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EXPRESIÓN DEL FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIAS DE MACRÓFAGOS Y 

GRANULOCITOS EN CÉLULAS MESENQUIMALES ESTROMALES MEDIANTE ARNm 

TRANSCRIPTO IN VITRO. UNA ESTRATEGIA TERAPÉUTICA PARA EL 

HEPATOCARCINOMA CELULAR 

Resumen 

Las células estromales mesenquimales (MSC) se han utilizado como transportadoras de 

agentes antitumorales debido a su capacidad de migrar y anclarse a tumores. El ARNm 

transcripto in vitro (ARNm IVT) es una herramienta prometedora para una expresión de 

proteínas transitoria, eficaz y sin riesgos mutagénicos. También se ha demostrado que el 

factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) reduce el 

crecimiento tumoral al favorecer un aumento de la circulación de células presentadoras 

de antígenos y subsecuentemente el desarrollo de una respuesta inmune antitumoral. 

Este trabajo tuvo como objetivo expresar GM-CSF en MSC mediante el uso de ARNm IVT 

y evaluar el efecto terapéutico de las MSC que expresan GM-CSF (MSC/GM-CSF) en 

combinación con dosis bajas de doxorrubicina (Dox), en un modelo murino de carcinoma 

hepatocelular (HCC). 

Se generaron ARNm IVT de DsRed (proteína fluorescente utilizada como control de 

expresión) o GM-CSF a partir de un molde de ADN copia diseñado con cebadores 

específicos seguidos de transcripción inversa. Se usó lipofectamina para transfectar a las 

MSC con el ARNm IVT de DsRed (MSC/DsRed) o de GM-CSF (MSC/GM-CSF). La expresión 

génica y los niveles de marcadores de superficie celular se determinaron mediante 

citometría de flujo. La secreción de GM-CSF se determinó mediante ELISA. Para probar 

la función de GM-CSF, se utilizaron la línea de macrófagos J774 y monocitos de médula 

ósea de ratones. Se desarrolló un modelo de HCC mediante inoculación subcutánea (s.c.) 

de células Hepa129 singénicas de ratones C3H/HeN. Los animales con tumor palpable se 

dividieron aleatoriamente en grupos. Se evaluó la administración de MSC/GM-CSF, Dox 

o su combinación, estudiando el crecimiento del tumor y la supervivencia del ratón, a lo 

largo de un mes. Se recogieron muestras de los tumores para el análisis de citoquinas y 

diversas proteínas a través de la expresión del ARNm y además se identificaron células 

del sistema inmune por citometría de flujo. 
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La expresión de DsRed se observó 2 h después de la transfección con el ARNm IVT DsRed 

y no se registraron cambios significativos en el crecimiento del tumor in vivo de animales 

administrados con MSC/DsRed en comparación con el grupo control (administrados con 

el vehículo). Para las pruebas realizadas con ARNm IVT GM-CSF, se observó que las 

MSC/GM-CSF mantuvieron la expresión de los marcadores de superficie, sugiriendo que 

la transfección no genera cambios fenotípicos en estas células. Por ELISA se detectó GM-

CSF en el sobrenadante de cultivo de las MSC/GM-CSF (MC, medio condicionado), 

confirmando que las células eran capaces de producir la proteína y secretarla 

adecuadamente. Por otro lado, el MC de las MSC/GM-CSF, indujo la diferenciación de 

monocitos murinos en células dendríticas y promovió un fenotipo proinflamatorio en 

células J774. In vivo, la aplicación de MSC/GM-CSF en combinación con Dox, redujo 

significativamente el crecimiento del tumor subcutáneo de HCC en ratones C3H/HeN y 

extendió la supervivencia de los mismos en comparación con los tratamientos 

individuales y el grupo control (administrado con solución fisiológica). Además, los 

tumores en el grupo tratado con MSC/GM-CSF + Dox, exhibieron niveles elevados de 

genes proinflamatorios y una mayor infiltración de células T CD8+ y macrófagos. 

