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1. ABREVIATURAS

AIC 5-aminoimidazol-4-carboxamida

ANOVA Analisis de varianza
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CD4 Cumulo de diferenciacion 4
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DLE Extracto dializable de Leucocitos (dialyzable leukocyte extract)
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PTEN Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
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2. RESUMEN

El Factor de Transferencia (FT) es un medicamento de origen biolégico que
esta indicado para diferentes padecimientos, entre los que se incluyen algunas
neoplasias como cancer de pulmoén, cancer de estomago, melanoma y cancer de
mama, entre otros. En el presente estudio se evalué el efecto de este
medicamento en el desarrollo de glioblastoma multiforme, el cual es el tumor

cerebral mas agresivo.

Para estudiar el efecto del FT sobre la viabilidad celular en un modelo in
vitro, se utilizé la linea celular U87 derivada de un glioblastoma humano. Para este
fin se utilizd el método de biorreduccion de una sal de tetrazolio (MTS) después
del tratamiento con FT en el que se probaron diferentes concentraciones (1, 10,
100 pg/mL, 1, 10, 100 ng/mL y 1 ug/mL). Adicionalmente se realizé un modelo in
vivo, el cual consistio en implantar en la corteza motora de la rata, células U87 que
contienen el transgen de la proteina verde fluorescente (GFP). Estos animales
fueron tratados con FT, 10 dias en un periodo de 23 dias por via oral, para
posteriormente disecar sus cerebros, realizar cortes histoloégicos y mediante
inmunofluorescencia se detectaron a la GFP y al marcador de proliferacion Ki-67

en los cortes generados.

En este trabajo, se observé un marcado aumento en la viabilidad celular a
las 96 horas de incubacion con todas las concentraciones del FT utilizadas. En el
modelo in vivo, no se observo un efecto del FT sobre la distancia de migracién de

las células U87-GFP, pero si un aumento significativo en el tamarfio del tumor.




3. INTRODUCCION

Los astrocitomas son neoplasias que se pueden originar a partir de un tipo
de células gliales llamadas astrocitos, progenitores gliales o células troncales
cancerosas (Chesler, 2012). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los ha
clasificado de acuerdo a sus caracteristicas histopatolégicas en: astrocitoma
pilocitico (grado 1), astrocitoma difuso (grado IlI), astrocitoma anaplasico (grado III)
y glioblastoma multiforme (grado 1V) (Louis et al., 2007). Los astrocitomas de
grados Il y IV son los mas frecuentes y de mayor malignidad en la poblacién
mundial. ElI pronéstico depende de multiples factores como son el grado de
malignidad, la localizacion, el tamano y el tiempo de evolucion, sin embargo,
presentan una baja tasa de recuperacion, por lo que el tiempo de sobrevida en
general es muy corto. Se ha reportado entre 24 a 36 meses para grado lll y de 9 a
15 meses para astrocitomas grado IV (Ray, 2010). Los tratamientos como la
neurocirugia y la radioterapia no dan resultado en una alta proporcién de
pacientes e incluso la quimioterapia es poco exitosa logrando solamente un
modesto aumento de la sobrevivencia (Osoba, 2000). Las terapias hasta ahora
utilizadas para tratar a los astrocitomas resultan invasivas y poco efectivas, por lo
que el uso de nuevas estrategias para disminuir el desarrollo de estos tumores

resulta de alta relevancia para mejorar la sobrevida de los pacientes.

A pesar de su ubicacién dentro del Sistema Nervioso Central (SNC), los
tumores cerebrales pudieran ser efectivamente tratados mediante la activacion del
sistema inmune (Ray, 2010). El FT es un extracto dializable de leucocitos (DLE) el
cual estimula la respuesta inmunoldgica de personas con padecimientos causados
por desajustes del sistema inmunitario y esta indicado para tratar enfermedades
alérgicas, autoinmunes, infecciosas e inmunodeficientes y como apoyo al
tratamiento de cancer de mama, cancer de rindbn y melanoma, por mencionar
algunos (Medina-Rivero, 2014). El efecto del FT sobre el desarrollo de
glioblastomas ha sido poco estudiado. Existe un solo trabajo en el que se evalué el
efecto de DLEs porcinos en ratas con glioma C6, en el cual se observé una
reduccion en el tamafio del tumor, aumento el numero de células CD2*, CD4",

CD8" y NK y un aumento el porcentaje de células tumorales apoptéticas. Es por lo




anterior que en este trabajo se decidié evaluar el efecto de FT en la linea celular
U87 derivada de un glioblastoma humano, tanto en un modelo in vitro como in

Vivo.

4. ANTECEDENTES

4.1 Tumores primarios del sistema nervioso central

Los tumores cerebrales primarios son una de las enfermedades mas
devastadoras que enfrenta la medicina moderna. Ellos representan el 85% de los
tumores del sistema nervioso central y son clasificados de acuerdo a sus
caracteristicas histopatoldgicas. El otro 15% lo constituyen tumores de la médula
espinal, con una distribucidon histolégica diferente (Gonzalez et al., 2007). La
incidencia de tumores cerebrales primarios malignos es de aproximadamente 3.7
por cada 100,000 hombres y 2.6 por cada 100,000 mujeres. La tasa parece ser
mas alta en paises mas desarrollados (5.8 por cada 100,000 hombres y 4.1 por
cada 100,000 mujeres) que en paises menos desarrollados (3.0 por cada 100,000
hombres y 2.1 por cada 100,000 mujeres) (Bondy, 2008). La frecuencia de
aparicion de tumores cerebrales es mayor en hombres, a excepcion del

meningioma, el cual es mas frecuente en mujeres (Gonzalez et al., 2007).

4.1.1 Astrocitomas

Los tumores que surgen a partir del neuroepitelio abarcan un subgrupo de
neoplasias referidas colectivamente como "gliomas". Los gliomas representan
aproximadamente el 70% de los tumores cerebrales primarios (Ohgaki, 2005). De
este grupo, los de mayor frecuencia en la practica clinica son astrocitomas,
oligodendrogliomas, y ependimomas. Los astrocitomas se subdividen a su vez por
un sistema de clasificacién de cuatro niveles, elaborado por la OMS, que se basa
en sus caracteristicas histopatologicas, siendo el grado | el de menor malignidad y

el grado IV el mas agresivo y maligno (Louis et al., 2007).




