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RESUMEN

El cancer sigue siendo una de las principales causas de muerte en el mundo. El
glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor mas agresivo y prevalente del sistema
nervioso central, con una de supervivencia de tan solo 15 a 18 meses desde su
diagndstico. Pese a que se ha observado que su incidencia varia en relacién con factores
como la edad, la raza o el sexo, el GBM puede desarrollarse en cualquier persona.
Ademas, la efectividad de los tratamientos tradicionales esta condicionada por factores
como el microambiente tumoral y el subtipo molecular de GBM que se desarrolle,
siendo necesaria la busqueda de nuevas terapias dirigidas y especificas a cada paciente.

Por estos motivos, la presente investigacién se centrd en el desarrollo de un
nuevo modelo preclinico para el estudio del GBM basado en embriones de pollo ex ovo.
En base a estudios previos de este grupo de investigacion, se seleccioné la linea celular
de GBM humana GB-39, para la generacion de un xenoinjerto derivado de paciente
(PDX) en el cerebro de los embriones de pollo.

Los embriones manifestaron un desarrollo morfolégico normal en el tiempo que
duraron los experimentos y los tumores generados en ellos fueron capaces de injertarse
y proliferar, recapitulando las caracteristicas de los tumores de GBM humanos. Ademas,
el analisis de los marcadores de células microgliales Ibal y CD11B si confirmaron una
activacion moderada de la microglia que se correspondia con la progresiéon normal del
tumor. Los analisis con los marcadores especificos GLAST y CD44, revelaron que los
tumores no presentaban patrones de crecimiento invasivos ni infiltracion con transicion
epitelio-mesénquima que pudiera derivar en metastasis.

Por ultimo, se llevd a cabo una prueba de concepto, que consistio en la inyeccion
e integracidn de exosomas, para comprobar el potencial del modelo en el estudio de la
vehiculiazacion de farmacos. Los datos recogidos en este proyecto confirman que el
modelo desarrollado puede ser usado como modelo preclinico para testar in vivo
tratamientos contra el GBM humano, pudiendo utilizarse en futuros estudios

experimentales en el campo de la biomedicina.

PALABRAS CLAVE

Glioblastoma, Cancer, Modelo preclinico, Pollo, PDX



ABSTRACT

Cancer remains one of the leading causes of death in the world. Glioblastoma
multiforme (GBM) is the most aggressive and prevalent tumor of the central nervous
system, reaching a survival period of only 15 to 18 months after diagnosis. Although it
has been observed that its incidence varies in relation to factors such as age, race or
gender, GBM can be developed by any person. Furthermore, the effectiveness of
traditional treatments is conditioned by factors such as the tumor microenvironment
and the molecular subtype of GBM, making necessary the search for new targeted
therapies specific to each patient.

For these reasons, the present research focused on the development of a new
preclinical model to study of GBM that is based on chicken embryos ex ovo. According
to previous studies of this research group, the GBM human derived cell line GB-39 was
selected for the generation of a patient-derived xenograft (PDX) in the brain of chicken
embryos.

In this study, we observed that the embryos showed a normal morphological
development during all experimental process. It was also possible to confirm, by
histological and immunohistochemical analysis of the markers KI67, GFAP and S100B,
that the PDX-generated tumors were able to engraft and proliferate, recapitulating the
characteristics of human GBM tumors. In addition, analysis with GLAST and CD44
specific markers revealed that the tumors did not exhibit invasive growth patterns or
infiltration with epithelial-mesenchymal transition that could lead to metastasis.
However, analysis of the microglial cell markers Ibal and CD11B did confirm moderate
microglial activation consistent with normal tumor progression.

Finally, a proof of concept, consisting of the injection and integration of
exosomes, was carried out to test the potential of the model in the study of drug
delivery. The data collected in this project confirm that the developed model can be
used as a preclinical model to test in vivo human GBM treatments, which will contribute

to future experimental studies in the field of biomedicine.

KEYWORDS

Glioblastoma, Cancer, Preclinical model, Chicken, PDX.

6



1. INTRODUCCION

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor originado en el sistema nervioso central
(SNC) mas agresivo y prevalente. Los glioblastomas pueden desarrollarse en cualquier
estructura neuroanatémica, pero lo mds comun en individuos adultos es que se
desarrollen en los hemisferios cerebrales. El término multiforme hace referencia a la
gran heterogeneidad celular que se crea en el microambiente tumoral y que lo
caracteriza. El GBM alcanza una prevalencia del 48.6% y posee el menor porcentaje de
supervivencia relativa respecto a todos los tumores malignos del SNC, asocidndose
generalmente a un prondstico de supervivencia de 15 a 18 meses (Fig. 1) (1).

Se ha observado que el riesgo de desarrollar un tumor cerebral, o de otro tipo
originado en el SNC, se incrementa con la edad. En el caso del GBM, a pesar de que
puede desarrollarse a cualquier edad, existe un pico de incidencia en individuos adultos
con edades comprendidas entre los 45 y los 80 afios. En cuanto al género y la raza
también se observan algunas diferencias, por ejemplo, la tasa de incidencia en
individuos de raza blanca no hispana se eleva a 8 casos diagnosticados por cada 100.000
personas, mientras que en individuos asiaticos la incidencia baja a 3,4 casos. En los
individuos negros no hispanos, la tasa de incidencia se eleva hasta valores de 19,9 casos
diagnosticados cada 100.000 personas. Respecto a las diferencias por género
encontramos que las mujeres presentan tasas de incidencia un 30% inferiores a las de
los varones en individuos adultos. En nifios, las tasas de incidencia son generalmente
muy similares, por lo que las diferencias observadas relacionadas con el sexo podrian
estar basadas en la distinta exposicion a hormonas enddgenas a lo largo de la vida (2).

Tumores Malignos SNC

Tumores de Meninges Resto de tumores malignos 13% Figura 1. Tipos de tumores

2,1% \ e
/ ‘.\\
—F "\__

malignos del Sistema Nervioso

Linfomas y Central (SNC). Porcentaje de

Neoplam:‘;\s\: | Glioblastoma 48,6%  prevalencia del GBM respecto al
hematopoyéticas |

6,6% resto de tumores malignos del

Otros gliomas 17,9% SNC (Modificado de Redon et al.,

Astrocitoma Difuso/Anaplasico 2022) (1).
11,8%



1.1. Clasificacion

Los gliomas son los tumores cerebrales mas comunes en adultos, derivan de las
células gliales que conforman el tejido de soporte del cerebro y pueden desarrollarse
tanto en el cerebro como en la médula espinal. En funcion del tipo de célula glial del que
procedan se dividen en gliomas de la linea media difusos, ependimomas,
oligodendrogliomas y astrocitomas (Fig. 1). Los primeros, que afectan principalmente a
ninos, se forman a partir de astrocitos originando tumores astrociticos de alto grado
que se infiltran en el tronco del encéfalo dirigiéndose hacia el hipotdlamo, el tdlamo,
el bulbo raquideo y la médula espinal. Los ependimomas surgen de la capa de células
ependimarias del sistema ventricular, se subdividen 9 subtipos en base a sus
diferencias moleculares e histoldgicas y predominan principalmente en nifos y adultos
jovenes. Los oligodendrogliomas se forman a partir de oligodendrocitos y se suelen
desarrollar en el prosencéfalo, sobre todo en los l6bulos frontales. Generalmente
afectan a individuos adultos. Por ultimo, los astrocitomas que se originan a partir de
astrocitos y se desarrollan frecuentemente a nivel de los hemisferios cerebrales. Los
astrocitomas conforman un grupo heterogéneo y son los gliomas mas frecuentes (3)

A partir de 1979, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hizo una clasificacién
de los tumores primarios del sistema nervioso central basada en la célula de origen del
proceso tumoral y criterios histopatoldgicos asociados al prondstico. Estableciendo la
siguiente gradacion (4) :

-Astrocitomas pilociticos (grado 1), se corresponden con tumores de lento
crecimiento y bajo potencial de conversion a un tumor de mayor malignidad.

-Astrocitomas difusos (grado Il), para tumores de borde difuso, lento crecimiento
y cierta tendencia de progresar a tumores malignos.

-Astrocitoma anaplasico (grado Ill), engloba tumores infiltrantes con células
atipicas o anapldsicas y mayor nimero de mitosis.

-Glioblastoma (grado V), se refiere a tumores de rapido crecimiento con alta
tasa mitdtica, con presencia de dreas de necrosis y vasos de neoformacion.

La intensa investigacion en el campo de la génesis tumoral ha permitido
correlacionar determinadas alteraciones genéticas y epigenéticas con los subtipos

moleculares, los cuales presentan una evolucidn clinica diferente. Dichas alteraciones,



sirven de marcadores tumorales de prondstico y pueden dar idea de la posible
variabilidad en respuesta a tratamientos, constituyéndose en marcadores tumorales
predictivos. En este sentido, existe una nueva clasificacién basada en la identificacion de
840 genes analizando perfiles de expresion génica en 200 glioblastomas y que establece
4 subtipos con un perfil molecular diferenciado: proneural, neural, clasico y
mesenquimal (Fig. 2) (5).

-Glioblastoma proneural: es la variante mas frecuente y con mejor prondstico
dentro de los gliomas de grado Il y lll. Su alteracion mas comun es la mutacion de los
genes IDH1, IDH2 y PDGFRA.

-Glioblastoma neural: presenta marcadores de expresién neuronal como el NEFL,
GABRA1, SYT1, y SLC12A5.

-Glioblastoma cldsico: presenta amplificacion del cromosoma 7 y pérdida del
cromosoma 10 (donde se encuentran genes asociados al control del ciclo celular y
reparacion del ADN como PTEN, DMBT1, FGFR2 y MGMT)(6), asi como amplificacién del
EGFR en el 97% de ellos.

-Glioblastoma mesenquimal: presenta delecion 17g11.2, regidén que codifica en
gen NF1, asi como marcadores mesenquimales. El subtipo mesenquimal junto con el
clasico son los de peor prondstico (Fig. 2) (5, 7).

A

vy

TCGA Subtipos moleculares TCGA Subtipos moleculares

-
(=]
o

mm 32.73% Proneural —— Proneural
= 15.09% Neural 80 —— Neural
mm 19.77% Clasico —i— Clasico
=

32.41% Mesenquimal —— Mesenquimal

P < 0.0001

Porcentaje de supervivencia

T T T 1
Total=941 0 2000 4000 6000 8000

Tiempo (dias)

Figura 2. Prevalencia y caracteristicas de los subtipos moleculares en todos los gliomas malignos.

(A) Distribucion de los subtipos moleculares TCGA en todos los gliomas malignos; (B) Analisis de
supervivencia segun los subtipos moleculares TCGA en todos los gliomas malignos. (Modificado de Lin et
al., 2014) (7).

Desde un punto de vista estrictamente clinico existe otra clasificacion que
subdivide el GBM en dos grupos. Si el glioma aparece de novo sin presentar

antecedentes en la historia clinica del paciente se clasifica como GBM primario, mientras



gue si surge de la progresion tumoral de un glioma de bajo grado se clasifica como GBM

secundario (8).

