Efecto de la compactacion del tumor en la penetracion de células
del sistema inmune
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Resumen

El objetivo principal de este proyecto es comprender
mejor los obstaculos que encuentran las células
inmunes al combatir tumores de glioblastoma. Un
ejemplo es el alto grado de compactacion de estos
tumores, que dificulta la penetracion de células y
farmacos. Este fenomeno puede revertirse con
determinados compuestos, como la blebistatina.

Introduccion
Glioblastoma: Importancia y dificultades

El glioblastoma es el tipo de cancer de cerebro mas
comun, y uno de los tipos de cancer con mayor tasa
de mortalidad, debido principalmente a la resistencia
a los tratamientos, y a una gran capacidad de
reaparicion tras la cirugia [1]. Ademas, los tumores
de glioblastoma generan un ambiente muy
desfavorable para las células del sistema inmune,
limitando su accién, por lo que la inmunoterapia
tradicional no es eficaz contra este tipo de cancer [2].

El objetivo principal de este proyecto es comprender
mejor los obstaculos que encuentran las células del
sistema inmune al tratar de combatir el glioblastoma,
para conseguir eliminar estos obstaculos y potenciar
las defensas del propio paciente contra el tumor.

Técnicas avanzadas

Gracias al uso de cultivos celulares tridimensionales
(esferoides) se pueden reproducir en el laboratorio las
condiciones de estos tumores y su entorno, con el
objetivo de comprender mejor los mecanismos de
inhibicion del sistema inmune y buscar nuevas
estrategias que aumenten el efecto de las células que
defienden nuestro organismo.

El cocultivo de dichos esferoides junto a células del
sistema inmune extraidas de sangre periférica
permite la observacion y estudio de la accidn de estas

células cuando se encuentran en presencia de
estructuras tridimensionales tumorales, con la
posibilidad de modular diversos parametros tanto del
propio esferoide como del entorno. ellas.

Nuestro enfoque

Para recrear microtumores de glioblastoma, se han
usado células de la linea comercial U-251 MG y
células primarias procedentes de pacientes de
glioblastoma. El protocolo de generacion de
esferoides ha sido el mismo para los dos tipos
celulares, y se basa en el método “non-adherent
surface”, que consiste en sembrar las células en
pocillos de fondo curvo pretratados con solucion
anti-adherente, y acumular todas esas células en el
fondo del pocillo mediante centrifugacion. Se han
preparado esferoides con diferentes cantidades de
células para poder estudiar las diferencias en la
compactacion dependiente del nimero de células que
forman cada esferoide.

Como se habia observado previamente [3], se ha
confirmado que los esferoides formados por células
de la linea U-251 MG, como, sobre todo, por células
extraidas de pacientes de glioblastoma (primarias),
van reduciendo su tamafio con el paso del tiempo,
debido a potentes fuerzas intercelulares que causan la
compactacion del esferoide.

Para intentar reducir esta compactacion se ha
utilizado blebistatina, un inhibidor de la actividad de
la miosina I1, que reduce la contractilidad celular [4].
Este compuesto fue afiadido a los esferoides
previamente generados, tanto de células U-251 MG,
como de células primarias procedentes de pacientes,
en distintas concentraciones en un rango de entre 1y
20 pg/mL.

La blebistatina a una concentracion de 1 pg/mL no
produjo efectos significativos relacionados con el
grado de compactacion de los esferoides, mientras
que, a una concentracion alta, de 20 ug/mL, causaba
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su descompactacion total, y consiguiente ruptura. A
una concentracion intermedia, de 10 pg/mL, sin
embargo, este compuesto es capaz de reducir la
fuerza de compactacion de los esferoides de
glioblastoma, tanto en el caso de la linea celular U-
251 MG como en el caso de células primarias
procedentes de pacientes (Fig. 1).

Conclusiones y trabajo futuro

La blebistatina ha demostrado ser un compuesto
capaz de relajar las fuerzas intercelulares presentes
en los esferoides de glioblastoma, reduciendo asi el
grado de compactacion de estos esferoides.

Con el objetivo de cuantificar dicha compactacion, se
van a realizar ensayos de rigidez antes y después de
la adicion de blebistatina.

Ademas, al obtenerse esferoides mas laxos, podria
ser mas factible el acceso de células inmunes y
farmacos a su interior. Por esta razon, los siguientes
pasos a llevar a cabo tras estos experimentos se basan
en la adicion de células inmunes, anticuerpos, y
moléculas pequenas rastreables, como la glucosa
fluorescente, con el objetivo de comparar su

penetracion en el interior del esferoide con y sin el
efecto de la blebistatina.
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Figura 1: Evolucion del didametro de esferoides formados
a partir de células tumorales de pacientes de glioblastoma.
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