4.1.1.1 Astrocitoma pilocitico (Grado I)

Estos tumores se caracterizan por ser tumores bien delimitados, de aspecto
soélido, crecimiento lento, que se presentan tipicamente en nifios y adultos jévenes.
Se localiza alrededor del tercer y cuarto ventriculos, en el nervio O&ptico,
hipotalamo, talamo, cerebelo y tallo cerebral (Packer, 2016 y Greenberg, 1999).
Histopatologicamente se caracteriza por baja o moderada celularidad vy
arquitectura bifasica, constituido por areas compactas con células tumorales
bipolares y areas microciticas con células tumorales multipolares. Una
caracteristica importante para el diagndstico, aunque no unica para estos tumores,
es la presencia de fibras de Rosenthal y cuerpos granulares eosinoéfilos (Tonn,
2010). La terapia de primera eleccion es la cirugia, la cual puede ser curativa si se
consigue la reseccion completa del tumor. La radioterapia adyuvante después de
la cirugia puede ser necesaria en pacientes con mas edad, disecciones
incompletas o con otros factores de riesgo. Cuando se logra disecar
completamente el tumor, el prondstico del paciente mejora favorablemente con

una sobrevida mayor a 20 afios en mas del 85% de los casos (Tihan, 2010).

4.1.1.2 Astrocitoma difuso (Grado Il)

Son tumores de crecimiento lento, bien diferenciados, estos logran
evolucionar a tumores de mayor malignidad. Generalmente afecta a adultos
jévenes con un pico de incidencia entre los 30 y 40 afios. Histolégicamente esta
compuesto por astrocitos fibrilares bien diferenciados, baja o moderada celularidad
y crecimiento infiltrativo dentro del parénquima cerebral adyacente. Se localizan
con mayor frecuencia en los hemisferios cerebrales, pero también pueden
desarrollarse en el tallo cerebral y médula 6sea. Son capaces de infiltrar
estructuras contralaterales via el cuerpo calloso (Tonn, 2010), debido a esta
caracteristica la reseccion del tumor es mas complicada. Dependiendo del
paciente, el tratamiento de eleccidn es la reseccion quirdrgica seguida de
quimioterapia y/o radioterapia (Arko et al., 2010). En general, la media de

sobrevida de los pacientes es de 5 afios (Louis et al., 2007).
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4.1.1.3 Astrocitoma anaplasico (Grado lll)

Se localizan preferentemente en los hemisferios cerebrales y usualmente
afectan a adultos entre 45 y 69 afos de edad. Pueden desarrollar de novo o de un
astrocitoma difuso (grado Il) preexistente. Tienden a evolucionar a glioblastoma
con una media de vida de dos afos. Se caracteriza histolégicamente por atipia
nuclear, hipercelularidad, prominente actividad mitética y lesiones difusamente
infiltrantes. Se presenta en pacientes mas jovenes que el glioblastoma y tiene
mejor pronéstico (Tonn, 2010 y Vecht, 2007). El tratamiento estandar incluye la
maxima remocion posible del tumor sin causar deficiencias neurolégicas,
radioterapia y/o quimioterapia (Buckner et al., 2007). La media de sobrevida es de
2 a 3 afios y generalmente esta determinado por el tiempo requerido para la

progresion a un tumor de grado IV (Arco et al., 2010).

4.1.1.4 Glioblastoma multiforme (Grado V)

Los glioblastomas surgen mas frecuentemente en la materia subcortical en
los hemisferios cerebrales. Los sitios mas frecuentemente afectados son los
I6bulos temporal (31%), parietal (24%), frontal (23%) y occipital (16%). La
infiltracion del tumor se extiende frecuentemente dentro de la corteza adyacente y
mediante el cuerpo calloso al hemisferio contralateral (Louis et al., 2007). En
niRos se encuentran particularmente localizados en el tallo cerebral y su incidencia

suele ser poco frecuente (Tonn, 2010).

En adultos es el tumor cerebral mas frecuente y la neoplasia mas maligna
con predominante diferenciacion astrocitica; las caracteristicas histopatologicas
incluyen atipia nuclear, pleomorfismo celular, actividad mitética, trombosis
vascular, proliferacion y necrosis. Se manifiestan rapidamente de novo, sin
lesiones precursoras aparentes (glioblastoma primario). El glioblastoma
secundario puede desarrollar a partir de un astrocitoma difuso o de un
astrocitoma anaplasico. Debido a naturaleza infiltrante, los glioblastomas no
pueden ser completamente disecados. La sobrevida de los pacientes es

generalmente menor a un ano (Louis et al., 2007).
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El glioblastoma es el tumor primario mas frecuente, comprende
aproximadamente el 12% de los tumores intracraneales y aproximadamente 60-
75% de los tumores astrociticos (Lantos et al., 2002). La edad pico en la que se

presentan los glioblastomas es de 45-70 anos (Louis et al, 2007).

4.1.1.4.1 Alteraciones moleculares de los glioblastomas

Existen una suma de alteraciones genéticas y aberraciones cromosomicas
que son las responsables de la iniciacion y progresidon de los gliomas, explicando
asi la heterogeneidad genética que exhiben. Por ejemplo, se aprecian mutaciones
en genes implicados en la regulacion celular [receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN)], en la
desregulacion del metabolismo energético [produccién de nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (NADPH) mediante la isocitrato deshidrogenasa (IDH1)], en el
ciclo celular [retinoblastoma (RB1)], apoptosis [proteina supresora de tumores 53
(TP53)], regulacion de la metilacion [O6-metilguanina- DNA metiltransferasa
(MGMT)], crecimiento, division celular y angiogénesis [factor de crecimiento
derivado de plaqueta (PDGF)], por mencionar algunos. También se observa
pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 10q, el cual se asocia con una
sobrevida corta. El estado de metilacién alta del promotor de la enzima MGMT se
asocia con un pronostico favorable en los pacientes que reciben quimioterapia con
temozolomida (TMZ) y radioterapia (Melo, 2014 y Tonn, 2010).

4.3 Tratamiento para glioblastoma
4.3.1 Tratamiento Clasico

4.3.1.1 Cirugia

La cirugia es el tratamiento inicial para los gliomas e incluye biopsia de
tejido para el diagndstico y la reseccion subtotal o macroscopica. Los beneficios
de la reseccion quirurgica incluyen la disminucion de la carga tumoral, efecto de
masa Yy la necesidad de esteroides. Ademas, se puede proporcionar un

diagnostico de tejido mas preciso que la biopsia y puede mejorar los déficits
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neuroldgicos. Desafortunadamente, debido a su naturaleza difusa infiltrante, la
reseccion completa de los gliomas no es posible. Algunos informes han reportado
un aumento en la supervivencia libre de progresidén asociado a una reseccion total,
sin embargo, debido a que estos estudios se basaron en una poblacién pequena,

ninguna recomendacion definitiva podria hacerse (Lacroix et al., 2001).

4.3.1.2 Radiacion

La radioterapia es un tratamiento eficaz que proporciona un beneficio de
aumento en la supervivencia en pacientes con gliomas y se administra
generalmente hasta una dosis total de 59,4 a 60 Gy durante un periodo de 6-7
semanas. Histéricamente, la radioterapia se ha demostrado que mejora la
supervivencia en pacientes con gliomas. Ademas, los pacientes con glioblastoma
multiforme que recibieron dosis de radioterapia y quimioterapia con TMZ han
mostrado una mejora en la sobrevivencia, mayor que cuando se dio radioterapia

sin adyuvante (Stupp et al. 2002).