1.2. Microambiente tumoral

Las células madre tumorales son aquellas que poseen la capacidad de
autorrenovacion y de diferenciacién hacia los distintos linajes celulares que comprenden
el tumor a partir del cual fueron aisladas, generando una fenocopia del tumor original
(9). En el caso del GBM, se utiliza el término células iniciadoras de GBM (CIGs), estas
poseen gran similitud con la célula madre adulta presente en los tejidos sanos, que en
el caso del cerebro se denominan células madre neurales (CMN).

En la actualidad, no se sabe con certeza si el proceso de gliomagénesis comienza
a partir de una célula madre multipotencial, un progenitor mas comprometido o incluso
a partir de una célula diferenciada. Dada la naturaleza glial del GBM, las células de origen
podrian ser los progenitores gliales o incluso los astrocitos maduros. De esta forma,
diferentes combinaciones de modificaciones genéticas como la sobreexpresion de EGFR
o la activacién de oncogenes como c-Myc, Ras y/o AKT darian lugar a un crecimiento
tumoral (10).

En condiciones normales, las CMNs residen en los nichos vasculares, unos
microambientes ricos en vasos sanguineos y matriz extracelular. Dentro de estos nichos,
se mantienen las sefiales adecuadas para asegurar la homeostasis, permitiendo tanto el
mantenimiento de la poblacién como la regeneracion de neuronas y células gliales. Se
ha correlacionado la influencia de estos nichos con el proceso de transformacién
maligna de las CIGs a partir de las CMNs. De esta manera, durante el proceso de
gliomagénesis, se produciria la alteracion de este equilibrio entre autorrenovacién y
diferenciacién, lo que provocard un crecimiento descontrolado y una diferenciacién
incompleta de las células desencadenando el proceso tumoral (11). Aunque las células
tumorales comparten el mismo origen, divisidn tras divisidon irdn adquiriendo diferencias
genéticas y epigenéticas que provocaran la heterogeneidad intratumoral, conduciendo
a diferencias en su fenotipo y en su comportamiento bioldgico. El resultado sera un

microambiente tumoral donde se encontraran distintas subpoblaciones de células
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tumorales con diversas tasas de proliferacion, diferente respuesta a los tratamientos y

distinta capacidad carcinogénica (Fig. 3) (12).

. Célula tumoral (subpoblacién 1)
Quimioterapia Radioterapia MICROAMBIENTE TUMORAL EN GBM

Célula iniciadora de GBM (CIG)
4 Células madre mesenquimales
Transicién epitelio-mesénquima
= Fibroblasto
Astrocito
@ célula tumoral (subpoblacién 2)
;.!;:_r“ Macréfago

= Microglia Heterogeneidad intratumoral

i

Resistencia
Liberacién de factores para asegurar la supervivencia en ambiente hipéxico: +
Reaparicién

- Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
- Factor inducible por hipoxia (HIF-1)

- Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

- Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

- Factor de crecimiento hepatocitico (HGF)

Figura 3. Representacion del microambiente tumoral en GBM. Distribucién de los distintos tipos celulares
gue se pueden encontrar junto con los factores de liberacion predominantes en el ambiente hipdxico del
tumor. (Modificado de Alves et al., 2021)(12).

Una vez establecidas, las células tumorales llevardn a cabo distintas cascadas de
sefalizacidon para asegurar su supervivencia, proliferacion y la llegada de oxigeno y
nutrientes. Con el fin de mantener la irrigacién sanguinea en tumores sélidos como el
GBM, se liberan factores de crecimiento vasculares como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (13). Otra estrategia para asegurar la supervivencia en este
ambiente hipdxico es la liberacion del factor inducible por hipoxia (HIF-1) que también
favorece la angiogénesis (14). En el microambiente tumoral también se liberan factores
de crecimiento involucrados en la génesis del glioma, como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) o el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) que intervienen en la
proliferacion celular por estimulacién autocrina y presentan un efecto sinérgico con
VEGF (15). Es importante destacar que la liberacién de quimioatrayentes, que incluyen
ligandos del factor de crecimiento hepatocitico (HGF) (16), podra favorecer la migracién

de las células del glioma para acabar formando metastasis secundarias (Fig. 3).
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1.3. Tratamientos existentes

Actualmente, el tratamiento para este tipo de tumores tiene como primera
opciodn la reseccién quirdrgica, la cual suele acompafiarse con tratamientos adyuvantes
de radioterapia o quimioterapia, basados en compuestos alquilantes como
termozolamida (TMZ) o carmustina (BCNU) (17). Sin embargo, con las terapias actuales
no se estan obteniendo resultados del todo satisfactorios. En el caso de los tumores
clasificados por la OMS como grado I, lll y IV, al presentan un borde difuso, su exéresis
quirargica suele ser incompleta. Debido a esto se precisa de un seguimiento por imagen
y de tratamientos de caracter oncolégico como radioterapia y quimioterapia. Estos
tratamientos de apoyo conllevan multitud de efectos secundarios que comprometen la
salud de los pacientes y en ocasiones pueden generar resistencia en las células
tumorales. La heterogeneidad intratumoral es la responsable de muchas de las
guimioresistencias o recidivas que se observan en este tipo de terapias, especialmente
en tumores avanzados (18).

Es por esto, que en el campo de la biomedicina y de la biologia molecular se esta
investigando la busqueda de nuevos tratamientos y terapias dirigidas que sean mas

especificas y menos invasivas para los pacientes.

1.4. El pollo como animal de experimentacion

Las aves sirven como modelos animales que permiten estudiar multiples
aspectos oncogénicos y teratogénicos. El desarrollo embrionario de las aves se realiza
dentro de huevos y su uso experimental permite realizar estudios de una forma
accesible y detallada. Uno de los modelos de investigacion mas usados son los
embriones de pollo. Estos modelos de estudio animal se caracterizan por presentar
multiples ventajas, entre las cuales destacan que los huevos fertilizados de pollo
presentan un bajo coste econdmico, tienen tiempos de desarrollo cortos de 20-21 dias
(Fig. 4), son facilmente manipulables a diferencia de otras especies animales y requieren
poco mantenimiento. Cabe destacar que resisten bien Ilas manipulaciones
experimentales microquirurgicas, lo cual supone una gran ventaja como modelo animal
experimental. Otra ventaja, es el hecho de que las intervenciones embrionarias en el

pollo no requieren de permiso de experimentacion animal, siempre y cuando el sacrificio
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se produzca antes del dia E19, (se describe el estadio embrionario con una E, seguido
del dia de desarrollo en que se encuentre el embrion) momento en que el huevo

eclosionaria (Fig. 4) (19).

] 2 3 4 5 16 18 1920 21

QCD

Figura 4. Linea temporal de desarrollo del embridn de pollo. En gris, |a linea temporal en dias. Correlacion
del desarrollo embrionario (dibujo superior) con imagenes de cultivo ex ovo con coincidencia de tiempo y
sus estadios correspondientes. E, embrionario. (Modificado de Kristin H. Kain et al. 2013) (19).

Es necesario conocer y comprender la anatomia del huevo y del embrién de pollo
para poder manipular y dar seguimiento a los diferentes experimentos que se lleven a
cabo. El comunmente llamado huevo, consiste en un ovocito gigante formado por un
citoplasma formativo y un nucleo (Fig. 5) que se desarrolla en el tracto reproductivo de
la gallina donde se llevard a cabo la fecundacion y al progresar dara lugar al embrién. El
vitelo o yema, estd envuelto por una capa de vitelo proteico de color blanco y otra de
vitelo lipidico de color amarillo (Fig. 5). Tras la ovulacién el ovocito rodeado por la
membrana vitelina se ird recubriendo de las membranas terciarias, cuya funcién es
nutrir al embridén y protegerlo. Estas membranas son la parte externa de la membrana
vitelina, la cual tiene un importante papel en el intercambio de agua entre otras
sustancias y la albumina, que rodea al ovocito. Ademads, existen unas estructuras
denominadas chalazas que actuan como ligamentos que inmovilizan al ovocito
manteniéndolo en el centro. La membrana interna esta formada por fibras de queratina
gue permiten la formacion de una camara de aire a nivel del polo obtuso, cuya funcién
es mantener la presion en el interior del huevo a medida que se evapora el agua que

contiene. La cascara o cubierta externa, es una estructura compuesta por carbonato
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calcico cuya funcién es proteger al embridn, suministrarle calcio y, gracias a su
porosidad, permitir la transpiracion (Fig. 5).(20)

Céscara Membrana interna Liquido Embrién
g S, alantoideo

. —%  Chalaza

\ Liquido amniético—#;

e & Albumina——¢'=

Cémara de aire

Figura 5. Seccion transversal de huevo de pollo. llustracién de la anatomia del huevo y del embridn.

El principio de las 3 Rs (21), insta a utilizar modelos animales con fines
experimentales a modelos animales que se encuentren en estadios menos
evolucionados de su desarrollo o que sean evolutivamente inferiores a otras especies.
Por esta razén, el embrién de pollo ha sido ampliamente utilizado como modelo
preclinico que permite obtener datos preliminares in vivo que seran la base de estudios

en modelos animales mas complejos como puede ser el ratén.

1.5. Exosomas como vehiculos transportadores de farmacos.

Los exosomas son vesiculas extracelulares con un tamafio entre 40-100 nm que
pueden ser secretadas por la mayoria de las células. Se forman en los endosomas
multivesiculares (MVEs) y poseen una membrana lipidica bicapa derivada de la
membrana celular (Fig. 6). En su interior pueden transportar algunas proteinas, ARNm,
microARN vy otras sustancias, jugando un papel clave en la comunicacién celular y el
transporte macromolecular intercelular (Fig. 6) (22). En las nuevas terapias dirigidas, a
diferencia de las nanoparticulas u otros polimeros sintetizados artificialmente para
transportar farmacos, los exosomas pueden emplearse como vehiculos portadores
naturales de medicamentos de forma mas eficiente. Gracias a sus propiedades de

membrana lipidica, no generaran toxicidad y el contenido almacenado en su interior

14



estard protegido de ser reconocido como extrafio y degradado. Esto los convierte en

muy buenos sistemas de entrega capaces de dirigirse a células o tejidos especificos (22).

S

Citosol Espacio extracelular

woF
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Exosomas

Exosoma ampliado

Figura 6. Biogénesis de los exosomas. Exosomas siendo liberados al exterior celular y
ampliacion de exosoma con su contenido. (Modificado de Romero, 2019) (23).

2. ANTECEDENTES

2.1. Modelos xendgrafos en ratones para el estudio del GBM

A pesar de que existen multitud de estudios in vitro a través de cultivos celulares,
es necesario recurrir a modelos animales para el estudio in vivo del tumor. Estos
permiten tener en cuenta otra serie de parametros como la invasién, la angiogénesis o
la metastasis que son cruciales en el desarrollo tumoral.

