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1. Resumen

Los gliomas son los tumores cerebrales primarios mas comunes en la
poblacién mexicana. Representan el 33% del total de tumores diagnosticados en el
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNyN) (Wegman-Ostrosky, 2016).
Los glioblastomas son el tipo mas comun de gliomas, presentan un promedio de
sobrevida de tan solo 15 meses después del diagnéstico (Wegman-Ostrosky, 2016).
El tratamiento mas utilizado para este padecimiento es la adicion de Temozolomida
(TMZ) a la radioterapia, a pesar de ello, sélo se obtiene un aumento de 2 meses en
la sobrevida del paciente (Renning, 2012), por lo que se ha sugerido a la
inmunoterapia como alternativa terapéutica (Dougan, 2009).

El Transferon® es un medicamento de origen biolégico producido por la
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas (ENCB) del Instituto Politécnico Nacional
(IPN) (Berdn-Pérez, 2007). Se sabe que es capaz de regular la respuesta inmune
en patologias como el asma y las alergias (Krishnaveni, 2013), sin embargo, no se
ha estudiado el efecto de este medicamento al ser utilizado como terapia para
cancer, especificamente en glioblastomas.

En nuestro grupo de trabajo, se demostré que la administracion del
Transferon® favorecié la viabilidad in vitro de la linea U87, derivada de un
glioblastoma humano, y en el estudio in vivo se observé un incremento en el tamafo
del tumor (Mireles, 2016). En el presente trabajo se analizd el efecto del
Transferon® en ratas con xenotransplante de la linea celular U87; en donde se
observd un aumento en la capacidad migratoria, asi como en la densidad de células
tumorales. De igual manera, aumento la concentracion de IL-6 en el suero de ratas

tratadas con el factor de transferencia.




2. Introduccion

Los gliomas son un tipo de tumores cerebrales derivados de células gliales o
células madre cancerosas los cuales representan el 33% del total de los tumores
del Sistema Nervioso Central (CNS: Central Nervous System) (Wegman-Ostrosky,
2016), apareciendo 6.4 casos por cada 100 mil personas al afio, de los cuales el 60-
70% son de tipo astrocitomas (Burnet, 2007). Los astrocitomas son gliomas
originados a partir de células gliales denominadas astrocitos, progenitores gliales o
células troncales cancerosas (Chesler, 2012). En 1993 la Organizacion Mundial de
la Salud (WHO: World Health Organization) propuso la escala para su clasificacién
de acuerdo al grado de malignidad, siendo el Grado | el menos agresivo y el Grado
IV o glioblastoma (GBM) el de mayor agresion (Fritz, 2013), presentando un
promedio de sobrevida de 15 meses después del diagndstico (Wegman-Ostrosky,
2016). Una de las razones por las que este tumor es particularmente dificil de tratar,
es debido a la presencia de la barrera hematoencefalica (BBB: Blood-Brain Barrier)
ya que limita significativamente la penetracion de la mayoria de los agentes
terapéuticos hacia el sitio del tumor (Muldoon, 2007) es por eso que la busqueda de
alternativas terapéuticas resulta imprescindible, siendo la inmunoterapia una opcion
como adyuvante en el tratamiento del cancer (Dougan, 2009).

Uno de los inmunomoduladores mas conocidos es el Transferon®, el cual es
un medicamento de origen bioldgico producido por la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas del Instituto Politécnico Nacional (ENCB/IPN) que se compone del
extracto dializable de leucocitos (DLE: Dializable Leucocyte Extract) (Rozzo, 1992).
En un modelo murino con implante de la linea celular C6 (células de glioblastoma
derivadas de rata), se observo que el factor de tranferencia porcino redujo el tamano
del tumor y aumento la expresion de citocinas de tipo Th1 (Pineda, 2005), sin
embargo, en este modelo no se considerd el microambiente a nivel neuroldgico, ya
que el tumor fué implantado en el muslo murino. Dado lo anterior, es de suma
importancia conocer el efecto que tiene el Transferon® considerando las

condiciones reales del desarrollo tumoral.




3. Antecedentes

3.1 Tumores Cerebrales

Los tumores cerebrales son patologias generadas a partir de alteraciones
moleculares en los procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte celular
(Furnari, 2007). Presentan un indice de mortalidad y una tasa de recurrencia muy
altos aun después del tratamiento (Xie, 2009). Se denominan tumores primarios a
aquellos que tienen como origen el Sistema Nervioso Central (CNS: Central
Nervous System) y tumores secundarios aquellos que se originan fuera y llegan a
este gracias al proceso de migracion (Furnari, 2007). La incidencia anual-global de
los tumores primarios es de aproximadamente 3.7 por cada 100 mil hombres,
mientras que en el caso de las mujeres, se estima alrededor de 2.6 por cada 100
mil (Bondy, 2008).

Los gliomas son neoplasias de tipo primario, se desarrollan en el cerebro o
en la médula espinal a partir de células troncales o células gliales. Estos representan
alrededor del 33% de los tumores cerebrales primarios (Agnihotri, 2012). Con base
en sus caracteristicas histologicas y moleculares, los gliomas pueden clasificarse

en: astrocitomas, oligodendrogliomas y ependimomas (Burnet, 2007).

3.1.1 Astrocitomas

Los gliomas astrociticos o astrocitomas son los tumores cerebrales primarios
mas comunes, representan el 76% de todos los gliomas (Agnihotri, 2012) y se
localizan en cualquier parte del encéfalo, especialmente en la corteza cerebral,
presentandose con mayor frecuencia en adultos entre los 40 y 60 afios de edad,
siendo mas comunes en hombres que en mujeres (3:2) (Ohgaki, 2005). En 1993 la
WHO (por sus siglas en inglés World Health Organization) propuso una escala de
clasificacion con base al grado de malignidad, siendo el Grado | el menos agresivo
y el Grado IV o Glioblastoma el de mayor agresividad (Fritz, 2013).




3111 Astrocitoma Pilocitico (Grado I)

Los astrocitomas pilociticos representan aproximadamente del 5-6% de
todos los gliomas, con una incidencia anual de 0.37 casos por cada 100 mil
personas (CBTRUS, 2017). Se desarrolla principalmente en adultos jovenes y nifios.
Este tipo de astrocitoma se presenta con bordes bien definidos, es de crecimiento
lento y no infiltrante. Histopatolégicamente se puede identificar mediante la tincién
de hematoxilina-eosina ya que se presentan asociados a fibras de Rosenthal (haces
eosinofilicos gruesos y alargados en forma de espiral) como consecuencia de la
gliosis de larga evolucion, se caracterizan por tener un patron de tejido bifasico
(agregados de astrocitos bipolares alargados) y laxo (astrocitos multipolares

redondos en asociacion con microquistes y granulos eosinofilicos) (Louis, 2007).

3.1.1.2 Astrocitoma Subependimario de Células Gigantes (Grado I)

Este tipo de tumor es benigno y de crecimiento lento que por lo general surge
en la pared de los ventriculos laterales, se compone por grandes astrocitos
ganglioides (Louis, 2007). Ocurre en aproximadamente 1 de cada 5 mil — 10 mil
nacimientos y su aparicion es tipica en la primera o segunda década de la vida
(Karajannis, 2015). Es la neoplasia del CNS mas frecuente en enfermos con
esclerosis tuberosa (enfermedad de Bourneville). El patron caracteristico va desde
células poligonales con citoplasma abundante y esmerilado, hasta células mas
pequefas, elongadas con el seno de una matriz fibrilar variable. Hay considerable

pleomorfismo nuclear y son frecuentes las células multinucleadas (Reyes, 2007).

3113 Xantoastrocitoma Pleomoérfico (Grado Il)

Representa menos del 1% de todas las neoplasias astrociticas. Este tipo de
astrocitoma es de favorable prognosis, se encuentra tipicamente en nifios y adultos
jovenes, son localizados en las meninges. Las caracteristicas histoldgicas incluyen;

células pleomorficas vy lipidizadas, expresion de proteina fibrilar acidica de la glia




(GFAP: Glial Fibrillary Acidic Protein) y en ocasiones rodeada de una red de

reticulina, asi como de cuerpos eosinodfilos granulares (Louis, 2007).

3114 Astrocitoma Difuso (Grado Il)

Comprende del 10% al 15% de todos los tumores cerebrales astrociticos con
una incidencia aproximada de 1.4 casos por cada millobn de personas al afo.
Regularmente afecta a los adultos jévenes entre 30 y 40 anos, presentando afeccién
predominante en hombres. Esta caracterizado por tener un alto grado de
diferenciacion celular y por ser de crecimiento lento. Tiene tendencia intrinseca a

progresar a astrocitoma anaplasico e incluso llegar a glioblastoma (Louis, 2007).

3.1.1.5 Astrocitoma Anaplasico (Grado lll)

También es denominado como “Astrocitoma maligno” o “Astrocitoma de alto
grado”, presenta una incidencia anual de 0.5 a 0.7 por cada 100 mil personas
(Stuup, 2007). Afecta principalmente a adultos entre los 45-69 afios y se localiza en
los hemisferios cerebrales pero tiende a infiltrarse en los alrededores sin la
destruccion completa del tejido cerebral, lo que conduce a una ampliacion de las
estructuras invadidas. En este tipo de tumor, son poco comunes los quistes
macroscopicos pero con frecuencia se presentan areas de granularidad, opacidad

y consistencia suave (Louis, 2007).

