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Resumen

Glioblastoma multiforme es una neoplasia cerebral que se presenta en un porcentaje
considerable de la poblacién mundial, y en la mayoria de las ocasiones la sobrevida de los pacientes
se encuentra altamente limitada. El tratamiento utilizado para glioblastoma multiforme sigue en
investigacion, debido a la alta resistencia desarrollada por las células cancerosas, lo cual limita la
efectividad del mismo y produce un abordaje ineficiente. Por esta razon, el manejo terapéutico esté
conformado por una alta cantidad de técnicas que se complementan entre ellas, para generar en

conjunto un efecto sinérgico de combate.

La temozolomida es un agente quimioterapéutico utilizado de primera linea contra la neoplasia
cerebral, sin embargo, su resistencia ha limitado en mayor medida su efectividad. El desarrollo de
nuevas herramientas de abordaje, permitieron un gran auge en la inmunoterapia, la cual desencadena
una activacion del sistema inmune en el microambiente tumoral generando una respuesta adecuada
para la eliminacion de las células malignas. Como parte de estos nuevos conceptos, la muerte celular
inmunogénica, se define como el proceso por el cual distintos tratamientos inducen una activacion

inmune en respuesta a los factores y mediadores liberados por células en proceso de muerte.

Dentro del contexto anterior, el presente proyecto explora el efecto que se genera en respuesta
a diferentes tratamientos citotdxicos sobre células vecinas o espectadoras al interaccionar con los
mediadores y factores liberados por células en proceso de muerte. Para esto, se utilizd un modelo in
vitro de células de glioblastoma multiforme de la linea SF-295, analizando el perfil de citoquinas
liberadas y el nivel de expresion de los puntos de control inmunoldgicos generados por estas células
tumorales en respuesta a los mediadores solubles liberados por células tumorales en proceso de muerte

por diferentes tratamientos citotoxicos.

Mediante el estudio realizado se logré determinar que el tipo de muerte celular predominante
inducido tanto por la temozolomida como por la epirubicina fue la necrosis celular, seguido de la
apoptosis en menor proporcion. Ademas, se observo que el predominio de citoquinas liberadas por las
células tumorales posterior al impacto del tratamiento quimioterapéutico fue protumoral, con el fin de
inhibir la posible respuesta por parte de las células T y de mecanismos inmunes, potenciado ain mas
con la expresion de puntos de control inmune como Ligando 1 de muerte programada (PD-L1) e

Coestimulador inducible de células T (ICOS).
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Capitulo I. Marco general

Objetivo general

Determinar el perfil de citoquinas y los niveles de expresion de puntos de control inmunoldgico
inducidos por la quimioterapia sobre células tumorales espectadoras en un modelo in vitro de

Glioblastoma Multiforme.
Objetivos especificos

a. Realizar curvas de muerte celular de cada tratamiento quimioterapéutico para identificar la
concentracion capaz de inducir un porcentaje similar de muerte en la linea celular SF-295.

b. Cuantificar la concentracion de citoquinas liberadas por las células tumorales espectadoras en
respuesta al medio condicionado de células estimuladas con tratamiento quimioterapéutico.

c. Determinar los niveles de expresion de los puntos de control inmunolédgico en las células
tumorales espectadoras en respuesta al medio condicionado de células estimuladas con

tratamiento quimioterapéutico.



Justificacion

Durante los ultimos afios se ha visto un incremento en la tasa de personas con padecimiento de
cancer a nivel mundial y en mayor proporcion de neoplasias cerebrales, esto debido al aumento de la
exposicion a diversos factores predisponentes y a la disposicion multifactorial de los mismos (Alvaran
et al.,2008; Esquivel et al.,2012). Por el momento, el principal y tnico factor de riesgo conocido de
manera directa con este tipo de neoplasia es la exposicion a la radiacion ionizante, sin embargo, su
efecto del todo no se encuentra claro (Pouratian & Schiff, 2010). Las diferencias que embargan la
epidemiologia observada a nivel mundial se establecen en relacion a la edad, sexo y raza, ademas de
factores genéticos, hormonales y ambientales, sin embargo, el pronostico y la calidad de vida del
paciente se establece principalmente tomando en consideracion su edad (Alvaran et al.,2008; Esquivel

et al.,2012).

A nivel nacional, con el pasar de los afios, se han establecido diferentes conductas y estilos de
vida en las personas costarricenses, que favorece que se presente un incremento en la exposicion de
diversos factores de riesgo, dentro de los que destaca, la migracion a vida citadina, lo que ocasiona un
incremento en el sedentarismo, la mala alimentacién, consumo de bebidas alcohdlicas y alimentos

grasosos, lo que produce condiciones desfavorables (Vargas,2016).

Los tumores cerebrales constituyen uno de los principales retos a nivel de salud publica, debido
a que los mismos se caracterizan por representar la segunda causa de muerte a causa de cancer a nivel
mundial en personas menores de 35 afios, presentando su mayor incidencia en personas masculinas. A
nivel nacional se establece que un 2,67% corresponde a tumores del SNC y de este el mayor porcentaje
estd destinado para tumores del glioma, donde el mas representativo es el glioblastoma multiforme
(Esquivel et al.,2012). No obstante, se cree que existe un alto porcentaje de subregistro de casos, debido
a la posibilidad de confundir la sintomatologia y las condiciones conductuales con enfermedades

psiquiatricas y con esto ser diagnosticados de forma incorrecta (Lezak, 2004; Salazar et al.,2016).

En los ultimos afios se ha logrado diagnosticar a un mayor porcentaje de personas a tiempo y
con esto el registro de neoplasias ha ido en aumento, no obstante, este suceso solo confirma la
efectividad que ha mantenido el sistema de salud para lograr diagnosticar, tamizar y tratar a las
personas de forma rdpida y oportuna, ratificando los avances en relacion con abordajes oncogénicos

que aumenta la sobrevida del paciente (Vargas,2016).

Los tratamientos para una neoplasia cerebral han ido evolucionando y cambiando a lo largo del

tiempo, debido a que se ha visto un incremento en la resistencia establecida a terapias convencionales,



con esta situacion, el abordaje terapéutico del paciente se realiza en diversos campos, para lograr un

aumento en la efectividad del tratamiento.

La reseccion quirurgica, radioterapia y quimioterapia con temozolomida ha sido el tratamiento
estandar para el glioblastoma multiforme (Hanif et al.,2017), sin embargo, hoy en dia, la inmunoterapia
se proyecta como una alternativa prometedora que busca generar una respuesta del sistema inmune del
paciente y con esto lograr atacar las células cancerosas. No obstante, para lograr la eficacia de esta
técnica, se necesita mantener una respuesta inmunologica robusta y efectiva, la cual se ve limitada en
muchas ocasiones por la inmunosupresion que desarrollan las células cancerosas de glioblastoma

multiforme en el microambiente tumoral (Valenzuela,2017).

La inmunosupresion que se presenta en este tipo de neoplasia de manera local y sistémica por
parte de las células tumorales se desarrolla por medio de una serie de factores y mecanismos
inmunotolerantes, basado en la secrecion de citoquinas como la IL-6 que genera un efecto
antiinflamatorio, la disminucion de la efectividad de las células presentadoras de antigenos (CPA) o la
angiogénesis anormal por parte de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Himes et al.,
2021). El conjunto de todos estos mecanismos inhibitorios del sistema inmune genera que se presente
una alteracion en la respuesta establecida por las células y los organos linfoides hacia las células
tumorales, produciendo que muchos de los abordajes terapéuticos establecidos como efectivos
reduzcan su eficacia, en mayor proporcion a la inmunoterapia en comparacion a otros abordajes

clinicos.

Por este motivo, surge la necesidad de una investigacion de modelos in vitro de glioblastoma
multiforme, con el fin de explorar nuevos conceptos relacionados a la capacidad de las células
tumorales de desarrollar mecanismos inmunosupresores en respuesta al tratamiento con quimioterapias
como la temozolomida, la cual se utiliza como estdndar de oro para el abordaje terapéutico de
glioblastoma. De esta forma por medio de la determinacion del perfil de citoquinas y quimiocinas
secretadas y del nivel de expresion de los puntos de control inmunoldgicos en células espectadoras, se

podré entender de mejor manera la dinamica tumoral y buscar posibles blancos terapéuticos efectivos.
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Antecedentes

1.3.1 Glioblastoma multiforme

El glioblastoma multiforme (GBM) es un tipo de neoplasia ubicado en el Sistema Nervioso
Central, el cual presenta la particularidad de ser conocido como el tumor cerebral mas frecuente,
agresivo y mortal. Estas caracteristicas ocasionan que su diagndstico sea de mal pronostico en el
paciente y con poca supervivencia. En casos donde el paciente no recibe una adecuada intervencion,

se observa aproximadamente una tasa de mortalidad del 77% (Castafieda et al.,2015).

La presencia de tumores cerebrales aun no tiene una causa conocida, se ha logrado establecer
que la mayoria de los mismos no se producen a partir de raices hereditarias y por el contrario son
establecidos a partir de una serie de factores ambientales, ocupacionales, personales, entre otros, los
cuales siguen en estudio, para lograr enlazar y correlacionar los posibles factores entre pacientes. Sin
embargo, alin no se tiene clara ninguna causa que se encuentre relacionada de manera directa entre los

mismos (American brain tumor association,2012).

Este tipo de neoplasia se caracteriza por presentarse en mayor proporcion en personas adultas,
especialmente en edades de 50-60 afios, sin embargo, esto no excluye la posibilidad de que se
desarrolle en personas de edades inferiores o en nifios, con una mayor probabilidad en el sexo
masculino (Rodriguez et al., 2012). Los sintomas por los cuales el paciente consulta al médico son a
raiz de ciertos malestares a nivel de SNC, con un déficit neurolégico focal acompanado de cefalea,

nauseas, convulsiones y pérdida de memoria (Ortiz et al.,2021).

Por su alta agresividad, la Organizacién mundial de la Salud (OMS) lo destaca dentro de los
tumores grado IV, esto por su rapida capacidad de proliferacion (Castafieda et al.,2015). Ademas, como
su nombre lo menciona, “multiforme” hace referencia a la gran heterogeneidad que se presenta al
observar un corte histolégico del mismo (Hernandez,2007). Esto se basa en la presencia de gran
cantidad de células inmunolédgicas como las que provienen de la microglia, células hematopoyéticas,
neuronas, las cuales todas en conjunto conforman aproximadamente el 50% del tamafio total del tumor

(Torres et al.,2022).

Por otro lado, la principal variacion histoldgica que se presenta en este tipo de neoplasia se
basa en su capacidad de generar un alto grado de necrosis en el tejido y presentar una elevada
vascularidad que limita todo el tumor (American brain tumor association,2012). La necrosis que limita
el tejido tumoral es desarrollada por la oclusion trombdtica de los vasos sanguineos y el nivel de

hipoxia que se genera en el microambiente tumoral (Wakabayashi et al.,2004).
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Las células tumorales pueden llevar a cabo los eventos histopatolégicos mencionados
anteriormente debido a que son producto de un excesivo progreso tumoral a causa de la posible
alteracion en puntos de control del ciclo celular como lo son el G1/S y la variaciéon desmedida de una

serie de alteraciones genéticas en FGFR2, IRS2 y AKT3 (Urbanska et al.,2014).

Dentro de los ultimos afios, se han logrado definir dos tipos de glioblastoma, destacando los
primarios y secundarios, los mismos logran diferenciarse por medio de caracteristicas particulares a
nivel molecular, debido a que a nivel histopatoldgico su diferenciacion no se logra realizar (Gonzélez

et al.,2014).

Se ha visto la particularidad de que un 90% de los glioblastomas son de tipo primario los cuales
surgen de novo por medio de alguna alteracion en el ciclo celular que lleva a la produccion de una
neoplasia, sin embargo, el 10% restante es por medio de la progresion de algun tumor preexistente,
surgiendo de forma secundaria a una neoplasia de bajo grado, especialmente a partir de astrocitomas

(Urbanska et al.,2014).

El tipo primario se presenta en pacientes con edades aproximadas dentro de los 60-70 afios y
son presentados en etapas mas agresivas, contrario a los secundarios, donde se presenta en edades
relativamente tempranas a los 40-50, sin embargo, como su desarrollo es a partir de uno preexistente,

su avance se presenta en un periodo de tiempo mas gradual (Herndndez,2007).