Nuestros resultados demostraron que la transfección con ARNm IVT es una estrategia 

adecuada para obtener MSC modificadas para fines terapéuticos. Las MSC/GM-CSF en 

combinación con dosis bajas de Dox produjo un efecto sinérgico al aumentar el 

microambiente tumoral proinflamatorio, lo que a su vez mejoró la respuesta antitumoral 

en el HCC. 
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Abstract 

Mesenchymal stromal cells (MSC) have been used as carriers of antitumoural agents due 

to their capacity to home to tumours. In vitro transcribed mRNA (IVT mRNA) is a 

promising tool for effective transient expression without immunogenic risks. It has also 

been demonstrated that granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) 

reduces tumour growth by increasing the anti-tumour immune response. This work 

aimed to express GM-CSF in MSCs by using IVT mRNA and evaluate the therapeutic effect 

of MSCs that express GM-CSF (MSC/GM-CSF) in combination with low doses of 

doxorubicin (Dox) in a murine model of hepatocellular carcinoma (HCC). 

DsRed or GM-CSF IVT mRNAs were generated from a cDNA template designed with 

specific primers followed by reverse transcription. Lipofectamine was used to transfect 

MSCs with DsRed (MSC/DsRed) or GM-CSF (MSC/GM-CSF) IVT mRNA. Gene expression 

and cell surface marker levels were determined by flow cytometry. GM-CSF secretion 

was determined by ELISA. For in vitro experiments, the J774 macrophage line and bone 

marrow monocytes from mice were used to test GM-CSF function. An HCC model was 

developed by subcutaneous inoculation (s.c.) of Hepa129 cells into C3H/HeN mice. After 

s.c. injection of MSC/GM-CSF, Dox, or their combination, tumour size and mouse survival 

were evaluated. Tumour samples were collected for mRNA analysis and flow cytometry. 

DsRed expression was observed at 2 h after IVT transfection and did not affect tumour 

growth in vivo. MSC/GM-CSF maintained the surface markers unmodified, secreted GM-

CSF, induced the differentiation of murine monocytes to dendritic cells and promoted a 

proinflammatory phenotype in J774 cells. In vivo, MSC/GM-CSF in combination with Dox 

strongly reduced HCC tumour growth in C3H/HeN mice and extended mouse survival in 

comparison with individual treatments. In addition, the tumours in the MSC/GM-CSF + 

Dox-treated group exhibited elevated levels of proinflammatory genes and increased 

infiltration of CD8+ T cells and macrophages. 

Our results demonstrated that transfection with IVT mRNA is a suitable strategy for 

obtaining engineered MSCs for therapeutic purposes. MSC/GM-CSF in combination with 

low doses of Dox led to a synergistic effect by increasing the proinflammatory tumour 

microenvironment, which in turn enhanced the antitumoural response in HCC. 
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Abreviaturas empleadas 

ADN: ácido desoxirribonucleico  

ADNc: copia del ácido desoxirribonucleico 

ARNm: ácido ribonucleico mensajero 

ARNm IVT: ARNm trascripto in vitro  

APC: aloficocianina; del inglés, allophycocyanin (fluorocromo)  

ATP: adenosín-5′-trifosfato 

CAP: capuchón en el extremo 5´ del ARNm  

CDs: células dendríticas 

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad 

CPA: células presentadoras de antígenos 

cpm: cuentas por minuto 

CRT: calreticulina  

CTLA-4: proteína 4 asociada a linfocitos T citotóxicos; del inglés, cytotoxic T-lymphocyte 
associated Protein 4 

DAMP: patrones moleculares asociados al daño; del inglés, damage-associated 
molecular patterns 

Dox: doxorrubicina 

EGF: factor de crecimiento epidérmico; del inglés, epidermal growth factor  

ELISA: análisis inmunoabsorbente ligado a enzimas  

FITC: isotiocianato de fluoresceína 

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos  

HCC: hepatocarcinoma 

HLA: antígeno leucocitario humano HLA  

HMGB1: proteína del grupo B1 de alta movilidad; del inglés, high mobility group box 1 
protein 

h: horas 

HSP: proteínas de choque térmico; del inglés, heat shock proteins 

ICD: muerte celular inmunogénica; del inglés, immunological cell death 

ICI: inhibidores de puntos de control inmunológicos; del inglés, immune checkpoint 
inhibitors 

IFN-γ: interferón gamma  
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IL: interleuquina 

IVT: transcripto in vitro; del inglés, in vitro transcribed 

Kg: kilogramos  

LPS: lipopolisacárido bacteriano  

M: molar 

MC: medio condicionado  

mg: miligramos  

min: minutos 

MSCs: células madre/estromales mesenquimales; del inglés, mesenchymal stem/stromal 
cells 

MSC/DsRed: células madre/estromales mesenquimales que han sido modificadas con 
ARN mensajero transcripto in vitro para producir la proteína DsRed 