3.1.1.6 Glioblastoma (Grado 1V)

3.1.1.6.1 Epidemiologia

El glioblastoma o también denominado “Glioblastoma Multiforme” (GBM), es
el tumor cerebral primario mas frecuente, representa del 60-75% de los tumores
astrociticos con una incidencia de 3-4 casos nuevos por cada 100 mil personas al
ano (CBTRUS, 2017). El Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNyN)
reporta que en México, el 9% de todos los tumores cerebrales son de tipo GBM,

estos representan cerca del 45.7% de todos los gliomas (Magafa-Maldonado, 2016)




y presentan una incidencia de 3.5 por cada 100 mil habitantes (Wegman-Ostrosky,
2016). Afecta principalmente a adultos y es localizado en los hemisferios cerebrales
(Louis, 2007). Es el tipo de tumor de mayor severidad, se puede manifestar a
cualquier edad, sin embargo, se observa un pico de incidencia entre los 45y 75
afnos (Ohgaki, 2004). En particular, en la poblacién mexicana se presenta una media
de diagndstico de 45.7 + 15.1 afios (Wegman-Ostrosky, 2016). Mas del 80% de los
pacientes con glioblastoma son mayores de 50 afios (Ohgaki, 2004). Se observa
una media de sobrevida que va de los 12-15 meses después del diagndstico (Bondy,
2008). Se encuentra con mayor frecuencia en hombres que en mujeres, con una
prevalencia de 1.6 hombres por cada mujer (Louis, 2007). Es mas comun en
caucasicos que en afro-americanos. Aproximadamente el 5% de los pacientes con
gliomas malignos poseen una historia familiar con este padecimiento, algunos de
estos, asociados con sindromes genéticos (Farrell, 2007).

Los sitios mas afectados son los I6bulos; temporal (31%), parietal (24%),
frontal (23%) y occipital (16%), mientras que el cerebelo y la medula espinal son
sitios raros para esta neoplasia (Louis, 2007). En 2016, en México se reporté una
prevalencia mayor en el Iébulo frontal (34%), I6bulo temporal (24%), I6bulo parietal
(21%), l16bulo occipital (4%) y otras areas como el tdlamo y el cuerpo calloso (17%)
(Wegman-Ostrosky, 2016). La infiltracion mas frecuente es hacia la corteza
adyacente y a través del cuerpo calloso dentro del hemisferio contralateral lo que

conlleva a una imagen bilateral o lesion simétrica (glioma mariposa) (Louis, 2007).

3.1.1.6.2 Histologia e inmunohistoquimica

En el caso del GBM los tumores son muy grandes al momento de su aparicion
y pueden ocupar gran parte del I6bulo. La lesién suele ser unilateral pero aquellos
que se presentan en tallo cerebral y cuerpo calloso pueden tener crecimiento
simétrico bilateral. Macroscopicamente se observan poco delimitados, se producen
masas tumorales de color grisaceo en la periferia pero color amarillento en el centro,
haciendo notable la necrosis debido a la ruptura de la mielina, la necrosis central
puede ocupar mas del 80% de la masa total del tumor (Louis, 2007), ademas se han

observado hemorragias intratumorales muy frecuentes (Tonn, 2006).




Histopatolégicamente puede diferenciarse por la presencia de atipia nuclear,
pleomorfismo celular, alta actividad mitética, trombosis vascular, proliferacién
microvascular, necrosis (Louis, 2007) y la caracteristica formacion de
pseudopalisadas; regiones hipdxicas con centros necroticos e hipercelularidad en
la periferia, observable con tincion de hematoxilina-eosina (Wippold, 2007).

Los marcadores inmunohistoquimicos son muy importantes para la
clasificacion y el diagnostico neuropatolégico de los gliomas. La herramienta mas
utilizada en la clinica son los marcadores para GFAP, la cual se encuentra
aumentada en plasma, sin embargo, no es un marcador confiable, ya que en
algunos tumores la mayor poblacion de células se encuentra desdiferenciada (Jung,
2007) y para OLIG2 (por sus siglas en inglés Oligodendrocyte linage transcription
factor 2) expresado de forma abundante en gliomas difusos y raramente expresado
en otras patologias del CNS (Furnari, 2007). Los GBM también resultan positivos
para las proteinas de tipo S100 (Tonn, 2006), las cuales se encuentran involucradas
en el control del ciclo celular de células nerviosas, gliales y epiteliales (Camby,
2006).

Se ha reportado la existencia de tres variantes histolégicas: gliosarcoma,
GBM de células gigantes y GBM de células pequefas, aunque la sobrevida de estas

no varia con respecto al GBM tipico (Gonzalez, 2014).

3.1.1.6.3 Clasificacion molecular

En los astrocitomas de grado IV o GBMs se han identificado diversas
anormalidades cromosémicas como son; la presencia de una o mas copias del
cromosoma 7, deleciones o traslocaciones del cromosoma 9 y pérdida del
cromosoma 10. Se ha observado en menor grado deleciones de los cromosomas 1

y 7 asi como pérdidas del 22 (Bigner, 1990).




Existen 4 subtipos de GBM de acuerdo con los marcadores moleculares que

expresan, los cuales se resumen en la siguiente figura:

- Mutacion IDH1
- Amplificacion PDGFRA
Proneural - Mutacion P53
- Pérdida INK4A/ARF
- Pérdida PTEN

- Sobreexpresion de EGFR y HER2
Neural - Expresion de marcador neuronal
- Genotipo similar al cerebro sano

GBM

- Mutacién y amplificaciéon de EGFR
- Pérdida de PTEN
- Sobreexpresion de Nestina
- Activacion de las vias Notch y SHH

Clasico

- Pérdida/Mutacion de NF1, P53 y PTEN

- Sobreexpresion de MET, CD44 y
Mesenquimal CHI3L1

- Activacion de la via NFKB y de la
familia TNF

Figura 1. Clasificacién molecular de los GBM.
Modificado de (Agnihotri, 2012).

3.1.1.6.4 Diagnéstico

La historia clinica para esta enfermedad es usualmente corta (menos de 3
meses), sin embargo, es fundamental para un diagndstico certero (Louis, 2007). La
evaluacion radiolégica puede aportar mucha informaciéon pero el diagndstico
diferencial definitivo debe ser obtenido a través de la integracién clinica, radiologica

e histopatologica ya que depende completamente de la histologia del tejido (Tonn,




2006). La mayoria de los GBM se manifiestan rapidamente de Novo, con lesiones
precursoras reconocibles (GBM primario) (Louis, 2007), sin embargo, pueden ser
producto de la progresion de un tumor de menor severidad (GBM secundarios)
(Schwartzbaum, 2006), los cuales son originados después de 5-10 afos de

diagndstico de un astrocitoma de tipo 1l/1ll (Burnet, 2007).

3.1.1.6.5 Sintomatologia

Puede ser dividida en dos categorias: no especifica y especifica. Los
sintomas no especificos son dolor de cabeza, somnolencia, oscurecimientos
visuales, rigidez de la nuca, nauseas, vomito y ocasionalmente paralisis del sexto
par craneal, mientras que los sintomas especificos son dependientes de la
localizacion del tumor e incluyen trastornos motores, sensoriales, visuales, del
lenguaje e incluso se observan alteraciones en la marcha y en la audicion (Tonn,
2006).

3.1.1.6.6 Factores de riesgo

En los astrocitomas humanos se han descrito una gran variedad de factores

implicados en el desarrollo del mismo, estos se resumen en la Tabla 1.




Tabla 1. Factores asociados al desarrollo de astrocitomas.

Tipo de factor Factor relacionado
Medio ambiente Exposicion a Radiacién ionizante
Gen/Alteracion Funcién

Metabolismo energético:
produccién de
Mutacién en IDH1 2-hidroxi glutarato
(oncometabolito)
Mutacion en PTEN

Alteraciones en EGFR Regulador celular:
PIK3CA proliferacion, sobrevida,
Delecion o mutacion de sefalizacion
NF1
Alteraciones LOH 10q Asociado con sobrevida corta
moleculares Pérdida RB1, 13q14 Regulador del ciclo celular

(retinoblastoma)
Duplicacion de MDM2 Regulador negativo de TP53
Delecion homocigota de

CDKN2A y CDKN2B
. Supresores tumorales
Mutacion en TP53
Amplificacion de RTK Regula crecimiento, division
Alteracion de PDGF celular, angiogénesis
Aumento de MGMT Reparacion del DNA
Pérdida de 19913 GLTSCR1y 2
Neurofibromatosis 1y 2
Sindromes genéticos Sindrome de Li-Fraumeni
relacionados Sindrome de Turcot

Hamartoma multiple

Factores Alergias
inmunolégicos Varicela
relacionados Altos niveles séricos de IgE
Género Relacion 3:2 Hombres : Mujeres

(Gonzalez, 2014) (Pérez-Carro, 2014) (Bondy, 2008) (Furnari, 2007) (Tonn, 2006)
(Schwartzbaum, 2006)
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3.1.1.6.7 Tratamiento Clasico

Inicialmente se realiza una biopsia del tejido para el diagndstico certero,
seguido de la reseccidon macroscépica, con lo que se obtiene una disminucién de la
carga tumoral. Sin embargo, debido a su naturaleza altamente difusa e infiltrante,
los GBMs no pueden ser eliminados completamente con cirugia y no se observa
una mejora significativa al ser tratados con radioterapia o quimioterapia (Lacroix,
2001). La adicién de Temozolomida (TMZ) a la radioterapia en un diagndstico
temprano, ofrece un aumento en la sobrevida de 2 meses (Stupp, 2005). El estado
de metilacion de la enzima reparadora del DNA, MGMT (O8-methylguanine-DNA
methytransferase), es considerado un predictor importante de la respuesta ala TMZ,
siendo la hipermetilacion un indicador favorable para el tratamiento con agentes
alquilantes (como es la TMZ), esto debido a que la metilacién de la enzima MGMT
inhibe la reparacion del DNA y por lo tanto se acentua el efecto antitumoral de este
tipo de farmacos (Loda, 2017).