Actualmente, los estudios de tumores del SNC se basan en el trasplante de
células tumorales de cerebro humanas o de roedores que son cultivadas en animales
receptores inmunodeficientes. También se pueden inducir nuevos tumores cerebrales
en modelos de roedores adultos y especialmente en la progenie de hembras prenadas
con la administracion de mutagenos via intravenosa. La exposicion de los ratones a
nitrosoureas como la N-metilnitrosourea (MNU) o N-etilnitrosourea (ENU) provoca la
aparicion de gliomas (24). Sin embargo, al tratarse de agentes carcinogénicos pueden
provocar mutaciones al azar en cualquiera de los genes del organismo o generar mas de
un tumor primario, siendo su baja reproducibilidad la principal desventaja.

Los modelos xendgrafos se basan en la implantacion de células tumorales de un

paciente en un modelo animal, generalmente ratones. Estos modelos permiten imitar
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de forma exacta el comportamiento del tumor en condiciones naturales. Segun el lugar
de implantacion pueden clasificarse en dos tipos: modelo heterotépico, donde el tumor
se implanta en un lugar diferente a donde se desarrollaria de forma natural, y modelo
ortotdpico, donde las células tumorales se implantan en el lugar donde se desarrollaria
el tumor de forma real (25). Inicialmente se realizaban modelos heterotdpicos donde las
células se inyectaban de forma subcutanea fuera de la region u dérgano donde se
generaria el cancer. En el desarrollo de tumores cerebrales el implante celular
ortotdpico es el que produce mejores resultados.

Existen una serie de factores a tener en cuenta en el éxito del trasplante de
glioma asociados al huésped. La edad de los individuos de experimentacion es
importante, ya que se ha observado que los animales neonatales tienden a aceptar el
trasplante intracerebral de las células tumorales con mayor porcentaje de éxito que los
animales adultos. Otro punto a tener en cuenta es el rechazo inmunoldgico, la
inmunosupresidn con corticoesteroides o irradiacion puede ser util en el caso de
roedores inmunocompetentes para el trasplante de algunos tumores subcutaneos pero
no suele ser eficaz para prevenir el rechazo del implante de glioma humano en el cerebro
de los roedores (26). Para trasplantes ortotdpicos se suelen emplear cepas de ratones
inmunodeprimidos como los nude atimicos, alcanzandose porcentajes de produccién
tumoral del 76-100% (27). La inoculacion intracerebral en cepas murinas de células de
glioblastoma da como resultado tumores que portan mutaciones activadoras en la via
Ras junto con la pérdida de supresores de tumores como p53, que es idéntico al GBM
humano (28). La ventaja es que estos modelos proporcionan un crecimiento tumoral
predecible y fiable. Sin embargo, no muestran algunas caracteristicas histoldgicas
distintivas de los GBM, como proliferacién microvascular, focos necroticos en el tumor
ni patrones de crecimiento invasivo (29).

Otros modelos, como los de ratones inmunocompetentes humanizados han
demostrado ser herramientas Utiles para investigar los efectos terapéuticos y la
interaccion entre las células tumorales y el microambiente tumoral, imitando mas
fielmente la patologia de los tumores humanos (30). Se basan en crear un ratén con
sistema inmunitario humano "ratén humanizado". Para ello, se han cruzado ratones con
inmunodeficiencia combinada severa (SCID), que son deficientes tanto en linfocitos Ty

B, con ratones diabéticos no obesos (NOD) con deficiencias en células asesinas naturales
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(NK), macréfagos y el sistema del complemento (31). Los ratones NOD/SCID han sido
mejorados con la eliminacion de algunas interleucinas como IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e
IL-21 junto con la pérdida de células NK de ratén (32). Ademas, Takenaka et al
identificaron la proteina reguladora de la sefial alfa (Sirpa) que interactua fuertemente
con el CD47 humano. La unién de Sirpa a CD47 inhibe los macroéfagos, impidiendo asi su
actividad fagocitica, permitiendo un mayor nivel de injerto tras la implantacién de
células humanas (33).

El modelo de injerto embrionario es otra variante de modelo xendgrafo y
proporciona una alternativa rdpida y valiosa para estudiar la biologia de los tumores
cerebrales humanos en ratones inmunocompetentes. En este caso, para garantizar el
éxito del xenoinjerto en un ratdn con un sistema inmune competente, se debe realizar
la microinyeccion con células de GBM humanas en el ventriculo cerebral de los
embriones de ratonas prenadas, aprovechando que todavia no han desarrollado
completamente su sistema inmunitario. Esto permite que el injerto persista
desarrollando un tumor en los cerebros postnatales de ratones inmunocompetentes
(34). Este modelo es idoneo para experimentos en los que se requiera estudiar la

interaccion entre tumor y sistema inmune.

2.2. Modelos en membrana corialantoidea para el estudio del GBM.

Hasta la fecha, los estudios experimentales documentados en embriones de
pollo se realizan en la membrana corialantoidea (CAM, del inglés
chorioallantoic membrane) y son empleados en una amplia gama de estudios bioldgicos.
Por ejemplo, se utilizan para estudiar el proceso de angiogénesis in vivo (35), debido a
su rica red vascular, alta oxigenacion y rédpido desarrollo. Son idéneas para investigar
enfermedades cardiovasculares (36), retinopatia (37) y tratamientos antiangiogenéticos
(38). También han llevado a cabo estudios en CAM para investigar la angiogénesis
relacionada con tumores como el GBM. Dado que el sistema inmunitario del embrién
de pollo se desarrolla gradualmente con el tiempo, es posible realizar xenoinjertos de
tejido tumoral mientras el sistema inmunitario aun es inmaduro. Estudios previos han
confirmado que el injerto antes de que se observen las primeras células T en el timo en

ED 10-11 ofrece una tasa de rechazo mas baja (39). El xenoinjerto tumoral en CAM es
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una herramienta muy util para estudiar y comprender el proceso de angiogénesis
relacionado con el tumor (40).

Se han documentado diferentes estudios en los que se ha observado el potencial
angiogénico y metastasico de las lineas celulares de GBM. Para ello, se implantaron
muestras de biopsias de glioblastoma en la superficie o se inyectaron en la circulacién
de la CAM (40, 41). Los estudios en la membrana de los embriones de pollo también
permiten investigar el potencial antiangiogénico de diferentes moléculas utilizadas
como farmacos antiangiogénicos en el tratamiento adyuvante de GBM. Todos estos
estudios han confirmado la utilidad y versatilidad del ensayo CAM para estudiar la

progresion tumoral del glioblastoma humano (42).

3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este proyecto es desarrollar y caracterizar un tumor de
glioblastoma multiforme en un nuevo modelo ex ovo en embriones de pollo. Para el
cumplimiento del objetivo principal, se han establecido los siguientes objetivos
especificos:

1. Realizar una busqueda bibliografica para determinar las condiciones y parametros
requeridos para llevar a cabo el experimento con éxito.

2. Cultivar lineas celulares de GBM de origen humano para su inyecciéon en el modelo
animal y de las que se extraeran los exosomas.

3. Establecer las condiciones experimentales de un nuevo modelo para el estudio de
GBM utilizando embriones de pollo ex ovo.

4. Evaluar la formacion del tumor a partir de las células implantadas en el cerebro de los
embriones mediante determinacion morfoldgica e inmunohistoquimica.

5. Realizar una prueba de concepto del modelo animal generado para su uso en

biomedicina, empleando exosomas marcados con fluorescencia.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1. Cultivos celulares

Las lineas celulares se mantuvieron realizando pases semanales en campana de
flujo laminar. Se empled una solucién comercial de Tripsina (Capricorn scientific) y
medio de cultivo DEMEM F12 (Biowest) suplementado con suero bovino fetal 10% FBS
(Corning, South american origin, heat inactivated) y con Estreptomicina-Penicilina 1%
(Biowest). Las condiciones de incubacion fueron 37°C y 5% de CO, en frascos de 25 cm?

para el mantenimiento y frascos de 75 cm? en el aislamiento de exosomas.

4.2. Contaje de células para inyectar

Para preparar las células que se inyectaron en los embriones, se afiadié 1 ml de
Tripsina a un frasco de 25 cm? con una confluencia del 80% y se incub6 durante 5
minutos. A continuacion, se resuspendieron las células en 6 ml de tampodn fosfato Salino
(PBS) estéril 1X (biowest) y se pasé a un tubo de centrifuga estéril de 15 ml, dando lugar
a un volumen final de 7 ml. De este volumen se extrajeron 15 ul para hacer un conteo y
el resto se precipitd en una centrifuga (Beckman, GS-6) a 1200 rpm, durante 5 minutos
a temperatura ambiente.

Las células de GBM se inyectan a una concentracion de 5.000 células/pl. Se realizé un
conteo en camara de Neubauer (Fig. 7A) que permite saber la proporcién de células /ml
gue tenemos en los 7 ml del tubo de centrifuga. El cdlculo se realizé mediante el contaje
de cuatro campos exteriores, marcados con la letra L, de la cdmara (Fig. 7B) y después

se obtuvo la media de dichos contajes de la forma que se detalla (Fig. 7C).
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Figura 7. Contaje de células en cdamara de Neubauer. (A) CdAmara de Neubauer; (B) Visualizacion de las
celdas de contaje de la cdmara incluidas las dimensiones; (C) Férmula para estimar el nimero de células
de la muestra. Ln. Campos de contaje. Barras de escala. a, 1Imm; b, 0.25mm; ¢, 3mm.
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Tras centrifugar los 7 ml de células, se descartd el sobrenadante por decantacion
y se resuspendieron con 100 pl de PBS estéril. Se llevd todo el volumen a un tubo de 1,5
ml, el cual se corresponde con una concentracion aproximada de 10000 células/pl. De
éste se paso un volumen de 25 ul junto con 25 pl de PBS estéril a otro tubo de 1,5 ml

para tener la concentracion de 5.000 células/pl que se inyectd en los embriones.

4.3. Extraccion de exosomas y marcaje.

Se extrajeron exosomas de la linea celular GB39 empleando la técnica de
centrifugacion diferencial para su purificacion. Se sembraron 12 frascos de 75 cm?,
afiadiendo 12 ml de medio libre de exosomas (F12, DMEM), y se dejé crecer las células
4 dias hasta conseguir aproximadamente un 90% de confluencia.

El primer paso fue extraer el medio de 12 frascos de 75 cm? en 6 tubos de 50 ml
y centrifugarlos (centrifuga Thermo scientific, ST 40R) a 4000 rpm, 20 minutos a 4°C. Se
paso el sobrenadante de los frascos a tubos de centrifuga, se equilibré con agua MiliQ y
se hicieron varos pasos de ultracentrifugacion (Optima™ L-90K Class S, Beckman Coulter)
con rotor tipo 70 Ti, a 4°C. De esta forma se eliminaron las microvesiculas de mayor
tamanfio, se precipitaron los exosomas y finalmente se lavaron con PBS. Los exosomas
extraidos de nuestras lineas celulares fueron resuspendidos en PBS y posteriormente
tefiidos (Ref:C0103, Green CMFDA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para los experimentos de incorporacién de exosomas en células de GBM, se
tifleron las vesiculas de rojo con el kit (CellVue Claret Far Red Fluorescent, MINCLARET)

segun el protocolo proporcionado por el fabricante.