MSC/GM-CSF: células madre/estromales mesenquimales que han sido modificadas con 
ARN mensajero transcripto in vitro para producir el factor estimulante de 
colonias de macrófagos y granulocitos 

N.D.: no detectable 

NK: del inglés, natural killer 

ns: no significativo 

ORF: marco abierto de lectura; del inglés, open reading frame 

PBS: buffer fosfato salino  

PD-1/PD-1L: del inglés, Programmed death-1/Programmed death-ligand 1 

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas  

seg: segundos 

s.c.: subcutáneo  

SFB: suero fetal bovino  

TAMs: macrófagos asociados al tumor; del inglés, tumoral-associated macrophages 

TGF-β: factor de crecimiento transformante beta; del inglés, transforming growth factor 
beta 

TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa; del inglés, tumour necrosis factor αlpha 

Treg: células T regulatorias 

μg: microgramos 

μl: microlitros  

μm: micrómetro 
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UI/ml: Unidad Internacional por mililitro 

UTR: regiones no traducibles del ARNm; del inglés, untranslated region 

vs.: versus  

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular 
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1.1 Cáncer 

El cáncer resulta de procesos de división de células que son capaces de sostener señales 

de proliferación. Normalmente, las células se dividen originando nuevas células que 

interactúan con su entorno, siendo este último importante en la regulación de los 

procesos de división celular para mantener la arquitectura y función normales del tejido. 

Las células cancerosas mantienen una proliferación crónica que conduce a la formación 

de tejido tumoral (Hanahan & Weinberg, 2011). En el inicio del proceso tumoral y 

durante la progresión de este tejido particular, las células tumorales se diferencian de las 

normales por presentar alteraciones como la capacidad de crecer en ausencia de señales 

de crecimiento, la falta de respuesta frente a señales inhibitorias, la evasión de los 

programas de muerte celular programada o apoptosis, la capacidad ilimitada de 

replicación, la inducción de la vasculatura (angiogénesis), la capacidad de reprogramar 

su metabolismo energético, de evadir la destrucción por parte del sistema inmunitario y 

la capacidad de diseminación local y a distancia, este último proceso definido como 

metástasis (Hanahan, 2022). Además, recientemente se han incorporado a estas 

capacidades, la plasticidad fenotípica, la diferenciación alterada, la reprogramación 

epigenética no mutacional y la adquisición de capacidades distintivas que resultan de la 

interacción con el microbioma particular de cada individuo (Feinberg & Levchenko, 2023; 

Hanahan, 2022). El conjunto de algunas de estas características distintivas del cáncer se 

resume en la Figura 1. 
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Figura 1. Capacidades adquiridas por las células tumorales. Todas estas características permiten 

la progresión del tumor y la invasión a otros tejidos. Adaptado de Hanahan, 2022. 

 

Existen diversos factores que pueden provocar cambios en el ADN y, eventualmente, 

estos cambios podrían conducir a mecanismos moleculares implicados en el desarrollo 

de alguna o algunas de las características antes mencionadas contribuyendo a la 

carcinogénesis. Sin embargo, cambios en el ADN como mutaciones, son procesos que 

también pueden ocurrir naturalmente como consecuencia del proceso evolutivo. La 

carcinogénesis y la progresión maligna son parte del proceso darwiniano de evolución 

dinámica, que implica presiones selectivas observadas en células desreguladas y con una 

marcada capacidad proliferativa (Ciriello et al., 2024). No todas las mutaciones conducen 

a la carcinogénesis, algunas mutaciones son neutrales y no alteran el comportamiento 

de las células que portan tal mutación. Otras mutaciones alteran las propiedades de las 

células. Si una mutación aumenta la aptitud competitiva de una célula mutante en 

relación con la población de tipo salvaje (wild type) tendrá una mayor probabilidad de 

generar un clon que persista y supere al tipo salvaje células. Tales mutaciones serán 

seleccionadas positivamente y los clones que las porten se expandirán, persistirán y 

potencialmente adquirir cambios genómicos subclonales que resultan en 
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transformación (Fowler & Jones, 2022). En este escenario, aquellos genes mutantes bajo 

selección que estén altamente enriquecidos en células tumorales en comparación con 

el tejido normal pueden considerarse oncogénico. Su prevalencia relativa en tejido 

normal y en tumores, sugiere que dichos genes mutantes tienen un papel en la 

promoción del cáncer (Herms & Jones, 2023). 

