cultivo de CMM de medula ósea de ratón.  

 

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 Experimentación Animal del 

Servicio de Inmunología de la Facultad de Medicina de la UANL. Las CMM-MO 

fueron cultivadas hasta el pase 2 en medio DMEM-F12-glutamax (Gibco, Life 

Technologies, Grand Island, NY 14072, USA) suplementado con 10% de suero fetal 

bovino estéril (SFB) (Gibco), 100 μg/mL gentamicina (Gibco) y 2.5 μg/mL de 

anfotericina B (Gibco), se ajustó su concentración a 1.0×106 células/ mL y fueron 

congeladas con dimetilsulfóxido (DMSO) (ATCC, Manassas, Virginia 20110, USA.) 

al 10%, para posteriormente ser almacenadas en nitrógeno líquido. Esta línea 

celular de CMM-MO ya fue caracterizada previamente para la diferenciación a 

osteocitos y adipocitos, además de presentar los marcadores de estirpe 

mesenquimal CD105, CD90 [134]. 

 

7.2. Diseño de secuencias de los transgenes. 

 

Los vectores que se utilizaron en este trabajo fueron diseñados empleando la 

plataforma Vector Builder de Cyagen (Santa Clara, California 95050, USA). Los 

constructos de los vectores fueron diseñados por González-Villareal [123], para la 

expresión de TRAILs y TRAILc, y que además expresan la proteína verde 

fluorescente (GFP) como marcador reportero: pLV[Exp]-EGFP/Neo-

EF1A>{sMurTRAIL}, pLV[Exp]-EGFP/Neo-EF1A>{flMurTRAIL}. 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; este último fue empleado como control.   
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7.3. Modificación genética de CMM para la sobreexpresión de TRAIL 

 

En botellas de cultivo de 25 cm2 se inocularon 5.0×105 CMM-MO y se incubaron 

por 16 h en atmósfera de CO2 al 5% a 37°C. Después de ese tiempo se adicionaron 

5 μg 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 

infección (MOI) de 2 partículas virales/célula, de acuerdo a lo reportado por Yuan y 

cols. en el 2016 [135]. Las células se incubaron a 37°C en atmósfera húmeda de 

CO2 al 5% por 48 h. Después de haber hecho un pase de los cultivos transducidos, 

a cada uno de éstos se le agregaron 400 μg de geneticina (Gibco, Life Technologies, 

Grand Island, NY, USA) /mL para seleccionar las células transducidas. Después de 

una semana de selección, se tomó una alícuota de las CMM-MO modificadas y 

fueron cultivadas en microcámaras 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 eliminó el medio de cultivo, se realizó 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 

realizó otro lavado con PBS al 10%, se retiró el exceso de humedad y se añadió 

una gota (25 µL) medio de montaje Vectashield con DAPI (Vecta Mount, Vector 

laboratories), y se colocó un cubreobjetos sobre la laminilla. Se realizó el conteo de 

las células totales y las células verde-fluorescentes en cuatro campos por medio de 

microscopio de epifluorescencia (Nokia, Eclipse 50i) 40×; se tomaron fotografías 

digitales de cada campo con una cámara Sight DS-2MV acoplada al microscopio de 

epifluorescencia. Se calculó la eficiencia del procedimiento como porcentaje de 

transducción. 

 

Cálculo de la eficiencia de transducción 

 

Se calculó la eficiencia de transducción aplicando la siguiente ecuación:  

% eficiencia de transducción= 𝑪𝑴𝑴−𝑴𝑶-𝑮𝑭𝑷 /𝑪𝑴𝑴−𝑴𝑶 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍𝒆𝒔 × 100 
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Donde, CMM-MO-GFP son las CMM de médula ósea murinas que muestran una 

señal verde-fluorescente bajo el microscopio de epifluorescencia; CMM-MO totales 

es el número total de CMM-MO. 

 

Validación de la expresión de los transgenes por las CMM-MO 

 

Para confirmar la expresión de los transgenes a nivel de traducción se realizó 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 y TRAILc. El medio de cultivo se 

concentró por ultrafiltración con centrifugación a 5,000 rpm por 40 min a temperatura 

ambiente en una columna Amicon (Amicon® Ultra-15 10K Centrifugal Filter 

Devices). Se colectó el medio concentrado y se tomaron 500 μL de éste en un 

microtubo de 1.5 mL para proceder con la precipitación de proteínas por el método 

de metanol-cloroformo. Brevemente: Se adicionan 600 μL de metanol al 100% 

(Sigma Aldrich) y 450 μL de cloroformo puro (Sigma Aldrich) a los 500 μL de medio 

concentrado en el mismo tubo, y se mezcló por inversión durante 1 min. 

Posteriormente se centrifugó a 12,000 rpm a 4°C por 2 min. Después se retiró la 

fase acuosa (la fase superior), cuidando no tocar la interfase, y se agregaron 600 

μL de metanol; se mezcló por inversión 1 min. Enseguida se centrifugó a 12,000 

rpm a 4°C por 7 min y se retiró el sobrenadante. Finalmente se dejó secar la pastilla 

a 50°C y se resuspendió en agua MilliQ (volumen final 100 μL). Las células que 

expresan TRAILc en su membrana se lisaron con el buffer PKR para obtener la 

proteína. Brevemente: se inocularon 5.0×105 células en una placa Petri y se 

incubaron por 12 h. Se retiró el medio de cultivo y se lavaron las células con PBS 

10%. Se añadió el buffer de lisis PKR 1X, y se incubó 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 vórtex por 10 seg, para lisar por 

completo. El lisado se centrifugó 12,000 rpm a 4°C por 2 min y se recuperó el 

sobrenadante. Se cuantificaron las proteínas totales por medio de Bradford 
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(Bradford Quick Start Bio Rad); brevemente, se usó una placa de 96 pozos la cual 

manejamos con hielo para mantener más estables las proteínas. Se colocó 1 μL por 

pozo de muestra y se añadieron 100 μL del reactivo de Bradford. Se incubó por 5 

min sobre hielo y se leyó la absorbancia a 600 nm. Para estandarizar la técnica se 

lisaron CMM-MO sin transducir empleando el buffer de lisis PKR para la detección 

de actina. Con las preparaciones obtenidas se realizó un Western Blot; primero, se 

corrió una electroforesis en gel de poliacrilamida/SDS (SDS/PAGE, sodium dodecyl 

sulphate/polyacrylamide gel electrophoresis) al 12% con 1.5 mm de grosor (Sigma-

Aldrich). Los geles se cargaron con 40 μL del concentrado proteico por carril (100 

μg/mL aprox. de proteína total) y se corrieron a 85 V por 15 min y luego 100 V por 

1 h. Se empleó como control positivo a la proteína TRAIL recombinante murina 

(Peprotech, No. Cat. 315-19). Las proteínas se electro-transfierieron a una 

membrana de Polifluoruro de Vinilideno (PVDF) (Bio Rad, Hercules, California, USA) 

por medio de una cámara de transferencia húmeda con un voltaje de 120 V durante 

2 h; la membrana se bloqueó toda la noche con leche semidescremada comercial 

(Svelty, Nestlé, Ciudad de México) al 5% en TBS a 4°C en agitación (20 RPM). Se 

realizó un lavado con TBS y posteriormente las preparaciones de proteínas se 

incubaron 4 h a 4°C, con anticuerpos primarios anti-TRAIL (ab2435, 1:200) y anti-

Actina (ab1801 ,1:1000) de ratón, obtenidos de conejo (Abcam, Burlingame, CA, 

USA), diluídos en PBS . 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 

rábano picante—) (NA W4011, Promega 1:10,000). Después de incubar, se 

realizaron 4 lavados con TBST por 5 min y un último lavado por 5 min con TBS. Se 

reveló la membrana utilizando el estuche de luminol Clarity ECL Kit ( 1705060 Bio 

Rad, Hercules, CA, USA), 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 imágenes de las membranas. 
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Cuantificación de niveles de TRAIL 

 

La cuantificación de la proteína TRAIL generada por las CMM fue analizada por 

ELISA empleando el kit comercial de abcam (ab253210), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Los sobrenadantes de medio de cultivo de las CMM-

TRAILs se recolectaron y centrifugaron a 2,000 x g por 10 min para remover debris 

celular. Se colectaron los sobrenadantes y luego se analizaron. Inmediatamente se 

realizó el ensayo o se almacenó la alícuota a -80°C. Se empleó como control 

positivo a la proteína TRAIL recombinante incluida en el kit (abcam, ab157345). Las 

placas fueron analizadas en Cytation 3 (BIOTEK,Winooski, VT, USA). Se realizaron 

3 repeticiones por duplicado. 