4.4. Preparacion y procesamiento de las muestras animales

Los huevos fecundados fueron comprados a la granja santa Isabel S.L. A su
llegada se pusieron a incubar en una incubadora con volteo automatico (River Systems,
ET 49) a 37°C durante 4 dias. Tras su apertura se mantuvieron en condiciones de 60%
de humedad, 37°Cy 5% de CO, en un incubador (NUAIRE, EA-020).

Los animales fueron sacrificados en estadios de desarrollo que van desde 10 dias

post fertilizacion (d.p.f) hasta 16 d.p.f. Tras el sacrificio, las cabezas fueron seccionadas
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y se procedid a una fijacién en formaldehido (36,5%-38%, Sigma). Pasadas 24 horas, las
cabezas se lavaron en PBS y se diseccionaron los cerebros. Las muestras se prepararon
siguiendo dos protocolos distintos en base a si iban a ser procesadas en microtomo de

parafina o en microtomo de congelacion.

4.4.1. Sintesis de microagujas para inyectar

Se utilizaron capilares de 10 cm. Con un didmetro externo de 1,5mm vy un
didmetro interno de 0,86 mm (Shutter Instruments). Las microagujas empleadas en la
inyeccidon se sintetizaron empleando un extractor de micropipetas (Flaming
Micropipette Puller P-97; Sutter Instrument CO.) con los siguientes pardmetros: calor

600, traccion 130 y velocidad 80.

4.4.2. Procesado en microtomo de parafina

Primeramente, se llevo a cabo una deshidratacion de las muestras en campana

de gases. Para ello, se hizo una bateria de deshidratacion pasando las muestras a

concentraciones crecientes de Etanol (AppliChen) 70%, 95%, 100% (x2), Xilol (VWR

Chemicals) (x2) con tiempos de espera de 2h. Dejando las muestras toda la noche en el

ultimo paso de Xilol. A continuacidn, las muestras se sumergieron en parafina en horno
a una temperatura de 60°C y se dejo toda la noche.

Después, se incluyeron las muestras en casetes de biopsia en el centro de inclusién

en parafina (Thermo Scientific, HistoStar). Por ultimo, se realizaron los cortes de las

muestras en secciones de 8 um empleando un microtomo de parafina (Microm, HM 325)

que se recogieron en portaobjetos (Epredia) en series de 5.

4.4.3. Procesado en microtomo de congelacion

Los cerebros fueron crioprotegidos embebiéndolos en una solucion de sacarosa
(Merck) al 30%. Se mantuvieron los cerebros en dicha solucion dentro de un tubo de
centrifuga de 50 ml hasta que bajaron al fondo del tubo, de esta forma se reemplaza el
agua por la sacarosa y asi se ayuda a prevenir el dafio por congelacién a través de la
formacién de cristales de hielo (agua). Soluciones de sacarosa de 1.8M o superiores
evitan la vitrificacion, es decir, la formacién de cristales de hielo dafinos, sin importar

cuan lenta sea la congelacion (43) por alcanzar una densidad mayor a la del medio). Se
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repitié este paso con una solucion al 60% de sacarosa. A continuacion, se embebieron
los cerebros en O.C.T. (Tissue-Tek, #4583) usando moldes de embeber especificos para
este proceso (Peel-A-Way, #2219) y se enfriaron en nitrégeno liquido. Las muestras
fueron almacenadas en congelador a -20°C y se cortaron en secciones de 15 um en
series de 5, empleando un criotomo o microtomo de congelacion (Leica, CM1950) con

una temperatura en cdmara de corte de -21°C.

4.5. Tinciones histologicas

4.5.1. Tincion Cristal Violeta de muestras en parafina

En primer lugar, se hizo una bateria de desparafinacion para volver a rehidratar
las muestras, pasando por las siguientes concentraciones: Xilol (x2), Etanol 100% (x2),
Etanol 95% y Etanol 70% con tiempos de 5 minutos en campana de gases. A
continuacion, se realizé un lavado con agua destilada y se tifid con Cristal Violeta (Ref:
C-3886, Sigma) 5 minutos. Tras esto, se realizaron varios lavados con agua destilada para
quitar el exceso de tincién.

Por ultimo, se hizo una beteria de alcoholes para deshidratar las muestras
pasando por Etanol 70%, Etanol 95%, Etanol 100% (x2), Xilol (x2) con tiempos de 2
minutos en cada paso. Una vez terminado el proceso de tincidn, se procedié al montaje
de las muestras empleando un cubreobjetos (Epredia) y medio de montaje Entellan

(Sakura, #4583).

4.5.2. Tincion Hematoxilina-Eosina:

Las tinciones de hematoxilina-eosina se realizaron en las instalaciones del
departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital General Universitario de Elche. Se
empled una plataforma automatizada para Hematoxilina y Eosina (Dako CoverStainer,
CS-100), que realizé todo el proceso de desparafinacion, tincidn, deshidratacion y

secado.

4.5.3. Inmunohistoquimica (IHC)

Las muestras procesadas en parafina se desparafinaron en coplin mediante

bateria de Xilol (10 minutos), Xilol (5 minutos), Etanol 100% (5 minutos), Etanol 90% (5
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minutos), Etanol 70% (5 minutos), después se pasaron a un coplin con PBS. Las muestras
congeladas se dejaron 5 minutos a temperatura ambiente y se pasaron a un coplin con
PBS.

Los pasos detallados a continuacion son comunes para las muestras procesadas
en parafina y para las muestras procesadas en O.C.T.
Se hicieron 3 lavados de 5 minutos con PB que se obtuvo mezclando una parte de fosfato
sédico monobasico (J.T.Baker, Avantor), cuatro partes de fosfato sddico dibdsico
(Honeywell, Fluka) y cinco partes de agua destilada, en agitador (fisherbrand). Se
bloqued 2 horas a temperatura ambiente con suero de caballo normal 10%, suero
bobino de albimina 2%, Triton 0,25%, PB, en un volumen final de 10 ml.

Posteriormente, se delimitaron las muestras de los portaobjetos con el boligrafo
inmunoestatizante PAP-PEN (Kisker) y se incubd toda la noche a 4°C en cdamara humeda

con los siguientes anticuerpos primarios a concentracién 1/300:

Anticuerpo Especie Marca REF LOT
monoclonal
Ki67 Conejo Invitrogen MA5-15690 || WD3195086A
GFAP Cabra anta Cruz 5C-6170 L159
Biotechnology
Ibal Ratén Invitrogen MA5-36257 XA3487147F
CD44 Raton Acris AM01876FC' 0307
D118 Ratén Caltag Lab MHCD11B04 06020800
(Fluorescente)
GLAST Conejo Invitrogen PA5-72895 XB3493966A
S100B || Ratén Abnova MAB16930 Q-05-01033

Tabla 1: Anticuerpos primarios empleados en IHC. Se especifica |la especie, la marca, la referencia y el
lote.

Al dia siguiente se dejaron las muestras 1 hora a temperatura ambiente y se

hicieron 6 lavados de 10 minutos con PBS-Tritén 0,25%.
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Seguido de esto, se incubd 2 horas en cdmara humeda y en oscuridad con los

siguientes anticuerpos secundarios fluorescentes a concentracién 1/1000:

Anticuerpo secundario Fluoréforo
recombinante (longitud de onda)

Tabla 2: Anticuerpos secundarios empleados en IHC. Se especifica el color visible del fluoréforo mediante

Marca REF LOT

Invitrogen [ A11011 || 453569

Invitrogen || A27017 || 2409160

Invitrogen || A21206

| 913921

el relleno de la celda. La especie reactiva del anticuerpo secundario, la marca, la referencia y el lote
aparecen también representados.

Pasado el tiempo de incubacidn, se realizaron 4 lavados de 10 minutos con PBS-
Tritdn 0,25%, seguido de un lavado con PB de 10 minutos. Después, se incubd cada
portaobjetos con 200 ul del marcador fluorescente DAPI (5uM) 5 minutos en camara
humeda, se consiguiendo asi un marcaje azul de los nucleos de todas las células, ya que
se une fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de ADN.
A continuacion, se hicieron 3 lavados de 5 minutos con PB. Por ultimo, se llevé a cabo
una bateria de deshidratacion en campana de gases colocando las muestras en un coplin
y pasando por las siguientes concentraciones: Etanol 70%, Etanol 90%, Etanol 100% (X2)
2 minutos en cada paso y Xilol (X2) 5 minutos. Y se procedid al montaje y

almacenamiento de las muestras a 4°C en oscuridad.

4.5.4. Inmunohistoquimica con recuperacion antigénica.

En el caso de algunos anticuerpos que no funcionaron sobre las muestras de parafina se
llevé a cabo un protocolo de IHC modificado con recuperacidon antigénica. Para ello,
después de la desparafinizacién y el lavado con PBS, se hizo ademds un pretratamiento
con Citrato Sddico 0,01M, pH=6. Se puso a ebullir la solucion de Citrato Sédico en un
microondas, después se introdujeron las muestras en un cestillo de vidrio de 10
portaobjetos y continud ebullendo en el microondas por 15 minutos. Después, se dejé
enfriar a temperatura ambiente 15 minutos. Tras este paso opcional se hicieron 4
lavados de 10 minutos con PBS-Triton 0,25% y se continué con el bloqueo de las

muestras.
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4.6. Adquisicion y procesamiento de imagenes

Para determinar la morfologia, las imagenes fueron recogidas empleando un
microscopio invertido (Leica, DM200OLED) usando el programa de analisis (LASX). El
procesamiento de las imagenes se realizé mediante el uso del programa de edicién
PIXLR.

Las imdagenes para determinar marcadores especificos se recogieron empleando
un microscopio invertido Axio observer, ZE155 (Zeiss) y el programa de analisis

correspondiente (Zen-pro, Zeiss).

5. RESULTADOS

5.1. Estrategia hibrida que combina células de GBM humanas y embrion de
pollo.

Dado que el microambiente tumoral es importante en el desarrollo del tumor
(44), nosotros razonamos que seria mas interesante introducir las células tumorales en
el cerebro del embridon de pollo que colocarlas sobre la CAM. Esta nueva aproximacién
experimental permite no solo ver el efecto que tiene la irrigacidén y los factores que
puedan venir por la sangre sobre el desarrollo del tumor, sino que también permite el
estudio de la sefializacion de las células circundantes (45).

El proceso de desarrollar un tumor de GBM de origen humano en el cerebro de
embriones de pollo empieza con el encargo y envio de los huevos fertilizados (EQ), la
llegada se producird al dia siguiente (E1) y se mantienen en una incubadora de volteo
durante 4 dias (Fig. 8). En el E4 sera cuando se lleve a cabo la apertura de los embriones,
después de la cual se incubaran ex ovo en una estufa de cultivo hasta el final del
experimento. Unos dias mds tarde, en E6 se realiza la microinyeccion de células
tumorales de GBM de origen humano en el cerebro de los embriones (Fig. 8). Por ultimo,
se procederd al sacrificio antes del dia 19 (dia limite seglin establece la normativa),
normalmente entre los dias E11 y E16.