4.3.1.3 Quimioterapia

El tratamiento de los gliomas depende de su tamanio, localizacion, alcance
de reseccidon y grado histologico. Los agentes mas comunmente utilizados para
tratar tumores cerebrales antes del desarrollo de la temozolomida fueron las
nitrosoureas tal como la lomustina (CCNU) y carmustina (BCNU) que ejercen
citotoxicidad a través de la alquilacion del DNA, entrecruzamiento del DNA y
carboximetilacion. Ambos agentes tienen efectos secundarios gastrointestinales
significativos, principalmente nduseas y vomitos. Estos farmacos estan asociados
con significante mielosupresion. Compuestos derivados de platino tales como
carboplatino y cisplatino ejercen sus efectos mediante la platinacion y la creacién
de aductos de DNA, mientras la talidomida ha sido empleada por sus efectos anti-
angiogeénicos. Irinotecan y etopodsido impiden la reparacion del DNA: irinotecan
inhibe a la topoisomerasa 1, y etopdsido tiene actividad sobre la topoisomerasa 2.
La procarbazina y el profarmaco TMZ son agentes alquilantes que causan
metilacion en el DNA (Ray, 2010).

13



4.3.2 Tratamiento actual

El tratamiento estandar actual para tratar glioblastomas incluye la reseccion
quirurgica seguida de radioterapia con tratamiento adyuvante con TMZ (Johnson,
2012 y Weller, 2014). Este tratamiento agresivo confiere un tiempo de
supervivencia media de 14.6 meses en comparacion con 12.2 meses para los

pacientes que reciben radioterapia sola (Stupp et al., 2005).

4.3.2.1 Temozolomida (TMZ)

La TMZ es una imidazoterazina derivada del agente alquilante dacarbazina,
actia como un profarmaco y sufre conversion quimica en pH fisiolégico. Se
absorbe intacto rapidamente, pero a continuacién, se somete a descomposicion
espontanea para formar monometil triazeno 5-(3-metiltriazen-1-il) imidazol-4-
carboxamida (MTIC). EI MTIC reacciona adicionalmente con agua para liberar 5-
aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) y el cation metildiazonio altamente reactivo
(Figura 1). La especie activa del catién metildiazonio metila preferentemente al
DNA en las posiciones N de la guanina, N° de la adenina y O° de la guanina. El
mecanismo anterior tiene como resultado la interferencia de la replicacion del DNA
(Zhang, 2012).

La TMZ atraviesa la barrera hematoencefalica y biodisponibilidad céfalo-
raquidea es de aproximadamente de 40% de la plasmatica. Ademas, tiene el perfil
de toxicidad hematoldgica mas favorable. La fatiga, nauseas y vomitos también
son vistos con frecuencia, pero son mas leves. La TMZ en el tratamiento
adyuvante se administra por via oral a 150-200 mg/m?/dia durante 5 dias cada 28
dias (Ray, 2010).

Aunque TMZ prolonga la sobrevida de los pacientes con glioblastoma
multiforme, la recurrencia es inevitable debido al crecimiento infiltrante y la

resistencia inherente al estrés genotdxico.
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Figura 1. Mecanismo de acciéon de TMZ. A. Estructura y la activacién del
profarmaco TMZ implica la formacién de un catién metildiazonio inestable que
actua como agente alquilante. B. El metabolito activo (MTIC) penetra la barrera
hematoencefalica y provoca la metilacion de algunas bases del DNA. Ademas, en
el proceso oxidativo que conduce a la activacion del farmaco pueden formarse
otros radicales libres capaces de provocar degradacion del DNA e incluso roturas
cromosomicas, lo cual puede llevar a la célula a apoptosis. AIC: 5-aminoimidazol-
4-carboxamida; [CH;N,"]: cation metildiazonio; H*: ion hidrégeno; MTIC:
monometil triazeno 5-(3-metiltriazen-1-il) imidazol-4-carboxamida; N,: Nitrégeno
molecular; Nu: centro nucleofilico sobre DNA y TMZ: Temozolomida. Modificado
de Zhang, 2012 y Wesolowski, 2010.
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4.3.3 Inmunoterapia

La inmunoterapia esta disefiada para ayudar al sistema inmune a reconocer
y destruir las células tumorales con el fin de eliminar gran parte tumor (Ray, 2010).
Ademas, estrategias inmunoterapéuticas tienen la ventaja adicional de que un
sistema inmune activado tiene la capacidad de reconocer a las células tumorales
en sitios distantes del tumor primario. Los modelos preclinicos y ensayos clinicos
han demostrado que a pesar de su ubicacién dentro del SNC, los tumores
cerebrales pueden ser efectivamente tratados mediante la activacién del sistema
inmune después de varias estrategias inmunoterapéuticas (Ray, 2010). Algunas
estrategias inmunoterapéuticas han sido usadas contra gliomas con resultados
prometedores, entre ellos se incluyen la terapia génica de citocinas para potenciar
la inmunogenicidad de células derivadas de glioma y la vacunacién activa basada
en células dendriticas para estimular la inmunidad sistémica tumoricida de células
T (Pineda, 2005).

En este trabajo se evalué el efecto de un agente inmunomodulador,
denominado Factor de Transferencia (FT) el cual ha demostrado grandes

beneficios en diferentes neoplasias malignas (Medina-Rivero, 2014).
4.4 Factor de Transferencia

4.4.1 Definicion

El factor de transferencia es un medicamento de origen biolégico, que
consiste en un extracto dializable de leucocitos humanos (DLE). Los DLEs son
una mezcla heterogénea de péptidos de bajo peso molecular (<10 kDa), que se
liberan después del rompimiento del paquete de leucocitos o “buffy coat” de una
unidad de sangre para donacion (aproximadamente 450 mL) o células linfoides
obtenidas del bazo, seguida de un proceso de dialisis donde se obtiene la fracciéon
de bajo peso molecular que se dializa (Estrada, 1998, Flores-Sandoval, 2005 vy
Navarro-Cruz, 1996).

Los DLEs se describieron por primera vez en 1949 por Sherwood

Lawrence. Estos tienen la capacidad de transferir inmunidad celular especifica y la
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de expresar hipersensibilidad de tipo retardada (DTH) de donadores inmunes a
receptores no inmunes (Gottlieb, 1980 y Lawrence, 1974). La DTH es un ensayo in
vivo de la respuesta inmune dependiente de las células T que se manifiesta como
una reaccion inflamatoria que alcanza su maxima intensidad desde 24 hasta 48
horas después del reto antigénico. Las mediciones directas de DTH se obtienen

facilmente en el hombre, conejillos de indias o ratones (Yi Lou, 2001).