 

1.2 Microambiente tumoral 

El microambiente tumoral es un entorno complejo que incluye principalmente células 

tumorales, células inmunitarias, fibroblastos asociados a tumores, células endoteliales 

vasculares, y células mesenquimales, entre otras. De particular importancia en el 

microambiente tumoral son las células inmuntarias, tanto innatas como macrófagos, 

neutrófilos, células NK (del inglés, natural killer), células dendríticas (CD) y células 

mieloides supresoras, como células T y células B de la inmunidad adaptativa. Las 

interacciones entre todos estos tipos celulares presentes en el microambiente tumoral 

posibilitan tanto la supervivencia, como la capacidad de invadir y migrar de las células 

tumorales, así como también que éstas sean capaces de evadir la vigilancia inmunitaria. 

Dichas interacciones constituyen entonces el mecanismo que permite la progresión 

tumoral y la metástasis. La heterogeneidad de los tumores se basa en buena medida en 

la composición de su microambiente tumoral (Quail & Joyce, 2013). En este sentido es 

importante resaltar el papel de las células del sistema inmune en este microambiente ya 

que estas células pueden producir factores con funciones muy distintas, dependiendo 

del contexto fisiológico y la señalización celular. Las células del sistema inmune 

contribuyen al microambiente tumoral afectando la supervivencia y el desarrollo del 

tumor convirtiéndolo en un entorno protumoral o antitumoral. La presencia de las 

células inmunitarias innatas (macrófagos, neutrófilos, células NK, células dendríticas, 

células mieloides supresoras), y de las células inmunitarias adaptativas (células T y 

células B) como componentes importantes del microambiente tumoral ha sido 

ampliamente reportada. Por tal motivo, conocer el rol de estas células puede ayudar a 

mejorar enfoques terapéuticos dirigidos a dicho microambiente, aumentando la 

probabilidad de un pronóstico favorable (Lu et al., 2023).  
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El reconocimiento y eliminación de las células tumorales por el sistema inmune, está 

dado principalmente por las células T efectoras y su capacidad de reconocimiento 

depende de la presentación antigénica. Para generar una respuesta antitumoral eficaz, 

la presentación del antígeno debe ser exitosa en dos eventos distintos: primero, las 

células presentadoras de antígenos (CPA) deben captar los antígenos del tumor y 

presentarlos a células T para activarlas. En segundo lugar, los antígenos deben ser 

presentados directamente por las células tumorales para que las células T activadas 

puedan reconocer y eliminar a las células tumorales, ejerciendo cierta presión selectiva 

que las células tumorales deben evadir para poder crecer (Jhunjhunwala et al., 2021). 

 

1.3 Hepatocarcinoma 

El hepatocarcinoma (HCC) es el tumor primario de hígado más frecuente, el sexto cáncer 

más común en todo el mundo y la tercera causa de muerte relacionada con el cáncer 

(Ferlay et al., 2021). Generalmente, su desarrollo se asocia con patologías preexistentes 

como la cirrosis o fibrosis avanzada, que producen una inflamación prolongada. En 

hígados con estas patologías, las neoplasias progresan a través de una secuencia de fases 

histopatológicas bien definidas, comenzando con la aparición de nódulos displásicos que 

finalmente pueden transformarse en HCC. A su vez, estas patologías pueden tener 

distintas causas como la infección crónica por los virus de la hepatitis B o C (HBV o HCV), 

el abuso de alcohol y la enfermedad de hígado graso no alcohólico (Galle et al., 2018). 

La patogenia del HCC a nivel molecular, resulta de la acumulación de alteraciones 

genómicas, epigenómicas y está determinada por el microambiente tumoral. A partir de 

los datos transcriptómicos y epigenómicos, se han identificado distintos subtipos 

moleculares e inmunes de HCC (Montironi et al., 2023). La clasificación molecular más 

amplia comprende dos clases de HCC, los proliferativos y los no proliferativos. El HCC de 

la clase proliferativa representa alrededor del 50% de los casos, se asocia con niveles 

altos de alfa-fetoproteína y con etiología relacionada al virus de la hepatitis B. Este tipo 

de tumores presentan activación de las vías de señalización involucradas en la 

proliferación y la supervivencia celular. Por otro lado, el HCC de la clase no proliferativa 

se asocia con casos relacionados con el alcohol y el virus de la hepatitis C (Hoshida et al., 
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2009). Otro criterio de clasificación se basa en el tipo de células inmunes presentes en 

microambiente hepático. Dentro de esta clase se denominan “tumores calientes” a 

aquellos con una gran infiltración inmune, un diverso repertorio de células T, alta 

actividad citolítica, niveles elevados de PD1/PD-L1, activación de la señalización del 

interferón y baja carga de alteraciones cromosómicas. En cambio, los tumores 

denominados “fríos” se caracterizan por la exclusión de células T y mutaciones del gen 

supresor tumoral p53 (TP53) (Montironi et al., 2023; Sia et al., 2017). 