3.2 Respuesta Inmune en el desarrollo del tumor

La Inmunoedicion del cancer o también denominada las 3 E’s del cancer, es
el proceso dinamico compuesto por 3 etapas: Eliminacion, Equilibrio y Escape (Fig
2). En condiciones ideales, el crecimiento tumoral primario puede ser prevenido
gracias a la eliminacion, sin embargo, en la etapa de equilibrio y a causa de la
interaccion dinamica entre las células cancerosas y el sistema inmune, se producen
nuevas poblaciones celulares con capacidad de evadir la respuesta inmune del

hospedero, lo que conlleva a la tercera etapa, el escape (Dunn, 2004).
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Células normales o Transformacion
iy Radiacion

PTEN
PIK3CA

TP53
Li-Fraumeni

Inmunoedicion

Escape Equilibrio Eliminacién

Protecciéon

Figura 2. Inmunoedicion del cancer. Las células normales (azul) ante un estimulo como
la radiacion y la posterior alteracion del DNA son transformadas en células cancerosas
(rosa), estas células tienen la capacidad de secretar sefales proinflamatorias (como la IL-
6), que en la etapa de eliminacion son detectadas por el sistema inmune provocando el
reclutamiento de células de defensa como macréfagos (morado) y linfocitos T (amarillo), si
la respuesta es temprana puede llegar a la erradicacién completa del tumor (proteccion),
sin embargo, en la mayoria de los casos progresa al equilibrio, en donde las células
tumorales captan las sefales del sistema inmune y mutan para convertirse en células
cancerosas resistentes (verde) que poseen receptores de membrana de tipo PD-L1 que
conllevan a la apoptosis de las células del sistema inmune y generan un microambiente
inmunosuprimido para su desarrollo. Modificado de Dunn, 2004.

Inmunologicamente, los tumores de tipo GBM estan caracterizados por la
presencia de infiltrados celulares, como son; células dendriticas (DC: Dentritic

Cells), macréfagos, microglia, células NK (por sus siglas en inglés Natural Killer) y
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linfocitos T los cuales estan asociados con la eliminacién del tumor (Magana-
Maldonado, 2016).

La microglia actua de forma similar a los macréfagos encontrados en otros
tejidos: esta encargada de remover el desecho celular de sitios dafiados o células
muertas naturalmente. Ademas, posee la capacidad de secretar moléculas de
senalizacion, particularmente citocinas para mediar la inflamacioén local e influenciar
la vida o muerte celular. Se ha observado que cuando existe dafo cerebral la
cantidad de microglia aumenta dramaticamente. Esta microglia se origina en dos
fuentes diferentes; algunas proliferan de células residentes del cerebro y otras
provienen de la migracion hacia al area dafada (Purves, 2012). Sin embargo,
estudios han revelado que la microglia posee un papel muy importante en el
microambiente del GBM, promoviendo el desarrollo del tumor mediante la
angiogeénesis, tumorogénesis, la inmunosupresion local y por lo tanto beneficiando
la proliferacion celular debido a su asociacion con células tumorales mediante
diversas proteinas de membrana (Fig. 3), ademas es capaz de secretar moléculas
inmunosupresoras como son la IL-10, el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-R: Transforming Growth Factor beta) e inhibir la activacion de linfocitos T
(Carvalho da Fonseca, 2013).
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Figura 3. Microambiente tumoral. Se muestra la asociacién de las células tumorales
(GBM) con linfocitos T citotoxicos (CTL), linfocitos T reguladores (Treg) y con macréfagos
(TAMs) mediante la interaccion de diversos receptores membranales como son S100B,
PD-L1, CD70 que aportan mejoras al microambiente del tumor y apoptosis a las células de
defensa. Modificado de Razavi, 2006.

Las células tumorales asociadas a microglia (o asociadas a macrofagos)
(TAMs), comprenden aproximadamente el 12% de la masa tumoral (Mangani,
2017), estas células son reclutadas activamente mediante la secrecion de una gran
variedad de factores, incluyendo quimiocinas, citocinas y proteinas de matriz
(Carvalho da Fonseca, 2013). Se pueden diferenciar gracias a la expresion del
factor CD45 que se encuentra en menor cantidad en microglia que en macroéfagos.
Sin embargo, esta clasificacion no es tan certera ya que se sabe que la microglia es
capaz de aumentar la expresion de CD45 en condiciones inflamatorias (Wainwright,
2011). En general existen dos fenotipos de macrofagos y microglia;

e M1: Células activadas clasicamente, poseen actividad contra células
tumorales y secretan citocinas pro-inflamatorias.
e M2: Son activadas por métodos alternativos, disminuyen la intensidad de la

activacion inmune.
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En el glioblastoma, la mayor poblacion de macréfagos posee fenotipo M2 y
secretan TGF-B, factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF: Vascular
Endothelial Growth Factor), factor de crecimiento epidermial (EGF: Epidermal
Growth Factor), metaloproteasas de matriz 2 y 9 (MMP-2, MMP-9: Matrix
metalloproteinase-2 and 9) (Mangani, 2017), la presencia de células con este
fenotipo esta directamente relacionado con el grado del tumor y con el tiempo de
sobrevida del paciente (Magafia-Maldonado, 2016).

Las células T reguladoras (Treg) representan del 5-10% de todos los
linfocitos CD4+ circulantes; una de sus funciones es el mantenimiento de la
tolerancia a antigenos propios. Algunas de sus caracteristicas son la expresion
constitutiva de: FoxP3 ( por sus siglas en inglés Forkhead box P3), de la cadena
alfa del receptor a interleucina 2 (IL-2Ra: Interleukin-2 Receptor alpha chain,
también denominado CD25), CTLA-4 (por sus siglas en inglés Cytotoxic T-
Lymphocyte Antigen 4) y GITR (por sus siglas en inglés Glucocorticoid-induced
TNFR-related protein). Se dividen en dos grandes grupos dependiendo de su origen;
Treg naturales (nTreg) se originan en el timo, mientras que las Treg inducidas
(iTreg) surgen de la induccidn de FoxP3 en células expuestas al microambiente
(Mangani, 2017). Se ha observado en pacientes con glioma, un aumento en la
cantidad de Treg en sangre y en el sitio del tumor, por lo que se ha sugerido como
un indicador de prondstico negativo (Heimberger, 2008). En modelos
experimentales se ha observado que la mayoria son de tipo nTreg, sugiriendo que
el glioma tiene la capacidad de reclutar células T reguladoras al sitio del tumor, esto
mediado por el eje de quimiocinas/quimiorreceptores C-C (ligandos CCL22 y CCR4)
(Wainwright, 2011).

En tumores cancerosos el sistema inmune y las células tumorales se
encuentran en estado de equilibrio dinamico, esto mediante la modificacion del
microambiente por medio de la expresion o supresidon de diversas citocinas
fundamentales para la evasidén del mismo (Nouroz, 2016). A continuacion, en la

Tabla 2, se nombran algunos mecanismos de inmunoevasion utilizados por el GBM:
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Tabla 2. Mecanismos de evasion de la respuesta inmune.

Sistema
Nervioso
Central

BBB

CNS

Previene la entrada de las
células inmunes.

Sistema
Glinfatico

CNS

Transporta células
inmunes y
macromoléculas.

FasL/CD95L

Astrocitos

Induce la apoptosis de
células T.

Microambiente

IL-6

IL-10

TGF-B

PGE2

IL-1

bFGF

Microglia/ TAMs

Suprime las células
efectoras.

Promueve el crecimiento
del tumor, inhibe la
produccion de INF-y y
TNF-a, disminuye la
expresion del MHC clase
[l en monocitos, induce la
anergia.

Bloquea la activacion y
proliferacion de células T,
inhibe la produccién de
IL-2, suprime la actividad
de las NK, promueve la
actividad Treg, el
crecimiento e invasion del
tumor, polariza a M2.

Modifica el fenotipo de
DCs en reguladoras.

Promueve la
tumorogénesis.

CD70

Células GBM

Regula la apoptosis de
las células T a través de
su interaccion con CD27.
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Gangliosidos
FasL
Microambiente
Hipoxia
Células T cClL22
reguladoras CCL2
NO
Células
supresoras de
origen mieloide
(MDSC)
HIF-alfa
CSF-1
TGF-31
MIC-1
IL-10
Macréfagos
. S100B
asociados a
tumor
Arginasa |
RTF

Inducen la apoptosis de
Células GBM células T.
. , Induce la apoptosis de
Microglia/ TAMs ] N
células T citotoxicas.
Vascularizacion
inapropiada
Consumo de
oxigeno por las

células del GBM

Activacion de Treg a
través de STAT3.

Atraccion de Tregs al sitio

Células del .
del tumor uniéndose a
GBM
CCRA4.
Células
mieloides
inmaduras Inhibiciéon de linfocitos Tc

reclutadas de la
meédula 6sea
Induce afluencia de
MDSC, angiogénesis e
invasion
Sobre expresion de PD-
L1

. _ Polarizan a las TAMs a
Microglia/ TAMs ,
fenotipo M2.
Inhibe la produccién de
citocinas proinflamatorias
por TAMs a través de la
via STAT3.
Induce la produccion de

Células del
GBM
PD-L1 en monocitos.
Proteccion de la muerte
celular.
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EGF : .,
Promueve la invasion y

IL-6
migracién del tumor
MMPs
Microglia/ TAMs | Promueve el crecimiento
y vascularizacion de la
VEGF

masa tumoral, induce la
expresion de PD-1.
Modificado de (Razavi, 2016), (Mangani, 2017).