  

7.4. Caracterización mediante marcadores CD105, CD90, CD34  

 

El proceso de caracterización se realizó siguiendo los criterios de la ISCT, donde 

las CMM-MO expresan marcadores CD44, CD24, CD73, CD90 y CD105 en 

ausencia de antígenos hematopoyéticos como CD34, CD45, CD14 o CD11b, 

CD79a o CD19 y HLA-DR, marcadores de monocitos, macrófagos y linfocitos B [79], 

[80]. El análisis se llevó a cabo por medio de inmunohistoquímica (IHQ) empleando 

anticuerpos monoclonales primarios anti-CD105 (C2446-55 ), anti-CD90 (C2441-

60) (USbiologicals, Salem, Massachusetts, USA)  y anti-CD34 (ab81289) (Abcam, 

Burlingame, CA, USA), diluidos con PBS 1:25, 1:200 y 1:100, respectivamente. Las 

CMM se cultivaron en microcámaras de 4 pozos Lab-Tek® (Nunc®, Thermo 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) por 12 h para permitir su adherencia, en 

una concentración de 5.0×103 células por pozo. Después de ese lapso las células 

fueron fijadas con metanol-acetona (4:1) por 10 min a 4°C. Posteriormente se retiró 

el medio de cultivo y se realizó un lavado con PBS al 10%. Las CMM-MO se lavaron 

en TBST por 5 min. Se bloqueó la peroxidasa endógena con H2O2 y se incubó la 

preparación 10 min a temperatura ambiente. Se realizó otro lavado con TBST por 

3-5 min, y se bloquearon las proteínas con la solución protein block, incluida en el 
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kit (por 30 min a 37°C, en cámara húmeda). Se realizó otro lavado con TBST por 3-

5 min, para continuar con la adición del anticuerpo primario. La laminilla con el 

anticuerpo primario se cubrió con plástico sellador durante toda la noche a 4°C en 

cámara húmeda. Después de transcurrido ese tiempo, se lavó como antes y se 

cubrió con el anticuerpo secundario, incubando por 30 min a 37°C en cámara 

húmeda. Se lavó con TBST 3-5 min y se agregó la solución de estreptavidina-HRP 

incluida en el kit, incubando por 15 min a 37°C en cámara húmeda. La preparación 

se lavó con TBST 3-5 min y se reveló la presencia de los marcadores de interés 

agregando una solución de sustrato-cromógeno (10:1 gotas; incluido en el kit) y se 

incubó por 10 min a temperatura ambiente. En la misma laminilla, se hizo una 

contra-tinción con Hematoxilina de Harris, se hicieron tres lavados con agua 

destilada (por 2 min en cada ocasión). Se agregó Hematoxilina de Harris, cubriendo 

uniformemente las células por 2 min. Se lavó la preparación con agua corriente y 

después con agua destilada, en cada ocasión por 3 min. Posteriormente se 

deshidrató la preparación, sumergiéndola sucesivamente en etanol al 70%, al 96%, 

al 100% y en Xilol. Se eliminó el exceso de Xilol con un pañuelo, se montó un 

cubreobjetos encima de la preparación y, se selló con resina Entellan (Merck). Las 

laminillas se conservaron a 4°C hasta su observación. Se observaron las laminillas 

en un microscopio de epifluorescencia ZEISS Imager.A2 (Carls ZEISS, Alemania) y 

se tomaron cinco campos seleccionados al azar, a una amplificación de 40×, con la 

ayuda de la cámara AxioCam MRc acoplada al microscopio. Las imágenes fueron 

analizadas con el software del ZEISS ZEN del microscopio, así como con el 

programa Image J (https://imagej.nih.gov/ij/download.html).  

 

 

7.5. Determinación de sensibilidad a TRAIL.  

 

Se realizó una inmunofluorescencia para el receptor de TRAIL (TRAIL R2/DR5) 

(anti-DR5, abcam, ab8416, Abcam, Burlingame, CA, USA), en una dilución 1:100 

con PBS, con el fin de evaluar la sensibilidad de TRAILs para producir apoptosis, 

en las líneas celulares Caco-2 (ATCC® HTB-37) y CMT-93 (ATCC® CCL-223TM), 

https://imagej.nih.gov/ij/download.html
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así como en biopsias de pacientes con CCR. Las biopsias corresponden a muestras 

de una colección histórica de pacientes en estadio 3 y 4, sensibles y resistentes a 

quimioterapia (n=16), atendidos en el Hospital Universitario de la UANL o en el 

Centro Médico Nacional del Noreste, Unidad de Altas Especialidades Médicas No. 

25 (UMAE 25), IMSS y pertenecientes al protocolo de investigación BI-11-004. Las 

células tumorales se fijaron en microcámaras de 4 pozos Lab-Tek® (Nunc®, 

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA); se mantuvieron por 12 h con 

medio DMEM suplementado para permitir la adherencia a la laminilla. Se lavaron 

con PBS 1X y se fijaron con metanol-acetona (4:1) por 10 min a 4°C, seguido de un 

lavado con PBS 1X. Los bloques de parafina con los tejidos se cortaron en 

secciones de 6 µm con un microtomo, y se realizó el proceso de desparafinado en 

Xilol, y concentraciones descendientes de etanol 100%, 95%, 70%, 50%, agua 

destilada). Enseguida, se lavó la laminilla con TBST (Tris-Buffered saline Tween 

20), tres veces por tres min. Cada laminilla se cubrió posteriormente con 50 µL de 

una solución de bloqueo de proteínas, incluida en el Kit Mouse & Rabbit Specific 

HRP/DAB (ABC) Detection IHC (Abcam Inc, Cambridge, MA, USA). Las laminillas 

se incubaron en cámara húmeda a 37°C por 30 min y se les agregó 50 µL de la 

dilución correspondiente de anticuerpo primario. Se incubó la laminilla en una 

cámara húmeda, en oscuridad, a 4°C por 12 h. Como control negativo de la técnica 

de inmunofluorescencia se emplearon células sin añadir el anticuerpo primario. Las 

preparaciones se lavaron tres veces con TBST, cada una por 3 minutos. Cada 

preparación se cubrió con 50 µL de anticuerpos secundarios Alexa Fluor® 488 

(verde) y 649 (rojo) (Abcam), diluidos 1:1000 con PBS. Se incubaron las 

preparaciones en una cámara húmeda a 37°C por 1 h y se lavaron por inversión 

(cinco veces) en TBST. Por último, se cubrieron con 25 µL de medio de montaje 

VECTASHIELD® mezclado con 4´,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Vector 

Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA) como medio para la observación de 

núcleos celulares. Se colocó sobre las preparaciones un cubreobjetos (Corning, NY, 

USA). Las laminillas se conservaron a 4°C hasta su observación. Se observaron las 

laminillas en un microscopio de epifluorescencia ZEISS Imager.A2 (Carls ZEISS, 

Alemania) y se tomaron cinco campos seleccionados al azar, a una amplificación 
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de 40×, con la ayuda de la cámara AxioCam MRc acoplada al microscopio. Las 

imágenes fueron analizadas con el software del ZEISS ZEN del microscopio, así 

como con el programa Image J (https://imagej.nih.gov/ij/download.html).  

 

Se empleó el kit de CellTiter-Glo (Promega), para determinar la 

concentración inhibitoria 50 (IC50) de las líneas celulares de CCR Caco-2 (ATCC® 

HTB-37) y CMT-93 (ATCC® CCL-223TM) hacia la proteína recombinante de TRAIL 

murino (PeproTech, 315-19); se sembraron 2.0×103 células por pozo en una placa 

de 96 pozos y se aplicaron diferentes concentraciones de TRAIL recombinante (0.25 

ng/ mL – 625 ng/ mL). El protocolo se realizó siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Brevemente, se añadió un volumen igual al medio de cultivo en la placa 

de reactivo CellTiter-Glo y se mezcló por dos minutos para lisar las células. Se 

incubó la placa por 10 min a temperatura ambiente para estabilizar la señal y se 

leyó la luminiscencia en lector de placas Cytation 3 (BIOTEK). Se realizaron 3 

repeticiones por triplicado. El valor de IC50 de TRAIL recombinante en cada línea 

celular fue calculada empleando la fórmula 1 - (luminiscencia promedio del 

tratamiento/ luminiscencia promedio del control) X 100. 

 

7.6. Caracterización de CMT y evaluación de quimiosensibilidad 

 

Se emplearon las siguientes líneas celulares de CCR: Adenocarcinoma 

colorrectal humano Caco-2 (ATCC® HTB-37) y carcinoma poliploide de recto 

murino CMT-93 (ATCC® CCL-223TM). Estas se cultivaron en medio DMEM 1X 

glutamax (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY 14072, USA) suplementado 

con 10% de SFB (Gibco), 100 μg/mL gentamicina (Gibco) y 2.5 μg/mL de 

anfotericina B (Gibco). En las líneas celulares se realizó la detección de los 

siguientes marcadores de CMT: CD44, CD24, CK-18 y ABCB1, los cuales se han 

identificado ampliamente en CCR y en múltiples tipos de tumor. Esto fue analizado 

mediante inmunofluorescencia. Se emplearon los siguientes anticuerpos primarios 

anti-CD24 conjugado con FITC (1:100), anti-CD44 conjugado con PE/Cy7 (1:100), 

https://imagej.nih.gov/ij/download.html
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anti-ABCB1 (1:200) y anti-CK-18 (1:200), todos diluidos en PBS. Las células se 

cultivaron en microcámaras de 4 pozos Lab-Tek® (Nunc®, Thermo Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA) por 12 h para permitir su adherencia, en una 

concentración de 5.0x103 células por pozo. Después de ese lapso las células fueron 

fijadas con metanol-acetona (4:1) por 10 min a 4°C. Enseguida, se lavó la laminilla 

con TBST (Tris-Buffered saline Tween 20), tres veces por tres min. Cada laminilla 

se cubrió posteriormente con 50 µL de una solución de bloqueo de proteínas, 

incluida en el Kit Mouse & Rabbit Specific HRP/DAB (ABC) Detection IHC (Abcam 

Inc, Cambridge, MA, USA). Las laminillas se incubaron en cámara húmeda a 37°C 

por 30 min y se les agregaron 50 µL de la dilución correspondiente de anticuerpo 

primario. Se incubó la laminilla en una cámara húmeda, en oscuridad, a 4°C por 12 

h. Como control negativo de la técnica de inmunofluorescencia se emplearon células 

sin añadir el anticuerpo primario. Las preparaciones se lavaron tres veces con 

TBST, cada una por 3 minutos. Cada preparación se cubrió con 50 µL de 

anticuerpos secundarios Alexa Fluor® 488 (verde, ab150113) y 647 (rojo, 150075) 

(Abcam), diluidos 1:1000 y 1:1000, respectivamente, con PBS. Se incubaron las 

preparaciones en una cámara húmeda a 37°C por 1 h y se lavaron por inversión 

(cinco veces) en TBST. Por último, se cubrieron con 25 µL de medio de montaje 

VECTASHIELD® mezclado con 4´,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Vector 

Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA) como medio para la observación de 

núcleos celulares. Se colocó sobre las preparaciones un cubreobjetos (Corning, NY, 

USA). Las laminillas se conservaron a 4°C hasta su observación. Se observaron las 

laminillas en un microscopio de epifluorescencia ZEISS Imager.A2 (Carls ZEISS, 

Alemania) y se tomaron cinco campos seleccionados al azar, a una amplificación 

de 40×, con la ayuda de la cámara AxioCam MRc acoplada al microscopio. Las 

imágenes fueron analizadas con el software del ZEISS ZEN del microscopio, así 

como con el programa Image J (https://imagej.nih.gov/ij/download.html).  