Los DLEs se producen y comercializan en todo el mundo. En México,
China, Cuba y la Republica Checa, los DLEs estan registrados como
medicamentos (Pineda, 2005). En el caso del Factor de Transferencia
(Transferon®), producido en la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del
Instituto Politécnico Nacional (ENCB/IPN), las moléculas estdn comprendidas en
un rango de 1,000 a 12,000 Da (Medina-Rivero, 2014). El material biolégico que
se utiliza para la preparacion del FT, en la ENCB/IPN, es proporcionado por
diferentes bancos de sangre certificados de la Ciudad de México, y se obtiene a
partir de donadores de sangre sanos, los paquetes celulares son sometidos a
diferentes pruebas biolégicas todas ellas descritas en la Norma Oficial Mexicana:
NOM-003-SSA2-1993. Por considerarse un hemoderivado y ser un
inmunorregulador, en diferentes padecimientos de humanos, la fabricacion del FT,
debe someterse a la NOM-059-SSA1-2013.

4.4.2 Obtencion

El FT puede obtenerse de leucocitos de sangre periférica, bazos, ganglios
linfaticos y placenta de diferentes especies como ratas, ratones, bovinos, perros,
monos, burros, gatos, conejos, y también humanos. Se pueden producir DLEs
polivalentes, los cuales seran capaces de transferir tantas respuestas celulares
como respuestas positivas presentes en el donador de donde se obtuvieron las
células o DLEs antigeno especifico mediante la inmunizacion de cualquiera de las

especies antes mencionadas.

El procedimiento de obtencion del FT es una modificacién del descrito por
Lawrence (Lawrence, 1981) para obtener DLEs polivalentes. Se parte de un “pool”

de leucocitos lisados obtenidos a partir de donadores sanos, el numero de
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donadores es en promedio de 1000 por lote. Las células lisadas se someten a un
proceso de dialisis empleando una membrana con un corte molecular de 1-12
kDa. Posteriormente se concentra, formulan y finalmente se filtran por una
membrana de 0.22 um, previo envasado. El producto terminado es sometido a las

pruebas de control de calidad.

4.4.3 Estructura quimica y componentes

En 1962, Baram y Mosko utilizaron cromatografia de fase reversa para
demostrar que los DLEs son una mezcla heterogénea de péptidos de bajo peso
molecular que comprenden diversas fracciones cromatograficas. Utilizando size
exclusion chromatography (SEC), este grupo de investigacion también observd
que los DLEs generaban 10 picos cromatograficos, donde Ila fraccion
correspondiente al quinto pico mostré contener moléculas con peso molecular por
debajo de 10 kDa, la cual albergaba la mayoria de los efectos bioldgicos (Baram,
1996 y Paque, 1969).

Rozzo et al., purificaron un FT especifico por técnicas como cromatografia
de fase reversa y HPLC, a partir de DLEs de ratones que fueron inmunizados con
albumina de huevo y ferritina de caballo. Ellos observaron que los FTs son
moléculas hidrofilicas altamente polares, pesan alrededor de 5 kDa y se encuentra

dentro de los componentes de los DLEs (Rozzo y Kirkpatrick, 1992).

Varios investigadores observaron mediante diferentes métodos
cromatograficos, que subfracciones especificas mediaban los efectos de los DLEs
(Vandenbark et al., 1977, Burger et al., 1979 y Khan et al., 1980). Adicionalmente,
observaron que la fraccidon activa era susceptible a las proteasas (Burger et al.,
1979) y sus propiedades fisicoquimicas sugirieron un alto contenido proteico
(Khan et al., 1980). En un analisis adicional de las fracciones activas de los DLEs,
los aminoacidos mas abundantes fueron glicina, serina, y glutamato, mientras que
lisina y los aminoacidos aromaticos fueron los menos abundantes (Borvak, 1990).
Kirkpatrick et al., proporcionaron evidencia de que el contenido peptidico mediaba

la actividad biologica en los DLEs. Se fraccionaron los DLEs por HPLC en fase
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reversa y se encontro la siguiente secuencia en los péptidos aislados:
AUGxCUUCUUUAUGCUCAAGAUCUU/GUUGAAGAUAAU (Kirkpatrick, 2000).

En conjunto, estos reportes demuestran que los DLE son una mezcla
heterogénea de péptidos polares e hidréfilos (> 200) con pesos moleculares por
debajo de 10 kDa. Su complejidad, sin embargo, ha impedido una extensa
caracterizacion de sus componentes, sustancias activas, y actividades biologicas
(Pineda, 2005).

Los factores de transferencia pueden ser purificados con un alto grado de
homogeneidad (Rozzo, 1992 y Medina-Rivero, 2014). Constan de dos fracciones:
la fraccion antigeno especifica que esta compuesta por moléculas de naturaleza
peptidica de un peso molecular aproximadamente de 5 kDa. En ella se encuentran
los factores de transferencia especificos, que son capaces de transmitir inmunidad
celular, estos factores de transferencia son la suma de las experiencias inmunes
del individuo de donde se ha obtenido el extracto. La fraccion antigeno
inespecifica esta compuesta por fracciones de moléculas inmunomoduladoras
(con peso molecular <3 kDa) como la histamina, nicotinamida, factores de
diferenciacion de linfocitos (timosina), quimioatrayentes para monocito, acido

ascorbico, entre otros (Franco-Molina, 2005).

4.4.4 Actividad inmunolégica

Desde su descubrimiento se han observado diferentes efectos de los DLEs
ya sea en modelos in vitro o modelos in vivo. En la tabla 2 se describen algunos

hallazgos de la accion de estas moléculas en diferentes modelos.

Cabe destacar que las respuestas que se presentan no siempre son las

mismas, ya que depende del tipo celular y del modelo que se esté empleando.

Tabla 1. Actividades inmunoldégicas producidas por el FT.

MODELO EFECTO INMUNOLOGICO INVESTIGADOR ANO
In vitro, células | Proliferacion de linfocitos especificos Fireman 1967
humanas. para tuberculina.
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In vitro e in vivo | Actividad quimiotactica para | Gallin y Kikpatrick | 1974
en monos neutréfilos y monocitos.
Rhesus.
In vitro, Produccion de células T citotoxicas Levin et al. 1975
pacientes con | especificas para células de sarcoma
sarcoma. osteogénico.
In vitro, células | Aumento en la capacidad de Peterseny 1979
humanas. respuesta a mitdbgenos por parte de Kirkpatrick
los linfocitos.
In vitro, células | Inhibicion de la migracion leucocitaria Borkowsky y 1979
humanas. antigeno especifica. Lawrence
In vitro, células | Identificacion de una molécula por Farmer et al. 1984
humanas. debajo de 3.5 kDa que actua
revirtiendo la inhibicion de la
migracion de macrofagos que
produce el DLE.
In vitro, Induce la produccién de IL-1 y la Dorfling et al. 1987
macrofagos activacion de macréfagos.
humanos.
In vitro, células | Incremento de DTH y del receptor Gottlieb et al. 1995
periféricas para IL-2 (CD25) en células CD4".
mononucleares
humanas.
In vitro, células | Secrecion de IFN-y y de IL-2, Alvarez y 1995
de bazo de raton. | especificas de antigeno. Kirkpatrick
In vitro, células T | Inhibicidon de la replicacién del virus Fernandez- 1995
humanas de de VIH de manera dosis dependiente. Ortega
leucemia.
In vitro, Inhibicién de la produccién de TNF-a Fernandez- 1995
monocitos en células activadas con LPS. Ortega
aislados y en
sangre total.
In vivo, ratones | Produccion de IFN-. Kirkpatrick 1995
sensibilizados
con DLEs
especificos.
In vitro, células | Incrementa la sensibilidad de células Vacek et al. 1997
de médula 6sea | progenitoras hematopoyéticas  al
y ratén. tratamiento con GM-CSF.
In vivo, modelo | Favorece la rapida recuperacion de la Vacek et al. 2000
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en ratén con

DLEs humanos.

hematopoyesis  posterior a la
radiacion. Estimula el crecimiento de
células progenitoras hematopoyéticas
para granulocitos y macrofagos.