Tanto la mortalidad como la incidencia del HCC se encuentran en aumento en países 

occidentales y en nuestro país, es diagnosticado mayoritariamente en pacientes con 

cirrosis. Tanto la hepatitis crónica debido al virus de la hepatitis C, como la cirrosis 

alcohólica, son las etiologías principales y representan el 76% de los casos. 

Habitualmente, la edad de presentación es entre los 60 y 70 años, siendo 2,6 veces más 

frecuente en varones (Fassio et al., 2009). 

 

1.3.1 Microambiente hepático 

El microambiente inflamatorio causado por las etiologías mencionadas puede facilitar o 

inducir la transformación de las células hepáticas normales, como hepatocitos, células 

madre, células inmunes y estrelladas al proporcionar un ambiente adecuado para el 

desarrollo y progresión de un tumor (Nishida & Kudo, 2017). El microambiente tumoral 

en el hígado contiene macrófagos asociados al tumor (TAMs; del inglés, tumoral-

associated macrophages), o residentes (células de Kupffer), células estrelladas 

hepáticas, células dendríticas, células T, células T regulatorias (Treg) y células NK (Sevic 

et al., 2019). Ha sido reportado que los cambios en el número y la función de estas 

células pueden contribuir no solo a la progresión del HCC como se mencionó 

anteriormente, sino también al desarrollo de la tolerancia inmune (Chen et al., 2023). 

Los TAMs se caracterizan por ser el tipo de célula inmunitaria más importante que 

promueve la invasión y metástasis del tumor. Los macrófagos, como las células de 

Kupffer, secretan varios tipos de citoquinas y factores cruciales para la progresión del 

HCC, la metástasis y la resistencia a la quimioterapia (Figura 2). 
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Figura 2. Células inmunes en el microambiente tumoral. CDs, células dendríticas; NK, células 

natural killer; IL, interleuquina; TNF-α, factor de necrosis tumoral-α; TGF-β, factor de crecimiento 

transformante-β; EGF, factor de crecimiento epidérmico; VEGF, factor de crecimiento vascular 

endothelial; MMPs, metaloproteinasas de la matriz. Modificado de Sevic et al., 2019.  

 

El HCC conlleva un estado de inmunosupresión que suele manifestarse luego del 

tratamiento con la reactivación del tumor y la recurrencia de la enfermedad, por tal 

motivo, terapias que activen al sistema inmunológico constituyen un nuevo enfoque 

terapéutico para el HCC. La modificación de un microambiente inmunosupresor por otro 

más inmunogénico es uno de los principales desafíos de la inmunoterapia, por lo tanto, 

los esfuerzos se centran en superar este entorno desfavorable y generar una potente 

respuesta inmune (Llovet et al., 2022). 
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1.3.2 Tratamientos para el HCC  

Sólo una pequeña fracción de los pacientes diagnosticados en las primeras etapas de la 

enfermedad son elegibles para terapias curativas como la resección hepática, el 

trasplante o la ablación. Lamentablemente las principales opciones de tratamiento no 

son aplicables en la mayoría de los pacientes por deterioro en la función hepática o 

debido a que la enfermedad se encuentra muy avanzada al momento de ser 

diagnosticada. Para los pacientes en estadio avanzado, el tratamiento con sorafenib y 

regorafenib en primera y segunda línea ha demostrado un pequeño incremento en la 

sobrevida de los pacientes comparado con placebo (Singal et al., 2023). Sin embargo, en 

general, el HCC es refractario a la quimioterapia como a otros tratamientos sistémicos, y 

las terapias loco-regionales (quimioembolización o radiofrecuencia) suelen tener solo un 

efecto paliativo (Llovet et al., 2021, 2022). Las alternativas terapéuticas para el HCC han 

mejorado sustancialmente durante los últimos años. El tratamiento se asigna según el 

estadio tumoral y los beneficios esperados de las intervenciones mayores, según el 

estudio del Cáncer de Hígado de la Clínica Barcelona (BCLC). Este sistema de clasificacion 

de los pacientes fue incorporado por las asociaciones americana y europea para el 

estudio de las enfermedades hepáticas, AASLD y EASL, respectivamente (Galle et al., 