 

Para analizar la quimiosensibilidad, las líneas celulares fueron tratadas con 

fármacos quimioterapéuticos de primera línea para cáncer colorrectal: 5-

Fluorouracilo (5-FU) (0.1 – 50 µg/mL), Oxaliplatino (0.1 – 59 µg/mL) e Irinotecán, 

https://imagej.nih.gov/ij/download.html
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determinándose la IC50 (0.75 - 15 µg/mL). Las células se incubaron por 24 h en una 

placa de 96 pozos en una concentración de 2.0x103 células y posteriormente fueron 

añadidos los fármacos a concentración creciente. Las células de incubaron por 48 

h con los tratamientos. Para el análisis de viabilidad se empleó el reactivo CellTiter-

Glo (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se añadió 

un volumen igual al medio de cultivo en la placa de reactivo CellTiter-Glo y se mezcló 

por dos minutos para lisar las células. Se incubó la placa por 10 min a temperatura 

ambiente para estabilizar la señal y se leyó la luminiscencia en lector de placas 

Cytation 3 (BIOTEK). Se realizaron 3 repeticiones por triplicado. Se utilizó regresión 

lineal para determinar el valor de la IC50. 

 

7.7. Análisis de actividad antitumoral de CMM-TRAILs individual y con fármacos 

quimioterapéuticos de primera línea. 

 

Una vez caracterizada la presencia de CMT en las líneas celulares de cáncer, 

así como la expresión de TRAIL por las CMM, se analizó el tratamiento de CMM-

TRAILs. Las células tumorales se incubaron por 24 h en placas de 96 pozos en una 

concentración de 2x103 cel/ pozo. Posteriormente se añadieron los siguientes 

tratamientos a cada una de las líneas celulares (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Tratamientos experimentales del Co-cultivo. 

 

Grupo Tratamiento Aplicación 

1 CMM-TRAILs 1:1, 1:3,1:6 

2 CMM-TRAILc 1:1, 1:3,1:6 

3 CMM 1:1, 1:3, 1:6 

4 TRAILrm IC50 

En el ensayo de Co-cultivo se aplicaron los tratamientos de CMM genéticamente 
modificadas con TRAIL (soluble o completo) así como con CMM sin modificarse. Se 
utilizaron 3 diferentes relaciones celulares para evaluar la mejor actividad citotóxica, donde 
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se sembraron 2,000 células tumorales por pocillo y a partir de ahí se incluyeron 1:1, 1:3 y 
1:6 CMM en Co-cultivo. Se incluyó la proteína TRAIL recombinante como control positivo. 
CMM-TRAILs: células madre mesenquimales transducidas con TRAIL soluble; CMM-
TRAILc: células madre mesenquimales transducidas con TRAIL completo; CMM-EV: 
células madre mesenquimales transducidas con el vector vacío; CMM: células madre 
mesenquimales sin transducir; TRAILrm: TRAIL recombinante murino. 
 

 

Las células en co-cultivo se incubaron por 24 h a 37°C, 5% CO2. Para el 

análisis de viabilidad se empleó el reactivo CellTiter-Glo (Promega), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se realizaron 3 repeticiones por triplicado. 

Una vez analizada la actividad individual de las CMM sobreexpresando 

TRAILs, se seleccionó la proporción celular con mayor actividad en las células 

tumorales Caco-2 y CMT-93 para evaluar la combinación con pre-tratamiento 

quimioterapéutico y su posible efecto sensibilizador a TRAIL. Nuevamente se 

incubaron las células tumorales en placas de 96 pozos en una concentración de 

2.0x103 cel/ pozo. Se añadieron los fármacos quimioterapéuticos a la concentración 

máx. en plasma. Se incubaron por 24 h y luego se añadió la proporción de CMM-

TRAILs que mostró mayor actividad (1:6). Se incubaron por 24 h y se evaluó la 

citotoxicidad por luminiscencia con el kit CellTiter-Glo® (Promega) y activación de 

apoptosis mediante luminiscencia con el kit Caspase-Glo® 3/7 Assay System 

(Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se añadió un 

volumen igual al medio de cultivo en la placa de reactivo Caspase-Glo® 3/7 y se 

agitó por 30 segundos a 300-500 rpm en una placa de agitación. Se incubó la placa 

por 30 min a temperatura ambiente para estabilizar la señal, y se leyó la 

luminiscencia en un lector de placas Cytation 3 (BIOTEK). Se realizaron 3 

repeticiones por duplicado. Se utilizó la siguiente fórmula para determinar el 

porcentaje de muerte celular (PMC) en los ensayos de co-cultivo:  

 

 

Donde, luminiscencia promedio del tratamiento es la señal total del co-cultivo; 

luminiscencia promedio efector es la señal de las CMM expresando TRAIL individual 

1 − (
Luminiscencia promedio tratamiento − 𝑙𝑢𝑚𝑖𝑛𝑖𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑒𝑓𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟

l𝑢𝑚𝑖𝑛𝑖𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 
) × 100 
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o tratadas con quimioterapia; luminiscencia promedio del control es la señal de las 

células tumorales sin tratamiento.  

7.8. Determinación de marcadores genéticos de CMT  

 

7.8.1. Secuencia de los primers (oligonucleótidos) 

 

Seleccionamos los primers para amplificar regiones específicas de los genes 

de interés que corresponden a marcadores de CMT y el gen endógeno GAPDH 

según reportado por la literatura. Las secuencias de los primers fueron validadas 

con la secuencia de nucleótidos correspondiente empleando la plataforma Primer 

Blast (NCBI) y la plataforma de Oligo Analyzer (IDT, Integrated Technologies, Iowa, 

EUA). Los primers fueron elaborados y adquiridos de la casa comercial T4 oligo (T4 

oligo, Irapuato, GTO, México). 

 

Tabla 4. Secuencias de oligonucleótidos. 

 

Gen Secuencia Primers Tamaño 

producto 

REF. 

CD44v6 Forward: 

GACAGAATCCCTGCTACCAATAG 

Reverse: TCCTTCGTGTGTGGGTAATG 

119 pb [136] 

 

KRT-18 Forward: 

TCGCAAATACTGTGGACAATGC 

Reverse: GCAGTCGTGTGATATTGGTGT 

171 pb [137] 

EpCAM Forward: 

GCTGGAATTGTTGTGCTGGTTA   

Reverse: AGATGTCTTCGTCCCACGC  

188 pb [138] 

GAPDH Forward: TCGCCAGCCGAGCCA 

Reverse: CCTTGACGGTGCCATGGAAT 

214 pb [139], 

[140] 

Secuencias de los oligonucleótidos o primers utilizados para la detección de genes 
sobreexpresados por CMT de CCR y el tamaño de su producto amplificado por qPCR.  
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7.8.2. Análisis de expresión de genes de CMT por qPCR 

 

Se colocaron las células tumorales Caco-2 y el aislado de CMT PX91 en una 

concentración de 5.0x104 por pozo en una placa de 24 pozos.  Se añadió 

Oxaliplatino a concentración máxima en plasma (2.9 µg/mL). Después de 

incubar por 24 h, se añadieron en co-cultivo las CMM sobreexpresando TRAILs 

a la relación celular que mejor haya mostrado actividad apoptótica (1:6). Se 

incubó por 24 y 48 h. El ARN total de las células tumorales se extrajo por medio 

del kit RNAeasy mini de Qiagen (Qiagen, Alemania) siguiendo la metodología 

del fabricante. Brevemente: las células del pozo se lisaron con 350 µL de Buffer 

RLT y se homogenizaron mediante pipeteo. Luego se transfirieron a un tubo de 

1.5 mL y se homogenizaron con vortex por 1 min. Se añadió un volumen de 

etanol al 70% al lisado y se mezcló bien por pipeteo. Se transfirieron 700 µL de 

la muestra a una columna RNeasy spin dentro de un tubo de 2 mL incluido en el 

kit. Se centrifugó por 15 seg a 10,000 rpm. Se descartó el líquido filtrado. Se 

añadieron 700 µL de Buffer RW1 a la columna Rneasy spin. Se centrifugó 

nuevamente a 10,000 rpm por 15 seg y se descartó el líquido filtrado. Se 

añadieron 500 µL de Buffer RPE a la columna Rneasy spin y se centrifugó a 

10,000 rpm por 15 seg, descartando nuevamente el líquido filtrado. Se añadieron 

500 µL de Buffer RPE a la columna Rneasy spin y se centrifugó por 2 min a 

10,000 rpm. Se añadieron 20 µL de agua libre de RNasas directo a la columna. 

Se centrifugó por 1 min a 10,000 rpm para eluir el ARN. Por último, se cuantificó 

el ARN en un NanoDrop 2000 (ThermoFisher, Scientific).  

El ADN complementario (ADNc) se sintetizó con el SuperScript IV VILO 

synthesis kit (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente 

se mezcló: 4 µL de 5X VILO reaction mix, 2 µL de 10X Super Script Enzyme mix, 

hasta 2.5 µg de RNA y agua DEPC hasta un volumen final de 20 µL. En un 

termociclador se realizó el alineamiento a 25°C por 10 min. Extensión a 42°C por 

60 min. Inactivación de transcriptasa inversa a 85°C por 5 min. Se almacenaron 

los ADNc a -20°C hasta su uso. La qPCR en tiempo real se llevó a cabo con 
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SYBR Green Master Mix 2X (ThermoFisher, Scientific, MA, USA), añadiendo los  

primers sentido (Forward) y anti-sentido (Reverse), ADNc templado y agua: 5 µL 

SYBR Green 2X, 1 µL de primer Forward (200 nM), 1 µL de primer Reverse (200 

nM), 200 ng de ADNc y agua DEPC hasta un volumen de 10 µL. Se emplearon 

las siguientes condiciones de reacción: activación de la Taq, 50°C, 2 min; 

desnaturalización inicial, 95°C, 10 min; desnaturalización, 95°C, 15 seg; 

extensión 60°C, 60 seg. Repetir del paso 2 al paso 4, 40 veces. Se realizó 

cuantificación relativa de la expresión génica con relación al gen GAPDH por el 

método de 2–∆∆Ct y la ecuación de Pfaffl.  