In vivo, modelo | Incremento en la sobrevida de los Fabré et al. 2004
murino de ratones infectados, favorece un perfil
infeccion con M. | de citocinas Th1, aumento de IFN-¥ e
tuberculosis. IL-2, disminucion de IL-4, combinado
con tratamiento antifimico acelera la
disminucién de areas neumonicas,
asi como un incremento en la DTH.
In vivo, modelo | DLEs bovinos protegen contra el Moisés et al. 2004
murino. choque endotdxico causado por LPS.
In vivo, modelo | Los DLEs bovinos suprimen la IL-10 | Franco-Molina | 2004
de shock e IL-6, y disminuyen la expresion del
endotoxico mRNA de IL-18, TNF-qa, y la IL-12B.
murino. Ademas, promueven la disminucion
en la produccion de IL-10, TNF-a e
IL-6 en ratones con shock endotdxico
inducido por LPS, en sangre total
murina.
In vitro, La adicion de DLEs a leucocitos Ojeda et al. 2005
leucocitos y estimulados con constituyentes de la
células pared bacteriana  suprime la
endoteliales. produccion de TNF-a. Sin embargo,
los DLEs inducen la liberacion de IL-8
en mococitos y potencian la
produccion de IL-6 e IL-8 en
monocitos activados y células
endoteliales. También inducen la
expresion de TLR2 y TLR4 e
incrementan los niveles de cAMP,
mientras que inhiben la actividad de
NF-KB.
In vivo, modelo | Los factores de transferencia bovinos Pineda et al. 2005

de glioma C6
murino.

redujeron significativamente el
tamano del tumor, aumentaron el
numero de células CD2*, CD4", CD8"
y NK, también aumentaron el
porcentaje de células tumorales
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apoptoticas y el porcentaje de tejido
tumoral que expresd citocinas Th1.
También se observd un aumento
significativo de la citocina IL-10.

In vivo, En células estimuladas con LPS, los | Franco-Molina et | 2005
macrofagos DLEs bovinos  disminuyen la al.
peritoneales produccion de TNF-a e IL-6 y un
murinos. aumento de la IL-10.
In vivo, sangre | Los DLEs disminuyen la producciéon | Franco-Molina | 2007
completa de Oxido Nitrico, asi como la
humana. produccion de las citocinas TNF-a,

IL-6 e IL-10.  Adicionalmente,
disminuyen la expresion del mRNA
de TNF-qa, IL-1B8 e IL-6 y suprime la
expresion del mRNA de IL-10 e IL-
12B, también modulan la expresion
del mRNA de IL-8 en sangre
completa humana.

In vivo, modelo | Los DLEs aviares inducen la| Cobos-Marinet | 2010

aviar. expresion del mRNA de IFN-¥ e IL-2 al.
en pollos vacunados contra influenza
aviar.

Modificado de Bernal-Pérez, 2010

4.4.5 Aplicaciones

Desde el descubrimiento de los factores de transferencia por Lawrence 60
afios atras (Lawrence, 1955), muchos reportes clinicos han establecido sus
utiidades como un inmunomodulador en diversas enfermedades.
Probablemente, los DLEs tengan una gran aplicacion clinica por estar compuestos
de una amplia gama de moléculas que otorgan diferentes funciones efectoras
dependiendo de la enfermedad. En la tabla 2 se mencionan algunas de las
aplicaciones clinicas del FT.
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Tabla 2. Aplicaciones clinicas del FT.

CLASIFICACION ENFERMEDAD

Hipersensibilidad Asma bronquial

Dermatitis atopica

Sindrome de Hiper IgE
Alergias

Hongos Candidiasis mucotanea cronica
Histoplasmosis diseminada
Coccidioidomicosis diseminada

Virus Citomegalovirus

Herpes zoster

Sarampién

Varicela

Hepatitis

Bacterias Tuberculosis

Lepra

Micobacteriosis por M. avium
Brucelosis

Gram positivas

Gram negativas

Protozoarios Leishmaniasis cutanea
Inmunodeficiencias Sindrome de Wiskott-Aldrich
Ataxia telangiectasia

Sindrome de inmunodeficiencia severa combinada
Sindrome parcial de Di George
Disgamaglobulinemia con defectos en inmunidad
celular

Neoplasias Melanoma

Cancer de estbmago

Cancer de prostata

Cancer de pulmon

Cancer de colon

Osteosarcoma

Hipernefroma

Cancer de mama

Carcinoma nasofaringeo
Enfermedades autoinmunes | Lupus eritematoso crénico discoide
Sindrome de Behcet

Enfermedades Infecciosas

23



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El glioblastoma es el tipo de tumor intracraneal mas frecuente y agresivo en
adultos. Debido a su malignidad la sobrevida de los pacientes es muy corta, es por
eso que tiene gran relevancia el estudio de terapias que pudieran mejorar la

calidad de vida del paciente.

Se sabe que la presencia de un tumor provoca la reaccion del sistema
inmune orientada a eliminar la amenaza que desencadena el desarrollo del
mismo. En el glioblastoma existen diferentes mecanismos por los cuales se puede
provocar un estado de inmunosupresion que dificulta el desarrollo de una reaccion
inmunitaria eficaz. Asi que la utilizacion del sistema inmune como estrategia
terapéutica para disminuir el desarrollo de los astrocitomas de alto grado
constituye un campo de investigacion importante. En este trabajo se estudio el
efecto de un medicamento con propiedades inmunomoduladoras (FT) sobre el

desarrollo de glioblastoma en un modelo in vivo y un modelo in vitro.

6. HIPOTESIS

Si el FT tiene la capacidad de modular la respuesta del sistema inmune
entonces se espera que haya una disminucién en la viabilidad de una linea celular
derivada de glioblastoma, asi como una reduccion en el tamafio del tumor

desarrollado en la corteza motora de la rata.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General

o Evaluar el efecto del FT en el desarrollo de glioblastomas

humanos.