Las células de tipo Th1, Th2 y Th17 poseen funciones supresoras entre si,
se conocen como antagonicas (Serrano, 2009). Las células de tipo Th1 producen
citocinas proinflamatorias (como es el IFN-y) y son capaces de mediar la inmunidad
celular. Las células Th2, en contraste, son de tipo efectoras y producen citocinas
(IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, entre otras) las cuales regulan la proliferacion de
células B y guian la respuesta inmune humoral (Dong, 2001). Los linfocitos T helper
17 (Th17), secretores de IL-17, son capaces de inducir un efecto proinflamatorio. La
actividad de estos linfocitos se encuentra mediada por interleucinas como la IL-6,
IL-23 y el TGF-B (Serrano, 2009).

Se ha observado en gliomas que la presencia de células mieloides en el
microambiente tumoral se ve influenciada por citocinas promotoras de células Th17
(TGF-B, IL-6, IL-1B e IL-23) (Paladugu, 2012). EI TGF- ha sido sugerido como el
factor principal de inmunosupresion ya que posee un efecto negativo en la
proliferacion y diferenciaciéon de las células B (Lippitz, 2013) y de los linfocitos en
Th17. Una vez diferenciados, la IL-23 induce la proliferacion de estas (Serrano,
2009).

Albulescu y colaboradores en el afo 2013, analizando suero de pacientes
con glioblastoma de edades entre 58 y 62 afios, encontraron una alta expresion de
citocinas como son IL-6, IL-1B, TNF-a e IL-10, lo que puede correlacionarse con el

aumento de metastasis, angiogenesis e invasion de las células tumorales.
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3.21 Interleucina 6 (IL-6)

La IL-6 o también denominada IFN-B2 (Akdis, 2011), (Fig. 4) es una potente
citocina inflamatoria que se encarga de mediar multiples funciones como; la
diferenciacion y desarrollo de linfocitos B, la proliferacion, supervivencia celular y el
aumento de las sefales apoptéticas (Kamimura, 2003). Ademas posee efectos
sobre la formacion de huesos, en las funciones enddcrinas y puede afectar
diferentes células o tejidos (Wolvekamp, 1990). Es secretada por neuronas,
microglia, astrocitos y monocitos periféricos (Zhu, 2012). Muchos tipos de células
pueden responder a la IL-6, incluyendo los astrocitos, células estromales
endometriales, corazon, macrofagos, monocitos, microglia, células de kupffer,
osteoblastoma, mieloma multiple, células endoteliales, hepatocitos, entre otras
(Suganuma, 2002). La IL-6 es conocida por actuar como factor de diferenciaciéon
para los Th17, asi como ser secretada por los mismos (Serrano, 2009). Es un factor
mitogénico para los astrocitos y junto con su receptor soluble (slL-6Ra) induce la

gliosis de forma masiva (Weissenberg, 2004).

Figura 4. Interleucina 6. Se observa la proteina cristalizada, ID: 1ALU
(Protein Data Bank, 2017).

IL-6 posee una estructura de tipo hélix-bundle que consiste en 4 a-hélices
largas (Akdis, 2011). En condiciones fisiologicas, la IL-6 se encuentra presente en
el cerebro en baja concentracion. Sin embargo, se ha observado un aumento en la

expresion y secrecion durante enfermedades neuroldgicas, incluyendo; Alzheimer,
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Parkinson, cancer encefalico, esclerosis multiple e isquemia cerebral (Rothaug,
2016).

La sefalizacion de la IL-6 se da a través de un complejo localizado en la
superficie de la célula, el cual esta compuesto por el receptor IL-6R y el componente
inductor de sefal gp130 (Akdis, 2011). La IL-6 puede estimular una respuesta en un
blanco celular de dos maneras diferentes:

1. Sefializacion clasica: Involucra la unién de la IL-6 con el receptor membranal
IL-6R. ElI complejo IL-6/IL6R puede entonces unir en cis a la glicoproteina
transductora de senal 130 (gp130), la cual es expresada de manera ubicua
en la mayoria de las células (Fisher, 2014). Esta via de sefalizacion esta
asociada con un efecto anti-inflamatorio (Rothaug, 2016).

2. Trans-sefalizacion: Alternativamente existe una forma soluble del receptor
(sIL-6R) la cual puede formar un complejo con IL-6 y estimular células
distantes que expresan gp130, pero no aquellas que expresen IL-6R
(Rothaug, 2016).

La union de la IL-6 con su receptor en ambas vias de sefalizacion, convergen
en una via en comun, la activacion de JAK, con la subsecuente fosforilacion de
STAT3 y PI3K. Estas moléculas funcionan como factores de transcripcion o
reguladores enzimaticos que contribuyen a las actividades multifacéticas de la IL-6,
incluyendo la progresion tumoral (Fisher, 2014).

Se ha observado que en pacientes con mieloma multiple, se encuentran
elevados los niveles de IL-6 en suero, lo cual es correlacionado con un prondstico
desfavorable, con lo que se observa que una reduccion parcial de los niveles de IL-
6 pueden restaurar la sensibilidad a los agentes quimioterapéuticos (Salem, 2000).

Esta citocina es secretada por células de GBM y producida a nivel de CNS
por astrocitos. Es capaz de promover la invasion en lineas celulares de GBM como
U87 pero no de otras como son la U343 (Li, 2010).
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3.3 Inmunoterapia como alternativa terapéutica del glioblastoma

Actualmente, la mayoria de las estrategias terapéuticas que emplean al
sistema inmune como blanco, se basan en la consideracion de que las células T
pueden reconocer y responder contra alteraciones genéticas y celulares que se
producen durante el desarrollo y la progresion del cancer (Mangani, 2017), sin
embargo, y debido a que el CNS se encuentra rodeado por barreras anatomicas
(barrera hematoencefalica, meninges, liquido cefalorraquideo), es complicado el

disefio de farmacos especificos para este padecimiento.

34 Factor de Transferencia

En 1955 Lawrence y colaboradores observaron que el extracto de leucocitos
proveniente de sangre periférica humana es capaz de transferir inmunidad celular a
partir de donadores inmunes a receptores no inmunes. Al componente activo de
estos extractos celulares se le llamo: “Factor de Transferencia (FT)” (LoBuglio,
1974).

3.41 Transferon®

El Transferon® (Fig. 5) es un medicamento de origen biolégico producido
por la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas (ENCB) del Instituto Politécnico
Nacional (IPN). Consiste en el FT correspondiente a una bolsa de sangre para
donacion (500 mL), alrededor de 5x108 leucocitos (Berréon-Pérez, 2007).
Actualmente se sabe que el Transferon® es un extracto dializable de leucocitos
(DLE: Dialyzable Leukocyte Extract), el cual es una mezcla heterogénea de péptidos
de bajo peso molecular (<10 kDa) proveniente de la hemdlisis y posterior didlisis de
sangre periférica humana proveniente de donadores sanos (Medina-Rivero, 2016).
Fisicamente es un liquido amarillento, traslucido con pH 6.5-7 (Krishnaveni, 2013),
es termolabil pero es muy estable si se mantiene frio (-20 a -70 °C), en estas

condiciones puede preservarse por afos (Berrén-Pérez, 2007).
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Este medicamento esta disponible en diversas presentaciones (oral,
inyectable y oral liofilizado), sin embargo, en este trabajo nos enfocamos en la
presentacion para administraciéon oral el cual, actualmente se encuentra en tramite
para la obtencion del Registro ante la Secretaria de Salud (No. de tramite ante la
COFEPRIS: 1733004A410001).

Figura 5. Transferon®.

3.4.2 Obtencion

El material biolégico utilizado para la elaboracion del Transferon® es
obtenido de diversos bancos de sangre certificados de la Ciudad de México. Los
paquetes celulares obtenidos son sometidos a pruebas bioldgicas descritas en la
NOM-003-SSA2-1993. Mientras que su fabricaciéon es sometida a la NOM-059-
SSA1-2006 ya que es un hemoderivado. El procedimiento de obtencion es una
modificacion al descrito por Lawrence en 1981 para la obtencion de DLEs. Se parte
de una poza de leucocitos lisados obtenidos a partir de donadores sanos. Una vez
lisadas, estas células, pasan por un proceso de didlisis en el cual se emplea una
membrana con corte molecular de 10-12 kDa. Se concentran, formulan y filtran con
ayuda de una membrana de 0.22 ym antes del envasado. El producto terminado es
sometido a pruebas de calidad establecidas en la NOM-253-SSA1-2012 para la
disposicion de sangre humana y sus componentes para fines terapéuticos (Bernal,
2010).
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3.4.2

Estructura quimica y componentes

Al inicio se creia que el DLE solo contenia una especie molecular, sin

embargo, al ser analizado se encontrd que contiene muchas especies quimicas con

actividad bioldgica (LoBuglio, 1974). Esta compuesto por una poblacion de péptidos

con baja hidrofobicidad (Medina-Rivero, 2016). Desde 1955 con el descubrimiento

de Lawrence, diversos grupos de investigadores se dieron a la tarea de encontrar

las moléculas encargadas de transferir la respuesta celular.

De manera general se han dividido a los componentes de los DLEs en dos

fracciones principales:

a) Fraccion antigeno especifica: Corresponde a moléculas con peso molecular

de 3.5 a 6 kDa. Esta fracciéon corresponede a la suma de las experiencias

inmunes del individuo (Berron-Pérez, 2007).

b) Fraccion antigeno inespecifica: Comprende a moléculas por debajo de 3.5y

por arriba de 6 kDa, en ella encontramos moléculas como prostaglandinas,

nicotidamina, acido ascérbico y algunos factores de diferenciacion de

linfocitos (Berrén-Pérez, 2007).