 

7.9. Determinar especificidad de tratamiento CMT de cáncer colorrectal.  

 

Se utilizó un aislado de CMT no adherentes obtenido de paciente con CCR 

resistente a Oxaliplatino para probar el tratamiento de CMM sobreexpresando 

TRAILs. Este aislado fue obtenido de una paciente femenina de 44 años con tumor 

maligno de colon en estadio 4, que desarrollo  metástasis a hígado y pulmón [133]. 

Las células se cultivaron en medio de CMT: DMEM 1X (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

medium; Life Technologies), adicionado con 10 nM de nicotinamida (Sigma Aldrich- 

Merck, St. Luis MO, USA), 20 ng de EGF [epidermal growth factor]/ mL y 10 ng de 

FGF-β [fibroblast growth factor; PeproTech, Rocky Hill, NJ. USA]/mL, 2.5 µg de 

anfotericina B/mL y 100 µg de gentamicina/mL. Se incubaron en placas de 96 pozos 

a una concentración de 2.0x103 células por pozo. Se añadió el fármaco Oxaliplatino 

a concentración máx. en plasma (2.9 µg/mL) y se dejó incubar 24 h a 37°C en una 

atmósfera al 5% de CO2. Posteriormente se añadió el tratamiento de CMM-TRAILs 

a la relación celular 1:6. Se incubó por 24 h y enseguida se evaluó la muerte celular 

y la apoptosis. Para determinar el porcentaje de muerte celular se utilizó el reactivo 

CellTiter-Glo (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para evaluar la 

activación de apoptosis se utilizó el kit Caspase-Glo® 3/7 assay (Promega) como 

se describio anteriormente.  
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Con el fin de visualizar la muerte celular específica de las células tumorales, se 

analizó el marcador de CMT CD44 posterior al pre-tratamiento con Oxaliplatino y 

con CMM-TRAILs. Para este fin se empleó la línea celular Caco-2 por ser 

adherentes y presentar alta expresión de marcadores de CMT. Las células se 

sembraron a una concentración de 5.0x104 células en una placa de 6 pozos en la 

cual se colocó un cubreobjetos tratado con Poly-L-lisina, 0.1 % w/v (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA). Se incubaron hasta observar adherencia de las células a la 

superficie a 37°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2. Después se añadió el 

Oxaliplatino a concentración máx. en plasma (2.9 µg/mL), y se incubó por 24 h. 

Utilizando filtros Transwell® (Corning, NY, USA) de 0.4 µm se realizó un co-cultivo 

con las CMM-TRAILs a la relación 1:6 (3.0x105 células) colocándose encima del 

filtro. Se incubó por 24 h, y luego se siguió con el procedimiento de fijación y lavados 

para determinación por inmunofluorescencia del marcador CD44 en las células 

tumorales. También se evaluó por fluorescencia la expresión del receptor de muerte 

de TRAIL DR5 posterior al estímulo con Oxaliplatino a concentración máx. en 

plasma (2.9 µg/mL). Se incubaron las células Caco-2 en microcámaras de 8 pozos 

a 1.0x104 células por pozo y se dejaron adherir a la superficie. Se añadió el 

tratamiento con Oxaliplatino y se incubó por 48 h. El procedimiento de 

inmunofluorescencia se mencionó previamente. Se empleó el anticuerpo primario 

anti-CD44 (Abcam, ab6124) diluido con PBS (1:100), y anti-DR5 (Abcam, ab8416) 

diluído con PBS (1:200). Se empleó un anticuerpo secundario conjugado con el 

fluoróforo Alexa 488 (A488) (Abcam, ab150113). Se observaron las laminillas en un 

microscopio de epifluorescencia ZEISS Imager.A2 (Carls ZEISS, Alemania) y se 

tomaron cinco campos seleccionados al azar por triplicado, a una amplificación de 

40×, con la ayuda de la cámara AxioCam MRc acoplada al microscopio. Las 

imágenes fueron analizadas con el software del ZEISS ZEN del microscopio, así 

como con el programa Image J (https://imagej.nih.gov/ij/download.html).  

 

 

 

 

https://imagej.nih.gov/ij/download.html
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7.10.  Análisis estadístico 

 

Los datos se analizaron por medio del software SPSS versión 25 de IBM, y 

las gráficas serán elaboradas con Graph Pad Prisma 9. Los resultados se 

interpretaron con el software SPSS v.25. Se realizaron pruebas de T para datos 

paramétricos o U de Mann Whitney para datos no paramétricos para análisis entre 

grupo prueba y grupo control. En comparaciones entre varios grupos se utilizó la 

prueba Anova con comparación múltiple de Tukey o Kruskal-Wallis con 

comparación múltiple de Dunnen caso de datos no paramétricos. 

 

7.11. Ética  

Este trabajo está aprobado por el Comité de Investigación de la Facultad de 

Medicina con el número de registro BI21-00005.  
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8. RESULTADOS 

 

8.1. Cultivo de CMM de medula ósea de ratón. 

 

Se partió de una línea celular de CMM-MO de ratón en pase 3, las cuales 

fueron descongeladas y cultivadas en condiciones de cultivo estándar. Después de 

una semana de cultivo las células se adhirieron a la caja de cultivo presentando una 

morfología alargada en forma de huso (Figura 5), la cual es característica de las 

CMM-MO. De aquí en adelante se denominarán como CMM.  

 

 

Figura 8. CMM-MO en cultivo. Las células adherentes al plástico corresponden al 

pase 3 y se encuentran en 80 % de confluencia (40×). Microscopía de campo claro.  

 

8.2. Modificación genética de CMM para la sobreexpresión de TRAIL 

 

Posteriormente se realizó la modificación genética por medio de transducción 

lentiviral para la expresión de los transgenes TRAILc y TRAILs. Primero 

seleccionamos la mejor concentración del antibiótico Geneticina para la selección 

de las CMM-MO transducidas. Se aplicaron concentraciones desde 100 a 1000 µg/ 
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mL en CMM-MO de ratón. Después de 7 días de cultivo se seleccionó la 

concentración de 400 µg/ mL, debido a que fue la que presentó 50% de muerte 

celular de las células sin modificar. Enseguida se realizó la transducción lentiviral 

de las CMM-MO con los lentivirus de TRAILs y TRAILc. Las células fueron 

seleccionadas mediante cultivo con 400 µg/ mL de Geneticina por 7 días. Después 

se evaluó la eficiencia de transducción mediante microscopía de fluorescencia 

tomando como positivas a las células que expresaron el marcador verde 

fluorescente GFP. Con el lentivirus de TRAILs se obtuvo un porcentaje de eficiencia 

de transducción del 77.42 ± 4.9 %, y con el lentivirus de TRAILc un porcentaje del 

81.09 ± 5.93 %. La Figura 6 incluye imágenes representativas de las CMM-MO 

transducidas. 

 

 

Figura 9. CMM sobreexpresando la proteína GFP.  Las células transducidas 

expresaron el marcador fluorescente GFP incluido en el vector lentiviral (40×). La 

señal verde indica que la secuencia del vector fue insertada en el genoma de la 

célula huésped. CMM: células madre mesenquimales; TRAILs: TRAIL soluble; 
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TRAILc: TRAIL completo. DAPI: 4′,6-diamidino-2-fenilindol; GFP: Proteína verde 

fluorescente (Green Fluorescent Protein). 

Para validar la expresión génica de TRAILc y TRAILs se llevó a cabo un 

análisis de la proteína por Western Blot. La proteína de TRAILc presentó múltiples 

bandas, correspondientes a las formas multiméricas de TRAIL (trímero, dímero y 

monómero); mientras tanto, la proteína TRAILs solamente presentó una banda 

correspondiente a la forma monomérica de aproximadamente 20 KDa. Como control 

positivo se utilizó a la proteína TRAIL recombinante murina (Peprotech, 315-19), y 

de control negativo se empleó un lisado de CMM sin modificar. La figura 7 muestra 

la membrana con las bandas.  

 

 

Figura 10. Western Blot de TRAIL. TRAILc presenta formas multiméricas de 

trímero, dímero y monómero, mientras que TRAILs solo muestra forma monomérica. 

Control positivo (TRAILrm), control negativo (CMM). 

 

Además, se colectaron los sobrenadantes de 48 h de las CMM expresando 

TRAILs para la cuantificación de TRAIL por medio de ELISA. Se evaluó la 

concentración de la proteína en sobrenadante inmediatamente después de colectar 
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a 37°C. También una alícuota se congeló a -80°C para evaluar la estabilidad tras 

almacenar a baja temperatura. El sobrenadante a 37°C presentó una concentración 

de TRAILs en promedio de 328.3 ± 90.13 pg/mL, mientras que el sobrenadante 

congelado a -80°C presentó una concentración promedio de 255.03 ± 241.87 pg/ 

mL. Se realizó una prueba de U de Man Withney de para comparar ambas 

concentraciones, pero no se observaron diferencias estadísticamente significativas 

(p>0.05, n=3) (Figura 8). 

  

 

Figura 11. Niveles de concentración de TRAIL soluble en sobrenadante a las 

48 h. 37°C (recién recolectado), -80°C (almacenado a baja temperatura) (n=3). 

Prueba U de Man Withney, p>0.05.  

   

8.3. Caracterización mediante marcadores CD105, CD90, CD34  

 

Con la finalidad de evaluar la conservación de los marcadores de estirpe 

mesenquimal, CD105, CD90 y la expresión de CD34, se realizó una 

inmunohistoquímica para su determinación. Las CMM-MO presentaron porcentajes 

altos de CD105 y CD90 (99.8 ± 0.45, 88.83 ± 11.201), así como de CD34 (81.043 ± 

26.07). Al realizar una comparación con las CMM sobreexpresando TRAILs y 

TRAILc no se observaron cambios estadísticamente significativos relacionados con 

la expresión de los marcadores (p>0.05, Anova de una vía, comparación múltiple 
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de Tukey). La figura 9 incluye imágenes representativas de las 

inmunohistoquímicas.  