Como se mencionod anteriormente, la diferenciacion entre estos dos tipos de glioblastoma se
logra por medio de técnicas moleculares, debido a que existen variaciones a este nivel que logran
determinar cudl tipo esta presente en el paciente. Una de las diferencias a nivel molecular es en relacion
con el estado de metilacion del ADN y de la enzima MGMT, lo cual es importante, debido a que a
partir de este suceso se determina la efectividad de la temozolomida como tratamiento
quimioterapéutico. En el caso de los tipos primarios se observan cambios a nivel de EGFR, duplicacion
en MDM?2 y ciertas deleciones en CDKN2A las cuales se presentan de manera homocigota, contrario
a un secundario, donde sus alteraciones se encuentran establecidas en las mutaciones en IDH1, una

expresion excesiva de PDGFRA y una amplificacion en MET (Gonzélez et al.,2014).

Se ha observado que la alteracion que se encuentre a nivel genético se puede relacionar con el
avance del tumor. En etapas iniciales, por ejemplo, es abundante la mutacion en TP53, contrario a las
de etapas avanzadas donde predomina la pérdida de PTEN con mutaciones en el mismo, ademas de la

amplificacion en EGFR (Torres et al.,2022).
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Los tumores cerebrales se caracterizan por presentar una serie de cambios celulares, que son
los responsables de su elevado mal prondstico y dificil mediacion al paciente, como lo es su elevada
tasa de renovacion celular, donde constantemente se lleva a cabo la sustitucion de forma acelerada de
las células que van entrando en fase apoptdtica sin dejar de lado su capacidad de infiltrarse en el tejido
cerebral y de esta manera poder destruir gran parte de la matriz extracelular de la zona afectada. Por
otro lado, este tumor presenta una alta capacidad de evasion de los distintos tratamientos y abordajes

utilizados, por esta razon se ha dificultado un buen resultado clinico (Ortiz et al.,2021).

El tratamiento para tratar el glioblastoma es algo muy dificil de definir y varia mucho entre
pacientes, en relacion con las caracteristicas y alteraciones moleculares, ubicacion y su biologia
compleja; a pesar de su alta investigacion el éxito de los tratamientos sigue siendo muy reducido. La
intervencion de estos pacientes ha mostrado una mayor efectividad al combinar varios abordajes, como
lo es la reseccion quirdrgica junto con procesos de radiacion asociada a terapia quimioterapéutica con
temozolomida. Existen otras diversas quimioterapias como la lomustina o carmustina, sin embargo, su
alta toxicidad y resistencia ha limitado su uso, generando asi que el estindar de atencion sea la

aplicacion oral de temozolomida con radiacion (Hanif et al.,2017).

La temozolomida es un agente alquilante que se administra via oral y es utilizado como primera
linea de defensa, el cual busca ocasionar un dafio en la cadena de ADN que le impide llevar a cabo la
division celular, debido a que busca afiadir grupos metilo sobre las bases de guanina que se encuentran
en el ADN, como se observa en la Figura 1. Luego de su ingesta, el farmaco logra absorberse en el
intestino delgado y por su tamafio atraviesa la barrera hematoencefalica. Posteriormente es hidrolizado
en metabolitos activos que metilan el ADN en varias bases nucleicas, ocasionando que se produzca

una alteracion en la hebra del ADN, lo que genera la apoptosis celular (Wesolowski et al.,2010).

La eficacia con la que actiia la temozolomida se basa en la apoptosis que logra inducir en las
células tumorales por el dafio en el ADN. Se ha establecido que para lograr activarse necesita la ayuda
del receptor Fas/CD95/Apo.1 en las células del glioma las cuales presentan un p53 de tipo silvestre,
proteina encargada en funciones de control y destruccion celular. Por otro lado, se da una ruptura en

el ADN que activa la via apoptotica mitocondrial con mutacion en p53 (Fan et al.,2013).
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Figura 1. Metilaciones producidas en la cadena ADN producto del profarmaco de la temozolomida

(Fan et al.,2013).

En estudios realizados a pacientes con predominio de resistencia a la temozolomida, se ha
establecido la presencia de la enzima MGMT de forma activada, la cual logra reparar la cadena y asi
genera inefectividad de la droga quimioterapéutica. Esto se debe a que la temozolomida es un
profarmaco que metila el ADN en diferentes posiciones, dentro de las que destaca la O6-meG de la
posicion 06-guanina, posicion donde actiia la MGMT, con ello repara el principal sitio de alquilacion
y lo cual logra revertir el efecto que produce la droga quimioterapéutica (Fan et al.,2013). Lo contrario
sucede cuando se metila el promotor de la enzima, esto reprime la transcripcion de la MGMT, por

tanto, no se da la reparacion de la cadena de ADN (Gonzalez et al.,2014).

En experimentos realizados in vitro en lineas celulares de glioblastoma con resistencia a la
temozolomida por la presencia de la enzima MGMT, se ha logrado determinar que al usar
dianhidrogalactitol, también conocido como Val-083, se logra una efectividad terapéutica. Esto debido
a que el Val-083 no se ve afectado por la enzima, debido a que la funciéon de este farmaco es el
entrecruzamiento de manera irreversible entre cadenas N7-guanina. Este entrecruzamiento conduce a
rupturas de la cadena de ADN de forma permanente y con ello a la detencion del ciclo celular, sin

capacidad de que la enzima logre generar la correccion en la hebra (Jiménez et al.,2021).
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Por otra parte, las células tumorales han logrado desarrollar una serie de alteraciones en los
mecanismos celulares generando una alta resistencia quimioterapéutica basada en cambios en
absorcion, eflujo e inactivacion del farmaco antes de realizar su efecto, limitando asi su eficacia (Fan

et al.,2013).

A partir del poco efecto que tienen ciertas terapias quimioterapéuticas en los pacientes se han
buscado otras herramientas que complementen estos tratamientos. Las células tumorales al contrario
de una célula normal tienen una elevada produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) lo cual
favorece el crecimiento tumoral y la angiogénesis. Por esta razon se han buscado incluso estrategias
asociadas a la dieta para reducir la cantidad de ROS en el cerebro con el objetivo de controlar y
aumentar la apoptosis de este tipo de células tumorales y aumentar la presencia de genes

neuroprotectores (Ortiz,2021).

Otras de las estrategias que se han desarrollado en los ultimos afios es el uso de inmunoterapia,
la cual busca promover una activacion anti-tumoral del sistema inmune y que sea este el encargado de
remover las células malignas. Sin embargo, la efectividad de estas técnicas se ha visto limitada, debido
al microambiente tumoral inmunosupresor que se presenta en estas neoplasias. Esta inmunosupresion
se desarrolla de forma local por medio de las limitaciones que presenta la respuesta del sistema innato
y adaptativo, asociadas en gran parte a la liberacion de la IL-6 y el aumento en la expresion de PD-L1.
Estos cambios inducen un incremento en la produccion de células T reguladoras, las cuales ejercen un
retrocontrol negativo sobre la accion de las células citotoxicas con actividad antitumoral. Por otro lado,
se genera un incremento en la secrecion de IL-10, que inhibe la produccién y respuesta de células T

(CT), generando un ambiente protumoral inmunosupresor (Himes et al.,2021).

Dentro de las respuestas locales que generan un aumento en la inmunosupresion del paciente

destacan: (Himes et al.,2021).

e Baja expresion de MHC [ y MHC 11, lo cual limita la presentacion de antigenos.

e Aumento de factores inmunomoduladores:IL-10, PGE2 y TGF-f.

e Ligandos de superficie inmunomoduladores (Puntos de control inmune): PD-L1, el cual se
encarga del agotamiento y anergia de CT.

e Expresion de IL-6 la cual recluta células mieloides, respuesta antiinflamatoria y con esto la
limitacion de destruccion de células tumorales.

e VEGEF: Encargado de la remodelacion vascular y angiogénesis.

e Aumento de la expresion de HIF1-a, factor de transcripcion, encargado de la expresion de

proteinas inmunomoduladoras.
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En relacion con los eventos sistémicos producidos, se han observado ciertas caracteristicas en
estos pacientes que afectan tanto los 6rganos linfoides primarios como secundarios; dentro de los
que destaca la reduccion en el tamaio del bazo, niveles reducidos de células CD4+ e inhibicion de
la proliferacion de CT. Los mecanismos que generan este cuadro sistémico se desconocen, sin
embargo, se sugiere que esto es generado debido a las citoquinas liberadas a circulacion por el

microambiente tumoral (Himes et al.,2021).

1.3.2 Muerte celular inmunogénica

La carcinogénesis es un proceso que genera una serie de cambios a nivel de ADN, por las
alteraciones en los genes y en su epigenética, ocasionando problemas en la integridad del genoma que
ocasiona variaciones en los mecanismos de control inmunolédgico y efectores del sistema inmune. La
célula transformada logra llevar a cabo la evasion de los mecanismos intrinsecos y extrinsecos del

proceso inmune que logran dominar la oncogénesis (Leon & Pareja,2019).

Los cambios oncogénicos a nivel celular y el estrés que sufre el organismo, conduce a que se
generen cambios mitdticos en el ciclo celular, envejecimiento celular y mecanismos de muerte
conocidos como autofagia y apoptosis en condiciones tempranas. Los tratamientos quimioterapéuticos
o inductores de muerte celular ocasionan que se expresen en la superficie celular o que se liberen al
espacio extracelular una serie de sustancias y factores con gran capacidad de regulacion inmunologica

(Kepp et al.,2009).

La muerte celular inmunogénica se basa en una estimulacion de la respuesta inmune tanto de
mecanismos innatos como los adaptativos para responder ante alteraciones que se encuentren a nivel
de células malignas y dafiadas por alglin tratamiento citotdxico. A partir de la apoptosis de la célula
alterada se expresan y liberan una serie de sefiales conocidas como patrones moleculares asociados al
dafio (DAMPs) las cuales van a ser detectadas por medio de los receptores de reconocimiento de
patrones expresados en las células dendriticas, macrofagos y monocitos. Estas CPA se activan en
respuesta a los DAMPs, fagocitan restos celulares y migran a ganglios linfaticos para presentar
antigenos a CT, induciendo una serie de eventos inmunes que conllevan la activacion de una respuesta
adaptativa y la activacion de linfocitos T CD8+. Estos linfocitos, infiltran el tumor y generan una
respuesta citotoxica antitumoral sobre las células tumorales que no fueron afectadas por la terapia
citotoxica. Otro aspecto importante de la muerte celular inmunogénica es que esta activacion periférica
de linfocitos T, estd asociada a la generacion de una robusta memoria inmunolédgica (Chiaravalli et

al.,2022).
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Para que se logre llevar a cabo la muerte celular inmunogénica se requieren una serie de sefiales
que expresan o liberan las células malignas, tales como la exposicion de una proteina en la membrana
celular llamada calreticulina chaperona del reticulo endoplasmatico la cual se encarga de interactuar
con la proteina 1 del receptor de la LDL. Por otro lado, también se induce la expresion de proteinas de
choque térmico y la expulsion de anexina Al citosolica y otras sustancias que atraen a las CPA

induciendo la activacion de los linfocitos T CD8+ (Chiaravalli et al.,2022).

Asi mismo, durante la muerte celular inmunogénica, se expresan una serie de quimiocinas
conocidas como PARC, las cuales son similares a las liberadas ante respuestas contra patdgenos, los
cuales consisten en la expulsion de forma conjunta de CXCL1, CCL2 y CXCL10. Estas atraen a células
de la inmunidad innata, en mayor proporcion y como primeros respondedores a los neutrofilos. Dichas
células van a generar una citotoxicidad contra el microambiente tumoral por medio de la liberacion de
una serie de sustancias conformadas por especies reactivas de oxigeno y el 6xido nitrico (Alvarez et

al.,2021). Este proceso se muestra a continuacion en la figura 2:
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Figura 2. Mecanismo de muerte celular inmunogénica llevado a cabo por células tumorales y la
respuesta del sistema inmune innato y adaptativo. CD: células dendriticas. Elaboracion propia en

aplicacion de Biorender, modificado a partir de Alvarez et al.,2021.
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Seglin estudios realizados recientemente, se ha establecido la posible aplicacion de la muerte
celular inmunogénica en conjunto con la inmunoterapia como un tipo de accidon y mecanismo
antitumoral. Existen una serie de tratamientos quimioterapéuticos entre los que destacan la
lurbinectedina y la belantamab mafodotina que estimulan este tipo de muerte celular e inducen una
respuesta inmunitaria eficaz contra el tumor. Por tanto, la combinacion de estrategias, como el ataque
directo al sitio tumoral por las sefiales generadas y mencionadas anteriormente y la inmunidad

antitumoral generada por la droga ha mostrado una excelente efectividad terapéutica (Cai et al.,2022).

Inducir una muerte celular es fundamental como alternativa terapéutica en la disminucion del
tamano de la masa tumoral en un sitio inmunoprivilegiado como lo es el sistema nervioso. No obstante,
no es el tinico objetivo, debido a que, al inducir la muerte celular inmunogénica, se genera la expulsion
de moléculas inflamatorias que se encuentran a nivel intracelular en las células tumorales. Lo anterior

genera una inmunidad antitumoral por la respuesta inmune desarrollada (Caldolfi,2014).