2018; Singal et al., 2023). En los pacientes que presentan cirrosis y han sido 

diagnosticados con HCC, la estrategia de tratamiento dependerá no sólo de la extensión 

tumoral, de la existencia de metástasis, y de la invasión vascular, sino también de la 

función hepática residual (Child-Pugh score) y del estado general del paciente 

(performance status). Esto se debe a que estos últimos índices condicionan en muchos 

casos la supervivencia y la aplicabilidad de los tratamientos. Así, para pacientes en 

estadio 0 (muy precoz) o A (precoz) se eligen opciones terapéuticas con intención 

curativa (trasplante, resección o técnicas de ablación) y su supervivencia varía entre el 

50 % y el 70 % a los 5 años (Parikh et al., 2020). En principio, para el caso de pacientes 

en estadio temprano se prefiere la resección quirúrgica, trasplante o ablación local. Estas 

opciones terapéuticas con intención curativa sólo son aplicables en una minoría de los 

pacientes debido a los estrictos criterios en la selección de los candidatos. Más aún, el 

trasplante hepático también es limitado por la disponibilidad de donantes. En los 

pacientes categorizados en etapas intermedias, la opción de tratamiento es el TACE (del 
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inglés, transarterial chemoembolization) y aquellos con enfermedad avanzada reciben 

principalmente terapias sistémicas como la administración de inhibidores de quinasas 

de tirosina o anticuerpos monoclonales dirigidos contra puntos de control inmunológico 

(Li et al., 2021). Estas terapias han mejorado la historia natural reportada de casos no 

tratados en cada una de las etapas, con tiempos de supervivencia medios para HCC 

temprano, intermedio y avanzado de aproximadamente 36, 16 y 6 meses, 

respectivamente, en pacientes con función hepática conservada. Sin embargo, de las 

terapias sistémicas disponibles para HCC intermedio y avanzado, ninguna ofrece una 

resolución total de la enfermedad y en algunos casos los pacientes no responden a la 

terapia (Llovet et al., 2021). La eficacia limitada de estos tratamientos probablemente se 

deba a una variedad de factores, como el entorno inmune antiinflamatorio en el hígado 

cuyo objetivo es tolerar antígenos extraños, la baja inmunogenicidad de las células 

malignas, una ineficaz presentación cruzada del antígeno por células dendríticas o el 

agotamiento de las células T citotóxicas, entre otros. 

 

1.3.2.1 Terapias sistémicas 

El ámbito de la terapia sistémica para el HCC está evolucionando rápidamente y abarca 

una variedad de tratamientos. Las terapias sistémicas aprobadas se dividen en términos 

generales en dos grupos: (1) las terapias dirigidas antiangiogénicas y (2) los inhibidores 

de puntos de control inmunológicos (ICI; del inglés, immune checkpoint inhibitors). Las 

terapias antiangiogénicas dirigidas incluyen los inhibidores de quinasas (sorafenib, 

lenvatinib, cabozantinib, regorafenib) y anticuerpos monoclonales antiangiogénicos 

(ramucirumab y bevacizumab). Actualmente, los ICI incluyen inhibidores de la muerte 

programada 1 (PD-1) (pembrolizumab y nivolumab) o su ligando (PD-L1) (durvalumab y 

atezolizumab), e inhibidores de la proteína 4 asociada a linfocitos T citotóxicos (CTLA-4) 

(tremelimumab e ipilimumab) (Singal et al., 2023). Actualmente, la terapia de elección 

en primera línea es el uso de atezolizumab más bevacizumab o durvalumab más 

tremelimumab. 
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1.3.2.2 Inmunoterapias 

La inmunoterapia en cáncer se ha convertido en un elemento básico de la oncología. 