A continuacién, en la Tabla 3 se muestra un resumen sobre los

descubrimientos acerca de la estructura del FT.

Aino

1975

1976

1979

Tabla 3. Aportaciones sobre la estructura del FT.

Autor(es) Aporte
Cuatro fracciones con ascorbato,
Sandler et , . e
Al serotonina y un elemento no identificado
con actividad colinérgica.
Cuatro fracciones: 1. Actividad
Burger et mitogénica, 2. Capacidad de
al. transferencia, 3. Nicotidamida, 4.
Elemento inmunosupresor
Wilson y Dos fracciones: 1. < 5kDa: inhibia la

Funderberg migracion de leucocitos dependiente de

Técnica
utilizada

Columnas de
filtracidn en gel.

Cromatografia
de exclusién en
Sephadex G-25

Cromatografia
de exclusién en
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antigeno, 2. 14-17kDa de naturaleza
peptidica y ribonucleotidica

Sephadex G-25
y purificacion
por Bio-gel P-10

Borkav y Componentes activos sean moléculas Lectura de
1985 Mayer de proteina unidos a moléculas absorbancia en
parecidas al RNA uv.
Tres fracciones de las cuales una Cromatografia
1987 Sipkaetal. poseia efecto estimulante en fagocitos  de exclusién en
de sangre humana total Sephadex G-25
HPLC en fase
inversa y
1989 y Se detecto la presencia de lisina, drlvel.'sas
y Bovark . , L. técnicas
glicina, serina y glutamico .
1990 quimicas de
extractos
ultrafiltrados
El contenido peptidico media la
actividad bioldgica.
2000 Kirkpatrick Secuencia de péptidos aislados: HPLC en fase
et al. AUGX reversa
CUUCUUUAUGCUCAAGAUCUU
IGUUGAAGAUAAU
Identificacion de 17 aminoacidos Cromatografia
proteinogénicos de los cuales el mas de exclusién
2016 Medina- abundante fue la glicina (18.30%) y el molecular y
Rivero menos abundante la arginina (0.5%), Cromatografia
esto fue observado de forma Liquida (SE-
consistente en 10 lotes ULPC)

Modificado de Pérez-Tapia, 2007.

3.4.3 Actividad inmunoldgica

A partir de su descubrimiento, se han desarrollado diversos modelos para

estudiar su efecto tanto in vitro como in vivo en diversas patologias. Sin embargo,
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cabe senalar que el efecto depende completamente del origen del FT asi como el

tipo de modelo evaluado.

1975

1979

1979

1984

1987

1995

1995

1995

Tabla 4. Efecto del FT en la respuesta inmune.

Modelo estudiado
In vitro células
humanas
In vitro e in vivo en
monos Rhesus
In vitro, muestra de
pacientes con
sarcoma
In vitro células
humanas
In vitro células

humanas

In vitro células

humanas

In vitro macréfagos
humanos
In vitro células
periféricas
mononucleares
humanas
In vitro células de

bazo de raton

In vitro células MT4

Efecto inmunolégico
Proliferacion de linfocitos
especificos para tuberculina
Actividad quimiotactica para
neutréfilos y monocitos
Produccion de células T citotoxicas
especificas para células de
sarcoma osteogénico
Aumento en la capacidad de
linfocitos en respuesta a mitbgenos
Inhibicion de la migracién antigeno
especifica leucocitaria
Inhibicién de la migracién de
macrofagos producida por una
molécula de < 3.5kDa
Induccién de la produccion de 1L-1

y la activaciéon de macrofagos

Incremento de la hipersensibilidad
tipo D y del receptor para IL-2 en

células CD4+

Secrecion de IFNy e IL-12
(especificas de antigeno)
Inhibicion de la produccion de TNF

en células activadas con LPS

En la Tabla 4 se mencionan los estudios realizados hasta el momento:

Autor(es)
Fireman

Galliny
Kirkpatrick

Levin et al.

Peterseny
Kirkpatrick
Borkowsky y

Lawrence

Farmer et al.

Dorfling et

al.

Gottlieb et

al.

Alvarez y
Kirkpatrick
Fernandez-
Ortega
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1995

1997

2000

2004

2004

2004

2005

2005

In vivo ratones
sensibilizados con
DLEs especificos
In vitro células de

médula 6sea de
raton
In vivo modelo en
raton con DLE
humano

In vivo modelo

murino de infeccidn

con M. tuberculosis

In vivo modelo

murino

In vivo, modelo
murino de shock

endotoxico

In vitro, leucocitos y

células endoteliales

In vivo modelo
murino de glioma
C6 con FT de cerdo

Produccion de IFNy,

Incrementa la sensibilidad de
células progenitoras
hematopoyéticas
Favorece la recuperacion de la
hematopoyesis después de la

radiacion.

Incremento en la sobrevida,

favorece un perfil de citocinas TH1

DLEs bovinos protegen contra el
choque endotéxico causado por
LPS
DLEs bovinos suprimen IL-10 e IL-
6 y disminuyen la expresion del
mMRNA de IL-1B8, TNF-a e IL-12f3
Adicién de DLEs a leucocitos
estimulados con constituyentes de
la pared bacteriana suprime la
produccion de TNF-a.
Potencializan la produccion de IL-6
e IL-8
Administracion intratumoral como
adyuvante de carmustina.
Disminucion en el volumen tumoral
en un 41% y aumento de CD4+,
CD8+, NK, IL-6, IL-2 y TFN-a.

Kirkpatrick

Vacek et al.

Vacek et al.

Fabré et al.

Moisés et al.

Franco-

Molina

Ojeda et al.

Pineda et al.
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In vivo, en . _
Células estimuladas con DLEs

macrofagos _ S Franco-
2005 . bovinos; disminucion de TFN-a e .
peritoneales Molina et al.
. IL-6 y aumento de IL-10
murinos
In vivo, obtencién Disminucion de la producciéon de
Franco-
2007 de sangre humana oxido nitrico, produccion de Mol
olina
completa citocinas TFN-q, IL-6 e IL-10
. DLEs aviares inducen la expresién
In vivo, modelo Cabos-Marin
2010 . del mMRNA de IFN-y e IL-2 en pollos
aviar et al.

vacunados con influenza aviar
Modificado de Bernal-Pérez, 2010.

3.4.4 Aplicaciones

El FT ha sido ampliamente utilizado solo y en combinacion con varios
medicamentos para el tratamiento de diversas enfermedades producidas por virus,
bacterias, parasitos y hongos (Berrén-Pérez, 2007), reportes indican que es efectivo
en enfermedades autoinmunes, diabetes, autismo, infertilidad, psoriasis, rinitis
pigmentosa, asma e incluso algunos tipos de cancer (Krishnaveni, 2013), mientras
que en muy pocos casos presenta un efecto contrario al esperado (Berrén-Pérez,
2007). Hasta la fecha no se han reportado efectos adversos graves. En un estudio
clinico realizado a 3844 pacientes con diagndstico de alergias, enfermedades
infecciosas y autoinmunes los efectos adversos mas comunes fueron; dolor de
cabeza (15.7%) y rash cutdneo (11.4%), presentandose dentro de las 24 horas
después de la administracion (Homberg, 2015).

A continuacion, en la Tabla 5 se mencionan algunas de las aplicaciones

utilizadas en la clinica actualmente:
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Tabla 5. Aplicaciones del FT en la clinica.

Aumento de
linfocitos B, T. Rodriguez,
Dermatitis Disminucion de 2002.
atopica grave células NK.

Disminucion de las
Hipersensibilidad

Sindrome de lesiones
Hiper IgE escamosas, Guardia-
desaparicion del Pefa,
ardor. Aumento del 2012.
TGF-B.
(Tratamiento con FT
Candidiasis especifico): .
Masi,
Hongos mucocutanea aumento en la 1996
cronica reactividad contra el '
antigeno candida.
(2]
3 8
S 8 Virus Varicela Aumento de IFNy y Steele,
w - —
E 9 de CD4+. 1980.
2 E
w
_ Mejora de los
Tuberculosis . _ Estrada-
pacientes debido al
Bacterias pulmonar Parra,
aumento de
avanzada 1983.

linfocitos T y B.
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Anteriormente, en nuestro grupo de trabajo se realizé un ensayo in vitro para
conocer el efecto del Transferon® en la viabilidad de la linea celular U87 derivada
de un glioblastoma, mediante la reduccion de una sal de tetrazolio (MTS: (2,3-bis(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida)), en el cual se observd
que al afadir el Transferon® en concentraciones desde 1 pg/mL hasta 100 pg/mL,
aumenté la cantidad de células a las 72 y 96 horas. En lo que respecta al ensayo in
vivo, se realizé el implante de la misma linea celular en ratas macho de la cepa
Wistar y se dejo crecer durante 4 semanas, posteriormente se administré el
Transferon® durante 3.5 semanas y se observé un aumento en la migracion y el

tamano tumoral (Mireles, 2016).
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4. Planteamiento del problema

El uso del factor de transferencia es cada vez mas comun en la poblaciéon
mexicana, sin embargo, no se cuenta con evidencia suficiente para sustentar su uso
como adyuvante en diversos tipos de cancer, en especial del glioblastoma. En la
actualidad este tipo de cancer esta caracterizado por su baja sobrevida y la falta de
terapias efectivas.