La epirubicina es otra de las opciones terapéuticas utilizadas en diferentes tipos de tumores
como el cancer de mama y aun cuando no es una alternativa terapéutica para tumores cerebrales como
glioblastoma, en el presente trabajo fue utilizada como control positivo debido a que la misma se
encarga de inducir muerte celular inmunogénica. Esta se caracteriza por intercalarse en las hebras de
ADN, ocasionando asi que se evite la sintesis y correcto funcionamiento de esta molécula, por otro
lado, también produce radicales libres, estos se generan cuando logra unirse con la molécula del ADN
y actuar sobre la topoisomerasa II. Por medio de estos dos mecanismos logra tanto la activacion de

induccion de apoptosis como de necrosis celular (Wang et al., 2015).

1.3.3 Células espectadoras o efecto Bystander

Las células tumorales dentro del microambiente tumoral desarrollan diversas estrategias para
mantener su supervivencia y lograr llevar a cabo un crecimiento acelerado, ademas de mantener
controlada la evasion de la respuesta inmunologica. Durante el proceso de muerte celular, ya sea por
falta de nutrientes, hipoxia, o en respuesta a tratamientos quimioterapéuticos, las células cancerigenas
liberan una serie de factores que pueden modular la activacion inmunoldgica como se explicd
anteriormente en los mecanismos de muerte celular inmunogénica. Adicionalmente, estos factores
liberados por las células en proceso de muerte pueden generar una serie de estimulos en otras células
tumorales que permanecen viables en el microambiente tumoral, a este fenomeno se le conoce como

efecto Bystander (Austin & Villaseca,1998).
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El efecto bystander, mejor conocido como efecto espectador, hace alusion a un fendémeno que
se produce en una célula cancerosa que se encuentra activa y es destruida por medio de una serie de
mecanismos antitumorales, los cuales producen un efecto indirecto en las células tumorales que se

encuentran cercanas a la célula tumoral estimulada.

En este contexto, el efecto espectador se refiere a la capacidad de las células tumorales de
liberar una serie de factores solubles, como citocinas, que pueden lograr perjudicar o estimular a las
células en su entorno, aun cuando las mismas no son el blanco o el objetivo de la respuesta (Kohsaka

etal.,2012).

A partir de un conjunto de investigaciones in vitro, se ha logrado aclarar como al poner en
contacto una quimioterapia o mecanismos radiactivos con una célula tumoral, la misma produce un
efecto negativo sobre las células en su entorno (Hall,2003). Este efecto de cercanidad se logra llevar a
cabo por medio de la posible interaccion célula-célula a partir de uniones gap o por la liberacion en el
microambiente tumoral de factores solubles circulantes que generan una respuesta en todo el tumor

(Demidem et al., 2006). Este mecanismo se observa a continuacion en la figura 3:

iz

Quimioterapia

Expresion de —_—
DAMPs en

celulas Efecto

tratadas y
liberacién de Bystander

factores
solubles

Microambiente tumoral

Figura 3. Efecto Bystander producido por la célula tumoral en contacto con la quimioterapia sobre el
microambiente tumoral y sus células vecinas. La quimioterapia al inducir la expresion y liberacion de

DAMPs ocasiona cambios sobre las células vecinas. Elaboracion propia
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La apoptosis celular es un mecanismo de muerte celular que se activa a partir de una serie de
cambios morfoldgicos que sufren las células, los mismos se basan en fragmentacion nuclear, defectos
en la membrana y contraccion celular, lo cual induce a la formacién de cuerpos apoptoticos que
engloban los fragmentos celulares, los cuales son eliminados por medio de células con capacidad
fagocitica (Galluzzi et al.,2018). No obstante, se ha visto en los ltimos afios una fuerte asociacion
entre la apoptosis con el desarrollo del microambiente tumoral, debido a que la misma puede propulsar
tanto la formacion como el crecimiento de células cancerosas, ademas de lograr impulsar mecanismos

inhibitorios hacia terapia antitumoral (Carneiro & El-Deiry,2020).

La apoptosis en condiciones normales es un proceso que involucra la actividad proapoptdtica
de BCL-2, la cual favorece la permeabilidad de la membrana externa mitocondrial (MOMP), ademas
de la liberacion y activacion de moléculas como el citocromo C, con el fin Gltimo de poder formar el
apoptosoma y generar el accionar de las caspasas efectoras (Carneiro & El-Deiry,2020). No obstante,
no siempre se lleva a cabo el proceso completo, debido a que existen moléculas antiapoptoéticas BCL-
2. Estas moléculas se encargan de impulsar la expresion y mantenimiento de las células tumorales,
como se ha observado en lineas tumorales de glioblastoma, las cuales inducen una proteccion sostenida
ante los mecanismos apoptoticos por medio de un retrocontrol negativo (Vaux & Adams,1988). Sin
embargo, existen otras alternativas inhibitorias, como lo son las moléculas FLIP que se unen a las
caspasas (como la caspasa 8) y evita su activacion (Carneiro & El-Deiry,2020). Este mecanismo se

observa a continuacion en la figura 4:
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Figura 4. Mecanismo general de la funcion efectora de la apoptosis, vias de inhibicidon pro

supervivencia tumoral. Recuperado de Carneiro & El-Deiry,2020.

La apoptosis se ha considerado un evento con sefializacion silenciosa, por su capacidad
acelerada de eliminar las células con alteraciones morfologicas por medio de células fagociticas. Sin
embargo, en la actualidad existe una cierta evidencia de que las células en fases apoptoticas emiten
una serie de sefiales que producen un efecto a nivel del entorno celular. Con esto, se reflejan una serie
de indicios que promueven mecanismos de reparacion tisular y de promocion en la multiplicacion de
las células vecinas. Esto lo logran llevar a cabo por medio de eventos conocidos como “proliferacion
inducida por la apoptosis”, la cual busca impulsar mecanismos pro tumorales y oncogénicos y la
proliferacion celular. Tales sefiales inducen una estimulacion de crecimiento en células supervivientes

en el entorno tumoral (Fuchs & Steller,2015; Huang et al.,2011).

Con base al efecto producido por la quimioterapia o diversos mecanismos radiactivos, se
pueden producir eventos de proliferacion inducida por la apoptosis, donde se lleva a cabo la expresion
de caspasas, como la caspasa 3 (figura 5.A). La caspasa 3 ha mostrado efecto en las células
cancerigenas en fases de apoptosis, debido a que las mismas liberan una molécula de prostaglandina
E2 en el microambiente tumoral por medio de la escision de la fosfolipasa A2. El aumento en la
produccion de 4cido araquidonico genera sefales para la proliferacion celular, ademas induce etapas
de recaida en los pacientes por medio de la evasion de la respuesta efectora inmune (Castellone et

al.,2005; Huang et al., 2011).
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Existen otros mecanismos que logran estimular la oncogénesis, por medio de la liberacion de
vesiculas extracelulares apoptoticas como apoEV (figura 5.B). Estas vesiculas contienen una serie de
moléculas de espliceosoma, como la HNRNPU, que generan una alteracion en el empalme del ARN,
con lo cual aumenta la oncogénesis y una elevada resistencia a las terapias en lineas celulares de

glioblastoma (Pavlyukov et al.,2018; Koren & Fuchs,2021).
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Figura 5. Mecanismos extrinsecos de la apoptosis promotores de la inhibicion de efectos antitumorales
que promueven la oncogénesis. La proliferacion inducida por apoptosis(A) genera la liberacion de
prostaglandina A2 por parte de la caspasa 3, que induce proliferacion de células cancerigenas y la
inmunosupresion de la respuesta inmune efectora. Ademas, existen mecanismos impulsados por la
liberacion de vesiculas extracelulares apoptoticas (B), que en su contenido expresa factores del
espliceosoma, los cuales inducen resistencia a la terapia antitumoral y crecimiento tumoral en células

receptoras. Recuperada de Koren & Fuchs,2021.

La radiacién genera un ambiente oxidativo por medio de la liberacion de ROS las cuales
producen un dafio a nivel celular. La activacion del sistema inmune desencadenado por el proceso de

radiacion viene acompaiiada de la liberacion de una serie de citoquinas por parte de linfocitos,
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macrofagos y mastocitos. Moléculas tales como la IL-1, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y
el factor de crecimiento transformante beta (TGF-8), los cuales se encargan de generar un ambiente

proinflamatorio en células vecinas dentro del microambiente tumoral (Giierci & Cérdoba,2015).

Sin embargo, el efecto bystander no ha sido estudiado desde el punto de vista inmunoldgico
con respecto a la liberacion de factores solubles en respuesta a tratamientos quimioterapéuticos, y su

implicacion en la expresion de citoquinas y puntos de control inmune en células vecinas.

1.3.4 Puntos de control inmune

Durante el desarrollo del microambiente tumoral, las células tumorales estimulan la respuesta
por parte de CT de forma similar a la desencadenada ante la presencia de microorganismos
desconocidos. Esta reaccion es mediada por la interaccion del receptor de células T (TCR) con la CPA.
Esto produce la activacion de CT en presencia de células cancerosas, sin embargo, esta expresion
celular es regulada por una serie de sefales co-estimuladoras e inhibidoras llevadas a cabo por los

puntos de control inmune (Campillo et al.,2021).

Los puntos de control inmune mejor conocidos como "immune checkpoints” son los
encargados de determinar el tipo de respuesta establecida por las células y los 6rganos mediadores de
la respuesta inmune adaptativa. La respuesta inmunologica desarrollada por nuestro sistema inmune
determina como se logra realizar la diferenciacion entre los antigenos propios de los no propios, por
medio de una serie de sefales e interaccion entre una variedad de células, 6rganos y tejidos. Tales
sefiales e interacciones logran mantener una tolerancia inmunoldgica activada para no enfrentarse ante
los antigenos propios y por el contrario activar y desarrollar una respuesta de forma eficaz contra los
desconocidos (Reyes et al.,2020). Atn con la respuesta ejercida, existe una serie de receptores que
desencadenan la produccion de las CT, dentro de los mismos se encuentra el CD28, el cudl es
considerado un receptor importante en la estimulacion. La activacion de CD28 al unirse a sus ligandos
CD80 y CD86 presentes en las CPA, desarrollan un aumento en la produccion de la interleucina-2 y
en la sobrevida de las CT (Campillo et al., 2021). Este proceso se muestra a continuacion en la figura

6:

23



Proliferacion
Produccion IL-2

Proliferacién
<& Produccién IL-2

Funciones efectoras e —
Sobreviviente unciones efectoras

Sobreviviente

Moléculas
CD4 0 CD8 § CDZB coestimuladoras ! Inhibidores de
~ & =
;: : CD80 o CD86 & ;* : L puntos de control
& cslula presentadora de Y y : Calula presentadorade N

antigeno (APC) d = antigeno (APC)
Figura 6. Estimulo desencadenante de activacion de las células T por medio de la interaccion de la
célula presentadora de antigenos con el receptor de células T (TCR). Proteina 4 asociada a linfocitos
T citotoxico (CTLA-4) y PD-1 son puntos de control inmune activados posterior a la activacion de

CT, con el fin de reducir la respuesta inmune producida. Recuperada de Campillo et al.,2021.

Esos receptores no siempre logran llevar a cabo su estimulo de forma directa sobre las CT,
debido a que se genera sobre la superficie celular, una serie de estimulos pertenecientes a la familia
B7/CD28 encargadas de mediar la sinapsis inmunitaria y con esto la regulacion de la activacion de la
célula dependiente de la sefial inicial emitida. Su principal objetivo es controlar la cascada de
activacion de CT y ocasionar el menor dafo colateral dado por una exacerbacion de la respuesta

(Paulos & June,2010).

La unién de las senales inhibidoras emitidas por la familia B7/CD28 con sus ligandos
inmunologicos busca evitar la apoptosis y muerte celular de células viables y tejidos normales,
mediante la regulacion de las CT a través de receptores como el receptor 1 de muerte programada
(PD-1) y CTL-4. Estos receptores se encuentran expresados en la CT luego de su proceso normal de

activacion y su funcion es inhibir su respuesta (Campillo et al.,2021).
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Figura 7. Senales coestimuladoras e inhibitorias que desencadena la familia B7/CD28 en la interaccion
entre la CPA (color morada) y la CT (color verde). La flecha naranja hace referencia a la inhibicion de
la activacion de las CT, por el contrario, la flecha verde son los ligandos y receptores que potencian la

sefial de activacion de las células T. Elaboracion propia, modificada a partir de Ramsay,2013.