 

Figura 12. Caracterización de marcadores mesenquimales tras modificación 

genética. A) Micrografías representativas de laminillas de CMM, CMM-TRAILs y 

CMM-TRAILc. La coloración café-rojiza es indicativa de positividad, mientras que la 

coloración azul-violeta es indicativa de negatividad al marcador (40×). B) Porcentaje 

de expresión de marcadores CD105, CD90 y CD34. Ns: p>0.05, prueba Anova de 

una vía, comparación múltiple de Tukey. CMM: células madre mesenquimales; 

TRAILs: TRAIL soluble; TRAILc: TRAIL completo.  

 

8.4. Determinación de sensibilidad a TRAIL.  

 

Las líneas celulares de cáncer colorrectal humano y murino fueron cultivadas 

siguiendo las recomendaciones de ATCC. Ambas líneas celulares presentaron 

morfología epitelial con heterogeneidad en tamaño y complejidad celular como era 

esperado. El cultivo puede observarse en la figura 10.  
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Figura 13. Líneas celulares de cáncer colorrectal. Línea celular Caco-2 de 

adenocarcinoma colorrectal humano; línea celular CMT-93 de carcinoma poliploide 

de recto murino (40×). 

 

Posteriormente se determinó el porcentaje de expresión del receptor de 

TRAIL-R2 (DR5) por medio de inmunofluorescencia. La línea Caco-2 expresó el 

receptor en un 59.08 ± 5.07 %, mientras que la línea CMT-93 lo expresó en un 51.65 

± 11.99 % (Figura 11).   
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Figura 14. Expresión del receptor DR5 en líneas celulares de CCR. A) La señal 

verde de Alexa 488 corresponde con la expresión del receptor DR5 por las células 

tumorales. La señal azul corresponde a los núcleos teñidos por DAPI (40×). B) 

Porcentaje de expresión de DR5 en líneas celulares Caco-2 y CMT-93. DAPI: 4′,6-

diamidino-2-fenilindol.  

 

A partir de una colección histórica de biopsias de tumor de CCR embebidas 

en parafina, se realizaron cortes de 6 mm para análisis del receptor DR5 por 

inmunofluorescencia. Los resultados se muestran en la Figura 8. A diferencia de las 

líneas celulares, los tejidos mostraron elevada variabilidad en cuanto a la expresión 

del receptor DR5, fluctuando desde el 8 hasta el 53 % (Figura 12, A, B). Estos 

valores en conjunto se encontraban estadísticamente reducidos en comparación 

con el control positivo de células de riñón de ratón (p<0.05, prueba T) (figura 12, C). 

Además, se realizó una comparación entre los pacientes con resistencia y 

sensibilidad a quimioterapia, observando que no se encontraban diferencias 

estadísticamente significativas entre la expresión del receptor (p>0.05, prueba T) 

(Figura 12, D).   
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Figura 15. Expresión de DR5 en tejidos de CCR. A) Detección de receptor TRAIL-

R2/DR5 en corte de tumor de paciente 9 (Px 9). Control positivo: corte de riñón de 

ratón; control negativo: Corte de tejido sin anticuerpo secundario (40×). B) 

Porcentaje de expresión de receptor DR5 en tejidos de pacientes de CCR. C) 

Subexpresión de receptor DR5 en tejidos de pacientes con CCR. P<0.05, prueba 

de T. D) Comparación de expresión de DR5 entre tejidos de pacientes resistentes y 

sensibles a quimioterapia. DAPI: 4′,6-diamidino-2-fenilindol. Ns: p>0.05, prueba de 

T.  

 

Posteriormente, se determinó la IC50 a la proteína TRAIL recombinante en las 

líneas celulares de CCR. Por medio del método de mínimos cuadrados se determinó 

que las IC50 de las líneas celulares Caco-2 y CMT-93 son de 534.15 ng/mL y 581.34 

ng/mL. La Figura 13 presenta los gráficos correspondientes.  
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Figura 16. Sensibilidad a TRAIL recombinante en líneas celulares de CCR. A) 

El gráfico muestra la curva de sensibilidad a TRAIL en Caco-2; B) El gráfico muestra 

la curva de sensibilidad a TRAIL en CMT-93. PMC: Porcentaje de muerte celular. 

IC50: Concentración inhibitoria 50.  

 

8.5. Caracterización de CMT y evaluación de quimiosensibilidad 

La caracterización de la presencia de CMT en cultivos de líneas celulares de 

CCR se efectuó por medio de inmunofluorescencia. Se evaluó la co-expresión de la 

combinación de marcadores CD24, CD44, CK-18 y ABCB1. Las células Caco-2 

mostraron co-expresión de los marcadores CD24+/CD44+ (56.44 ± 14.66), 

CD44+/CK-18+ (44.15 ± 9.76) y CK18+/ABCB1+ (51.52 ± 13.79). La línea CMT-93 

mostró porcentajes de co-expresión CD24+/CD44+ (35.27 ± 19.28), CD44+/CK-18+ 

(54.77 ± 16.02) y CK18+/ABCB1+ (39.22 ± 12.11). En las Figuras 14 y 15 se 

muestran imágenes representativas de la caracterización, así como sus gráficos de 

expresión.  
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Figura 17. Expresión de marcadores de CMT en línea celular Caco-2. Las 

células presentaron porcentajes de co-expresión de CD24+/CD44+ (56.44 ± 14.66), 

CD44+/CK-18+ (44.15 ± 9.76) y CK18+/ABCB1+ (51.52 ± 13.79). DAPI: 4′,6-

diamidino-2-fenilindol.  

 

Figura 18. Expresión de marcadores de CMT en línea celular CMT-93. Las 

células presentaron porcentajes de co-expresión CD24+/CD44+ (35.27 ± 19.28), 

CD44+/CK-18+ (54.77 ± 16.02) y CK18+/ABCB1+ (39.22 ± 12.11). DAPI: 4′,6-

diamidino-2-fenilindol.  
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Se llevó a cabo la determinación de la IC50 de las líneas celulares de CCR 

con los fármacos de primera línea que se usan como tratamiento: 5-Fluorouracilo, 

Oxaliplatino e Irinotecán. Los resultados para ambas líneas celulares se muestran 

en la tabla 5. Se empleó regresión lineal de los datos obtenidos con el protocolo de 

ATP-CRA y se analizó la ecuación de la recta (Figuras 16 y 17).  

 

Tabla 5. Concentración citotóxica media (IC50) de fármacos 

quimioterapéuticos en líneas celulares de CCR. 

 

 Fármacos 

 

 

Células 

5-Fluorouracilo  Oxaliplatino  Irinotecán  

IC50  

(µg/mL) 

Max 

plasma 

(µg/mL) 

IC50  

(µg/mL) 

Max 

plasma 

(µg/mL) 

IC50 

(µg/mL) 

Max 

plasma 

(µg/mL) 

Caco-2 1.66 10 4.0 2.9 2.14 1.97 

CMT-93 0.096 10 0.15 2.9 1.33 1.97 

Max plasma: Concentración máxima en plasma. 

IC50: Concentración inhibitoria del 50% de las células.  

 

 

 

 



65 
 

 

Figura 19. Gráfica de linealidad para determinación de IC50 de quimioterapias 

en células Caco-2. PMC: porcentaje de muerte celular. IC50: Concentración 

inhibitoria 50.  

 

 

Figura 20. Gráfica de linealidad para determinación de IC50 de quimioterapias 

en células CMT-93. PMC: porcentaje de muerte celular. IC50: Concentración 

inhibitoria 50.  

 
Se realizó una comparación de las IC50 con la concentración máxima en 

plasma de los fármacos como punto de corte para determinar sensibilidad o 

resistencia. Únicamente la IC50 de la línea Caco-2 fue mayor que la concentración 

máxima en plasma de Oxaliplatino e Irinotecán.  
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Además de las líneas celulares, se analizó la sensibilidad a quimioterapia en 

un aislado de células tumorales proveniente de un paciente con CCR, el cual 

cumplía con las características de presentar alta expresión de los marcadores 

CD44+/CD24+ [132], [141]. Para este aislado el cual clasificamos como PX91, se 

estableció un límite de sensibilidad, en donde un porcentaje de muerte celular 

(PMC) ≥ 20 se consideraba como sensible y < 20 se consideraba como resistente. 

Siguiendo lo anterior, el aislado del PX91 mostró sensibilidad a 5FU (36.09 ± 3.09 

%), y resistencia a Oxaliplatino. Con estos resultados de quimioresistencia, en este 

estudio elegimos únicamente al fármaco Oxaliplatino para continuar los siguientes 

ensayos.  

 

8.6. Análisis de actividad antitumoral de CMM-TRAILs individual y con fármacos 

quimioterapéuticos de primera línea. 

 

La actividad citotóxica de las CMM expresando TRAILs y TRAILc se llevó a 

cabo mediante co-cultivo con las líneas celulares de CCR Caco-2 y CMT-93. Para 

ambas líneas celulares se observó un incremento del PMC proporcional a la 

concentración de CMM añadidas (Figura 18). Se incluyó como control positivo a la 

proteína TRAIL recombinante. En la línea Caco-2 se observó que la relación de 

CMM-TRAILs 1:6 (12,000 células) generó un porcentaje de muerte celular del 57.12 

± 11.84 % (error est.), la cual fue estadísticamente significativa en comparación del 

control sin tratamiento (p<0.05, Kruskal-Wallis con comparación múltiple de Dunn); 

sin embargo, aunque a la relación 1:6 de CMM-TRAILc se observó el mayor PMC 

(68.52 ± 12.54 %, error est.), Mientras tanto, la misma relación celular 1:6 en la línea 

CMT-93 generó un PMC del 60 ± 11.86 % (error est.), siendo también 

estadísticamente significativa en relación con el control sin tratamiento (p<0.001, 

Kruskal Wallis con comparación múltiple de Dunn). Así mismo, las CMM sin 

modificar a la relación 1:6, en las células CMT-93 generaron un PMC del 73.75 ± 

11.86 % (p<0.0001, Kruskal Wallis con comparación múltiple de Dunn) a diferencia 

de las células Caco-2 donde solamente se alcanzó un PMC del 29.94 ± 12.68 % 
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(p>0.05, U de Mann-Whitney). Al ser empleadas como un control las CMM-TRAILc, 

se seleccionó la relación celular que generara PMC alrededor del 50%, que en 

ambas líneas celulares fue la 1:3. Tomando en cuenta estos resultados, se 

seleccionó la relación celular 1:6 de CMM-TRAILs y 1:3 para CMM-TRAILc para los 

siguientes ensayos con quimioterapia.  