Dado que el cerebro en desarrollo del pollo no tiene aun activa la respuesta
inmune adaptativa, nuestra hipdtesis es que el entorno inmunitario inmaduro de los

cerebros de pollo embrionarios podria tolerar el injerto de células humanas de GBM.
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Como punto de partida usamos la linea GB-39, una linea inmortalizada de células
GBM humanas de grado IV. Nuestro grupo de investigacién obtuvo 7 lineas celulares de
GBM que fueron aisladas a partir lavados quirdrgicos de pacientes con glioblastoma
durante la resecacién del tumor (Fig. 8) (46).

Estas muestras fueron proporcionadas por el Biobanco del Hospital General
Universitario de Elche, lo que permite un proceso de codificacién de las muestras de los
pacientes preservando su anonimato. (46).

La linea celular GB-39 fue la seleccionada para este proyecto por poseer mayor
resistencia a la Termozolamida (TMZ) y Carmustina (BCNU), ambos tratamientos cldsicos

en quimioterapia para tratar el GBM (47).

Incubacién ex ovo
en estufa de cultivo
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Figura 8: Cronograma experimental detallado. Se especifica el proceso a seguir y la linea temporal desde
el momento en que los huevos fecundados salen de la granja hasta la creacién del xenoinjerto derivado
de paciente (PDX) y sacrificio. (Modificado de Xiaolin Ai et al., 2022) (45).

La generacion del nuevo modelo de pollo se realizé en Laboratorio de
Investigacion de FISABIO en el Hospital General Universitario de Elche, donde se

realizaron las labores de mantenimiento de los animales y las aproximaciones

26



experimentales. El proceso se compone de varios pasos, cuyas condiciones tuvieron que

establecerse para una mayor optimizacion.

5.1.1. Apertura de los huevos

Los huevos de pollo son fecundados en la granja Santa Isabel S.L. (Granada) y
enviados el mismo dia. Su llegada tiene lugar 24 horas después de su fecundacién (E.1)
y en ese mismo momento, se introducen en una incubadora con volteo automatico a
37°C durante los 3 dias posteriores. La apertura de los huevos se llevd a cabo en el dia
4 del estadio de desarrollo de los embriones (E.4) (Fig. 8). Se trata de un proceso que
requiere gran cuidado donde primeramente se saca el huevo de la incubadora de volteo
y con suavidad se limpia con etanol al 70% toda la superficie. Esto se hace para que, una
vez abierto el huevo, entre el menor nimero de patégenos posible en contacto con el
contenido. De esta forma se reducen las posibles contaminaciones posteriores.

Una vez limpio el huevo, se coloca en posicion horizontal con el borde mas largo
paralelo al suelo y se deja en esta posicidn durante 5 minutos. De esta forma, la cdmara
de aire del huevo se coloca en la parte superior y el embrion de pollo se distribuye
dentro del huevo para colocarse en contacto con dicha cdmara de aire (48).

La apertura del huevo se realiza dentro de una campana de flujo laminar. A partir
del momento de la apertura del huevo, el embrién se mantendra en condiciones de
esterilidad y solo se expondra al exterior en ambiente controlado.

Para el método de cultivo ex ovo descrito en el presente trabajo, el contenido de
los huevos preincubados se transfirié cuidadosamente a una bandeja de plastico
cuadrada previamente esterilizada (12cm x 12cm) (Fig. 9).

Este proceso se realiza con gran precisidn ya que se tiene que asegurar que el
embrion quede situado en el centro de la yema para su correcta supervivencia. Una vez
extraido el embridn, se coloca la bandeja dentro de una placa de Petri cuadrada, girada
90° para permitir la aireacion del embridn. Dado que existe una via de intercambio de
aire con el exterior que puede ser fuente de contaminaciones, se afiadieron 4 gotas de
Penicilina/Estreptomicina al 1%. Los embriones se incubaron en estufa de cultivo a 37°C,

con CO; al 5% y al 60% de humedad hasta finalizar el proceso.
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Figura 9: Proceso completo de apertura de los huevos. Linea de tiempo con imagenes secuenciales del

proceso de apertura. Imagenes 1-2 rotura de cascara; 3-5 deposicién del embriéon en la bandeja de
plastico; 6 tratamiento con Penicilina/Estreptomicina; 7 colocacién de la bandeja dentro de la placa de
Petri; 8 aspecto final del embrién ex ovo antes de introducirlo al incubador. Punta de fecha indicando la
posicién del embridn en desarrollo.

5.1.2. Inyeccion tumoral

La segunda fase del proceso consiste en introducir las células tumorales dentro
de la cavidad ventricular del cerebro de pollo en desarrollo. Las células tumorales se
extrajeron de los cultivos celulares la mafiana de la inyeccidn, se prepararon 3 tubos de
1,5 ml con una concentracién aproximada de 5000 células/pl. A cada tubo con células
tumorales se le afiadié 0,5 ul de colorante Verde rdpido CFC para poder visualizar las
células en el momento de la inyeccidn y se inyectd 1 ul (aproximadamente 5000 células)
a cada embridn. Para ello se necesitan unas microagujas que permitan el paso de las
células disgregadas produciendo el menor impacto posible en el cerebro. Partiendo de
capilares que tenian una longitud de 10 cm, un didmetro externo de 1,5mm y un
didmetro interno de 0,86 mm, se hicieron varias pruebas cambiando los pardmetros de
calor, traccion y velocidad del extractor de micropipetas hasta conseguir microagujas

con las dimensiones idéneas para la inyeccion.
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El proceso de inyeccion de las células, llevado a cabo en campana de flujo
laminar, consistid en la puncidn con la microaguja entre las zonas frontal y parietal del
cerebro de los embriones que se encontraban en el E6 de desarrollo. Nos ayudamos de
unas pinzas de punta redonda para inmovilizar al embridn y ejecutar una Unica inyeccién
exitosa, ya que efectuar varias punciones puede afectar gravemente a la supervivencia
de los embriones. La microaguja de vidrio va unida a un tubo de aspiracion quirurgica
gue permite insuflar aire de forma controlada con la boca. Se hizo una puncién en el
cerebro del pollo colocando el extremo de la aguja en el interior de la cavidad ventricular
del pollo y, mediante el adaptador, se insuflé aire en la microaguja desplazando un
volumen de 1 pl al interior del cerebro del embrién (Fig. 10). Una vez inyectados se

volvieron a afadir 4 gotas de Penicilina/Estreptomicina al 1% y se colocaron

nuevamente en el incubador.

4

Figura 10: Linea temporal de la inyeccion cerebral de células humanas de GBM en embrién de pollo.
Imagenes 1-2 momento de la inyeccidén con la microaguja y las pinzas de punta redonda para inmovilizar
el embridn; Imagen 3 Embridn inyectado en cavidad ventricular. La punta de flecha indica la visualizacién
del xenoinjerto de células humanas de GBM con colorante verde rapido CFC.

5.1.3. Sacrificio

La normativa establece que el sacrificio ha de efectuarse antes del dia 18-19 (Ley
32/2007), momento en que los embriones se encuentran a término. Por ello todos los
sacrificios se llevaron a cabo entre los dias 11 y 16 del desarrollo embrionario, E11y E16.
El sacrificio se llevd a cabo seccionando las cabezas y fijandolas en formaldehido,
después se dejaron 24h en PBS 1X y se diseccionaron empleando una lupa para extraer
los cerebros. Con el fin de poder realizar andlisis histoldgicos, los cerebros fueron
identificados y cada uno fue procesado de forma distinta segun se realizaran los cortes

en micrétomo de parafina o en microtomo de congelacidn, (Tabla 3).
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Nombre | Sacrificio (E) | Tipo de procesado Tipo de corte
CK-10 13 Parafina Microtomo de parafina
CK-11 13 Parafina Microtomo de parafina
CK-12 16 Parafina Microtomo de parafina
CK-13 16 Parafina Microtomo de parafina
CK-14 16 Parafina Microtomo de parafina
CK-15 11 O.C.T. Criotomo
CK-16 11 O.C.T. Criotomo
CK-17 11 O.C.T. Criotomo
CK-18 11 Parafina Microtomo de parafina
CK-19 11 Parafina Microtomo de parafina
CK-20 11 Parafina Microtomo de parafina
CK-21 11 Parafina Microtomo de parafina
CK-22 11 Parafina Microtomo de parafina
CK-23 11 Parafina Microtomo de parafina
CK-24 13 Parafina Microtomo de parafina
CK-25 13 Parafina Microtomo de parafina
CK-26 13 Parafina Microtomo de parafina
CK-27 13 Parafina Microtomo de parafina
CK-28 13 Parafina Microtomo de parafina
CK-29 13 O.C.T. Criotomo
CK-30 13 O.C.T. Criotomo

Tabla 3: Clasificacion de los cerebros de pollo. (E) dia de desarrollo en el que se hizo el

sacrificio; Tipo de procesamiento y aparato con el que se hicieron los cortes.

5.2. Los embriones de pollo cultivados ex ovo revelan un desarrollo morfolégico

normal durante 13-16 dias in vitro

El desarrollo y la morfologia se compararon con las etapas normales del embrion
de pollo descritas por Hamburger y Hamilton (49). Como se muestra en la Figura 11, los
embriones eran facilmente detectables en E4, revelando un desarrollo normal. Durante
la incubacidn, la yema se expandio sobre la bandeja de pldstico que contenia el embrién
ex ovo, y los vasos sanguineos comenzaron a extenderse suavemente sobre la yema.

Ademas, la observacion continua mostré un desarrollo morfolégico normal de los

embriones hasta E13, correlativo al estadio 39 de HH.
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Figura 11: Morfologia en distintos estadios de desarrollo del embrién de pollo. (A) Embridn en E4; (B)
Embrion inyectado en E6 con aumento de angiogénesis; (C) Embridn en E13 con formacion normal de
extremidades y gran vascularizacion.

5.3. Procesado de muestras

Las muestras fueron procesadas de dos formas distintas, seguin si iban a ser
cortadas en microtomo de parafina o microtomo de congelacion. Las muestras
embebidas en parafina se emplearon para la caracterizacion morfoldgica, ya que la
parafina conserva mejor la estructura, y para inmunohistoquimica. Sin embargo, las
elevadas temperaturas utilizadas en el proceso de embeber en parafina pueden dafar
los epitopos que son reconocidos por los anticuerpos empleados en la
inmunohistoquimica. Esto puede generar sefales de fluorescencia mas bajas o menos
especificas. Para evitar este problema, algunas muestras se procesaron embebiéndolas
en O.C.T. y cortandolas en microtomo de congelacion. Por lo tanto, decidimos usar

ambas técnicas para una mejor caracterizacién del tumor.

5.3.1. Microtomo de parafina

Las muestras fueron deshidratadas e incluidas en parafina como se describe en
el apartado de disefio experimental. En el paso de la inclusion serd importante tener en
cuenta la orientacion del cerebro. Para este estudio los cerebros fueron seccionados de
forma coronal, empezando por la zona frontal, empleando un microtomo de parafina
(Fig. 12A). Se realizaron cortes de 8 um en series de 5 y con ayuda de un pincel de punta
fina se fueron introduciendo en un bafio de agua caliente (60°C) (Fig. 12B), para que se
extendieran, facilitando asi su recogida en los portaobjetos. De este modo obtuvimos
una representacién completa de cada muestra procesada pudiendo comparar la

morfologia de los dos hemisferios cerebrales (Fig. 12C).
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Figura 12: Procesamiento en Microtomo de parafina. (A) Microtomo de parafina; (B) recogida de las
muestras en bafo caliente con portaobjetos; (C) Cortes seriados de cerebro de embrion de pollo,
procesados en parafina y tefiidos con cristal violeta.