Dentro de los puntos de control, se encuentra el CTLA-4, este se caracteriza por ser el primer
receptor inhibidor identificado sobre la activacion de CT. Esta molécula se encuentra expresada sobre

la superficie de la célula y la misma es activada por medio de la interaccion con sus ligandos B7-

1(CD80) y el B7-2(CD86) (Ramsay,2013; Huang et al.,2019).

Su funcién principal es establecer una respuesta de inmunotolerancia, debido a que tanto CTL-
4 como CD28 comparten los mismos ligandos en los linfocitos. Por esta razon, durante la atraccion de
linfocitos en la sinapsis inmunoldgica, se busca que la union del CTL-4 a los linfocitos sea mas efectiva
que con CD28, limitando asi el posible efecto co-estimulador producido por la respuesta ejercida del
CD28 sobre la CT. Mientras que la union con CTL-4 logra generar sefiales inhibitorias que limitan la

funcionalidad de los linfocitos, principalmente en 6rganos linfoides secundarios (Cardenas et al.,2022).

El nivel de expresion de CTL-4 en la superficie de la CT depende del efecto que esté generando
el CD28. Debido a que la funcién principal del CTL-4, es inhibir la sefial y la unién del CD28 con el

ligando, mediante una inhibicién competitiva al bloquear su unioén con el ligando (Ramsay,2013).
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Ademas, existen otras maneras de lograr controlar la actividad de forma T independiente, por medio

del secuestro y transendocitosis de los ligandos del CD28, CD80 y CD86 (Qureshi et al.,2011).

Por otro lado, se encuentra PD-1, el mismo se encuentra disponible como glicoproteina en la
membrana celular a la espera de su unién con sus ligandos PD-L1 y PD-L2. Este receptor inhibidor se
encarga de producir una inmunosupresion e inactivacion de la respuesta generada por las CT (Céardenas
et al.,2022). Ademas, se encarga de interferir en el contacto entre la CPA con la CT, al modificar la

senal del TCR (Pardoll,2012).

Un punto importante para recalcar es que no solamente existen receptores inhibitorios dentro
de la familia B7/CD28, sino también coestimuladores de la respuesta generada. Uno de ellos es ICOS,
el cual se encarga de potenciar la senal y la respuesta inmune, y el mismo se encuentra presente en las
CT activadas y no en aquellas que se encuentran en reposo (Montes, 2017). ICOS-L, es una proteina
transmembrana expresada en células como macréfagos, células dendriticas y células B y su interaccion
con su receptor ICOS activa el factor de transcripcion Bcel-6 y con ello la produccion de células T
foliculares en los centros germinales (Montes,2017). Por Gltimo, ademas de la expresion celular, busca
aumentar la secrecion de citoquinas TH2 como la IL-4, IL-5, IL-10 e IL-17 que producen una
aceleracion en la respuesta tipo humoral, con la consecuente produccion y maduracion de anticuerpos
y una memoria inmunolégica efectiva (Montes,2017). No obstante, cabe recalcar que el microambiente
tumoral se caracteriza por ser un buen estimulador de linfocitos T reguladores, lo que ayuda a que se

genere un ambiente inmunosupresor.

Otro factor inmunomodulador perteneciente a la superfamilia de receptores de factor de
necrosis tumoral es el HVEM (TNFRSF14). Este receptor se encuentra expresado en células
hematopoyéticas y mieloides y dentro de sus ligandos se encuentran TNF, linfotoxina-o (LT-a),
BTLA, LIGHT, entre otros. La capacidad de poder unirse a una gran variedad de ligandos es debido a
su estructura tridimensional y a la diferencia en sus dos principales dominios extracelulares
CRD1/CRD2 y CRD2/CRD3. La variacion en sus ligandos permite que BTL4 y CD160 puedan unirse

de forma efectiva al primer dominio mencionado y LIGHT al segundo consecutivamente (Yago,2018).

El HVEM es conocido como un interruptor celular por su capacidad de activar tanto vias
coestimuladoras como inhibidoras, esto dependiendo de la molécula al cual se una, debido a que el
mismo logra actuar como receptor y producir una serie de transduccion de sefales o como ligando,
generando mecanismos de sefializacion (Yago,2018). Por este motivo, al interaccionar HVEM con
LIGHT, se desarrolla una sefial estimuladora para llevar a cabo la produccion y liberacion de una serie

de citoquinas proinflamatorias y la promocion de supervivencia celular. Por otro lado, al interaccionar
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con CD160 y BTL4 se produce un retrocontrol negativo sobre las CT, generando asi una inhibicion de

las mismas (Han et al.,2019).

Las sefiales emitidas por los puntos de control inmune permiten la posibilidad de inhibir la
respuesta efectiva por parte de las células T durante una transformacién maligna, generando que se
produzca una proliferacion aumentada del tumor. Las células tumorales de glioblastoma generan un
rol inmunosupresor para lograr evadir los mecanismos de la respuesta inmune. Este proceso lo llevan
a cabo por medio de factores como TGF-B y moléculas inmunoreguladoras, las cuales son las
encargadas de generar un mecanismo inhibitorio sobre las células T. A partir de este mecanismo, se
induce una tolerancia antigénica que desarrolla un descontrol en la respuesta inmune, ademas de la
inhibicion de la proliferacion de células T por parte de las sefiales emitidas por los puntos de control
inmune (Valenzuela,2017; Ramsay,2013). Por esta razon, los tratamientos contra cancer utilizan la
inhibicion de receptores como CTLA-4 y PD-1 como alternativas terapéuticas, con el fin de lograr una
respuesta antitumoral y un correcto funcionamiento de la actividad inmune, con el objetivo de un

ataque efectivo hacia las células tumorales (Valenzuela,2017).
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Capitulo I1. Marco metodoldgico
Materiales y métodos
2.1 Cultivo celular

Se realizo el cultivo de la linea celular humana de glioblastoma multiforme SF-295 en
monocapa, la cual se encuentra hidratada con medio RPMI suplementado con suero fetal bovino (SFB)
al 10% y anti-anti (antimicrobiano-antimicético) al 1%. Posteriormente, se efectu6 la incubacion de
las células a 37°C con CO; al 5%. A partir de la botella cultivada, se ejecutaron 2 pasajes semanales,
cada 3 dias por medio de la separacion de la monocapa celular con el reactivo TrypLE y su incubacion
por 3 minutos a 37°C con COz al 5%. Se recogi6 la monocapa separada y se centrifugd por 5 minutos
a TA. Por ultimo, se descarto el sobrenadante y se resuspendié el boton en el medio mencionado

anteriormente para cultivar un 10% del volumen total en la botella.

2.2 Determinacion de curva de letalidad para la epirubicina v temozolomida

S¢ determind la concentracion a la cual la temozolomida y la epirubicina generan un porcentaje
similar de muerte celular en la linea SF-295 con respecto al control. Se sembraron placas de 12 pocillos
de manera que en 24 horas tuvieran un 80-90% de confluencia con un volumen por pocillo de 1500 ul
de medio RPMI suplementado con SFB al 10% y anti-anti (antimicrobiano-antimicético) al 1%.
Posteriormente, se aplicaron 4 concentraciones diferentes de cada quimioterapia. En el caso de la
temozolomida se aplicaron 100, 200, 400 y 600 uM y para la epirubicina 0.0125, 0.0250, 0.05 y 0.1
ug/mL, basado en estudios previos. Se realiz6 una incubacion de 48 horas a 37°C de la monocapa con

las quimioterapias a las diferentes concentradas respectivamente.

Se procedid a realizar 2 lavados con PBS estéril y se adicion6 medio de cultivo fresco de RPMI
suplementado con SFB al 10% con anti-anti (antimicrobiano-antimicotico) al 1% el cual se incub6 por
24 horas adicionales. Concluido este tiempo, se procedié a determinar el porcentaje de muerte celular

por citometria de flujo.

2.3 Cuantificacién de muerte celular

A partir del protocolo establecido en el laboratorio de Quimiosensibilidad Tumoral del Centro
de Investigacion en Enfermedades Tropicales (CIET) se determiné la muerte celular por medio de la

tincion de yoduro de propidio y anexina V-FITC por citometria de flujo, donde se realiz6 la lectura en
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el citometro de flujo Cytoflex LX (Beckman Coulter) del Centro e Investigacion en Cirugia y Céancer

(CICICA).

Para la cuantificacion se procedio a eliminar el sobrenadante presente en los pocillos de la placa
de 12 que se trabajo en el apartado de curva de letalidad (Apartado 2.2). Para desprender las células
de la placa, se afadieron 100 ul del reactivo TrypLE, el cual se dej6 actuar sobre la monocapa por un
tiempo de 2 minutos a 37°C. Concluido el tiempo, se anadieron 600 ul de PBS para neutralizar el
efecto del reactivo anterior y se observo por medio del microscopio invertido la separacion de la
monocapa celular del pocillo. Las células fueron recolectadas en un tubo eppendorf, el cual fue
centrifugado a 160 g por 5 min a 4°C. Luego de la centrifugacion, se descartd el sobrenadante y se
resuspendid en 100 ul del master mix de tincion. Se incubd por 15 min en oscuridad a 4°C. Pasado el
tiempo, se agregd 1 mL de Annexin buffer 1X a cada tubo y se centrifugd en las mismas condiciones
mencionadas anteriormente. Por ultimo, se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 el boton en 300

ul de Annexin buffer 1X para medir en el citometro de flujo Cytoflex LX (Beckman Coulter).

2.4 Preparacion de medio condicionado

En placas de 20 cm con la monocapa de la linea celular SF-295 a 80-90% de confluencia, se
afiadieron los tratamientos quimioterapéuticos en la concentracion establecida en el apartado 2.2
(Determinacion de la curva de letalidad para epirubicina y temozolomida) en las condiciones de
quimioterapia, ademas se mantuvo una condicidn control y células necrdticas (congeladas), las cuales
contenian medio RPMI suplementado con SFB y anti-anti. Luego, se realizé la incubacion de las placas
por 48 horas aproximadamente para cada una de las condiciones experimentales. Posteriormente, se
realizaron los lavados con PBS estéril de forma rigurosa por la pared del pocillo para evitar la alteracion
de lamonocapa. Al terminar, se agregd medio fresco a cada placa por 24 horas adicionales. Al finalizar,
se procedio a trabajar la condicion de células congeladas, las cuales se usaron de modelo para simular
muerte celular necrotica. En este caso, donde se realizd una incubacidn corta en hidrogeno liquido
hasta el congelamiento total del medio. Luego de descongelar el medio se realizaron alicuotas de todas

las condiciones experimentales para almacenarse a -80°C hasta su uso.

2.5 Estimulacion de células espectadoras

Se sembraron 2 placas de 6 pozos con la linea celular SF-295, una para la condicién de 2 horas
y otra para 24 horas, hasta tener una confluencia del 80-90%. A partir de la monocapa a la confluencia
establecida, las células se estimularon con el medio condicionado preparado con los diferentes

tratamientos quimioterapéuticos segun el apartado 2.4 y se incubaron por aproximadamente 2 horas.
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Luego, se procedio a remover el medio y se realiz6é dos lavados con PBS estéril de forma rigurosa por
la pared del pocillo. Posteriormente, se afiadié el medio de recoleccion a las dos placas. A partir de
este punto del experimento, se trabajaron las placas segun el tiempo y la condicion establecida. Pasado
el tiempo de la incubacion (2 horas o 24 horas aproximadamente), se recogié el sobrenadante y se
depositd en tubos estériles rotulados segin cada tratamiento quimioterapéutico y se dejaron las células

cultivadas en monocapa para realizar el apartado 2.6 de extraccion de ARN.

2.6 Extraccién de ARN

A partir de células cultivadas en monocapa en placas de 6 pozos, una incubada por 2 horas y
otra a 24 horas del apartado e, se realizo la recoleccion y lisis celular con el reacivo TRIzol™
(invitrogen) en tubos estériles, a los cuales se les afiadié cloroformo y se mezclaron suavemente por
inversion. Todo procedimiento en que se utilice el TRIzol y el cloroformo se realizé en la capilla de
extraccion de gases. Las muestras se centrifugaron para obtener la separacion de las fases y poder
recolectar la fase acuosa (superior) que contiene principalmente el ARN. La fase con ARN se traspas6
a un tubo nuevo al cual anteriormente se le afadi6 el isopropanol. Se incubo, centrifugd y se descartd
el sobrenadante. Posteriormente se realizaron 2 lavados al pellet obtenido con etanol frio al 75%.
Nuevamente se procedio a centrifugar las muestras y se resuspendio el pellet por pipeteo en agua libre
de ARNasas. Concluida la solubilizacion, se determiné el rendimiento y la pureza del ARN obtenidos
utilizando un NanoDrop (Thermo Fisher) mediante la relacién de las absorbancias a 260/280 nm y a
260/230 nm la pureza de la muestra. Del ARN obtenido, se procedio a realizar la retrontranscripcion

a partir del kit comercial de transcripcion inversa de ADNc de alta capacidad de la casa comercial

Thermo Fisher Scientific.