Esta opción terapéutica se basa en utilizar componentes del sistema inmune del paciente 

para selectivamente eliminar las células cancerosas. Uno de los principales beneficios de 

la inmunoterapia es evitar los efectos adversos de las opciones tradicionales de 

tratamiento (Koury et al., 2018). El sistema inmune es capaz de reconocer células 

tumorales de dos formas, ya sea reconociendo moléculas expresadas específicamente 

por las células tumorales (antígenos o mutaciones específicas del tumor), o bien por 

reconocimiento de moléculas que se expresan diferencialmente en células tumorales en 

comparación con células normales (antígenos asociados al tumor) (Finn, 2008). La 

inmunoterapia contra el cáncer mediante el uso de ICI, citoquinas activadoras de 

linfocitos, linfocitos T con receptor de antígeno quimérico (CART cells) y otras células, los 

virus oncolíticos y los anticuerpos biespecíficos, son algunos ejemplos de estrategias de 

tratamiento que permiten la activación del sistema inmune (Riley et al., 2019; Zhang & 

Zhang, 2020). A pesar del rápido desarrollo y el gran potencial de la inmunoterapia 

contra el cáncer, sólo entre el 10 % y el 30 % de los pacientes han obtenido el beneficio 

terapéutico de ICI debido a respuestas insatisfactorias según informes clínicos (Sharma 

et al., 2017). Los pacientes también experimentan graves efectos adversos relacionados 

con la sobre estimulación del sistema inmunológico, como tormenta de citoquinas, 

neumonitis y efectos neurotóxicos, que podría ser fatal debido a la distribución no 

deseada de ICI (Wang et al., 2018).  

 

1.3.2.3 Muerte celular inmunogénica como estrategia terapéutica 

Un enfoque prometedor para activar el microambiente inmunológico de tumores es la 

inducción de la muerte celular inmunogénica (ICD, del inglés immunological cell death) 

en células tumorales (Figura 3). La ICD es un fenómeno de muerte celular regulada que 

se caracteriza por la liberación de antígenos y patrones moleculares asociados al daño 

(DAMP) incluida la calreticulina (CRT), en la superficie de las células tumorales. También 

se liberan otros factores como la proteína del grupo B1 de alta movilidad (HMGB1; del 

inglés, high mobility group box 1 protein), el adenosín-5′-trifosfato (ATP) y las proteínas 
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de choque térmico (HSP; del inglés, heat shock proteins) (Kroemer et al., 2022). La 

calreticulina es una proteína soluble presente en el retículo endoplasmático que, ante 

condiciones de estrés, es capaz de trasladarse a la superficie de la célula tumoral (Gold 

et al., 2010). Este proceso de translocación se desencadena mediante la fosforilación del 

factor de iniciación de la traducción eucariótica (eIF2𝛼) a través de una quinasa del 

retículo endoplasmático y la activación de proteínas proapoptóticas a través de la 

proteína 31 asociada al receptor de células B mediada por caspasa 8 (BCAP31) (Garg et 

al., 2012). La unión de calreticulina con el receptor CD91 actúa como una señal de 

"cómeme" para facilitar que las células presentadoras de antígenos reconozcan a los 

antígenos específicos liberados por las células tumorales (Michaud et al., 2014). La 

muerte celular inmunogénica es precedida por la autofagia y cuando las células activan 

la autofagia, se produce la secreción de ATP que se une a los receptores P2X7 en los 

fagocitos (Galluzzi et al., 2012), y este proceso de unión de ATP sirve como una señal de 

"encuéntrame" para reclutar fagocitos como células dendríticas, macrófagos y 

monocitos (Vigano et al., 2019). Por otro lado, HMGB1 interactúa con el receptor tipo 

Toll 4 (TLR4) facilitando la maduración de las células dendríticas que liberan citoquinas 

proinflamatorias con potentes efectos inmunoestimulantes (Saenz et al., 2014); y las 

HSP, incluida la HSP70, pueden atraer fagocitos y activar a las células NK. 

 

Figura 3. Representación esquemática de la ICD. En presencia de un inductor de ICD, se produce 

la liberación de DAMPs y antígenos tumorales que permiten el reclutamiento de CPA como 

macrófagos y células dendríticas. 
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En los últimos años, diversos estudios revelaron que algunos agentes 

quimioterapéuticos incluyendo doxorrubicina (Dox), paclitaxel y oxaliplatino podrían 

matar las células tumorales a través de la muerte celular inmunogénica, lo que podría 

activar respuestas inmunes antitumorales innatas y adaptativas (Li et al., 2022). Un 

problema recurrente de la quimioterapia tradicional es que puede causar efectos 

secundarios graves, una alta tasa de recurrencia y un gran nivel de resistencia (Olver et 

al., 2018). Por este motivo, se ha propuesto a algunos quimioterapéuticos como 

inductores de muerte celular inmunogénica para ser combinados con otros agentes, 

para amplificar esta respuesta por una mayor liberación de antígenos y DAMP. A su vez, 

estos antígenos asociados a tumor y DAMP pueden in situ mejorar la antigenicidad para 

inducir una respuesta inmune innata y adaptativa más efectiva.  