5.3.2. Microtomo de congelacion

Para procesar las muestras en un criotomo o microtomo de congelacion (Fig.
13B) es esencial crioprotegerlas previamente. Para ello se embebieron los cerebros en
soluciones de sacarosa crecientes como se detalla en el apartado de procedimiento
experimental 4.4.3. A continuacion, se usaron unos moldes de plastico (22 mm x 22mm
x 20mm) donde se embebieron las muestras en medio O.C.T. Debido a su composicion
de aguas de glicoles y resinas, este medio preserva los cortes histolégicos a
temperaturas entre -20C y -80C. Ademas, reduce la tincidon de fondo no deseada ya que
no deja residuos en los portaobjetos. Un paso clave nuevamente es conseguir la
orientaciéon deseada del cerebro en el momento de incluirlo en O.C.T., para
posteriormente realizar los cortes en forma coronal. Nos ayudamos de la punta de una
micropipeta de plastico para orientarlo y lo enfriamos en Nitrégeno liquido, para
consiguir una fijacidon rapida con la orientacion deseada (Fig. 13A). Las muestras se
almacenaron a -80°C y se procesaron empleando un criotomo donde se seccionaron las
muestras a 15 ym. En este caso la técnica de corte es mas complicada puesto que
trabajamos dentro de una cdmara fria a -21°C. Esto implica que debemos estar abriendo
y cerrando con rapidez una compuerta transparente que nos da acceso a la zona de
corte para recoger las muestras (Fig. 13C). Ademas, a diferencia del microtomo de
parafina, no se usa un bafo caliente para extender los cortes y facilitar su adhesién a los
portaobjetos, sino que nos ayudamos colocando una pieza de vidrio anti-enrollamitento
sobre el corte para mantenerlo extendido y que no se pliegue en el momento previo a

adherirlo al portaobjetos (Fig. 13C). Por las razones comentadas anteriormente, las
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muestras procesadas con esta técnica seran idéneas para caracterizarlas de forma

inmunohistoquimica empleando marcadores especificos de células tumorales de GBM.

Figura 13: Procesamiento en microtomo de congelacion. (A) Muestras embebidas en O.C.T. en moldes
especiales y fijadas con Nitrégeno liquido; (B) Microtomo de congelacién o criotomo; (C) Ampliacion de la
camara fria del criotomo con muestra; Flecha indicando pieza anti-enrollamiento.

5.4. Las células de GBM humanas son capaces de injertarse y crecer en el

cerebro de pollo embrionario.

Las células de GBM derivadas de pacientes se consideran un mejor estandar en
la investigacion del cancer en comparacién con las lineas celulares derivadas del tumor
(50). Se ha demostrado que las células GBM (subtipo proneural) derivadas de pacientes
mantienen las propiedades de las células madre del cdncer cuando se cultivan (51). Para
validar nuestro modelo de xenoinjerto, se llevd a cabo en primer lugar un analisis
morfoldgico Los animales se analizaron en E11, E13 y E16 para determinar la presencia
de xenoinjertos de GMB derivados de pacientes (PDX) (Tabla 3). Las muestras fueron
examinadas mediante la técnica de cristal-violeta que permitié ver la presencia de una
masa de células con crecimiento descontrolado en el hemisferio cerebral inyectado (Fig.
15D). En algunos casos, debido a su gran tamafio, el tumor era visible de forma
macroscopica (Fig. 15 By C). También se realizé un andlisis histolégico microscépico con
tincion hematoxilina-eosina para determinar con mayor precisidn las zonas de tejido
sano, caracterizadas por presentar nucleos pequefios y una estructura organizada, y
tejido tumoral donde se pueden observar nlcleos celulares grandes, aglomeracién
celular y perdida de estructura (Fig. 14).

Los cerebros fueron cortados de forma coronal desde la parte rostral a la caudal

del cerebro (Fig. 15A). Se tomaron fotos seriadas del tumor que permiten su
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reconstruccién y asi visualizar el aumento significativo del volumen de la corteza
cerebral, correspondiente al PDX (Fig. 15D). Estos resultados confirmaron que el cerebro

embrionario de pollo es capaz de soportar el injerto y el crecimiento de los tumores

derivados de pacientes.

Figura 14: Cortes histolégicos de cerebro de embrion de pollo con PDX. (A) Transicion tejido cerebral
sano a tejido tumoral; (B) Zona tumoral con presencia de células tumorales con grandes nucleos y pérdida
de estructura; (C) Zona no tumoral sin pérdida de estructura y con presencia de células con nucleos
pequefios. Puntas de flechas indicando los nucleos de células tumorales con volumen aumentado y
pérdida de rendondez. Linea de puntos delimitando la transicion entre tejido sano (derecho) y tejido
tumoral (izquierdo). Escala 50 um.
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Figura 15: PDX en el cerebro de un embridn de pollo. (A) llustracion del corte coronal llevado a cabo en
un microtomo de parafina; (B) Vista macroscopica de un cerebro de embrion de pollo (CK-13) tras la
diseccion con desarrollo de tumor en hemisferio derecho; (C) Ampliacion del hemisferio izquierdo con el
tumor con su medida (7mm); (D) Caracterizacién morfolégica del desarrollo de un tumor de GBM en
hemisferio izquierdo del cerebro de un embridn de pollo. Imagenes 1-8, secciones seriadas de cortes
coronales de cerebro (CK-13) tefiidos en cristal violeta que muestran el desarrollo del tumor; Imagen 9,
ampliacién del tumor; Barras de escala (b) 5mm; (d) 500um.
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5.5. Los tumores obtenidos recapitulan las caracteristicas de los tumores de

GBM.

En el diagndstico de GBM se utilizan tipicamente KI67, GFAP y S100B (52). Ki67,
es una proteina nuclear que se asocia con la proliferacién celular, es decir se vera
expresada en células que se encuentren en divisién y crecimiento. El analisis de la
proliferacion en el modelo de PDX generado, indicd que no todas las células tumorales

eran K167+ (Fig. 16), esto es similar a otros modelos de PDX generados en otros modelos

animales como por ejemplo el ratén (34).

Figura 16. El PDX en pollo posee las caracteristicas tumorales del GBM. (A) Imagen de la zona tumoral
donde se aprecia los nucleos celulares en color azul (DAPI); (B) Marcaje en verde (Ki67) y (C) Marcaje en
rojo (GLAST); Ambos indicativos de la presencia de células tumorales; (D) Combinacidon de la expresion de
DAPI, Ki67 y GLAST; Flechas indicando el marcaje positivo; Linea de puntos delimitando zona tumoral;
puntas de flecha blancas indican las células con inmunoreactividad positiva. Escala 50 um.

GFAP es una proteina acida fibrilar glial se expresa en los astrocitos del SNC, esta
relacionada con la formacion de filamentos intermedios del citoesqueleto intracelular.
Su sobreexpresion es un marcador de astrogliosis reactiva (53). Mientras que S100B Es
una proteina glial especifica expresada principalmente por astrocitos, entre sus
funciones se encuentran la extensidon de neuritas, estimulacion de flujos de calcio,
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astrocitosis (aumento anormal en la cantidad de astrocitos debido a la destruccién de
las neuronas cercanas) y proliferacion axonal. En el SNC en desarrollo actia como factor
neurotrofico, respaldando el crecimiento, la supervivencia y la diferenciacién de
neuronas (53). Cuando se eleva es un biomarcador proteico indicativo de dafio cerebral.
El tumor generado en el cerebro de pollo presento una alta inmunoreactividad contra
GFAP y S100B, como es caracteristico de los tumores gliales, corroborando el hecho de

que el tumor generado era de tipo glioblastoma (Fig. 17).

20Q pm

Figura 17. El PDX en pollo posee las caracteristicas tumorales del GBM. (A) Imagen en mosaico con tumor
completo donde se aprecia los nucleos celulares en color azul (DAPI); (B) Marcaje en verde (S100B) y (C) Marcaje
en rojo (GFAP); Ambos indicativos de la presencia de células tumorales; (D) Combinacidn de la expresion de
DAPI, S100B y GFAP. Puntas de flechas indicando marcaje positivo. Linea de puntos delimitando el tumor. Escala
200 pm.

Tomando todos estos datos en conjunto, el analisis de inmunofluorescencia de
las masas tumorales identificé la expresion de antigenos especificos humanos que se

encuentran presentes en la GBM de pacientes y se usan para su diagndstico. Esto

corroboré la validez de nuestro modelo como sistema in vivo para estudiar el GBM.
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5.6. Los PDX no muestran un patron de crecimiento invasivo en los cerebros de

pollo.

A continuacidn, analizamos el patrén de invasion del PDX (Fig. 18) en el tejido de
pollos embrionarios por inmunotincidon. GLAST (Transportador de Glutamato-
Aspartato), es una proteina de membrana expresada por astrocitos con un papel
relevante en la captacion de glutamato. Los astrocitos hipdxicos en condiciones
patoldgicas como la isquemia revierten mediante estos trasportadores la captacién y
liberan glutamato, adaptandose al microambiente tumoral hipdxico (54). GLAST se
expresa en las superficies de las células de GBM y las ayuda a migrar e invadir el tejido
circundante sano (55). Utilizando GLAST como marcador de células astrogliales , vimos
que las células tumorales se agrupaban en el ventriculo lateral de los embriones en
desarrollo (Fig. 18). Sin embargo, no encontramos células tumorales adyacentes a la
membrana apical de las células gliales radiales GLAST + del huésped, ni "células

tumorales lideres" que empezaran a invadir el neuroepitelio del huésped, como revela

la continuidad del borde tumoral.

200 um, g IrY B e YO
Figura 18. El PDX en pollo no muestra invasividad. (A) Imagen en mosaico con tumor completo donde se
aprecia los nucleos celulares en color azul (DAPI); (B) Marcaje en verde (lbal) y (C) Marcaje en rojo (GLAST) las
células tumorales estan contenidas dentro de la zona tumoral; (D) Combinacidn de la expresién de DAPI, Ibal

y GLAST. Puntas de flechas indicando marcaje positivo. Linea de puntos delimitando el tumor. Escala 200 pum.
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5.7. El PDX no presenta patrones de infiltracion y transicion epitelio-

mesénquima.

La transicion epitelial-mesenquimal, (EMT, del inglés epithelial-mesenchymal
transition), se produce al ocurrir una serie de cambios en la expresién génica de las
células epiteliales que las lleva a adquirir un fenotipo de célula mesenquimal. Esto
provoca que las células epiteliales pierdan su organizacién y las interacciones
intercelulares para adquirir una capacidad migratoria aumentada, invasividad y
resistencia a la apoptosis. Lo que desencadenara la degradacion de la membrana basal
y la formacion de células mesenquimales con capacidad migratoria e invasiva de tejidos
circundantes (56). Por esta razén, nos preguntamos si en los tumores generados
mediante este sistema, se producian patrones de infiltracién y transicién epitelio-
mesénquima. Esto se comprobdé mediante el andlisis del marcador CD44, una
glicoproteina de adhesiéon transmembrana compleja que participa en una amplia
variedad de funciones celulares, incluida la adhesidon celular, la migracion, la
proliferacién, la apoptosis y la angiogénesis. Las cuales son caracteristicas de la
malignidad en condiciones patoldgicas.