2.7 Cuantificacién de los niveles de expresion de los puntos de control inmunoldgico

Se llevo a cabo una PCR cuantitativa en tiempo real a partir del kit comercial Power Up
SYBR™ Green Master mix de la casa comercial Thermo fisher Scientific (catalogo: A25742),
siguiendo las especificaciones del fabricante, con una cantidad de ADNc en cada reaccion de qPCR
de 20 ng para las 10 condiciones experimentales. Los cebadores (primers) especificos para la PCR
fueron disefiados por medio de la plataforma en linea Primer-Blast (Cuadro I) los cuales se utilizaron

a una concentracion de 0.03 mM.

La expresion relativa con respecto a la condicién control se calculdé usando el método

comparativo AACt. Para la normalizacion de los datos se utilizo el gen de referencia (housekeeping
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gene) TBP (Cuadro 1) a 0.3 mM. Este gen de referencia se eligio segun el valor de estabilidad que se

obtuvo mediante el Software NormFinder (0.003).

Los analisis estadisticos se ejecutaron en GraphPadPrism 7.02 (EUA). Para comparar la expresion
génica de los PCI entre grupos se realizé una prueba de Kruskal-Wallis y se establecio una relacion

significativa cuando p<0.05.

Cuadro 1. Secuencia de los cebadores utilizados en la PCR cuantitativa en tiempo real de las diferentes

condiciones experimentales

Gen Proteina Cebador hacia adelante Cebador reverso
TBP TBP TGTATCCACAGTGAATCTTGGTTG | GGTTCGTGGCTCTCTTATCCTC
ICOSLG ICOS-L/ GTTTCACTGCCTGGTGTTGAGC ACGACGGGCACGCTGAAGTTTG
CD275
PDCDILI PD-L1/ | TGCCGACTACAAGCGAATTACTG | CTGCTTGTCCAGATGACTTCGG
CD274
TNFRSF14 | HVEM/ TTCTCTCAGGGAGCCTCGTCAT CTCACCTTCTGCCTCCTGTCTT
CD270

2.8 Cuantificacién de la secrecion de interleuquina-38

Por medio del protocolo de la técnica de inmunoensayo (ELISA) para la determinacion de IL-
38 del Laboratorio de Quimiosensibilidad Tumoral del Centro de Investigacion en Enfermedades
Tropicales (CIET) se llevdo a cabo la cuantificacion de secrecion de la IL-38. Se realizd un
recubrimiento de las placas para ELISA con los estandares y las muestras, las cuales corresponden a
los sobrenadantes obtenidos de las placas de 6 pozos en el apartado 2.5 y se realiz6 una incubacion por
aproximadamente una noche a 4°C. Transcurrido el tiempo, se realizo6 el recubrimiento de la placa con
el anticuerpo primario de IL-38, seguido del anticuerpo anti-rata biotinilado, la adicion de peroxidasas
(HRP) y del sustrato, con los tiempos de incubacion establecidos, Por ultimo, se realizé la medicion

de la absorbancia a 450 nm con un filtro de referencia a 630 nm.

2.9 Cuantificacién de citoquinas

Se realiz6 la cuantificacion de una serie de citoquinas en los sobrenadantes de los experimentos
realizados mediante citometria de flujo incluyendo a la IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-10, TNF, IFN-alfa,
IFN-gamma, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), proteina 10 inducible por
interferon (IP10), MCP-1, MIP-1 alfa, RANTES, MIG. Posterior a la determinacion de la expresion

de las citoquinas mencionadas anteriormente en la linea celular SF-295, se seleccionaron las citoquinas
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que presentaban una alta expresion entre las que destacan IL-6, IL-8, TNF, proteina quimioatrayente
de monocitos-1 (MCP-1), IP-10. Se utilizaron los kits comerciales Flex Set Cytometric Bead Array de
BD Biosciences de acuerdo con las especificaciones del fabricante y las muestras fueron analizadas

por medio del citometro de flujo Cytoflex LX (Beckman Coulter)

2.10 Analisis de datos

Los datos se analizaron para lograr determinar los porcentajes de muerte celular utilizando el
programa de analisis del Cytoflex LX (Beckman Coulter). Los valores de las citoquinas y los
porcentajes de muerte celular obtenidos fueron graficados y analizados utilizando el programa
Graphpad, con ellos se realizé un ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey con un intervalo

de confianza del 95% para determinar diferencias significativas entre los grupos experimentales.
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Capitulo lll. Analisis de Resultados

3.1 Curva de letalidad

Con el objetivo de lograr caracterizar el tipo de muerte celular inducidos por las dos
quimioterapias utilizadas, la temozolamida y la epirubicina, las células de la linea celular SF-295

fueron estimuladas por ambas quimioterapias a cuatro concentraciones diferentes.

En la figura 5, se muestran la proporcion de células vivas y las muertas por dos tipos diferente
de mecanismos de muerte celular, en las cuales se destacaron las células apoptoticas y las necroéticas,
esto con base en la concentracion utilizada de epirubicina y temozolomida. Las 4 concentraciones
utilizadas para llevar a cabo la curva de letalidad fueron 0,0125, 0,025, 0,05 y 0,1ug/mL para
epirubicina y 100, 200, 400 y 600 uM para temozolomida. Se observa que la cantidad de células
muertas por ambos tipos de muerte fueron aumentando de manera dosis dependiente. Por otro lado, se
logra evidenciar que el tipo de muerte celular predominante inducido por las quimioterapias al
aumentar la dosis, es la necrosis o apoptosis tardia, seguido en menor proporcion por la apoptosis, la

cual se mantiene en un porcentaje mas constante.

A B
Temozolamida
Epirubicina 1201
120+ B3 VIVAS
o B3 VIVAS 100 &3 APOPTOTICAS
&3 APOPTOTICAS | : : B3 NECROTICAS
5 g0l E3 NECROTICAS El ==
H e ° 60
£ 60+ oot s = = H —
g g 40
B 40 5 %
a
20 20
0- 0-
N o S N & S & > &
& g~°0 Q.Q'f’ o © ¢ N i ¥ N

Concentracion de quimioterapia en ug/mL

Figura 8. Determinacion del porcentaje celular correspondiente a la condicion viable y a los diferentes
mecanismos de muerte celular (apoptosis y necrosis) expuestas a diferentes concentraciones de (A)
epirubicina en pg /mL y (B) temozolomida en uM. Los resultados se muestran como promedio y error

estandar a partir de 3 experimentos individuales.

Con el fin de lograr determinar la concentracion de epirubicina y temozolomida donde se

presenta un porcentaje similar de muerte celular de la linea SF-295, se procede a realizar un analisis
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de los datos obtenidos como se observa en la figura 9, para encontrar la concentracion donde se
presenta esta relacion. Se determina que en la concentracion donde se observa esa similitud es en la
concentracion 3 de ambas quimioterapias, siendo 0.05 pg/mL para la epirubicina y 400 pM para la

temozolomida.
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Figura 9. Comparacion de muerte celular de la linea SF-295 con respecto a diferentes concentraciones
de los dos tipos de quimioterapias utilizadas. En el caso de la epirubicina se utiliz6 0,0125, 0,025, 0,05
y 0,1 pg/mL y para la temozolomida 100, 200, 400 y 600 uM respectivamente, en orden de la
concentracion uno a la cuatro. Los resultados se muestran como promedio y error estdndar de 3

experimentos individuales.

3.2 Cuantificacion de los niveles de expresion de los puntos de control inmunoldgico

Para determinar la expresion génica relativa de los puntos de control inmunolédgicos inducidos
por las diversas condiciones experimentales, control y quimioterapias anadidas, se establece el
housekeeping estadisticamente mas estable por medio del valor de estabilidad del software
NormFinder (0.003), obteniendo asi las mejores relaciones estadisticas con el TBP. Posteriormente se
procedié a cuantificar una serie de genes experimentales de los ligandos de puntos de control

inmunologicos como lo son PD-L1, TNFRSF14 e ICOSLG.
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Figura 10. Nivel de expresion de los puntos de control inmunologico (A) PD-L1, (B) HVEM y (C)
ICOSLG en relacion con diferentes condiciones experimentales; Ctrl: Células Control, Viv: Células
vivas, Epi: Quimioterapia epirubicina, Tmz: Quimioterapia temozolomida y Nec: Células necroticas a
las 2 y 24 horas respectivas. Los resultados se muestran como promedio y error estandar de 5
experimentos individuales a partir del programa Graphpad Prism 7.02. La comparacion génica de los
PCI entre grupos se realizé una prueba de Kruskal-Wallis y se establecio una relacion significativa

cuando p<0.05

Los puntos de control inmune, como se observa en la Figura 10, mantienen una expresion
relativamente alta durante las primeras 2 horas experimentales en la mayoria de las condiciones. En
este punto, se observa un aumento significativo en la expresion de PD-L1 e ICOSL en respuesta al
tratamiento con medio condicionado proveniente de células necrdticas. Sin embargo, se presenta una
dréstica disminucion en la expresion al realizar su medicion a las 24 horas, en el caso de PD-L1 e
ICOSL. En el caso de HVEM, no se observan diferencias significativas entre ambos intervalos de

tiempo.

3.3 Cuantificacion de la secrecion de Interleuquina-38

Con el fin de determinar el nivel proteico cuantificable de la secrecion de la interleuquina-38,
se analizaron los datos a partir de un ANOVA de una via y la variabilidad entre grupos se considerd

por medio de un método de Tukey, dentro de una misma categoria de tiempo.
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Figura 11. Cuantificacion de la secrecion de interleuquina-38 en relacion con las diferentes
condiciones experimentales; Ctrl: Células Control, Viv: Células vivas, Epi: Quimioterapia epirubicina,
Tmz: Quimioterapia temozolomida y Nec: Células necroticas a las 2 y 24 horas respectivas. Los
resultados se muestran como promedio y error estdndar de 6 experimentos individuales. Los valores
promedio de las réplicas de cada uno de los ensayos se analizaron a partir de un ANOVA de una via,
ademas se utilizd el método de Tukey para determinar la variabilidad entre grupos experimentales

dentro de una misma categoria de tiempo. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001.

En la figura 11, se observa una variacion estadisticamente significativa en la concentracion de
IL-38 a las 2 horas experimentales entre sus condiciones de prueba, contrario a las 24 horas, donde se
presenta un comportamiento de expresion de la interleuquina relativamente constante. En el caso de la
variabilidad observada a las 2 horas, se logra determinar que existe un aumento significativo en
respuesta al medio condicionado de células necréticas con respecto a las demds condiciones. Ademas
de observar una diferencia significativa entre la condicioén control y el tratamiento quimioterapéutico

temozolomida.

3.4 Cuantificacion de citoquinas

Para cuantificar la secrecion de citoquinas liberadas al ser inducidas y estimuladas por las
diversas condiciones experimentales, se realiz6 la determinacion por citometria de flujo en 2 intervalos

de tiempos.
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Figura 12. Cuantificacion de la secrecion de una variedad de citoquinas IL-6 (A), IL-8 (B), G-CSF
(C), MCP-1 (D) e IP10 (E) en relacion con las diferentes condiciones experimentales: Ctrl: Células
Control, Vivas: Células Vivas, Epi: Quimioterapia epirubicina, Tmz: Quimioterapia temozolomida y
Nec: Células necrdticas a las 2 y 24 horas respectivas. Los resultados se muestran como promedio y
error estandar de 6 experimentos individuales. Los valores promedio de las réplicas de cada uno de los
ensayos se analizaron a partir de un ANOVA de una via, ademas se utiliz6 el método de tukey para

determinar la variabilidad entre grupos experimentales dentro de una misma categoria de tiempo.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001

Como se logra apreciar en la Figura 12, el nivel de expresion de las citoquinas varia entre las
diferentes condiciones experimentales (Control, tratamientos quimioterapéuticos y células necréticas)
y el periodo de tiempo analizado (2 y 24 horas). De manera general, se observa en la mayoria de las
interleuquinas, diferencias significativas entre la condicion control en relaciéon con las condiciones
experimentales de medio condicionado de células con tratamiento quimioterapéutico (epirubicina y
temozolomida) y células necroticas en ambos periodos de tiempo. Ademas, cabe resaltar que el nivel
de expresion de la citoquina G-CSF aumenta directamente proporcional al intervalo de tiempo
experimental, con un incremento significativo a las 24 horas. Por el contrario, en el caso de citoquinas
como la IL-8, MCP-1 ocurre lo inverso a lo mencionado anteriormente, se presenta una disminucion

en el nivel de expresion conforme aumenta el tiempo de incubacion.
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En el caso de la IL-6 se observa un aumento significativo en todas las condiciones
experimentales con respecto al grupo control, pero sin variaciones entre ellas. Esto sucede de forma
similar a las 2 horas para MCP-1, sin embargo, a las 24 horas se observa un resultado opuesto, donde
la concentracion de MCP-1 es menor en las condiciones experimentales que en el control. En el caso
de la IL-8, se observa el mismo patron que para la IL-6 y MCP-1 a las 2 horas, sin embargo, a las 24
horas se presenta una disminucion en la concentracion de IL-8 con respecto al control en todas las
condiciones experimentales excepto en las células tratadas con medio condicionado de epirubicina.
Finalmente, en el caso de G-CSF e IP-10 la principal observacion es que detecta una concentracion
menor de estas citoquinas en respuesta al medio condicionado de epirubicina en comparacion con los

demas grupos experimentales.
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Discusion

El glioblastoma multiforme se ha caracterizado por presentar una serie de alteraciones en los
mecanismos inmunologicos que le permiten presentar una elevada resistencia a los diversos
tratamientos quimioterapéuticos aplicados, de ahi su variacion en la efectividad de las dosis de los
medicamentos y su capacidad antitumoral. Para contrarrestar esto, una estrategia es incrementar la
concentracion de las dosis, con lo cual aumenta la posibilidad de presentarse toxicidad por el

tratamiento (Wang et al., 2015).