 

 

Figura 21. Co-cultivo CMM expresando TRAIL y líneas celulares de CCR. 

Porcentaje de muerte celular de líneas celulares Caco-2 y CMT-93 al co-cultivarse 

con CMM expresando TRAILs y TRAILc. TRAILr: Proteína TRAIL recombinante; 

CMM: Células madre mesenquimales; TRAILs: TRAIL soluble; TRAILc: TRAIL 

completo. PMC: Porcentaje de muerte celular. **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.00001 

(Kruskal-Wallis con comparación múltiple de Dunn). 

 

Una vez seleccionada la relación celular de CMM sobreexpresando TRAIL, 

se añadió un pre-tratamiento de Oxaliplatino a la concentración máxima en plasma 

(2.9 µg/mL) por 24 h, tiempo después del cual se aplicó el co-cultivo con las CMM-

TRAILs o CMM-TRAILc por otras 24 h. Se utilizaron las líneas celulares de CCR 

Caco-2 y CMT-93 así como un aislado de CMT obtenidas de una biopsia de tumor 

maligno de colon al cual denominamos como PX91. Entre otras características 

clínicas provenía de un paciente femenino de 44 años, en estadio 4 con metástasis 

a hígado y el cual fue aislado en octubre del 2017 por el grupo de trabajo [133]. Este 
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aislado fue caracterizado previamente con la expresión de marcadores de CMT 

CD44+/CD26+, así como análisis de resistencia a Oxaliplatino [141]. Por medio de 

análisis de luminiscencia se determinó el PMC. Tanto para las líneas celulares de 

CCR como el aislado PX91, el tratamiento combinatorio de CMM sobreexpresando 

TRAILs o TRAILc con Oxaliplatino generó un incremento estadísticamente 

significativo del porcentaje de muerte celular en comparación con el control (p<0.05, 

Kruskal-Wallis con comparación múltiple de Dunn) (Figura 19), no obstante, no se 

presentó una sinergia entre la quimioterapia y las CMM sobreexpresando TRAIL 

(p>0.05), pero sí una tendencia a la alza en las líneas celulares Caco-2 y CMT-93. 

 

 

Figura 22. Análisis de muerte celular en co-cultivos de CMM sobreexpresando 

TRAIL y células tumorales pre-tratadas con Oxaliplatino. Evaluación del 

porcentaje de muerte celular en las líneas celulares de CCR Caco-2, CMT-93 y 

aislado PX91. PMC: porcentaje de muerte celular; TRAILr: proteína TRAIL 

recombinante; CMM: células madre mesenquimales; TRAILs: TRAIL soluble; 

TRAILc: TRAIL completo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Kruskal-Wallis, 

comparación múltiple de Dunn). 

 

Para confirmar que la muerte celular estaba siendo ocasionada por 

mecanismo de apoptosis, se analizó la inducción de apoptosis celular por caspasas-

3/7 efectoras mediante luminiscencia. Para esta prueba se seleccionaron la línea 
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celular Caco-2 y el aislado PX91 debido a que fueron los que presentaron 

resistencia a Oxaliplatino. Para los tratamientos de CMM expresando TRAILs o 

TRAILc de forma individual o en combinación con Oxaliplatino, se observó un 

incremento estadísticamente significativo de la señal de luminiscencia la cual es 

correspondiente con la actividad de las caspasas-3/7 (Kruskal-Wallis con 

comparación múltiple de Dunn para aislado PX91, Anova de una vía con 

comparación múltiple de Tukey para Caco-2), lo que nos indica un incremento de 

apoptosis en las células tumorales generada por los tratamientos (Figura 20). Sin 

embargo, el tratamiento combinado de Oxaliplatino con CMM-TRAILs fue el que 

presentó el mayor aumento de la actividad de caspasas-3/7 para ambas líneas 

celulares.  

 

 

Figura 23. Análisis de apoptosis en co-cultivos de CMM sobreexpresando 

TRAIL y células tumorales pre-tratadas con Oxaliplatino. Evaluación de 

activación de caspasa-3/7 en cultivos de CCR. URL: unidades relativas de 

luminiscencia; CMM: Células madre mesenquimales; TRAILs: TRAIL soluble; 

TRAILc: TRAIL completo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (Kruskal-

Wallis con comparación múltiple de Dunn).  

 

En el análisis de apoptosis se observó una diferencia estadísticamente 

significativa entre la actividad de caspasas-3/7 generada por los tratamientos de 

CMM sobreexpresando TRAIL a comparación del tratamiento con el fármaco 
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Oxaliplatino, en la línea celular Caco-2 (p<0.001, Anova de una vía con comparación 

múltiple de Tukey). Además, el pre-tratamiento de Oxaliplatino incrementó el efecto 

pro-apoptótico de CMM-TRAILs (Figura 21 A). En el aislado de CMT PX91 también 

se observó mayor señal de caspasas-3/7 con los tratamientos de CMM-TRAIL que 

la inducida por la quimioterapia, sin embargo, aunque presentó una tendencia al 

alza este no fue estadísticamente significativo (p<0.05, Kruskal-Wallis con 

comparación múltiple de Dunn) (Figura 21 B).  

 

 

Figura 24. Análisis individual de apoptosis en co-cultivos de CMM 

sobreexpresando TRAIL y células tumorales pre-tratadas con Oxaliplatino. 

Evaluación de activación de caspasa-3/7 en (A) línea celular Caco-2 y (B) aislado 

PX91. URL: unidades relativas de luminiscencia; CMM: Células madre 

mesenquimales; TRAILs: TRAIL soluble; TRAILc: TRAIL completo. *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (A. Anova de una vía con comparación múltiple 

de Tukey; B. Kruskal-Wallis con comparación múltiple de Dunn).  

 

8.7. Determinar especificidad de tratamiento contra CMT de CCR.  

 

Por medio de co-cultivo en Transwell® se determinó la especificidad del 

tratamiento con TRAILs contra CMT de CCR. Este método únicamente permite el 
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contacto de las células tumorales con TRAILs liberado por las CMM que difunde a 

través del filtro de 0.4 µm de poro. Dentro del pozo de cultivo se colocó un 

cubreobjetos para permitir la adherencia de las células tumorales a la laminilla. Se 

mantuvieron las relaciones celulares empleadas previamente en los ensayos de 

citotoxicidad y apoptosis. Las células de la línea Caco-2 se cultivaron hasta observar 

adherencia al pozo de la placa de cultivo, tiempo en el cual se añadieron los 

tratamientos de CMM-TRAILs y la combinación del pre-tratamiento Oxaliplatino y el 

tratamiento de CMM-TRAILs. A las 24 h se observó por microscopía de campo claro 

desprendimiento de las células adheridas a la superficie de la placa en ambos 

tratamientos experimentales (Figura 22 A). Se llevó a cabo una inmunofluorescencia 

para CD44 y tinción de núcleos con DAPI. Al analizar la señal de DAPI se observó 

una reducción de la señal de fluorescencia asociada con las células adheridas a la 

laminilla, la cual fue estadísticamente significativa para ambos tratamientos (p<0.05, 

Kruskal-Wallis con comparación múltiple de Dunn). No obstante, no se observó 

diferencia estadísticamente significativa entre la reducción generada por el 

tratamiento individual de CMM-TRAILs y su pre-tratamiento con Oxaliplatino 

(p>0.05, Kruskal-Wallis con comparación múltiple de Dunn) (Figura 22 B). Además, 

en la inmunofluorescencia para el marcador CD44, se observaron cambios 

morfológicos asociados con apoptosis en las células CD44+ como compactación de 

la cromatina y fragmentación nuclear, siendo más evidente con la combinación del 

pre-tratamiento con Oxaliplatino y el tratamiento de CMM-TRAILs (Figura 22 C).   
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Figura 25. Actividad citotóxica de CMM sobreexpresando TRAILs contra CMT 

de CCR. Análisis microscópico de la actividad de CMM-TRAIL individual y en 

combinación con Oxaliplatino. (A) Se observa menor adherencia en células Caco-2 

tratadas con CMM-TRAILs y en combinación con Oxaliplatino a las 24 h por 

microscopía en campo claro y fluorescencia de núcleos por DAPI (10×). (B) 

Cuantificación de señal fluorescente derivada de núcleos teñidos por DAPI bajo los 

distintos tratamientos. (C) Inmunofluorescencia para CD44 con anticuerpo 

secundario conjugado con Alexa 488 en cultivo Caco-2 muestra CMT positivas a 

CD44 con cambios morfológicos asociados a apoptosis (compactación de cromatina 

y fragmentación nuclear) (40×). CMM: Células madre mesenquimales; TRAILs: 

TRAIL soluble; OXA: Oxaliplatino. DAPI: 4′,6-diamidino-2-fenilindol. *p<0.05, 

(Kruskal-Wallis con comparación múltiple de Dunn).  
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Para dilucidar el efecto de Oxaliplatino en la línea celular Caco-2 se evaluó 

la señal de expresión de DR5 posterior al tratamiento con quimioterapia. Se utilizó 

el anticuerpo anti-DR5 y el anticuerpo secundario conjugado con fluoróforo Alexa 

488. Mediante microscopía de fluorescencia y el software Image J, se evaluó la 

señal verde fluorescente, observándose una tendencia al aumento de la señal de 

DR5 hacia el citoplasma y membrana plasmática de la célula posterior a tratamiento 

con Oxaliplatino; no obstante, no se presentó una diferencia estadísticamente 

significativa con el control basal (Prueba de T, p= 0.0734) (Figura 23). Por lo que 

aunque el mecanismo propuesto es el aumento de la expresión de receptores de 

muerte de TRAIL, se requiere realizar otro abordaje.  