CD44 se expresa en una amplia variedad de células, predominantemente las
hematopoyéticas y mesenquimaticas, y juega un papel importante en la iniciacién y
progresion del tumor (57). En el andlisis inmunohistoquimico observamos muy pocas
células CD44 +y la sefial jregistrada quedaba restringida al interior del tumor (Fig. 19).
Esto sugiere que no existen patrones de infiltracion con transicion epitelial-
mesenquimal que pueden derivar en metdstasis. Sin embargo, para descartar por
completo esta posibilidad, habria que analizar conjuntamente la expresion de E-
Cadherina y la N-Cadherina, también relacionadas con la adhesion celular, y otras
proteinas relacionadas con la EMT como Snail o Prrx1.

Los datos recogidos estan en concordancia con lo observado para el marcador
GLAST (Fig. 18) y no muestran que se esté produciendo invasividad y migracién desde

las areas tumorales hacia otras zonas. (Fig. 19).
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Figura 19. El PDX no presenta patrones de infiltracion ni TEM. (C) Tumor donde se aprecian los nucleos

celulares en color azul (DAPI); (D) Marcaje en verde (CD44). Puntas de flechas indicando el marcaje
positivo. Linea de puntos delimitando el tumor Escala 50 um.

5.8. Los tumores generados presentan activacion moderada de la microglia

confirmando la progresion tumoral.

Las células microgliales comprenden hasta el 30% de la masa tumoral total del
GBM, constituyendo un componente importante del microambiente de estos tumores
(58). La microglia es un tipo de célula cuya funcién principal es actuar
como célula inmune y dar soporte a las neuronas (neuroglia). En los gliomas, las células
microgliales son capaces de generar respuestas inmunitarias innatas, como la fagocitosis
y la citotoxicidad. Ademas, se ha observado que la microglia infiltrada en el tumor
favorece la proliferacién y dispersidn de las células del glioma a zonas cerebrales sanas,
alincrementar la actividad de las proteinasas y degradar la matriz extracelular en la zona
tumoral (59). Por lo tanto, la cantidad de infiltracién microglial del tumor se asocia a un
peor prondstico.

Como marcadores microgliales se emplearon lbal que es una proteina que
se expresa de forma especifica en macréfagos y células de la microglia y CD11B que es
una glicoproteina transmembrana que se expresa en la superficie de los monocitos,
macroéfagos, neutréfilos, granulocitos, linfocitos activados y un subconjunto de los
linfocitos citoliticos naturales (60). Al realizar el analisis inmunohistoquimico pudimos
observar cierta activacion de la microglia en las zonas tumorales (Fig. 20). Esto sugeria
que el tumor desarrollado era capaz de generar respuestas inmunitarias innatas. En

concordancia con los datos obtenidos con GLAST y CD44, la cantidad de microglia
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infiltrada en el tumor no era suficiente para poder prever una dispersion del
glioblastoma, dando lugar a metastasis.

Estos resultados muestran esta caracteristica no metastdsica del tumor, que
probablemente venia dada por la linea celular inyectada, y confirman que el modelo es
capaz de mostrar ciertos comportamientos de las células tumorales que los modelos in

vitro no permiten estudiar.

Figura 20. Activacion de la microglia en la progresion del tumor. (A) Imagen en mosaico con tumor

completo donde se aprecia los nucleos celulares en color azul (DAPI); (B) Marcaje en verde (lbal) y (C)
Tumor donde se aprecia los nucleos celulares en color azul (DAPI); (D) Marcaje en rojo (CD11B). Puntas
de flechas indicando el marcaje positivo; Escalas (A) y (B) 200 um; (C), (D) 50 um.

5.9. Prueba de concepto.

Finalmente, llevamos a cabo una prueba de concepto para comprobar que
nuestro modelo podia ser usado como modelo preclinico para testar in vivo
tratamientos contra el GBM humano.

Como los exosomas pueden ser cargados con farmacos y tienen capacidad de
integrarse en sus células de origen, nos preguntamos si podriamos comprobar en
nuestro modelo que la vehiculizacion de farmacos a través de exosomas podria llevarse
a cabo. Ademas, se ha descrito que los exosomas son capaces de integrarse con mayor
afinidad a la célula de la que proceden (61). Por lo tanto, los estudios en pollo nos

permitirian comprobar a su vez si esto era asi también en estudios en in vivo. Por lo
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tanto, en un primer experimento se comprobd la integracion de los exosomas en las
células tumorales in vitro. Mientras que, en un segundo experimento se comprobd in
vivo, inyectando exosomas marcados en nuestro modelo, si estos eran capaces de

direccionarse hacia las zonas tumorales del cerebro (Fig. 21).
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Figura 21. Cronograma detallado del PDX incluyendo la prueba de concepto con exosomas. (Modificado
de Xiaolin Ai et al., 2022) (45).

Los exosomas se extrajeron de las células GB-39 mediante una serie de
centrifugaciones diferenciales como se detalla anteriormente. Los exosomas empleados
en la integracién se marcaron con colorante rojo de fluorescencia, mientras que los
exosomas inyectados en el cerebro de los embriones de pollo se marcaron con colorante

verde fluorescente tal y como se detalla en el apartado de disefio experimental.

5.9.2. Los exosomas son capaces de integrarse en las células tumorales GB-39.

En primer lugar, se comprobd la integracion de los exosomas en células
tumorales GB-39. Para ello, empleamos exosomas extraidos de las células tumorales de
GBM de la linea celular GB-39. Se seleccionaron los de esta linea en base a previas

observaciones de nuestro grupo donde se vio que las células tumorales GB-39 poseian
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exosomas de mayor tamafio. Esto supone una ventaja para estudios preclinicos futuros
donde se utilicen exosomas en la vehiculizacién de farmacos, ya que permitird cargar
mayor cantidad de medicamento en ellos (62)

Las células GB-39 se cultivaron y pasadas 24 horas se anadieron los exosomas
con marcaje rojo a diferentes tiempos. Como no sabiamos el momento exacto en que
los exosomas se iban a integrar en las células, éstas se fijaron a distintos intervalos de
tiempo (1 hora, 5 horas y 24 horas) tras la adicidon de los exosomas. Después de fijar las
células con exosomas se hizo una inmunohistoquimica con E-cadherina, marcando la
membrana celular de color verde y con DAPI para marcar el nucleo de color azul.
Después, se observaron las células en el microscopio invertido Axio, donde se
obtuvieron imagenes en 2D (Fig. 22A-D) y mediante un apilamiento en Z, se hizo una
reconstruccion en 3D al tomar imagenes de las células a diferente altura (Fig. 22E). Esto
nos permitio ver por un lado que los exosomas se habia integrado en la célula tumoral
y por otro la posicidn relativa de los exosomas dentro de la célula. La reconstruccion de
fotos sobre el eje Z mostrd que los exosomas se habian integrado en las células entre la

interfase del nucleo y la membrana celular (Fig. 22).

B g-cadh | C

Apilamiento en Z

Figura 22: Integracion de los exosomas en célula tumoral GB-39. (A) Marcaje del nucleo en color azul (DAPI);
(B) Marcaje de E-Cadherina en membrana celular en color verde (E-Cadh); (C) Marcaje en rojo de los exosomas
integrados dentro de la célula (Exo); (D) Combinacién de la expresion de DAPI, E-Cadh y Exo; (E) Reconstruccidon
3D de apilamiento en Z de célula tumoral GB-39. Marcaje de E-Cadherina en la membrana celular de color
verde. Marcaje del nucleo de color azul (DAPI). Marcaje de los exosomas en color rojo. Escala 5 um.
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5.9.3. Los exosomas muestran una direccionalidad preferencial a la zona

tumoral en el modelo de embrién de pollo.

Se ha comprobado que los exosomas tienen direccionalidad a su célula de origen
y que ademds poseen una excelente biocompatibilidad, baja inmunogenicidad, baja
toxicidad y capacidad para superar barreras biologicas. Todas estas cualidades los
convierte en buenos vehiculos de administracion de farmacos en terapias contra el
cancer (63).

Tras comprobar que los exosomas eran capaces de integrarse en las células
tumorales GB-39, nos planteamos si podriamos inyectar exosomas in vivo y ver una
acumulacién de ellos en las zonas tumorales. Para ello, se inyectaron exosomas
marcados con fluorescencia verde en el cerebro de embriones de pollo en E8, dos dias
después de la inyeccidn de células tumorales de GBM (Fig. 21). La inyeccion se realizo
en campana de flujo laminar empleando microagujas de vidrio con las medidas
anteriormente descritas. Mediante un microscopio de fluorescencia observamos que los
exosomas marcados estaban presentes en la zona tumoral (Fig. 23).

Estos datos corroboraron la capacidad de los exosomas de direccionarse, dentro
de un modelo in vivo, hacia las células GB-39 localizadas en las areas tumorales en

nuestro modelo de embrién de pollo.

Figura 23: Marcaje positivo de exosomas en las zonas tumorales. (A) Zona tumoral donde se aprecian

los nucleos celulares en color azul (DAPI); (B) Marcaje en color verde de exosomas en la zona tumoral
(Exo). Flechas indicando el marcaje positivo. Escala 50 um.
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5.10. Proyeccion futura

Los datos recogidos en este proyecto podrian extrapolarse a futuros estudios
experimentales en el campo de la biomedicina, donde se podria utilizar este nuevo
modelo animal basado en embriones de pollo para estudiar posibles tratamientos
contra el GBM.

Esto permitiria desarrollar terapias especificas a cada paciente en base al tipo de
tumor que haya desarrollado. Concretamente, este modelo permitiria la generacion de
una cohorte de embriones a los que se les inyecta las células de un mismo paciente y
donde se puede estudiar qué tipo de tratamiento es mas efectivo para ese paciente en
concreto (Fig. 24). Estos tratamientos podrian ser administrados de forma directa o

mediante su vehiculizacién a través de nanoparticulas o incluso exosomas.

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento4 Tratamiento 5

Figura 24. Terapia especifica futura para el tratamiento del GBM empleando nuestro modelo animal

basado en embriones de pollo. (Modificado de Xiaolin Ai et al., 2022) (45).
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Las principales ventajas que aporta este nuevo modelo animal son la posibilidad
de desarrollar réplicas de tumores de origen humano, teniendo en cuenta factores
importantes como el microambiente tumoral, la angiogénesis o la capacidad de
invasividad y metdstasis. También permite desarrollar tratamientos eficaces y
especificos a cada paciente, probando distintos farmacos o terapias combinadas
vehiculizadas mediante exosomas u otro tipo de nanoparticula de origen natural o
sintético, evaluando la regresion del tumor en respuesta al tratamiento. Por ultimo, este
nuevo modelo animal para el estudio del GBM, permite acortar los tiempos de espera
respecto a otros modelos animales de estudio. Este procedimiento posibilita, en un
tiempo maximo de 19 dias de desarrollo embrionario, generar un tumor que recapitule

las caracteristicas del paciente y probar varios tratamientos simultdneamente.