De estudios realizados a pacientes con diferentes tumores de glioma, se obtiene que las dosis
calculadas de quimioterapia se determinan a partir del tamafio del tumor, debido a que el andlisis de
dosis efectiva varia estudios in vitro e in vivo no logran ser comparables, ya que a nivel in vivo existen
variables propias de cada paciente, por el contrario, a nivel in vitro existen factores de estudio tanto de

metodologia como de condiciones experimentales, las cuales no se pueden traslapar.

En un estudio realizado a pacientes que presentan recaidas de tumores de células germinales
se utilizan dosis relativamente bajas de temozolomida (150-200 mg/m2) (Vera et al.,2021). Por otro
lado, en un analisis realizado por Yung y colaboradores, utilizaron las mismas dosis (150-200 mg/m?2)
en pacientes con recurrencia o progresion de glioblastoma multiforme y se vio una efectividad superior

en comparacion con el estudio anterior, de aproximadamente 21% a los 6 meses (Yung et al., 2000).

Ambas quimioterapias utilizadas en este experimento inducen citotoxicidad de manera dosis
dependiente, con un aumento importante de células apoptdticas y necroticas. Esta situacion
correlaciona con los estudios publicados por Moghadam y colaboradores, los cuales destacan que la
quimioterapia produce principalmente la muerte por medio de apoptosis (Moghadam et al., 2018) y
Madrigal de Leon (2020) con base en sus estudios experimentales logra determinar que se presenta

tanto la apoptosis tardia como la necrosis celular (Madrigal de leon, 2020).

En la curva de letalidad observada en la Figura 5, se logra apreciar un aumento de la tasa de
muerte celular de forma directamente proporcional a la concentracion del tratamiento
quimioterapéutico aplicado, viéndose el mismo efecto en ambas quimioterapias (temozolomida y
epirubicina). Por el contrario, el incremento en la concentracion de las drogas presenta una relacion

inversa con la cantidad de células viables.

Este patron de aumento de mortalidad y disminucion de la viabilidad celular al aumentar la

concentracion es caracteristico, debido a que la curva de dosis-respuesta de los tratamientos
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quimioterapéuticos presentan una forma sigmoidea, donde la efectividad de la droga es mayor en la
fase lineal reduciendo las células malignas, a causa de su impacto sobre el ciclo celular. Este efecto se
observa en estudios realizados sobre el efecto de la temozolomida a las 72 horas de la aplicacion,
observandose una deplecion del porcentaje celular en GO, G1 y S. Sin embargo, aumentaron las células
en G2/M, con una detencion del mismo entre G2 y la fase de mitosis (Shen et al.,2014). Por otro lado,
se ha documentado que la cantidad de la droga presenta una relacion positiva con la eficacia ante el
tumor sélido (Chu,2019). No obstante, se debe tomar en cuenta la posibilidad de toxicidad

dependiendo del paciente.

En un estudio experimental del efecto citotoxico de la temozolomida sobre una linea celular
de glioblastoma de raton se observé el mismo efecto de la quimioterapia al observado en este estudio,
al inducir un aumento en la cantidad de células necréticas en relacion con la concentracion de la dosis

utilizada (Madrigal de Ledn, 2020).

En ensayos in vitro donde se ha buscado determinar la efectividad de la epirubicina en tumores
solidos, especialmente en cancer de mama, se observa un efecto similar al obtenido en este estudio,
presentandose una disminucion en la viabilidad celular al aumentar la dosis utilizada (Wang et
al.,2015). A pesar de que esta quimioterapia no se utiliza para el tratamiento de glioblastoma, en el
presente estudio fue incorporada como control positivo ya que se ha demostrado su capacidad de

inducir muerte celular inmunogénica.

Soni y colaboradores, en un ensayo in vitro de viabilidad celular aplicado a diferentes
concentraciones de temozolomida concordaron con los resultados obtenidos en la Figura 6, donde el
porcentaje de muerte celular al 50% de las células tumorales se obtuvo en una concentracion de 400

UM en la mayoria de las lineas celulares utilizada (Soni et al.,2021).

Un punto importante para considerar es que la comparacion entre diversos estudios podria
presentar ciertas limitaciones, debido a las posibles diferencias entre las lineas celulares, métodos de
cultivo y la forma de determinar la efectividad de los tratamientos. No obstante, la efectividad del uso
de la temozolomida no se encuentra en discusion, ya que aun con la variaciéon en las dosis
quimioterapéuticas, la eficacia de este tipo de tratamiento quimioterapéutico no se ha visto limitada,
debido a que el aspecto experimental mas importante, es lograr determinar la dosis efectiva,

considerando todas las variables experimentales.

En los mecanismos de muerte celular observados en la Figura 5, se observa un mayor

incremento en el porcentaje de células apoptdticas desde concentraciones relativamente bajas. En el
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caso de la epirrubicina es evidente un aumento mas gradual en las células en fase de necrosis. Por su
parte la temozolomida desarrolla una cantidad muy constante de muerte apoptdtica sin importar la
concentracion a la cual fue expuesta la monocapa celular y un incremento muy marcado en la muerte

por necrosis al incrementar la dosis

En un estudio realizado en un modelo in vitro de glioblastoma, se observo que el dafio celular
producido por la quimioterapia en un rango de 10-100 uM fue mediado en mayor proporcion por el
mecanismo de muerte celular inducido por la apoptosis y de manera insignificante por la necrosis. Los
autores encontraron una alteracion en el estado redox con la generacion de ROS y con esto la reduccion
del glutation, las cuales son sefales para la activacion de la caspasa 3 que induce apoptosis (Khazaei
& Pazhouhi,2017). He & Kaina (2019) concuerdan con lo mencionado anteriormente, debido a que
establecen que la muerte celular estd direccionada de forma lineal con la concentraciéon de
quimioterapia utilizada y que el principal mecanismo de muerte celular es la apoptosis, debido a que
la metilacion producida por temozolomida sobre 06 -metilguanina es la mas toxica y la responsable
de la ruptura doble de la cadena de ADN que induce este proceso y no el de necrosis, la cual solo se

genera de forma marginal en ambos ensayos (He & Kaina,2019).

No obstante, el mecanismo de muerte celular inducido por la necrosis se puede llevar a cabo,
debido a la posible respuesta inmunogénica de las células tumorales, ya que la necrosis generada en
las células ocasiona que se generen alteraciones y ruptura en la membrana celular que libera una serie
de DAMPs. Estas sefiales activan la respuesta inmunitaria, con activacion de CPA que estimula toda

la cascada inmunitaria antitumoral (Riickert et al., 2021).

Varios de los estudios mencionados anteriormente no coinciden con lo presentado en la Figura
1, sin embargo, Knizhnik y colaboradores, establecen que la apoptosis inducida por la temozolomida
estd precedida por la autofagia, el cual es un mecanismo generado por las mismas células tumorales
para mantener la supervivencia e inhibir a la apoptosis durante las primeras 96 horas de aplicacion
(Knizhnik et al., 2013). Esto sugiere que este mecanismo de muerte celular se presenta de forma
proporcional hasta después de este periodo. Cabe recordar, que la medicion de la curva de letalidad se
realizd aproximadamente a las 72 horas de la aplicacion del tratamiento quimioterapéutico, lo cual
pudo haber limitado el porcentaje de la apoptosis en nuestros resultados. Las discrepancias entre
estudios evidencian la importancia de estudiar con mayor profundidad los mecanismos que inducen

estos tipos de muerte celular programada.
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Aun cuando se evidenci6 durante el experimento la disminucion de la viabilidad de las células
tumorales durante la exposicion a la epirubicina, estudios sefalan que su actividad antitumoral no es
tan efectiva durante su aplicacion como droga tUnica, sino que la misma necesita ser aplicada en
conjunto con otros agentes quimioterapéuticos debido a que su actividad es limitada (Cersosimo &
Hong,1987). Ademas, es importante recordar que la epirubicina fue utilizada como control positivo
por su fuerte asociacion con los mecanismos de muerte celular inmunogénica en los microambientes
tumorales. Esto debido a que los grupos quinolona de las antraciclinas logran producir la liberacion de
ROS que generan dafios en el ADN. Por otro lado, incrementan la actividad del glutation peroxidasa,

lo que genera atraccion de células inmunes (Guzman,2018).

Otro de los factores importantes, es la secrecion de citoquinas liberadas por las células
tumorales ante el contacto con quimioterapias, las cuales son una red de proteinas pequeiias inducidas
por factores de crecimiento, estimulos producidos por patégenos, por sefiales de dafio celular o por
otras citoquinas inflamatorias. Al ser liberadas, las citoquinas en general emiten una serie de sefiales
que activan a los receptores acoplados a proteinas G. La activacion de estos genera un aumento en la
migracion y el trafico de células inmunitarias y hematopoyéticas, ademas, del equilibrio en la
homeostasis de la respuesta inmune, con la adecuada estimulacion de respuestas inflamatorias tanto
para la devastacion como de defensa ante diversas situaciones fisiopatoldgicas (Hughes & Nibbs,2018;

Balkwill,2004).Estas funciones se muestran a continuacién en la figura 13:
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Figura 13. Conjunto de Funciones desarrolladas por las quimiocinas y sus receptores. Recuperada de

Hughes & Nibbs, 2018.

Las citoquinas en el microambiente tumoral estan expresadas en una variedad de células como
células tumorales, inmunes y del estroma. Las citoquinas secretadas por células inmunes generaran
una atraccion hacia el sitio tumoral de células inmunitarias que regularan las respuestas inmunes
tumorales. Por otro lado, las mismas pueden dirigirse directamente a las células tumorales y regular la
proliferacion, invasion, metdstasis y la angiogénesis de las células cancerosas en el microambiente

tumoral (Balkwill,2004 & Sciumé et al.,2010)

Existen diferentes tipos de citoquinas dependiendo de su actividad antitumoral o pro tumoral
de acuerdo con sus funciones para evadir o suprimir los mecanismos precursores de las células
tumorales o su forma de inhibir las respuestas inmunolédgicas para favorecer el crecimiento tumoral.
En nuestro estudio se observo la induccion significativa en la expresion de citoquinas (Figura 12), en
relacion con el tiempo, dependiendo de la citoquina observada. Por ejemplo, la IL-6, que se ve inducida

en nuestros resultados.

La IL-6 es una citoquina pro tumoral inflamatoria, caracterizada por contribuir con el
crecimiento tumoral y generar mal prondstico en el paciente (Kumari et al.,, 2016). Las fuentes
principales donde se genera una expresion aumentada de esta citoquina son las células tumorales y las
células estromales locales (macrofagos, fibroblastos y células supresoras derivadas de la linea

mieloide). Esto favorece la transformacion a células malignas por medio de la modulacion de
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actividades intrinsecas sobre células tumorales y extrinsecas por medio de la activacion de células
dentro del microambiente tumoral. Ambos procesos favorecen un entorno protumoral que produce un
aumento en la angiogénesis y evasion inmune (Fisher,2014). Su asociacidn con las neoplasias se basa
en que la misma se caracteriza por inhibir la apoptosis, generar la supervivencia y proliferacion de las
células malignas, contribuir en la angiogénesis, la invasion, la metastasis y el metabolismo de las
células cancerosas (Kumari, et al.,2016). A partir de varios analisis murinos se ha logrado demostrar
que los animales transgénicos que expresan deficiencia de la IL-6 dentro de un ambiente tumoral con
presencia del gen Src no pueden desarrollar células cancerosas precursoras de glioblastoma multiforme

(Weissenberger et al.,2004; Weissenberger, 1997).