7.2 Objetivos Particulares

e Evaluar la viabilidad de una linea celular (U87) derivada de un

glioblastoma expuesta a diferentes dosis de FT.

e Implantar células U87en la corteza motora de ratas macho, con el fin

de inducir la formacioén de un tumor.

e Determinar el efecto del FT en la migracion de células y en el tamafio

del tumor formado en la corteza motora de ratas macho.
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8. METODOLOGIA

8.1 Cultivo celular

Se cultivd la linea celular U87 (derivada de un hombre de 44 afos
diagnosticado con glioblastoma) en medio DMEM con rojo fenol suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 10%, piruvato 1 mM y aminoacidos no esenciales. Esta
linea celular se transfectd establemente con el transgen para la GFP. Por esto nos
referiremos a la linea celular como U87-GFP. Todos los cultivos se incubaron a
37°C en una atmoésfera de CO; al 5% y 95% de humedad. El medio se cambid
cada 48 horas hasta alcanzar una confluencia celular de 70 — 80%. Una vez
obtenida dicha confluencia, se conté el niUmero de células en una camara de
Neubauer, se separaron 250,000 células y se centrifugaron a 3,500 rpom durante 3

minutos.

8.2 Ensayo in vitro

8.2.1 Efecto de FT en la viabilidad celular

Se sembraron 1500 células U87 por pozo en placas de 96 pozos, de fondo
plano, en un volumen de 100 yL de medio DMEM, una placa suplementada con
SFB al 10% y otra sin SFB. Las células se trataron con las siguientes
concentraciones de FT: 1, 10, 100 pg/mL, 1, 10, 100 ng/mL y 1 ug/mL, se
incubaron durante 2h, a 37 °C y 5% de CO,. Después de esta incubacién con FT,
la determinacion de la viabilidad celular se realizd6 mediante la reduccion de una
sal de tetrazolio (MTS) a las 24, 48, 72 y 96h de cultivo. Brevemente, se agregaron
20 yL de MTS a cada pozo y se incubaron las placas durante 2h. Transcurrido
este tiempo se leyd la absorbancia a 490 nm con un lector de placas EPOCH. Se
utilizé medio DMEM sin suspension celular como blanco. Este ensayo se realizo
por triplicado en tres experimentos diferentes. Las dosis utilizadas fueron elegidas
de acuerdo a lo reportado en la literatura utilizando células derivadas de cancer de

prostata (Hernandez, 2015).
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8.3 Ensayo in vivo
8.3.1 Implante de células tumorales en la corteza motora de rata

Se trabajoé con ratas macho adultas de la cepa Wistar de 250 — 300 g de
peso, las cuales se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad 12:12 con agua y
alimento ad libitum. Cada rata se anestesié con una inyeccion intraperitoneal de
pentobarbital sédico (30 mg/kg) y se colocé en el aparato estereotaxico. Se
desinfectd la parte superior de la cabeza del animal con un algodon empapado
con iodopovidona y se rasuro el area. Posteriormente se realizé una incision en
direccion anteroposterior y se retrajo el tejido. Se gote6 un poco de agua
oxigenada sobre el craneo y se raspo con el bisturi para retirar el tejido conectivo
del mismo. Se localizaron las coordenadas 1.6 mm anterior y 3 mm lateral
izquierdo con respecto a Bregma correspondientes a la corteza cerebral motora y
se realizoé un trépano en ese sitio. Posteriormente se inserté una canula, la cual
estaba conectada a una microjeringa que contenia 200,000 células U87-GFP
resuspendidas en 2 yL de medio DMEM vy éstas se inyectaron a lo largo de 2
minutos a través de la canula. Se dejaron pasar 5 minutos para permitir el
asentamiento de las células implantadas y se extrajo la canula. Se colocé cera
para hueso suficiente para cubrir el sitio de trepanaciéon. Finalmente, se goted
gentamicina sobre la superficie craneal para evitar posibles infecciones y se suturo
la piel. EI animal se dejé en recuperaciéon con alimento y agua ad libitum. El
antibidtico enrofloxacina (10 mg/kg) fue agregado al agua de beber durante las
siguientes 48 horas. Para disminuir la inflamacién, se les administr6 meloxicam
(0.85 mg/kg) via intraperitoneal durante dos dias después de la cirugia. Todos los
procedimientos fueron realizados bajo el régimen del Cédigo ético para el uso y
cuidado de animales de laboratorio del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia y bajo la Norma Mexicana para la produccion, cuidado y uso de
animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999).

8.3.2 Tratamientos
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De manera aleatoria se formaron 2 grupos experimentales con 3 animales

cada uno y se realizaron los siguientes esquemas de tratamiento:
Grupo 1: Solucién salina isotonica 0.9%
Grupo 2: FT

Los tratamientos iniciaron 7 semanas después del implante de las células
U87-GFP. Finalizados los tratamientos se administré el FT. Se tomaron 30 uL del
frasco del FT (2 mg de proteina/5 mL excipiente) y se diluyeron en 500 pyL de
solucion salina isotonica (SSI) para administrar via oral a través de una canula. En

la tabla 3 se representa el esquema de administracion que se llevé a cabo.

Tabla 3. Esquema de administracion de los tratamientos.

DIA 1-5 7 11 IS 19 23
GRUPO

I SSI SSI SSI SSI SSI SSI

[l 12pug FT |[12pug FT |12 g FT |12 ugFT |12 ugFT |12 ug FT

Este esquema es el que la ENCB/IPN propone para un problema agudo en
humanos. La dosis en los animales se ajustd de acuerdo a lo estipulado por
Reagan-Shaw et al. (Reagan-Shaw et al., 2008) y por la guia de dosificacién

estipulada por la FDA.
8.3.3 Inmunofluorescencia

Una vez concluidas las tres semanas de tratamiento, las ratas se
sacrificaron mediante la administracion de una sobredosis de pentobarbital soédico
(122 mg/Kg) via intraperitoneal. Cuando se observo el efecto analgésico, y antes
de que el corazéon dejara de latir, las ratas se perfundieron con 500 mL de
solucién salina y 500 mL de formalina (solucion de formaldehido al 4% y cloruro de
sodio al 0.81% en agua desionizada), posteriormente se extrajeron los cerebros,

los cuales se mantuvieron en frascos con la misma solucién de formalina.
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Para retirar el exceso de formalina, los cerebros se sometieron a 3
diferentes gradientes de sacarosa (10%, 20% y 30%), las cuales fueron sustituidas

cada 24 horas.

Se realizaron cortes del cerebro de cada rata a la altura del implante de las
células U87-GFP, con 15 um de grosor a una temperatura de 4°C con un criostato
(Leica CM1850). Los cortes se montaron en portaobjetos que se mantuvieron a

temperatura ambiente.