El Transferon® es el primer factor de transferencia considerado como
medicamento biolégico. Actualmente se encuentra en tramite ante la COFEPRIS la
obtencion del registro sanitario para la presentacion oral, por lo anterior es de suma

importancia ampliar los conocimientos acerca de los efectos del Transferon®.

5. Hipotesis

Si el Transferon® induce el crecimiento tumoral de un xenotransplante de

células de GBM en un modelo murino entonces, se modificara la respuesta inmune.
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6. Objetivos

6.1  Objetivo General

Estudiar el efecto del Transferon® sobre la respuesta inmune en ratas con

xenotrasplante de células derivadas de un glioblastoma humano en la corteza

prefrontal.

6.2 Objetivos Particulares

Determinar el efecto del Transferon® sobre el crecimiento y migracion
tumoral de la linea celular U87 mediante la técnica de

inmunofluorescencia.

Detectar y cuantificar los niveles de IL-6 en el suero de ratas con
xenotrasplante tratadas con Transferon® mediante la técnica de
ELISA.

Cuantificar la cantidad de proteina pJAK1 para conocer la via de

sefalizacion implicada en el aumento de la IL-6.
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7. Metodologia
71 Obtencion de células

Se cultivé la linea célular U87, proveniente del glioblastoma de un hombre
de 44 afios. Fue transfectada con el transgen que codifica para la proteina verde
fluorescente (GFP: Green Flourescent Protein), por lo que se le denomina
U87-GFP. Se cultivaron en DMEM (por sus siglas en inglés: Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) con rojo fenol suplementado con suero fetal bovino (SFB) a 37°C
en una atmosfera de CO:2 al 5% y con humedad del 95%. El medio fue cambiado
cada 48 horas hasta obtener una confluencia celular del 70-80%. Las células

fueron contadas mediante una camara de Neubauer.

7.2 Ensayoin vivo

Animales. Para este estudio fueron utilizadas 16 ratas macho adultas de la
cepa Wistar (220-250 g) las cuales se encontraban hospedadas en el bioterio del
INNyN (Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia), en un cuarto con
temperatura controlada (22-24°C) y ciclo de luz-oscuridad de 12:12 h con agua y
alimento ad libitum. Todos los animales fueron tratados de acuerdo con la
NOM-062-Z00-1999 y al reglamento interno del CICUAL (Comité Interno para el
Cuidado de los Animales de Laboratorio) del INNyN “Manuel Velasco Suarez” para

evitar o disminuir el sufrimiento de los animales.

7.21 Implante de células tumorales en la corteza prefrontal de rata

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina/xilasina (80 y 10
mg/Kg respectivamente, via intraperitoneal). Se colocaron en el aparato
estereotaxico y se les implantaron 200 mil células U87-GFP en DMEM en un
volumen de 2 pL en la corteza motora de la rata, con coordenadas 1.6 mm anterior
y 3 mm lateral izquierdo con respecto a Bregma (Fig. 6) y a 2 mm de profundidad
de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson, 1998. A los animales se les administré
gentamicina local sobre la herida y durante 48 horas post-cirugia se les administré

como profilactico enrofloxacina (10 mg/Kg) afadida en el agua, dejando libre acceso
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a ella; ademas se les administré meloxicam (0.85 mg/kg) via oral como analgésico,

antipirético y antiinflamatorio durante el mismo periodo de tiempo.

Figura 6. Implante estereotaxico de células U87-GFP en la corteza prefrontal del
cerebro de rata. Se observa la canula de microinyeccién (CM) calibre 25 con las células y
la canula guia (CG) calibre 21 (Lab. Fisiologia de la Formacién Reticular, INNyN).

7.2.2 Tratamiento con Transferon®

Trascurridas 4 o 7 semanas del implante, las ratas fueron divididas en dos
grupos: G1y G2 (Tabla 6). El G1 considerado como grupo control, fue administrado
con 30 pL de SSI (Solucion Salina Isotdnica) y el G2 o tratamiento recibié una dosis
de 4.8 ug de Transferon® en 30 uL, durante 3.5 semanas (Fig. 7), esto basado en
el esquema de administracion propuesto por la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas del Instituto Politécnico Nacional para el tratamiento de una enfermedad
aguda (Apéndice i) (Berron-Pérez, 2007) y con el ajuste de dosis para un modelo

en rata de acuerdo a lo estipulado por Reagan-Shaw en el 2008.
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Tabla 6. Grupos de estudio.

Tratamiento con Transferon® (Dia de administracion)

Implante 1 2 3 4 5 11 13 15 19 23 24

| | || ] ] | R N I B
e
o)

7 semanas Sacrificio

Figura 7. Esquema de administracion del Transferon®. Se muestra el dia del implante,
después de 4 o 7 semanas se administro el tratamiento en los dias sefalados. El dia 24 se
realizo el sacrificio de los animales.

7.2.3 Obtencion de suero y cerebros

Concluidas las 3.5 semanas de tratamiento, todos los animales fueron
anestesiados con una sobredosis de pentobarbital, se realizé un corte medio a la
altura del esterndn para exponer el corazon, del cual se realizé la extraccion de
10 mL de sangre. Posteriormente se realizé6 una perfusion de gran circuito con
1 mL/g de peso de solucion salina y posteriormente 1 mL/g de peso de formalina al
3.7%. Una vez fijados los 6rganos, se obtuvieron los cerebros y fueron conservados
en frascos con formalina para su posterior analisis histoldgico. Para la obtencién del
suero, la sangre se dejo reposar durante 2 horas y se centrifugaron las muestras a

3 mil rpm durante 10 minutos.

7.2.3.1 Analisis de interleucinas en suero

La cuantificacion de IL-6 en suero se realiz6 mediante un ensayo de tipo
ELISA (R&D Systems™, Quantikine® ELISA), la sensibilidad de este kit es de
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21 pg/mL. Todas las muestras y curvas de calibracion fueron analizadas por

triplicado. La densidad 6ptica fue determinada a 450 nm.

Analisis estadistico

Los resultados fueron colectados y expresados como la media + el error
estandar de la cantidad de IL. La diferencia entre grupos fue analizada mediante t
de student con una correccién de Welch; los valores de P menores a 0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos. El analisis fue realizado mediante el

programa GraphPad Prism 6.

7.2.4 Inmunofluorescencia

Los cerebros obtenidos previamente fueron conservados en formalina al
3.7%, posteriormente se sumergieron en los siguientes gradientes de sacarosa:
10%, 20% y 30%, cambiados cada 24 horas.

Los cerebros fueron congelados con hielo seco y posteriormente cortados
con criostato (Leica CM1850) a -20 °C obteniendo laminas con un grosor de 20 um.

Para la identificacién de los antigenos, se realizé la exposicién de los
epitopes mediante una solucién de citrato de sodio (10 mM, pH 6.0), posteriormente
se bloquearon los antigenos inespecificos con albumina al 5% en solucién
TBS-Tween 0.1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Enseguida se
adicionaron los anticuerpos primarios: rabbit anti-GFP para el marcador de las
células tumorales (sc-8334, Santa Cruz Biotechnology) y mouse anti-Ki-67
marcador de proliferacion celular (sc-23900, Santa Cruz Biotechnology) a una
concentracion de 2 ug/mL y 0.5 ug/mL respectivamente, se incubaron una noche en
refrigeracion y en camara humeda. Posteriormente, se removieron los anticuerpos
con 3 lavados con TBS-Tween 0.1% durante 10 minutos en agitacidon. Se anadieron
los anticuerpos secundarios: Alexa Fluor 488 anti-rabbit 2 ug/mL y Alexa Fluor 594
anti-mouse 2 ug/mL, se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente y en
oscuridad. Se realizaron 3 lavados con TBS-Tween 0.1% e inmediatamente se

afiadio DAPI 300 nM como marcador de nucleos, se incubd durante 7 min y se
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realizé un ligero lavado con TBS-Tween 0.1%. Finalmente las laminillas se fijaron

en un medio de montaje no fluorescente.

7.241 Determinacién del area danada y migracién celular

Posteriormente, los cortes histoldégicos previamente tratados fueron
observados en el microscopio de fluorescencia (Olympus Bx43). Las imagenes
generadas se utilizaron para medir el tamafo y la migraciéon del tumor mediante el

programa Image-Pro Plus 7.0 (MediaCybernetics).

Analisis estadistico

Los resultados fueron colectados y expresados como la media + el error
estandar de la distancia recorrida (um) o el area dafada (um?). La diferencia entre
grupos fue analizada mediante t de student con una correccion de Welch; los valores
de P menores a 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos. El analisis

fue realizado mediante el programa GraphPad Prism 6.