Ademas, se ha visto que a partir de cambios epigenéticos a nivel de los microARNs Lin28 y
Let-7, se genera el estimulo necesario para que las propias células tumorales elaboren de forma
acelerada IL-6, ocasionando que la misma se logre producir a partir de vias autocrinas, sin necesidad

de ser secretadas por otras vias paracrinas (Iliopoulos et al.,2009).

Nuestros resultados mostraron diferencias significativas en la expresion de IL-6 entre el control
y todas las distintas condiciones experimentales, tanto a las 2 como a las 24 horas, con una mayor
expresion a las 24 horas experimentales y mantiene una expresion relativamente constante durante el
experimento. Esto es indicativo de que esta citoquina es inducida por parte de las células tumorales
mediante su interaccion con otras células tumorales, ya sean vivas o bajo los efectos de algun
tratamiento. A pesar de que la mayor parte de la evidencia cientifica apunta a que la IL-6 es una
citoquina protumoral, se ha visto en estudios recientes una relacion de esta citoquina con mecanismos
antitumorales ya que estimula la secrecion de CT hacia el microambiente tumoral donde se activan y

llevan a cabo funciones citotoxicas (Fisher et al.,2014).

La IP10 es una citoquina antitumoral caracterizada por la quimioatraccion de linfocitos T
activados y células asesinas naturales, ademas lleva a cabo funciones angioestaticas para la inhibicion
de la angiogénesis (Enderlin et al., 2009). Por otro lado, se ha visto que esta citoquina podria presentar
un efecto divergente en la respuesta inmunitaria dependiendo de la relacion de Cél Treg o de los
linfocitos CD4+ y CD8+ que expresen CXCR3. Segun el tipo de célula en la cual se exprese este
receptor en mayor cantidad, asi sera su inclinacion hacia la activacion o supresion del sistema inmune
(Lunardi et al., 2015). Por ejemplo, en un estudio murino de glioma, se observa el efecto antitumoral
de la IP10 en presencia de linfocitos T citotdxicos, los cuales actian de forma sinérgica en el
crecimiento del glioma, inhibiendo la proliferacion y angiogénesis de este, aumentando la

supervivencia de los ratones (Wang et al., 2014).
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Dufour en un estudio, logra demostrar, que la actividad antitumoral de esta citoquina es
directamente proporcional a la expresion de IP10 dentro del microambiente tumoral y el sitio
inflamatorio. En el momento que se suprime la expresion de esta interleucina en un modelo murino,
se logra evidenciar que se desarrolla una proliferacion deficiente de CT y de la secrecion de INF-y,

logrando observarse un predominio protumoral al disminuir la respuesta de IP10 (Dufour,2002).

No obstante, desde el punto de vista de muerte celular inmunogénica, esta quimiocina se
considera con importante actividad antitumoral y se ha establecido que su liberacién por parte de
células en proceso de muerte es un marcador importante de la induccion de este tipo de muerte. Un
hallazgo importante en nuestros resultados es que en células bystander se da una reduccion en su
liberacion al utilizar el medio condicionado de células estimuladas con el inductor de muerte celular

inmunogénica epirubicina, lo que podria afectar la induccion de este proceso en esta linea celular.

La IL-8 fue primeramente caracterizada por ser quimioatrayente de células como neutroéfilos,
los cuales se desgranulan y liberan mediadores inflamatorios tales como leucotrienos B4 y activadores
de plaquetas (Baggiolin et al., 1989). Actualmente se ha visto que la expresion de IL-8 se encuentra
asociada a tumores, la cual mantiene el control del infiltrado de leucocitos en el tejido y la modificacion
de la respuesta tumoral (supervivencia, crecimiento celular y la angiogénesis). Sin embargo, se ha
observado que su funcion varia en relacion con el tipo de neoplasia en la cual se encuentre expresada
(Yuan et al., 2005). Por ejemplo, Brat y colaboradores, mencionan la importante relacion que tiene la
quimiocina con su rol en la angiogénesis y la gliomagenesis en tumores solidos de glioblastoma

multiforme, por lo que destaca en su rol protumoral (Brat et al.,2005).

Esta citoquina se caracteriza por localizarse en mayor proporcion en células que se
encuentran en estado de hipoxia en zonas necréticas que rodean el tumor, lo que sugiere que la falta
de oxigeno es un factor importante en la produccion y secrecion de esta quimiocina. Esto fue reforzado,
en un estudio realizado por Bruyére y colaboradores, donde se determina que en modelos in vitro se
presenta una elevada expresion de ARNm para IL-8, no obstante, a nivel de sintesis de proteina la
misma se encuentra en concentraciones relativamente bajas (Bruyére et al.,2011). Tal evidencia,
sugiere que la carencia de oxigeno en el microambiente tumoral es un factor importante en la formacion
de la IL-8. De esta forma, esta citoquina esta relacionada a la induccion de la angiogénesis mediante
la via HIF-1a y la expresion del VEGF (Palacios & Silva,2020). Ademas, se ha demostrado que su
nivel de expresion presenta una relacion directamente proporcional con el grado de malignidad en los

tumores del glioma (Brat et al.,2005).
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Un estudio realizado para analizar el efecto de la temozolomida en la expresion de diversas
citoquinas demuestra que periodos cortos (5 dias) con esta quimioterapia induce una disminucion
abrupta de la IL-8, lo que podria estar relacionado con nuestros resultados donde se observa una alta
expresion de esta citoquina a las 2 horas del experimento seguida de una disminucién a las 24 horas.
Sin embargo, en otros estudios se ha visto que el tratamiento prolongado con este quimioterapéutico
genera un aumento en la expresion de la misma, debido a la posible resistencia generada por el tumor

cerebral y la disminucion a la citotoxicidad inducida por este tratamiento (Bruyére et al.,2011).

Por su parte, la MCP-1 es una citoquina importante en la inflamacion debido a su funcion
de lograr la atraccién y modulacion de células inmunes tales como monocitos y basofilos, algo similar
a lo que ocurre con los neutréfilos y la IL-8. En el caso de los basoéfilos, la funcion principal que logran
llevar a cabo posterior a la atraccion es la liberacion moderada de sustancias como histamina y péptido
leucotrieno, que son moléculas involucradas en respuestas locales (Baggiolini & Dahinden,1994;

Deshmane et al.,2009).

El nivel de expresion de esta quimiocina presenta una gran heterogeneidad intratumoral,
debido a que se encuentra fuertemente relacionada a la presencia de ciertos receptores en el
microambiente tumoral. En los tltimos afios, se ha logrado determinar por medio de modelos de glioma
humano, que la presencia dentro de las células cancerosas del factor de transcripcion NF-kB activo,
logra aumentar el nivel de expresion de esta quimiocina y su efecto quimio atrayente
(Yoshimura,2018). Adicionalmente, estudios realizados en modelos de glioma humano, determinaron
que la expresion de otras citoquinas inflamatorias como IL-6, TNF-a, IL-18 y IFN-y logra aumentar
la expresion de MCP-1 (Zhu et al.,1994). La presencia de MCP-1 en los tumores ha sido fuertemente
asociada con su actividad antitumoral, sin embargo, existen evidencias, que enlazan a los macrofagos
atraidos por esta citoquina con actividad pro tumoral. Esta actividad ha sido asociada con la
polarizacion inducida de macrofagos asociados a tumores, los cuales promueven la invasion,
metastasis, angiogénesis y la inhibicion de la infiltracion de células inmunitarias (Wang et al.,2022;

Lewis & Pollard,2006).

En un estudio realizado mediante un modelo celular de glioblastoma se logré determinar que
los macrofagos asociados a tumores (TAM) se activan y logran infiltrar el tumor debido a la secrecion
de oncometabolitos, los cuales determinan el fenotipo y la funcidn de estas células en el microambiente
tumoral. Ademas, se ha demostrado que este proceso es dependiente de una alta expresion de MCP-1

que atrae a macrofagos que expresan el receptor CCR2 (Takenaka et al.,2019).

46



Tanto para MCP-1 como IL-8, consideradas quimiocinas protumorales, se observd en
nuestros resultados un aumento en su liberacion a las 2 horas del estimulo con los respectivos medios
condicionados, seguido de una disminucién importante de sus niveles a las 24 horas. Esto puede
deberse a que el medio condicionado se aplica solamente por dos horas y posteriormente es removido
de las células. Es posible que, en presencia continua de los estimulos liberados sobre las células

espectadoras, el aumento de la liberacion de estas quimiocinas se dé de manera constante.

El G-CSF es caracterizado por ser inicialmente un inductor de granulocitos, el cual se
encarga de regular la produccion y maduracion de granulocitos, macrofagos y células hematopoyéticas
(Solaroglu et al.,2006). En segundo aspecto, se ha visto que el mismo se encuentra expresado en mayor
proporcion en tumores, ocasionando que se aumente el crecimiento tumoral y la invasion (Baba et
al.,1995). No obstante, existen estudios donde se establece que las células tumorales de glioblastoma
solo logran producir el G-CSF in vitro, debido a que in vivo no se encuentra expresado el receptor de
G-CSF y con esto no logra ejercer ninguna funcion en el microambiente tumoral (Murata et al,.1993).
No obstante, estudios recientes en tejidos in vivo de tumores de glioblastoma han logrado demostrar la
expresion de G-CSF, tanto a nivel de ARN como de proteina, ademas determinan que con el progreso
tumoral las células tumorales dejan de depender de la produccion de factores por mecanismos de

crecimiento del tejido y llevan a cabo la produccion de sus propios factores (Mueller et al.,1999).

Wang y colaboradores, establecen a partir de andlisis in vitro, que G-CSF se encuentra
expresada en altas cantidades en muestras de lineas celulares de glioma humano, contrario a las

muestras de pacientes sanos, donde el nivel de G-CSF es practicamente nulo (Wang et al.,2012).

Las células mieloides tales como granulocitos y macroéfagos son parte de las poblaciones celulares
asociadas a un mal pronoéstico en distintos tipos de tumores. Esto se debe a que inducen mecanismos
inmunosupresores, metastasicos y proangiogénicos. El efecto que genera la liberacion de G-CSF sobre
estas células promueve su actividad en favor del crecimiento tumoral. En nuestros resultados,
observamos un aumento de esta citoquina a las 24 horas por parte de las células bystander, excepto de
aquellas que recibieron medio condicionado de células tratadas con epirubcina, que como se menciond
anteriormente es capaz de inducir una muerte celular inmunogénica, sugiriendo que la liberacion de
esta citoquina por parte de las células bystander puede afectar la generacion de una respuesta inmune

anti-tumoral.

La IL-38 es una citoquina antiinflamatoria miembro de la familia de la IL-1, caracterizada por

cumplir un rol antiinflamatorio en el microambiente tumoral, debido a su semejanza estructural con el
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antagonista del receptor de la IL-1(IL-1RN) y la IL-36 (IL-36RN) (Van de Veerdonk et al.,2012), los
cuales se encuentran expresados en diferentes zonas como placenta, corazon y cerebro (Van de
Veerdonk et al.,2018; Huang et al.,2018). La IL-36 se encuentra en mayor proporcion en linfocitos
CD4+ virgenes y macrofagos, generando que al ser bloqueado el receptor por parte de la IL-38 se
reduzca la liberacion de citoquinas proinflamatorias, entre ellas la IL-17 y con esto se genere la
disminucién de la respuesta TH17 (Van de Veerdonk et al.,2012; Kinoshita et al.,2021). Uno de los
sitios donde se expresa su receptor principal el ILIRAPLI1 es el cerebro, lugar donde se encuentra
localizado el glioblastoma multiforme, lo que sugiere su fuerte asociacion con el efecto protumoral

que se podria generar al inducir su expresion (Born et al.,2000).

Estudios recientes relacionan el efecto de la IL-38 en pacientes con céncer colorrectal, donde se
menciona que la disminucion significativa de la interleucina en relacion a los pacientes sanos genera
un alza en la respuesta proinflamatoria que activa la respuesta inmune y el control tumoral (Huang et
al.,2021). Similar a lo que sucede en pacientes con adenocarcinomas de pulmén, donde se establece

que el aumento de la IL-38 favorece el progreso tumoral a grados superiores (Takada et al.,2017).