Para la deteccién del marcador de las células tumorales U87 (GFP) y del
marcador de viabilidad Ki-67, se bloquearon los cortes cerebrales con albumina
sérica bovina al 5% en solucion Tween-TBS 0.1% durante 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente se le agregaron los anticuerpos primarios rabbit anti-
GFP (sc-8334, Santa Cruz Biotechnology) y mouse anti-Ki67 (sc-23900, Santa
Cruz Biotechnology), con una concentracion de 2 upg/mL y 0.5 pg/mL
respectivamente, se incubaron durante toda la noche en refrigeracién. Los
anticuerpos primarios se removieron con lavados empleando una solucion de
Tween-TBS al 0.1%, tres veces durante 10 min en agitacion. Enseguida se
adicionaron los anticuerpos secundarios correspondientes: anti-rabbit (1:1000)
acoplado a Alexa Fluor® 488 goat y anti-mouse (1:6) acoplado a Alexa Fluor® 594
goat, cuyo tiempo de incubacién fue de 1 h a temperatura ambiente en oscuridad.
Para tefir los nucleos, las muestras se lavaron con Tween-TBS al 0.1%, tres
veces durante 10 min y se anadié el marcador DAPI durante 7 min a temperatura
ambiente en oscuridad, se lavaron ligeramente en solucion de Tween-TBS al 0.1%
para remover el exceso de DAPI. Finalmente, las laminillas se montaron con un
medio no fluorescente y se visualizaron en el microscopio Olympus Bx43. La
distancia recorrida por las células se observd en el objetivo 10X, mientras que el
tamano del tumor se observd en el objetivo 20X. Las imagenes generadas al
observar las laminillas en el microscopio se utilizaron para medir el area del tumor
y la migracion de las células tumorales. Las imagenes generadas por
inmunofluorescencia se analizaron con el programa Image-Pro Plus 7.0
(MediaCybernetics), en el que se midié el area del tumor y la migracion de las

células tumorales.
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8.4 Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo en el programa GraphPad Prism 4,
donde se hicieron las pruebas correspondientes para calcular los valores de
probabilidad. Las pruebas se realizaron con un intervalo de confianza del 95%, por
lo que todos aquellos datos que tuvieron una p<0.05 se consideraron
estadisticamente diferentes.

En los ensayos in vitro, se realizd el analisis estadistico con una ANOVA
seguida de la prueba no paramétrica de Bonferroni. Los tratamientos se
compararon con el control.

Los resultados obtenidos por inmunofluorescencia se analizaron a través de
la prueba no paramétrica Mann-Whitney para comparar los tratamientos con el

control.
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9. RESULTADOS

9.1 Evaluacion del FT en la viabilidad de la linea celular U87

En la figura 2 se observo que no hubo un cambio significativo en el numero
de células hasta las 48 horas de incubacién en medio suplementado y en el medio
ausente de SFB. Hasta este tiempo, no se observé un efecto del FT sobre la
viabilidad celular. Para las 96 horas (Fig. 2A) se observé un aumento (*p<0.001)

en la viabilidad con respecto al control con todas las concentraciones de FT

empleadas.
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Figura 2. Efecto del FT en la viabilidad de células U87-GFP. Resultados
de la viabilidad de la linea celular U87-GFP tratadas con diferentes
concentraciones de FT (1, 10, 100 pg/mL, 1, 10, 100 ng/mL y 1 ug/mL) en el
transcurso de 5 dias. A. Viabilidad celular en medio DMEM suplementado con
SFB. B. Viabilidad celular en medio DMEM sin SFB. Los resultados se muestran
como media + error estandar del promedio (EEP). La significancia estadistica en
comparaciéon con el control fue de *p<0.05 vs el resto de los tratamientos del
mismo dia y **p<0.05 vs el resto de los tratamientos del mismo dia, excepto 1 ug.
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El mismo efecto se vio en la figura 2B, sin embargo las células tratadas con
FT aumentaron su viabilidad a partir de las 76 horas con todas las
concentraciones utilizadas excepto la de 1 pyg/mL. A las 96 horas, todas las
concentraciones fueron estadisticamente diferentes (*p<0.001) con respecto al

control.

Mediante el ensayo de MTS se evalud la viabilidad de la linea celular U87-
GFP, donde se probaron diferentes concentraciones del FT (1, 10, 100 pg/mL, 1,
10, 100 ng/mL y 1 pg/mL) y se observo el efecto de este farmaco en el transcurso
de 5 dias. También se evaluo el efecto de suplementar el medio con SFB, para
verificar que el efecto sobre la viabilidad se debia al farmaco y no a la ausencia de
SFB.

9.3 Influencia del FT en la migracion de las células U87 implantadas en

la corteza motora de rata.

Para determinar si el FT tenia un efecto en la migracion de las células U87-
GFP implantadas en la corteza prefontal de la rata, se analizé la expresion de la
GFP, asi como la expresion del marcador de viabilidad Ki-67. En la figura 3A se
observd que la migracion de las células en los cortes cerebrales de ratas no
tratadas, es similar a la presentada por las células en los cortes donde las ratas si
fueron tratadas con FT. En la figura 3B se observa que no hubo diferencias
estadisticas en la migracion de las ratas tratadas con el FT comparadas con el

control.

Mediante el programa Image-Pro Plus 7.0 (MediaCybernetics) se midio la
distancia recorrida por las células U87-GFP, desde el sitio de implantacién hasta

donde comenzaron a formar el tumor.
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Figura 3. Efecto del FT en la migracion de las células U87 implantadas
en la corteza motora de rata. Resultados de la migracién de células U87-GFP en
cortes cerebrales de ratas que fueron tratadas con FT (12ug) durante tres
semanas. A. Migracion de las células U87-GFP (Objetivo 10X) (DAPI en azul, GFP
en verde, Ki-67 en rojo y el sobrelape de las proteinas en naranja) en los cortes
cerebrales de rata. Las flechas blancas en la parte superior de las fotografias
indican el lugar de implantacion de las células, mientras que las flechas blancas en
la parte inferior indican punto final recorrido por las células. B. Representacion
grafica del efecto del FT en la migracion de células U87. Los valores se muestran

como la media de tres experimentos independientes + EEP.
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9.4 Influencia del FT en el tamaio del tumor formado a partir de células

U87 implantadas en la corteza motora de rata.

Se puede observar una diferencia en el tamafo del tumor formado por las
células tumorales en los cortes de las ratas que fueron o no tratadas con FT. El
tamano del tumor es mayor en las ratas que se trataron con FT comparadas con
el control (Figura 4A). Es posible observar una acumulacién de las células
formando un tumor con zonas bien delimitadas. En la figura 4B se aprecia que si
hay diferencias significativas (*p<0.001) en el area del tumor cuando las células

son tratadas con FT con respecto al control.