7.3 Ensayos in vitro

7.3.1 Cuantificacion de IL-6 y fosfo-JAK1

7.3.1.1 Cultivo celular

La linea celular U87 (ATCC®: HTB14) se sembrd en una caja de 6 pozos y
se cultivé en medio DMEM sin rojo de fenol (In Vitro, S.A., México) con 1% de
antibidtico-antimicotico (Biowest). Las células se incubaron bajo condiciones
estandar a 37°C, 95% de humedad y 5% de COz2. El medio fue cambiado 24 horas
después para obtener una confluencia del 60%. Se afadié una concentracién de
100 ng/mL de Transferon® (de acuerdo a lo observado anteriormente) o el

equivalente en volumen de PBS a las células tratamiento y control, respectivamente.
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7.3.1.2 Western Blot

Para la cuantificacién de las proteinas JAK1 y pJAK-1, se utilizé la técnica de
Western Blot. Las células fueron lisadas con 200 pL de Laemmli 2X (Tris HCI pH=6.8
100 mM, SDS al 4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol al
0.1%) para la extraccion de las proteinas. Las muestras obtenidas se incubaron en
bafo maria a 100 °C durante 5 min, se cargaron 45 uL de muestra en un gel de
poliacrilamida al 7.5% en un equipo de electroforesis (BioRad), se dejé correr a
80 V durante 30 minutos y a 100 V durante 80 minutos. Las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Millipore) durante 8 horas a 0.04 A.
Posteriormente, la membrana fue bloqueada (leche descremada 5%, albumina 2%
en TBS-Tween al 0.1%) durante 1 hora a 37 °C. Se agregaron 500 pL (3.3 pg/mL)
del anticuerpo primario pJAK1 (Purified Rabbit IgG; R&D Systems AF4510) y se
incubo toda la noche, mientras que anti-JAK1 (purified policlonal; Abcam AB47435)
se utilizé a una concentracién de 1 uyg/mL y se incubd 2 dias en refrigeraciéon. Se
realizaron 3 lavados de 5 min con TBS-Tween al 0.1% con agitacién. Como
anticuerpo secundario se utilizd anti-rabbit peroxidasa (1:10 000) y se incubd
durante 45 minutos a temperatura ambiente y con agitacion. Se utilizé a-tubulina (8

pg/mL) como control de carga.

8. Resultados

8.1  Migracién

A continuacion se muestran fotografias representativas del efecto del
Transferon® sobre la capacidad de migracién celular de la linea U87-GFP al ser
administrado 4 y 7 semanas después del xenotransplante (Fig. 8A-B). Se realizé la
cuantificacion (um) de la distancia recorrida (senalada con flechas rojas) desde la
zona del implante, localizado por la formacion de un orificio en la corteza, hasta el
inicio de la masa tumoral (Fig. 8C); en donde se observdé un aumento
estadisticamente significativo tanto a las 4 como a las 7 semanas. Es importante

senalar que la migracién obtenida debido al efecto del Transferon® a las 4 semanas
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es 6 veces mayor que el control, mientras que a las 7 semanas el aumento en la

migracion es solo 2 veces mayor que lo del control.

A.

4 Semanas (10X)
CONTROL TRANSFERON®

Figura 8A. Consultar pie de figura en la pagina 40.

DAPI

u87-GFP

MERGE
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DAPI

u87-GFP

MERGE

7 Semanas (10X)
CONTROL TRANSFERON®

Figura 8B. Consultar pie de figura en la pagina 40.
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Control Transferon® Control Transferon®

Figura 8. Migracion celular. Imagen representativa del grupo control y del tratado con
transferon. A. Control y Transferon® administrado después de 4 semanas del implante de
células U87-GFP. B. Tratamiento con Transferon® después de 7 semanas del implante.
C. Cuantificacion de la distancia recorrida por las células (en um) medida desde el sitio del
implante (observado a causa del trépano) hasta el inicio de la masa tumoral formada por
las células U87 en las ratas control y ratas tratadas con el Trasferon®. Las barras
representan la media = ES (*** indica P<0.0005, **** indica P<0.0001 comparado con el
control) 4 y 7 semanas: control n=3, tratamiento n=4.

8.2 Area afectada

Para la cuantificacion del area afectada fue considerada la presencia de
masas tumorales y/o la aparicién de pseudopalisadas que consisten en formaciones
celulares constituidas por un nucleo necroético con hipercelularidad en la periferia,
esta caracteristica es utilizada por neuropatélogos para la identificacion de GBM
(Wippold, 2007). En las figuras 9A y 9B se muestran micrografias representativas
de los grupos tratados a las 4 y 7 semanas, respectivamente. En la Fig. 9C se
observan las graficas representativas de dicha cuantificacion, en las cuales existe
una diferencia estadisticamente significativa, sin embargo, al administrar el
Transferon® 4 semanas después del implante, el area afectada es mayor que su
control, caso contrario lo ocurrido al ser administrado a las 7 semanas en el cual se
observa una disminucion del area dafiada pero un aumento en la densidad celular.

Dado lo anterior, se realizé la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia
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(Fig. 9D), en donde obtuvimos diferencias significativas entre el grupo control y el

tratado con el Transferon®.

A.

4 Semanas (20X)
CONTROL TRANSFERON®

DAPI

u87-GFP

MERGE

Figura 9A. Consultar pie de figura en la pagina 43.
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Ki-67 u87-GFP DAPI

MERGE

7 Semanas (20X)
CONTROL TRANSFERON®

Figura 9B. Consultar pie de figura en la pagina 43.
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4 Semanas 7 Semanas

1750~ *k

Control Transferon® Control Transferon®
D.
Intensidad de fluorescencia (GFP) Intensidad de fluorescencia (Ki-67)
30~ *
50~
*%*
40-
20-
30+
20+ 10-
10+
0- 0-
Control Transferon® Control Transferon®

Figura 9. Area afectada. Imagen representativa del grupo control y del administrado con
Transferon®. A. Control y Transferon® administrado después de 4 semanas del implante
de células U87-GFP. B. Tratamiento con Transferon® después de 7 semanas del implante.
C. Cuantificacién de la variacion del area (en um?) formada por las células U87 en ratas
control y en las ratas tratadas con el Trasferon®. D. Intensidad de fluorescencia
determinada a las 7 semanas, GFP: Indica las células U87-GFP, Ki-67: Marcador de
proliferacion. Las barras representan la media £+ ES (* indica P<0.05 y ** indica P<0.005
comparado con el control) 4 y 7 semanas: control n=3, tratamiento n=4.

8.3 Analisis de interleucinas en suero

La concentracién de la interleucina 6, se muestra en la Fig. 10. Observamos
un aumento significativo de la concentracion de IL-6 en el suero de las ratas que

fueron tratadas con el FT.
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pg/mL de IL-6

133
<

0-

Control Transferon

Figura 10. Cuantificacién de IL-6. En el grafico se muestra la variacion de la concentracion
de IL-6 presente en suero de ratas implantadas con células de glioblastoma sin tratamiento
y aquellas administradas con Trasferon®. Las barras representan la media + ES (* indica
P<0.05 comparado con el control) Control: n= 3 y Transferon®: n=4.

8.4 Determinacion de JAK1-pJAK1

En la figura 11 se muestra el resultado obtenido para la cuantificacién de la
proteina fosforilada JAK1 y JAK1 total. Al realizar el analisis densitométrico

observamos que el FT no aumenta ni disminuye significativamente la relacion
pJAK1/JAK1.

0.8+ C T
T 0.6 JAK1 _ 132 KDa
<
2
<
Q. 0.2+
a-tubulina - 55 KDa
0.0~

Control Transferon®

Figura 11. Determinacion de pJAK-1 y JAK1. En el grafico representa el analisis
densitométrico de la expresion de pJAK-1 con respecto a JAK-1 total después de realizar 6
experimentos independientes. Las barras representan la media + ES. n=3.
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9. Discusion

Migracion

Los astrocitomas son tumores de naturaleza heterogénea y pueden mostrar
infiltracion difusa de estructuras cerebrales, ya sean adyacentes o distantes.
Particularmente, los GBM estan caracterizados por ser los mas proliferativos e
invasivos (Agnihotri, 2012), por lo que es de suma importancia la determinacion del
efecto del Transferon® sobre la capacidad de las células U87 de migrar o invadir
tejido sano. La invasion celular es un proceso complejo, sin embargo, generalmente
es percibido como un proceso multi-etapas. El paso inicial requiere la adhesion de
las células tumorales a las proteinas de matriz la cual es mediada por receptor, el
segundo paso es la degradacion de la matriz por proteasas secretadas por el tumor,
lo que origina un espacio dentro del cual las células pueden migrar y activar
mecanismos requeridos para la sintesis de membrana y reordenamiento del
citoesqueleto (Giese, 2003).

En la Figura 9A se observan los resultados obtenidos al administrar
Transferon® 4 semanas después de realizar el xenotransplante de las células U87-
GFP. Se muestra un aumento significativo en la capacidad de migracion celular
cuando es administrado el FT, esto puede atribuirse a la mejora del microambiente
tumoral. La migraciéon quimiotactica de las células es un paso crucial para la
invasion. Se han encontrado que estimulos externos como son las quimiocinas o
lisofosfolipidos (como el acido lisofosfatidico), son capaces de regular la migracién
quimiotactica en células derivadas de un GBM, esto observado en ensayos in vitro
de la linea U87 (Lee, 2008).

En la Figura 9B se presenta lo obtenido al administrar el FT 7 semanas
después del implante, en donde se observa un aumento significativo en la capacidad
para migrar cuando las ratas fueron administradas con el Transferon®, en el caso
del GBM, se han descrito un gran numero de mediadores de la invasién, incluyendo
la activacién de las vias de TGF-B y PKB/AKT (Protein Kinase B), asi como el
HIF-1a generado en zonas de hipoxia (Louis, 2007) y el efecto de un grupo de
metalo-cisteina y serina proteasas, las cuales degradan la matriz extracelular

(Kesanakurti, 2012). Las células del GBM poseen estas propiedades invasivas
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debido a la activacion de un patrén genético el cual se encuentra sobre-regulado en
procesos tipicos de proliferacion, remodelacion de la matriz extracelular, migracién
e invasion celular, ademas de la formacién de nuevos vasos sanguineos (Senft,
2010).

Fascin-1 es una proteina de unién a actina la cual incrementa la movilidad
celular en diversos tipos de cancer. En GBM, la expresién de la proteina fascin-1
esta relacionada con el grado histologico, prognosis y la capacidad de invadir. En
estudios in vitro con la linea celular U87, se observé un incremento dosis-
dependiente de fascin-1 cuando las células fueron estimuladas con IL-6 (Li, 2010),
lo que podria explicar el aumento en la capacidad de migracion en nuestro modelo
ya que la concentracion de IL-6 se incrementd en el suero de los animales tratados

con el Transferon®.