La medicion de una citoquina antiinflamatoria ayuda a lograr entender la dindmica de la misma
dentro del microambiente tumoral y su posible respuesta protumoral. sin embargo la discrepancia
dentro de la expresion de la citoquina a las 2 y 24 horas del estudio como se observa en la Figura 11,
pudo haber sido influenciada por el tiempo de estimulo de la monocapa con los medios condicionados,
como lo explicado para MCP-1 y IL-8, ya que el mismo fue afiadido durante las primeras 2 horas
aproximadamente y posteriormente fue retirado de la monocapa celular. Sin embargo, este aumento
de IL-38 se da principalmente y en mayor medida en respuesta al medio condicionado de células

necroticas, sugiriendo que DAMPs especificos son requeridos para su liberacion.

Los diferentes mecanismos de muerte celular inducen sefiales que generan o no un ambiente
inflamatorio. La apoptosis es un mecanismo de muerte celular que se encarga de generar la homeostasis
del sistema, eliminando lo no propio sin desencadenar un cuadro inflamatorio. Un hecho contrario
sucede en la necrosis, debido a que la destruccion de la membrana celular libera una serie de DAMPs
que generan una exacerbacion del sistema inmune y su cuadro inflamatorio asociado (Gregory &
Libra,2011). De esta manera, la expresion de la IL-38 se observaria en ambientes apoptdticos donde
no existe un ambiente inflamatorio asociado. En este contexto, Mora y colaboradores, establecen que
las células apoptoticas son las encargadas de liberar la IL-38 con el fin de lograr inhibir la respuesta

inflamatoria ocasionada por los macrdofagos en el tejido tumoral (Mora et al.,2016).
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De manera experimental en el estudio realizado por Mora y colaboradores, se logrd establecer
el efecto del sobrenadante de células apoptoticas, necroticas y vivas, donde se determind un
predominio de la expresion de forma significativa de esta citoquina en las células apoptodticas en
relacion con las otras condiciones. Los autores sugieren que la célula apoptdtica regula la liberacion
de citoquinas proinflamatorias al aumentar la expresion y produccion de la IL-38 (Mora et al.,2016).
Sin embargo, en nuestros resultados (Figura 11) las células necréticas inducen una mayor cantidad de
expresion de esta citoquina en relacion con las otras condiciones, no coincidiendo con lo observado en
Mora et al.,2016. Hay que tomar en cuenta que un estudio se realizo en una linea celular de cancer de
pulmén y mama, mientras que nuestros resultados se refieren a una linea de GMF. Ademas, la IL-38
cuantificada por Mora y colaboradores se trataba de la citoquina liberada directamente por las células
en proceso de muerte (Mora et al.,2016), en nuestro caso se trata de la liberacion por parte de células
viables estimuladas con el medio condicionado de células necrdticas. Tomando lo anterior en
consideracion, esto sugiere que la IL-38 puede ser liberada directamente en algunos casos por células
apoptoticas, y en otros por células viables al entrar en contacto con DAMPs especificos liberados por

parte de células necrdticas.

Las células cancerosas expresan en su superficie una serie de antigenos que son reconocidos
por las células presentadoras de antigenos, las cuales se encargan de estimular y presentar a las CT con
el fin de generar una activacion del sistema inmune. Esta activacion es truncada cuando hay sefiales
co-inhibitorias mediadas por los puntos de control inmunitario. Muchas de las nuevas modalidades
terapéuticas van dirigidas a inhibir las sefiales co-inhibitorias recibidas por los puntos de control
inmunologico para aumentar la eficacia de los tratamientos quimioterapéuticos. Por esta razon, es

importante entender la dinamica de expresion de estas moléculas.

Como se observa en la Figura 10, la expresion de los ligandos liberados por las células
tumorales al ser inducidas o estimuladas con los diferentes medios condicionados descritos en la
metodologia, se observa un aumento de la expresion de ICOS-L y PD-L1 a las 2 horas, las cuales
disminuyen significativamente a las 24. Este cambio en la expresion con relacion al tiempo pudo
deberse a una variable no contemplada durante el estudio, debido a que el medio condicionado fue
afiadido durante dos horas y posteriormente fue removido, ocasionando que el estimulo se viera

interrumpido y no fuera de forma persistente hasta la medicion de 24 horas.

Existen ligandos coestimuladores e inhibidores de CT y dependiendo del estimulo liberado asi
sera la respuesta del sistema inmune. En el caso de PD-L1, este se encuentra ligado a producir una

sefial inhibitoria por parte de las células tumorales para estimular la apoptosis en CT. En la Figura 3
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se observa que este ligando se encuentra aumentado de forma significativa en las células estimuladas
con medio condicionado de células necroticas, sugiriendo que la muerte celular necrotica en GMF
podria indirectamente promover la inmunosupresion observada en este tipo de tumores al inducir la

expresion PD-L1 en células bystander.

Otro de los ligandos estudiados en este experimento fue HVEM, el cual es conocido como
“interruptor molecular”, ya que su respuesta varia dependiendo del ligando o receptor al cual se une
(Han et al., 2019). Como se observa en la Figura 10, no se observo diferencias significativas entre las
distintas condiciones, ni en el periodo de 2 ni en el de 24 horas. Esto puede estar relacionado con que
el glioblastoma es un tumor cerebral que desarrolla necrosis en el tejido cerebral de forma extensa en
todo su espesor (Castaiieda et al., 2015) y como se observa en el estudio de Han et al.,2019 la expresion
de HVEM es mayor en zonas perinecréticas (Han et al.,2019). Por esta razon, no existe discrepancia
significativa entre los medios utilizados ya que la necrosis producida por las células se genera de forma

relevante en toda la linea celular.

La estimulacion de los puntos de control inmune, como se mencioné anteriormente, es una
forma de regular y mantener la homeostasis de la respuesta inmune, por esta razon ademas de medir
la respuesta de los inhibidores, también se buscé determinar la funcionalidad de un coestimulador muy
importante, ICOSL. El mismo, es el encargado de regular la respuesta por parte de células efectoras
CD4+ con el fin de producir un aumento de las células CD8+ (Terabe & Gilbert,2020). No obstante,
no es la tnica de sus funciones, debido a que también se ha mostrado un efecto sobre las Cel Treg,

generando cierta respuesta inmunosupresora (Wang et al., 2022).

Schreiner y colaboradores realizaron un analisis en diferentes lineas celulares de glioma,
determinando que existe una gran probabilidad de su presencia en diversas células tumorales y su
importante estimulo hacia una respuesta TH1 y TH2 (Schreiner et al.,2003). Por otro lado, se ha visto
que la actividad de ICOS mantiene una predisposicion positiva y su expresion varia en relacion con
diferentes caracteristicas propias de cada paciente. Dentro de estas destacan las patoldgicas, clinicas y
su grado de malignidad, y proponen una relacion directa con su porcentaje de expresion en linfocitos
T reguladores (Wang et al., 2022). Ademas, se ha determinado que en los gliomas la expresion de
ICOS-ICOSL genera una actividad prooncogénica aumentada e inmunosupresion que ocasiona una
elevada ayuda en el desarrollo tumoral (Wang et al., 2022). A pesar de que ICOSL es un ligando
activador, promueve la activacion principalmente de Cel Treg para que estas puedan ejercer su efecto

inmunoregulador.

50



Por medio de anélisis proteémicos se ha logrado determinar el papel inmunosupresor de I[COS
en el microambiente tumoral, debido a que el mismo favorece la amplificacion de multiples promotores
oncogénicos como GFR, CDK4 y MDM4 y en la inhibicion de genes supresores tumorales por medio
de la delecion de PTEN y CDKN2A (Chen et al., 2021). Ademas, se ha visto que existe un porcentaje
de Cel. Treg positivas para ICOS, las cuales al estimularse generan una tolerancia inmunolodgica y con
esto la inmunosupresion respectiva. Wang et al., 2022 logré demostrar que la expresion de ICOS
genera un aumento significativo de Cel. Treg en vez de CD4+ y CD8+. Su fuerte asociacion con otros
puntos de control inmunoldgico como PD-L1 favorece su expresion e interaccion, con lo que se
potencia su efecto y ocasionan una mayor respuesta protumoral Asi mismo, se ha visto que las Cel.
Treg que se encuentran en el microambiente tumoral logran co-expresar en mayor proporcion ambos

receptores en conjunto (Wang et al.,2022).

La relacion sinérgica entre estos 2 puntos de control inmunoldgico se confirma en un estudio
realizado con anticuerpos monoclonales contra PD-L1 e ICOS, donde al potenciar el efecto inhibitorio
de estas dos moléculas se genera una alteracion en su impacto inmunosupresor de la respuesta inmune

(Beyrend et al., 2019).

Algo importante de resaltar en los resultados obtenidos y que se observa en la Figura 7, es el
poco impacto generado por la temozolomida en el estimulo de la expresion de los puntos de control
inmune, tanto en los estimuladores de las CT como en sus inhibidores. Esto coincide con lo reportado
en Schatz y colaboradores, donde se observa que la temozolomida no genera ningun impacto
significativo sobre los puntos de control inmunolédgicos de PD-L1 ni HVEM, produciendo un impacto
positivo, ya que al no darse el aumento de expresion, los mismos no contribuirian con la

inmunosupresion del microambiente tumoral (Schatz et al., 2022).

La expresion de los puntos de control inmune y las citoquinas liberadas por las células
tumorales puede ser generada por el efecto bystander inducido por la quimioterapia en el
microambiente tumoral. El efecto de cercania ocasiona un dafio de forma indirecta en las células que
se encuentran proxima a las que fueron atacadas por la quimioterapia. Este evento origina el estimulo
de linfocitos y macrofagos que liberan tanto IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a y TGF-B (Shao et al.,2003;
Kroncke et al.,2004).

En nuestros resultados se observa que al afadir el medio condicionado (quimioterapia y células
necroticas) sobre la monocapa celular, se produce un estimulo que induce un aumento en la expresion

de citoquinas y puntos de control inmune con respecto al control. De esto se puede deducir que las
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células afectadas por la quimioterapia o las células necréticas estimulan la produccion de citoquinas,
quimiocinas, y la expresion de puntos de control inmune por parte de las células vecinas. En el presente
trabajo se puede integrar como los diferentes medios condicionados inducen la produccion y/o
expresion de citoquinas o puntos de control inmune que pueden promover el contexto antiinflamatorio
del microambiente tumoral, impidiendo el establecimiento de una respuesta inmune efectiva. La
identificacion de las vias de evasion inmune que presentan los distintos tipos de tumores es esencial
para el desarrollo de nuevos blancos o estrategias terapéuticas. La importancia de los factores liberados
por células en proceso de muerte sobre las células tumorales vecinas no habia sido considerada como
un evento importante a nivel del escape inmunologico por los tumores, por lo que es de suma
importancia este tipo de trabajos para caracterizar los mecanismos y los factores involucrados en estos

Procesos.
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Capitulo V. Conclusiones

Considerando los resultados obtenidos en el presente proyecto, se puede concluir que el
tratamiento con temozolomida induce un efecto citotoxico sobre la linea celular SF-295 de
glioblastoma multiforme, de manera dosis dependiente, requiriendo sin embargo dosis altas para

reducir al menos un 50% de la viabilidad celular.

Con respecto al perfil inmunolégico generado por las células bystander, en respuesta a la
estimulacion con los factores liberados por células en proceso de muerte se puede concluir que
posterior a la muerte celular necrética, asi como la inducida por temozolomida las células bystander
liberan principalmente una alta cantidad de citoquinas protumorales tales como IL-6, IL-8, G-CSF,

MCP-1 e IL-38 lo que podria contribuir al crecimiento, metastasis y angiogénesis tumoral.

Se logrdé determinar que gran cantidad de las citoquinas estudiadas a fondo en esta
investigacion, no tienen una funcion clara establecida en modelos de glioblastoma, sin embargo, se ha
visto que, dependiendo de las condiciones, el contexto y el microambiente tumoral, pueden contribuir

de forma anti o pro tumoral, con un predominio de respuestas que favorezcan al tumor.

Ademas, se puede concluir que posterior a la muerte celular necrética, la cual se presenta en
gran magnitud en glioblastoma multiforme, se induce un aumento en la expresion de los puntos de
control inmune PD-L.1 e ICOSL en las células vecinas de manera temprana, lo que podria favorecer el

proceso inmunoregulador que se presenta en este tipo de cancer.

Las investigaciones in vitro de lineas celulares de glioblastoma ain se encuentran muy
desactualizadas, por esta razén, se debe seguir en busqueda de nuevas rutas de investigacion que
ayuden a esclarecer los verdaderos mecanismos protumorales desarrollados por estas lineas celulares
y tener establecidas las bases fundamentales de este tipo de fendmenos para trasladar estos hallazgos

a modelos de mayor complejidad bioldgica.
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