  

 

Figura 26. Expresión de receptor de TRAIL DR5 bajo estímulo de 

quimioterapia. Efecto del tratamiento con Oxaliplatino por 48 h en la expresión de 

DR5. (A) Micrografías de fluorescencia de DR5 en células Caco-2 (40×). 

Concentración máxima en plasma de Oxaliplatino (2.9 µg/mL). (B) Gráfico de 

intensidad de fluorescencia media de señal de DR5 (Alexa 488). DAPI: 4′,6-

diamidino-2-fenilindol. Prueba de T. p = 0.0734.  

 

Posteriormente, se evaluó la expresión de marcadores CD44v6, CK-18 y 

EpCAM, para confirmar la disminución de la población de CMT en la línea celular 

de CCR Caco-2. Se le aplicó un pre-tratamiento con Oxaliplatino a concentración 
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máx. en plasma (2.9 µg/ mL) por 24 horas y luego las CMM expresando TRAIL 

soluble en una relación de 1:6 (5.0x104 células Caco-2 y 3.0x105 CMM-TRAILs). Se 

incubaron a 2 tiempos: 24 y 48 h, después de cuales se evaluó la expresión relativa 

mediante qPCR. Se empleó GAPDH como gen endógeno y el método de PFaffl 

para análisis de expresión relativa. La Figura 24 ilustra los resultados. Desde las 24 

h se observó una disminución estadísticamente significativa de la expresión relativa 

de los genes CD44v6 y KRT-18 en la combinación de pre-tratamiento con 

Oxaliplatino y tratamiento CMM-TRAILs (p<0.05, Kruskal-Wallis con comparación 

múltiple de Dunn). Para EpCAM se observó una tendencia a la baja en la expresión 

a las 24 h con los dos tratamientos, sin presentarse diferencias estadísticamente 

significativas (p>0.05, Anova de una vía con comparación múltiple de Tukey). Se 

llevaron los tratamientos a un mayor tiempo, mostrando a las 48 h la disminución 

estadísticamente significativa de los tres genes CD44v6, KRT-18 y EpCAM en las 

células tratadas con la combinación de Oxaliplatino y CMM-TRAILs (p<0.5, Anova 

de una vía con comparación múltiple de Tukey). El gen KRT-18 presentó una mayor 

disminución estadísticamente significativa con los tratamientos de CMM-TRAILs 

con y sin pre-tratamiento con Oxaliplatino (p<0.001, Anova de una vía con 

comparación múltiple de Tukey). Con ello se confirma que la combinación del pre-

tratamiento de Oxaliplatino y las CMM-TRAIL pueden reducir genes asociados con 

la población de CMT, y el efecto se incrementa a las 48 h.  
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Figura 27. Efecto de Oxaliplatino y CMM sobreexpresando TRAIL soluble en la 

expresión de genes de CMT de CCR. Análisis de expresión génica de la línea 

celular Caco-2 tratada con CMM-TRAILs individual y en combinación con 

Oxaliplatino. (A) Expresión de CD44v6 a las 24 h. (B) Expresión de KRT-18 a las 24 

h. (C) Expresión de EpCAM a las 24 h. (D) Expresión de CD44v6 a las 48 h. (E) 

Expresión de KRT-18 a las 48 h. (F) Expresión de EpCAM a las 48 h. Normalización 

con GAPDH.  CCMM: Células madre mesenquimales; TRAILs: TRAIL soluble; OXA: 

Oxaliplatino. *p<0.05, ***p<0.001 (Kruskal-Wallis con comparación múltiple de 

Dunn, Anova de una vía con comparación múltiple de Tukey).  
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9. DISCUSIÓN 

 

Las CMM se han empleado anteriormente como un sistema para entrega de 

proteínas con fines terapéuticos. En este trabajo empleamos CMM-MO de ratón 

para la modificación genética con TRAIL como una estrategia de tratamiento contra 

CCR, así como la evaluación del efecto sensibilizador de la quimioterapia para 

incrementar la efectividad del tratamiento con TRAIL. Las CMM-MO empleadas 

fueron de una línea celular que previamente ya fue caracterizada por nuestro grupo 

de investigación, siguiendo los criterios de la ISCT [8], [142]. Estos marcadores no 

fueron significativamente afectados por el proceso de modificación genética, lo que 

coincide con lo reportado previamente por otros grupos de trabajo [143], [144].  

En la transducción lentiviral las CMM modificadas fueron seleccionadas con una 

concentración de 400 µg/mL del antibiótico Geneticina, por lo que después de 7 días 

de cultivo obtuvimos eficiencias de transducción de 77.42 ± 4.9 % para TRAILs y 

81.09 ± 5.93 % para TRAIL completo. Además, las proteínas fueron detectadas por 

Western Blot, observándose la presencia de múltiples bandas en los lisados 

celulares de CMM-TRAILc que corresponden a los multímeros de TRAIL; por otro 

lado, el concentrado proteico del sobrenadante de TRAILs únicamente presentó una 

banda intensa de aproximadamente 25 KDa correspondiente con la unidad 

monomérica. Este incremento en el peso molecular se asocia con la adición del 

motivo zipper de isoleucina integrado en el diseño del vector de TRAIL soluble, el 

cual además de facilitar la formación de los multímeros, brinda mayor actividad 

biológica [145]. También se cuantificó la concentración de la proteína soluble en el 

sobrenadante celular, obteniéndose un promedio de 328.3 ± 90.13 y 255.03 ± 

241.87 pg/mL en el sobrenadante fresco a 37°C y congelado a -80°C, 

respectivamente. Estos datos coinciden con lo reportado por otros estudios; Spano 

y cols. en el 2019 reportaron porcentajes de transducción lentiviral de 89.3 ± 5.2 %, 

y concentraciones promedio en el sobrenadante de 227.8 ± 49.5 pg/mL. No 

obstante, ellos reportan la presencia de dos bandas en el sobrenadante de TRAILs 

[74]. Otro estudio reporta la expresión de TRAILs en concentración de 407 ± 97 pg/ 

mL [128], lo que nos indica que nuestros resultados coinciden con las 

concentraciones promedio alcanzadas mediante la transducción lentiviral de las 

CMM, y no se ven afectados por cambios de temperatura.  

Para el estudio in vitro de la actividad de CMM expresando TRAIL se emplearon 

líneas celulares de CCR humano y murino Caco-2 y CMT-93 de la casa comercial 

ATCC. En ambas líneas celulares se determinó la expresión del receptor TRAIL-R2 
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(DR5) mediante inmunofluorescencia. Ambas líneas presentaron altos porcentajes 

de expresión del receptor (59.08 ± 5.071 % y 51.65 ± 11.99 %, Caco-2 y CMT-93). 

La expresión del receptor DR5 se ha asociado con mayor sensibilidad a TRAIL [44]. 

Sin embargo, se requirieron concentraciones elevadas de la proteína TRAIL 

recombinante para alcanzar la muerte celular del 50% (534.15 ng/mL y 581.34 

ng/mL, Caco-2 y CMT-93). Se ha reportado que líneas celulares resistentes a TRAIL 

en cáncer de páncreas presentan una inhibición máxima a 500 ng/mL [128]. Otro 

grupo de investigación clasificó que líneas celulares de cáncer con IC50 mayor de 

1000 ng/ mL se consideran resistentes a TRAIL [44]. Se ha reportado previamente 

que la línea Caco-2 es resistente a TRAIL, ya que ha presentado IC50 a 

concentraciones mayores a 0.1 nM [146]. Tomando en cuenta los resultados y la 

literatura previa, podemos considerar a las líneas celulares de CCR como 

moderadamente resistentes.  

Simultáneamente, se llevó a cabo el análisis del receptor DR5 en tejidos 

procedentes de pacientes con CCR pertenecientes a una colección de tejidos. A 

diferencia de las líneas celulares, en los tejidos se observó heterogeneidad en 

cuanto a la expresión del receptor, variando desde el 8 hasta el 53 %. Sin embargo, 

esto no se relacionó con la sensibilidad a quimioterapia de los pacientes, lo que nos 

orienta a que el tratamiento de TRAIL podría ser empleado tanto en pacientes con 

CCR sensibles como quimiorresistentes.  

La quimioresistencia en CRC se ha asociado con la presencia de CMT, por lo 

que en este trabajo también se analizó el potencial de las CMM expresando TRAIL 

para poder eliminar especificamente a estas células en las líneas celulares de 

cáncer colorrectal. Por ello, las líneas Caco-2 y CMT-93 se caracterizaron para 

detectar la presencia de CMT, mediante la expresión de marcadores CD24, CD44 

y CK-18. Se evaluó la co-expresión de los marcadores en ambas líneas celulares 

obteniendo porcentajes altos de expresión [Caco-2: CD24+/CD44+ (56.44 ± 14.66 

%), CD44+/CK-18+ (44.15 ± 9.76 %) y CK18+/ABCB1+ (51.52 ± 13.79 %). CMT-93: 

CD24+/CD44+ (35.27 ± 19.28 %), CD44+/CK-18+ (54.77 ± 16.02 %) y CK18+/ABCB1+ 

(39.22 ± 12.11 %)]. Otros marcadores como CD133 presentan expresión menor al 

1 % en cáncer de páncreas [44]. La co-expresión de marcadores CD44alto/CD133alto  

en líneas celulares de cáncer colorrectal muestra relación con mayor expresión de 

genes de CMT y mayor capacidad tumorogénica [147]. En un estudio previo de 

nuestro grupo de trabajo se encontró la expresión elevada del marcador CD44 en 

tejidos de CCR resistentes a quimioterapia, y la co-expresión de CD44+/CD26+ en 

aislados de CMT de CCR obtenidos de pacientes [132]. Además, se ha detectado 
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la expresión de CK-18 en co-expresión con ABCB1 en aislados de CMT de 

pacientes con CCR [133]. Por lo tanto, podemos confirmar que las líneas celulares 

de CCR presentan CMT, caracterizadas por la expresión de CD24, CD44, CK18 y 

ABCB1.  