6. DISCUSION

El empleo de modelos animales en el estudio e investigacion del desarrollo
tumoral es un factor clave para entender de manera global la génesis de los tumores y
su microambiente. Asi como muchos otros factores relacionados que también influyen
de manera indirecta, y que escapan a la experimentacion in vitro.

El hecho de que el GBM sea un tumor altamente agresivo y que la esperanza de
vida de los pacientes que lo sufren sea muy corta, hace necesario el desarrollo de
modelos animales de estudio que permitan, en el menor tiempo posible, reproducir el
mismo tumor generado en el paciente y asignar una terapia especifica y efectiva acorde
a cada tipo de tumor y a cada paciente.

Por este motivo, la finalidad de este trabajo fue desarrollar y caracterizar un
nuevo modelo de experimentacidon animal basado en embriones de pollo para el estudio
del GBM. Basandonos en estudios anteriores, se escogié el embridén de pollo como
modelo animal por ser econdmicos y requerir pocos cuidados, ademds poseen una
buena resistencia a manipulaciones microquirdrgicas y no requieren permiso de
experimentaciéon animal. Cabe destacar que el hecho de realizar un PDX en el cerebro

de los embriones, y no en la CAM como se habia realizado hasta ahora, proporciona una
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mejor aproximacion para el estudio del GBM. Esta aproximacién permite tener en
cuenta factores importantes que afectan al desarrollo del tumor como el microambiente
tumoral, la angiogénesis y la capacidad de invadir otros tejidos o metastatizar.

De manera general, se observd que el desarrollo normal de los embriones no se
veia afectado por su crecimiento ex ovo, ya que durante todos los estadios embrionarios
se pudo observar un desarrollo morfolégico normal correspondiente a las etapas
descritas por Hamburger y Hamilton.

En algunos casos el tumor era visible de forma macroscdpica en los cerebros
diseccionados y también, se pudo observar mediante una reconstruccién de fotos
seriadas de distintas secciones del cerebro, el desarrollo de la masa tumoral en uno de
los hemisferios cerebrales. Estos resultados confirman que el cerebro embrionario de
pollo permite el injerto y el crecimiento de células tumorales derivadas de paciente.

El andlisis histoldgico de los tumores de GBM humanos se caracteriza por la
presencia de pleomorfismo nuclear y celularidad densa en un ambiente de alta
microvascularizacion (64). Los analisis histoldgicos de las muestras de los cerebros
procesados confirmaron la presencia de células tumorales con nucleos de mayor
tamafio y con pérdida de redondez, asi como la pérdida de estructura de las zonas
tumorales respecto a las zonas de tejido sano.

Los marcadores tipicamente utilizados en el diagndstico del GBM, KI67, GFAP y
S100B, fueron detectados en los tumores generados, corroborando asi el hecho de que
los tumores eran de tipo glioblastoma.

En los tumores de GBM humanos, encontramos que las metastasis
extracraneales son un evento poco comun dentro del desarrollo de la enfermedad. Sin
embargo, entorno al 2% de los pacientes diagnosticados con GBM han descrito invasion
a otros tejidos u drganos como pulmoén, higado, hueso o ganglios linfaticos (65). En el
analisis inmunohistoquimico de GLAST, observamos que las células tumorales se
agrupaban en el ventriculo lateral de los embriones en desarrollo, pero no invadian el
neuroepitelio del huésped. Es mas, la tenue sefial del marcador CD44 que observamos
quedaba restringida al interior del tumor, confirmando que no existen patrones de
infiltracion con transicion epitelial-mesenquimal que puedan derivar en metastasis

hacia otros tejidos u 6rganos.
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En lo que respecta a los gliomas, sabemos que las células microgliales son
capaces de generar respuestas inmunitarias innatas. Se ha observado una correlacién
entre tumores muy agresivos, con fuertes patrones de infiltracion e invasividad a otros
tejidos, y niveles altos de células microgliales. Por lo tanto, una fuerte activacién de la
microglia estaria indicando un entorno inflamatorio y patoldgico. Los analisis
inmunohistoldgicos de los marcadores especificos de microglia Ibal y CD11B en las
zonas tumorales revelaron una sefial moderada correspondiente a la progresion del
tumor. En concordancia con los demdas resultados, esta sefial no indicaba que se
estuviera produciendo una invasividad e infiltracidon que pudiesen derivar en metastasis
en este momento de desarrollo del tumor.

La prueba de concepto realizada mostré que nuestro modelo animal era éptimo
para realizar estudios clinicos basados en la vehiculizacién de farmacos con exosomas
en el tratamiento del GBM. Primeramente, comprobamos que los exosomas de la linea
celular GB-39, empleados en este experimento, eran capaces de integrarse
correctamente en las células tumorales de GBM. En segundo lugar, comprobamos por
primera vez in vivo, su capacidad de dirigirse de forma especifica a las zonas del cerebro
donde se habian generado los tumores de GBM.

Los datos recogidos en la realizacidn de la prueba de concepto corroboran que
nuestro modelo basado en embriones de pollo es valido para el estudio in vivo del GBM.
Estos hallazgos junto con el nuevo modelo que hemos desarrollado abren la puerta a
futuros estudios experimentales en el campo de la biomedicina para el tratamiento del
GBM. Pudiendo establecer terapias especificas para cada paciente segun el tipo de
tumor que posea y que permitan en un tiempo relativamente corto, acceder al mejor
tratamiento posible. La generacién de PDX en estos nuevos modelos de embriones de
pollo ex ovo, permite testar varios tratamientos al mismo tiempo y ver cémo reaccionan
al tumor. Ademas, nuestros experimentos con exosomas abren la puerta a la
vehiculizacién de farmacos mediante vesiculas extracelulares. Esto permitiria alcanzar
el tumor de forma mas eficaz y evitar ademas los posibles efectos secundarios de la

aplicacion directa de los farmacos.
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7. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en la presente investigacion, se concluye lo

siguiente:

1.

10.

11.

Se ha conseguido desarrollar un nuevo modelo animal para el estudio del GBM
gue consiste en un PDX en el cerebro de embriones de pollo.

El modelo animal basado en embriones de pollo cultivados ex ovo manifiesta un
desarrollo morfolégico normal durante 13-16 dias in vitro.

Las células de GBM humanas son capaces de injertarse y proliferar en el cerebro
de pollo embrionario desarrollando tumores.

Los tumores obtenidos recapitulan las caracteristicas de los tumores de GBM
humanos.

Los PDX no muestran un patron de crecimiento invasivo en los cerebros de los
embriones de pollo en los que se basa nuestro modelo.

Los PDX no presentan patrones de infiltracion y transicion epitelio-mesénquima
en los cerebros de embriones de pollo en los que se basa nuestro modelo.

Los PDX revelan activacién moderada de la microglia confirmando la progresion
del tumor.

Los exosomas de la linea celular GB-39 son capaces de integrarse en su célula de
origen.

Los exosomas inyectados in vivo en el cerebro de los embriones de pollo
presentan direccionalidad hacia las zonas tumorales.

La prueba de concepto llevada a cabo, mediante la inyeccidn e integracién de
exosomas, confirma que nuestro modelo puede ser usado como modelo
preclinico para testar in vivo tratamientos contra el GBM humano.

Los datos recogidos en este proyecto podran extrapolarse a futuros estudios

experimentales en el campo de la biomedicina para el tratamiento del GBM.
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ANEXO 1

Resumen de problemas y soluciones en el desarrollo del modelo.

Al realizar los distintos experimentos para desarrollar este nuevo modelo animal
(Tabla 4), nos enfrentamos a distintas adversidades a las que fuimos dando solucién
perfeccionando nuestro modelo.

Algunos de los problemas que nos encontramos es que las variaciones en la
temperatura en los primeros estadios son un punto critico en la sincronizacion del

desarrollo embrionario. De la literatura sabemos que los huevos fecundados pueden
almacenarse hasta 7 dias a unos 12°C antes de ponerlos a incubar (66). Sin embargo,

detectamos que, si no se ponian inmediatamente a incubar a 37°C a su llegada de la
granja, se producia en los embriones un desfase en el desarrollo. Pudiendo encontrar en
el mismo dia de desarrollo E4, embriones con un desarrollo correspondiente a E2, otros
gue se asemejaban aun E4 e incluso algunos a E6. Esto supuso un problema ya que habia
que realizar las aperturas e inyecciones varios dias consecutivos en base al tamafio de
los embriones. Para solventar la desincronizacién que se producia en el desarrollo
embrionario, se minimizé el tiempo de espera eliminando el almacenamiento. De esta
forma, se ponian a incubar el mismo dia de la llegada, manteniendo unas condiciones
de temperatura y humedad lo mds controladas posible.

Otro problema al que nos enfrentamos fueron las contaminaciones. En los
primeros experimentos se detectaron varias contaminaciones que provocaron el
colapso de los embriones. Por este motivo, en experimentos posteriores, se afiadieron
tras la apertura y en el momento de la inyeccidn 4 gotas de Penicilina/Estreptomicina al
1% a cada embridn. Esto doblé la supervivencia de los embriones reduciendo la mitad
el nUmero de contaminaciones.

Por ultimo, pudimos detectar que habia una correlacion entre los meses mas frios y el
numero de huevos que llegaban sin fecundar. Como se puede apreciar en la tabla 4, las
bajas tras la apertura donde se engloban los embriones no fecundados son mas altas en
los meses mas frios. Mientras que, en el mes de abril, con la llegada de la primavera y la
subida de la temperatura ambiental, el nUmero de bajas por no fecundacién fue 0. Con

estos datos podemos sugerir que la mejor época para lleva a cabo estos experimentos
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es en los meses con temperaturas intermedias correspondientes a las estaciones de

primavera y otofio.

Inyeccion Inyeccion
Llegada | Apertura Células Exosomas
Fecha huevos Bajas] GBm [IB2ias| marcados | Baias
f dad
ecundados Ne | (E) Ne | (E) Ne | (E)
Noviembre 36 36 | E4§ 12 E6 No
Enero 36 35 | E4 16
Febrero 30 28 | E4 ] 10
Marzo 48 38 | E4| 19 |21 | E6 ] 16 No 0 3 | E11
) 6 | E11
Abril 48 48 | E4 8 30 | E6 | 12 | 18 | E8 5 6 TE13

Tabla 4: La siguiente tabla detalla los experimentos realizados con embriones de pollo y sus respectivos
datos. Se recogen las fechas en las que se llevaron a cabo los experimentos; los distintos procesos
experimentales que se realizaron; se representa como N2 al nimero de individuos y como (E) al estadio
en dias en el que se encontraban; se refleja el nUmero de bajas tras cada intervencién donde se engloban
bajas por colapso del embridn, por no fecundacién y por contaminaciones. Se representa con una X y
sombreado en negro la finalizacién de dos experimentos por dafiarse el incubador y colapsar todos los
embriones.
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