Se midié el area del tumor formado por células U87-GFP en diferentes
cortes utilizando el mismo programa (Image-Pro Plus 7.0), utilizado para medir la

migracion celular.
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Figura 4. Efecto del FT en el tamaio del tumor formado por las células
U87 implantadas en la corteza motora de rata. Area del tumor formado por el
implante de células U87-GFP, en cortes cerebrales de ratas que fueron tratadas
con FT (12 ug) durante tres semanas. A. Area del tumor formado observada a
través de la expresion de diferentes marcadores (GFP, Ki-67 y DAPI) en los cortes
cerebrales de rata. Las imagenes se muestran en un aumento de 20X. B.
Representacion grafica del efecto del FT en el tamafio del tumor formado por
células U87-GFP. Los valores se muestran como la media de tres experimentos
independientes + EEP. La significancia estadistica en comparaciéon con los
controles fue de *p <0.05.
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10. DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue determinar si el FT, un medicamento indicado
para distintos padecimientos, era una opcion viable para administrarlo como

terapia adyuvante en el tratamiento de glioblastomas.

La viabilidad celular de la linea U87 fue significativamente mayor cuando las

células tumorales se incubaron de 72 a 96 horas con FT (Figura 2).

Simultaneamente se evalud el efecto de este medicamento en ratas con
células derivadas de glioblastomas implantadas en la corteza motora de ratas
macho, lo anterior basado en el hecho de que el microambiente del tumor es
fundamental para que las células tumorales puedan adquirir nutrientes y factores
de crecimiento que les permita seguir proliferando e invadiendo tejidos sanos.
Para observar el efecto del FT en este modelo, se evalué la migracién de las
células U87 y el tamafo del tumor formado. Los resultados indican que el FT es
capaz de aumentar el tamano del tumor, mientras que la migracion de las células

no depende de este estimulo para infiltrar a zonas mas profundas (Figura 3).

Es importante tener en cuenta los mecanismos por los cuales el
glioblastoma es capaz de evadir el sistema inmune. La inestabilidad genética de
los tumores y su exposicion repetida a presiones selectivas inmunes aumentan el
potencial de la seleccion de variantes de células tumorales con una mayor
capacidad para evadir el ataque del sistema inmune (Ray, 2010). Aunado a eso,
gran parte de las células que constituyen al tumor (35-50%), son microglia y
macrofagos asociados al tumor (TAMs) que tienen la capacidad de brindarle
proteccion al tumor para que este siga desarrollandose (Hambardzumyan, 2016).
Estas células asociadas a tumor tienen la capacidad de crear un ambiente
inmunodeprimido a partir de la secrecion de diferentes citocinas (Figura 5), tales
como, TGF-B1 e IL-10. La primera citocina inmunosupresora mencionada se
expresa en células de glioma y también es producida por las TAMs, la cual es
crucial para promover la invasion tumoral (Carvalho Da Fonseca, 2013). Por su
parte, la IL-10, también es una citocina secretada por las TAMs que contribuye a
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que exista un ambiente inmunodeprimido a partir de diferentes mecanismos (Ray,
2010). Otra citocina igualmente importante para progresion del tumor en gliomas
es la IL-8, la cual posee propiedades tumorigénicas y proangiogénicas (Brat,
2005).
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Figura 5. Interaccion entre los TAMs y el glioma. A. Los gliomas
secretan quimiocinas que favorecen en reclutamiento de los TAMs hacia el tumor.
B. Los TAMs liberan citocinas que promueven el crecimiento e invasion tumoral.
Modificado de Hambardzumyan, 2016. ATP: Adenosin trifosfato, CX3CL1:
quimioquina (C-X3-C motif) ligando, EGF: Factor de crecimiento epidérmico, IL-186:
Interleucina 1 beta, IL-6: Interleucina 6, IL-8: Interleucina 8, MCP-1: Proteina
quimiotactica de monocitos 1, MCP-3: Proteina quimitactica de monocitos 3, TAM:
Microglia y macréfagos asociados a tumor, TGF-8: Factor de crecimiento

transformante beta.
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Cabe mencionar que se tienen pocos estudios sobre el uso de DLEs en el
tratamiento para glioblastomas. De hecho, sélo hay un estudio en el que se
probaron DLEs derivados de cerdo en un modelo animal de glioma. Esta
investigacion reveld que este extracto dializable redujo significativamente el
tamafio del tumor, aumentd el nimero de células CD2*, CD4*, CD8" y NK,
también aumenté el porcentaje de células tumorales apoptéticas y el porcentaje de
tejido tumoral que expresa citocinas Th1 (Pineda, 2005). Los resultados que
obtuvo este grupo de investigacion no concuerdan con lo reportado en el presente
estudio, sin embargo, es importante sefialar que los modelos experimentales que
se utilizaron para ambos estudios fueron diferentes, en su modelo ellos utilizaron
células de glioma C6 murino que fueron implantadas subcutaneamente en el
muslo izquierdo de la rata, a diferencia del nuestro que se implanté directamente
en la corteza motora de los animales experimentales. Las dosis que se utilizaron
en ambos modelos no son comparables debido a que ellos utilizaron los lisados de
cierto numero de células, sin tomar en cuenta el contenido proteico obtenido de
este lisado y fueron administrados via intratumoral, mientras que en nuestro
modelo se utilizé una dosis fija (12 ug de FT) administrado por via oral. Puede ser
que las diferencias que se observaron fueron debido a que el FT se administré por
diferentes vias. Ademas, el microambiente en el cerebro es diferente al del
musculo, como ya se menciono las TAMs liberan citocinas que pueden inducir el
crecimiento del tumor. En ese mismo reporte también se encontré6 una alta
expresion de la citocina IL-10. En otro trabajo se reporté que los DLEs bovinos son
capaces de aumentar la produccion de IL-10 en macréfagos peritoneales murinos
(Franco-Molina, 2005). Sin embargo, en otros reportes del mismo grupo de trabajo

ha observado una disminucién de la IL-10, al utilizar otros modelos.

Adicionalmente, se ha demostrado que en gliomas hay diferentes
subpoblaciones de macréfagos, los cuales son activados dependiendo de las
citocinas que se encuentren en el ambiente circundante. Los TAMs adquieren un
fenotipo M2 que favorece el crecimiento del tumor, y la polarizacion de este
fenotipo se ve beneficiada por la secrecion de las IL-1, IL-10 e IL-13 de las células
inmunes (Carvalho Da Fonseca, 2013).
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Por otro lado, se tiene bien reportado que los DLEs por si solos son
capaces de estimular la secrecion de la IL-8, la cual, como se menciond
anteriormente, es importante para la progresién de gliomas (Ojeda et al. 2005 y
Franco-Molina, 2007).

Con lo anterior, se puede pensar que en el caso particular de los
glioblastomas, los DLEs promueven un ambiente en donde se favorece la
secrecion de ciertas citocinas (principalmente IL-10 e IL-8) secretadas por las
células del sistema inmune y por las propias células tumorales, permitiendo asi un
ambiente que favorezca a las células tumorales a evadir al sistema inmune y por

consiguiente, el desarrollo del tumor.
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11. CONCLUSIONES

El FT favorece la viabilidad in vitro de la linea celular U87-GFP, asi como el
aumento del tamafo del tumor cuando las células son implantadas en la corteza

prefrontal cerebral de la rata.
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