Para analizar la quimiosensibilidad de las líneas celulares de CCR, se determinó 

la IC50 con los fármacos 5-Fluorouracilo, Oxaliplatino e Irinotecán. Como punto de 

corte de sensibilidad o resistencia se compararon las concentraciones de IC50 con 

la concentración máxima en plasma de los fármacos, según lo reportado 

previamente por nuestro grupo de trabajo [132]. Únicamente la línea Caco-2 mostró 

una IC50 más alta que la concentración máxima en plasma para Oxaliplatino e 

Irinotecán, lo cual nos orienta una posible resistencia al fármaco. Previamente se 

había reportado que aislados celulares de tumor de CCR presentan resistencia al 

esquema combinatorio de 5-Fluorouracilo/Oxaliplatino [132]. Además, se ha 

reportado en líneas celulares de CCR con resistencia a Oxaliplatino una alta 

presencia de CMT [148].  

Posteriormente se evaluó la actividad citotóxica de las CMM expresando TRAIL 

de forma soluble o completa sobre las líneas celulares de CCR. Al igual que con el 

ensayo de sensibilidad a quimioterapia, se observó una mayor resistencia a los 

tratamientos en la línea celular Caco-2 a diferencia de la línea CMT-93. La relación 

celular 1:6 de CMM-TRAILs fue la que mostró mayor muerte celular en ambas líneas 

celulares, produciendo un porcentaje de muerte de aproximadamente el 60 %. No 

obstante, la línea CMT-93 presentó muerte celular inclusive al co-cultivarse con 

CMM sin modificación genética, cuyo valor fue estadísticamente significativo en 

comparación con el control (p<0.01). El co-cultivo con CMM-TRAILc 1:6 generó un 

porcentaje de muerte celular de entre el 60 y 70 % para ambas líneas celulares, 

confirmando lo reportado por otros autores de la mayor actividad de TRAILc [149]. 

Por eso mismo, para ambas líneas celulares, se utilizó menor relación celular de 

CMM-TRAILc para obtener porcentajes de muerte del 50 % en los ensayos de co-

cultivo. Con estos resultados, se seleccionaron las relaciones celulares de 1:6 para 

CMM-TRAILs y 1:3 para TRAILc.  

Tomando como base la actividad de las CMM expresando TRAIL, se decidió 

aplicar un tratamiento previo con Oxaliplatino, debido a que fue el fármaco al que 

se observó resistencia tanto en la línea celular Caco-2, como en el aislado PX91 

obtenido de una biopsia de tumor de CCR. El ensayo de citotoxicidad mostró que el 

tratamiento combinado de Oxaliplatino y CMM-TRAIL soluble o completo permitió 

alcanzar porcentajes más altos de muerte celular en las tres líneas celulares 
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analizadas, sin mostrarse diferencias entre estas dos combinaciones. Para 

confirmar que el mecanismo de muerte celular generado haya sido apoptosis, se 

analizó la activación de caspasas-3/7. Este análisis mostró una mayor activación de 

caspasas mediada por la combinación del pre-tratamiento con Oxaliplatino y CMM-

TRAILs para la línea Caco-2 y el aislado PX91. Además, para la línea Caco-2, el 

tratamiento combinado con CMM-TRAILs fue mejor que la combinación con TRAILc, 

encontrándose un aumento en la sensibilidad a TRAIL al aplicar la combinación del 

pre-tratamiento con Oxaliplatino y CMM-TRAILs. Este resultado confirma que el 

incremento de la muerte celular del aislado PX91 esta llevado a cabo por inducción 

de apoptosis, sin embargo, contrasta con el análisis de la citotoxicidad de la línea 

Caco-2 en donde el mejor tratamiento fue la combinación de Oxaliplatino con CMM-

TRAILc. Esto nos puede indicar que, aunque el incremento de la muerte celular no 

sea tan pronunciado, sí se está llevando a cabo una activación del proceso de 

apoptosis, el cual es mayor con la combinación del pre-tratamiento con Oxaliplatino 

y CMM-TRAILs. Otros grupos de trabajo han demostrado la activación de apoptosis 

por TRAIL mediante Anexina-V y yoduro de propidio [128], [150], no obstante pocos 

trabajos evalúan el mecanismo específico por activación de caspasas [74], [127].  

Para evaluar la especificidad del tratamiento con TRAILs sobre las CMT, se 

analizó la actividad antitumoral en la línea Caco-2. Previamente, se determinó alta 

co-expresión de marcadores de CMT [CD24+/CD44+ (56.44 ± 14.66 %), CD44+/CK-

18+ (44.15 ± 9.76 %) y CK18+/ABCB1+ (51.52 ± 13.79 %)], por lo que se evaluó la 

actividad antitumoral mediante un sistema de co-cultivo. Después del tratamiento, 

mediante microscopía de campo claro se observó desprendimiento de las células 

de la superficie tanto en el tratamiento individual con TRAILs como con pre-

tratamiento con Oxaliplatino. Los núcleos de las células adheridas a la laminilla 

fueron teñidos por DAPI; se llevó a cabo la cuantificación relativa de fluorescencia, 

observándose reducción de la señal fluorescente en las laminillas tratadas con 

TRAILs y en su combinación con el pre-tratamiento con Oxaliplatino de forma 

significativa (p<0.05). Sin embargo, no se observó diferencia entre la señal de estos 

dos tratamientos. Además, se llevó a cabo inmunofluorescencia contra CD44, 

demostrando que CMT positivas a CD44 presentaban cambios morfológicos 

relacionados con apoptosis al aplicar ambos tratamientos de TRAILs [151], [152]. 

No obstante, se observaban más alteraciones relacionadas con apoptosis en las 

células pre-tratadas con Oxaliplatino y TRAILs, lo cual nuevamente confirma los 

resultados observados en los ensayos de citotoxicidad y apoptosis. Esto nos permite 

confirmar la efectividad de la terapia de CMM-TRAILs directamente en CMT. Sin 
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embargo, esta última técnica de co-cultivo no permitió ver cambios relacionados con 

quimiosensibilización en las células tumorales.  

También, se evaluó el efecto de la quimioterapia en la expresión del receptor de 

muerte de TRAIL DR5 mediante inmunofluorescencia, en donde se observó una 

mayor expresión a nivel del citoplasma y en membrana plasmática en la línea celular 

Caco-2, sin embargo, no se presentó una diferencia estadísticamente significativa 

de este aumento a comparación con el control basal. En otros reportes de CCR se 

ha visualizado que el aumento de la sensibilidad a TRAIL por compuestos es por 

una mayor expresión y traslocación de receptores DR4 y DR5 en membrana 

plasmática, lo que facilita la activación de la vía de apoptosis de TRAIL [129], [153]. 

Por ello, es necesario realizar más abordajes para dilucidar el exacto mecanismo 

de sensibilización que ocurre en esta línea celular de CCR.  

Para un análisis más profundo del impacto del pre-tratamiento con 

quimioterapia, se evaluó la expresión de genes de CMT en la línea celular Caco-2 

tratada con la combinación después de 24 y 48 h. A las 24 h se observó una 

disminución en la expresión de los genes CD44v6 y KRT-18 de forma 

estadísticamente significativa (p<0.05) con la combinación del pre-tratamiento con 

Oxaliplatino y las CMM sobreexpresando TRAILs. Los marcadores CD44v6 y KRT-

18 están relacionados con las CMT de CCR. Cd44v6 promueve la colonización, 

invasión y metástasis de las CMT en CCR, y su sobreexpresión se correlaciona con 

mal pronóstico y estadio avanzado de la enfermedad [154]. Por su parte el gen KRT-

18 sobreexpresado en CCR se asocia con baja sobrevivencia de los pacientes y 

con la presencia de CMT [40], [132]. Por lo tanto, la reducción de su expresión 

relativa es un indicativo de la especificidad del tratamiento contra esta población 

celular. Por otro lado, se analizó a un tiempo de 48 h, observándose una mayor 

disminución en la expresión de los tres genes CD44v6, CK-18 y EpCAM al 

emplearse el pre-tratamiento combinado de Oxaliplatino y CMM sobreexpresando 

TRAILs. La expresión de EpCAM se encuentra elevada en tumores benignos y 

malignos de fenotipo epitelial. Además, en CCR la sobreexpresión de EpCAM está 

asociada con un peor pronóstico y metástasis [155]. Por lo tanto, se confirma que el 

tratamiento combinado de Oxaliplatino y CMM sobreexpresando TRAILs es capaz 

de reducir genes de CMT de CCR, observándose un mayor efecto a las 48 h.  
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10. CONCLUSIONES 

 

• El sistema de expresión de TRAIL basado en CMM es capaz de producir TRAIL 

completo y TRAIL soluble. Además, TRAIL soluble es liberado al medio, es 

estable a baja temperatura y fue cuantificado en el orden de picogramos (328.3 

± 90.13 pg/mL).  

• Las líneas celulares de CCR Caco-2 y CMT-93 tienen una alta expresión de 

marcadores de CMT CD24/CD44, CD44/CK18, CK18/ABCB1, y del receptor 

DR5.  

• Debido a que no se encontró que la expresión del receptor DR5 se 

correlacionara con la quimioresistencia en los tejidos de CCR, consideramos 

que el tratamiento basado en TRAIL podría ser empleado tanto en pacientes con 

CCR sensibles como resistentes a quimioterapia.  

• Se demostró que las CMT fueron sensibles a TRAILs expresado por las CMM.  

• El pre-tratamiento con Oxaliplatino sensibiliza a las células de CCR Caco-2 y el 

aislado de CMT PX91 a una mayor apoptosis por TRAIL soluble. 

• El pre-tratamiento con Oxaliplatino y CMM sobreexpresando TRAIL soluble 

puede reducir la expresión relativa de genes de CMT: CD44v6, CK-18 y EpCAM 

en la línea celular Caco-2.  
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11. PERSPECTIVAS 

 

• Evaluar expresión de receptor DR4 y receptores señuelo DcR1 y DcR2.  

• Confirmar  el mecanismo molecular de sobreexpresión de DR5.  

• Analizar efecto de pre-tratamiento con Irinotecán en líneas celulares de CCR.  

• Evaluar el tratamiento de CMM-TRAILs en una línea celular sana.  

• Evaluar el tratamiento combinado de Oxaliplatino y TRAIL soluble derivado de 

CMM en un modelo murino de CCR.  
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