Area afectada

Pineda y colaboradores en el afio 2005, mediante un modelo murino con
implante de células C6 derivadas de glioblastoma murino y la administracion
intratumoral del FT observaron una reduccion del volumen del tumor hasta del 41%,
lo cual fue atribuido al aumento en la expresion de IFN-y, TNF-a e IL-12. Sin
embargo, es importante sefialar que en el modelo utilizado por Pineda et al., el FT
es obtenido de cerdos previamente inmunizados con la linea celular C6, el implante
fue realizado en el muslo derecho de las ratas y la administracién del FT es
intratumoral, mientras que en el presente trabajo se propone un modelo que
considera la via de administracion mas comun del FT (via oral), asi como la
localizacion del tumor en la corteza prefrontal.

Contrario a los resultados obtenidos por el grupo de Pineda, en la Figura 9
podemos observar que al administrar el Transferon® existe un aumento significativo
del area afectada cuando las ratas fueron administradas 4 semanas después del
xenoinjerto (Fig. 9C). Se sabe que aproximadamente el 12% de la masa tumoral
corresponde a la asociacion de las células tumorales con la microglia o los
macrofagos (Mangani, 2017), estas células son reclutadas activamente mediante la

secrecion de una gran variedad de factores como las quimiocinas, citocinas y
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proteinas de matriz (Carvalho da Fonseca, 2013). Al administrar el Transferon® 7
semanas después del implante, se observa una masa tumoral bien delimitada y un
incremento en la cantidad de células con respecto al control. En el control
interesantemente vemos un area afectada mayor y menos células de tipo U87-GFP
cuando se compara con el grupo tratado. Se realizé la cuantificacion de la intensidad
de fluorescencia (Fig. 9D) ya que se puede considerar como medida indirecta de la
densidad celular. La cuantificacion nos indica que al administrar el Transferon® 7
semanas después del implante, aumenta significativamente la cantidad de células
marcadas con GFP. De igual forma, existe un aumento de la capacidad proliferativa
de la linea celular U87-GFP ya que observamos un mayor numero de células
marcadas con Ki-67, sin embargo, el area dafiada disminuye.

Los astrocitos y los oligodendrocitos son las células macrogiales principales.
Poseen diversas funciones como son el soporte celular durante el desarrollo del
CNS, la homeostasis de iones, la captacion de neurotransmisores,
neuromodulacion, contribuyen al sistema inmune del CNS y la preservan el tejido
después del daino, esta ultima, es la propiedad de los astrocitos activados, llamados
también astrocitos reactivos (Ridet, 1997). El efecto de los astrocitos ha recibido
mucho menos atencion que la microglia, sin embargo, la mayoria de los factores de
crecimiento e interleucinas inflamatorias expresadas por microglia, son secretadas
también por los astrocitos (Placone, 2015). Los astrocitos sufren gliosis reactiva, un
proceso que implica la regulacion positiva de los neurofilamentos, la GFAP y la
vimentina, asi como muchos factores de crecimiento, citocinas inflamatorias y
proteinas de matriz extracelular, este proceso ayuda a reparar el dafno en el cerebro
lesionado (Ridet, 1997). Dado lo anterior se sugiere que al administrar el FT 7
semanas después del implante, los astrocitos reactivos podrian estar ayudando a
delimitar la masa tumoral y secretando citocinas antiinflamatorias para la reduccion
y regeneracion del area dafada, tal es el caso de la IL-1, una citocina proinflamatoria

encontrada en dafio neuropatologico (Hanisch, 2002).
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Interleucinas

Ademas de las células tumorales, las células del sistema inmune y las
citocinas constituyen elementos clave en el microambiente del GBM, el cual puede
ser favorable para el crecimiento del tumor (Zhu, 2012).

Las citocinas son un grupo de moléculas pequefas con diversos efectos que
dependen del microambiente. Estan compuestas por glicoproteinas y polipéptidos
que poseen efectos anti-inflamatorios, pro-inflamatorios o efectos de
inmunosupresion.

Desde 1990 se ha reconocido la regulacion autocrina de la IL-6 en el GBM,
asi como su asociacion con la formacion, angiogénesis, grado y prognosis del
mismo (Li, 2010). Esta citocina esta involucrada en el desarrollo del tumor a través
de la promocion de la angiogénesis, proliferacion celular y resistencia a la apoptosis
y a la radiacion (Zhu, 2012). La IL-6 proviene de una familia de citocinas que
participan en la activacion de JAK/STAT en diversos tipos de cancer incluidos el
GBM en el cual, los altos niveles de IL-6 en circulacion estan asociados con un
incremento en la severidad del tumor (Kesanakurti, 2012). Por lo anterior realizamos
la determinacidén de esta interleucina en suero de ratas con xenotrasplante para
observar si existe algun efecto producido por el Transferon®. Como se observa en
la Figura 10, la concentracion de IL-6 aumenté significativamente en suero de ratas
que fueron administradas con el Transferon®. Esto tiene una enorme implicacion en
cuanto a la severidad del tumor, ya que se sabe que la IL-6 es una potente citocina
pro-inflamatoria que se encarga de mediar multiples funciones fisiologicas, tales
son; la diferenciacién y desarrollo de linfocitos, la proliferacion, supervivencia celular
y la mejora de las sefales apoptoticas (Kamimura, 2003), sin embargo, también es
conocida por su actividad inmunosupresora implicada en la proliferacion de células
tumorales, asi como en la angiogénesis (Fisher, 2014). En experimentos in vitro
realizados a la linea célular U87, la cual es derivada de un glioblastoma humano,
se observo que la IL-6 aumenta la expresion de la metaloproteasa 2 (MMP-2), y
produce un incremento en la fosforilacion de STATS3, lo que conlleva a la promocién
de lainvasién de la linea celular U87 (Li, 2010). Se sabe también, mediante estudios

in vitro realizados con co-cultivos de la linea célular U87 y microglia, que la relaciéon
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entre la microglia-glioma se puede llevar a cabo mediante el ligando CCL2 generado
por el tumor para el cual, la microglia posee el receptor correspondiente (CCR2) que
al entrar en contacto con su ligando, aumenta la liberacién de la IL-6 lo que conlleva
a un aumento en la capacidad de invasién del glioma (Carvalho da Fonseca, 2013)
(Fig 12). CCL2 es conocido también por ser un potente quimioatrayente para
monocitos, basdfilos, linfocitos T y células NK. También es capaz de inducir la
expresion de metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9 en las células cancerosas,
promoviendo su invasion. En estudios in vitro con la linea célular U87 se ha
observado que estimula la migracion e invasion (Lim, 2016). Esto podria traducirse
en un aumento en la progresion del cancer.

En un estudio in vitro se observd que la linea celular U87 expresa altos
niveles de ambos receptores para IL-6 (IL-6Ra y GP130), también se observo que

la IL-6 induce un notable incremento en la fosforilacion de GP130, JAK1, JAK2 y

STATS3, observado mediante un western blot (Michaud-Levesque, 2012).

IL-6
- -

Figura 12. La expresion de IL-6 en macroéfagos/microglia. En la asociacion de las TAMs
se detecta un incremento en la produccion de IL-6 lo que conlleva a un aumento en la
invasividad de las células del GBM (linea celular U87). Modificado de Zhang, 2011.
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Por lo anterior, se ha propuesto a CCL2 como blanco terapéutico
prometedor; actualmente, Carlumab es un anticuerpo monoclonal conocido por
poseer alta afinidad a CCL2, este farmaco se encuentra en estudios clinicos de fase
1 en combinacién con quimioterapia, sin mostrar algun efecto secundario importante
(Lim, 2016).

Dado que se observd un aumentd de la IL-6 y esta induce un incremento en
la fosforilacion de gp130, JAK1, JAK2 y STAT3 (Michaud-Levesque, 2012), se
realizé la cuantificacion de pJAK1 después de la estimulacion de la linea celular U87
con Transferon® en un experimento in vitro (Fig. 11), sin embargo, no se observo

una diferencia significativa comparada con el control.
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10.Conclusiones

El Transferon® aumenta la capacidad de migracion de las células U87
implantadas en la corteza prefrontal de ratas a las 4 y 7 semanas después del
implante.

La administracion del Transferon® 4 semanas después del implante aumenta
el area dafada con respecto al control.

El tratamiento con Transferon® 7 semanas después del implante disminuye el
area dafiada mas no la densidad celular con respecto al control.

La concentracidon sérica de IL-6 aumenta con la administracion del
Transferon®.

La fosforilacion de JAK1 no se modifica al inducir las células U87 con

Transferon® en un modelo in vitro.

11.Perspectivas

o Estudiar la presencia de microglia en el microambiente tumoral mediante
el marcador Coronin-1A, proteina expresada constitutivamente en
microglia.

o Cuantificar la fosforilacion de la proteina JAK-2 al estimular las células
con Transferon® para conocer la via implicada debido al aumento de
IL-6.

0 Analizar el uso del Transferon® al ser administrado en etapas de

desarrollo mas avanzadas del glioblastoma.
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Apéndice
Tabla i. Esquema de administracion propuesto por la ENCB/IPN.

Todos los dias 5 dias 5

Dos veces al dia 2.5 semanas 10
Unavez aldia 10 semanas 10
Total 13 semanas 25

Dos veces al dia 5 dias 10
Unavez aldia 10 semanas 10
Total 15 semanas 25
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