 

1.3.2.3.1 Doxorrubicina como inductor de muerte celular inmunogénica 

Doxorrubicina es una antraquinona que inhibe la replicación del ADN y la síntesis del 

ARN a través de la activación subapoptótica de la caspasa 8, cuya función es 

desencadenar la vía apoptótica extrínseca, por medio de receptores de muerte (Mandal 

et al., 2020). Se ha confirmado que induce muerte celular inmunogénica y se ha utilizado 

ampliamente como inductor de este tipo de muerte. Ríos-Doria y cols., informaron que 

la doxorrubicina encapsulada en liposomas aumentó la respuesta antitumoral después 

de que se combinara con varios inhibidores de puntos de control inmunológico 

diferentes, que incluyen anticuerpos monoclonales anti-PD-1/PD-L1, CTLA-4 y agonistas 

del receptor de TNF. Este estudio indicó que el tratamiento aumentó la infiltración de 

células T CD8+ y simultáneamente disminuyó la proporción de Tregs en los tumores 

(Rios-Doria et al., 2015). 
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1.4 Células estromales mesenquimales  

1.4.1 Propiedades y caracterización 

Las células madre/estromales mesenquimales (MSCs; del inglés, mesenchymal 

stem/stromal cells) constituyen un cultivo heterogéneo de células multipotentes que 

pueden aislarse de diversos tejidos. Esta población de células progenitoras, residentes 

en el estroma de prácticamente todos los tejidos, tienen como rol fisiológico el soporte 

trófico durante la reparación y la regeneración tisular (Visvader & Clevers, 2016). Las 

MSCs se caracterizan por modular su entorno biológico: son capaces de inducir el 

reclutamiento de células endógenas, regular la actividad antiinflamatoria y remodelar el 

tejido. Además, son reclutadas ante eventos de injuria tisular, así como también en 

procesos tumorigénicos (Bernardo & Fibbe, 2013; Valfrè Di Bonzo et al., 2008). Para 

poder definir a los cultivos de MSCs, la sociedad internacional de terapia celular (ISCT; 

del inglés, International Society for Cellular Therapy) (Dominici et al., 2006), 

establecieron que los requisitos mínimos son: 

• capacidad de adhesión al plástico, 

• potencial para diferenciarse a adipocitos, osteocitos o condrocitos, 

• expresar marcadores de superficie de origen mesenquimal (CD105, CD73 y 

CD90), 

• ausencia de expresión de marcadores de linaje hematopoyético CD45, CD34, 

CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y el antígeno leucocitario humano (HLA) clase II 

Por otra parte, también se ha reportado que las MSCs pueden diferenciarse en células 

de origen endodérmico (hepatocitos) o neuroectodérmico (oligodendrocitos, astrocitos, 

neuronas) aunque la tasa de diferenciación tanto in vitro como in vivo, es muy baja 

(Volarevic et al., 2018). Todo lo descripto anteriormente da cuenta de la principal 

característica de las MSCs: la plasticidad. Concretamente, esta propiedad hace referencia 

a la capacidad que poseen las MSCs para adoptar distintos fenotipos y funciones de 

distintos tejidos. La plasticidad puede abarcar varios procesos, incluyendo verdadera 

pluripotencia (es decir, la capacidad de diferenciarse en tejidos derivados de otras capas 

germinales), transdiferenciación (y reprogramación) o incluso fusión celular (Prockop & 
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Youn Oh, 2012; Yan et al., 2014). Cabe destacar, que la plasticidad de las MSCs es variable 

según su origen y fuente (Bolontrade & Garcia, 2017). 

 

1.4.2 Origen y fuentes de MSCs 

A fines de la década del ‘70, Friedenstein logró aislar por primera vez a partir de médula 

ósea células con capacidad de adherirse al plástico, morfología similar a fibroblastos y 

capacidad de autorenovación (Friedestein et al., 1968). Posteriormente se demostró que 

estas células además podían diferenciarse a osteocitos y adipocitos (Bennett et al., 

1991). Actualmente las MSCs pueden ser aisladas de diversos tejidos tales como sangre 

periférica, tejido adiposo, músculo esquelético, pulmón, hígado, páncreas, pulpa dental, 

cerebro, membrana sinovial, bazo y timo (M. Li & Ikehara, 2013). La aplicación posterior 

de las MSCs es un factor determinante en la elección de la fuente y algunos tejidos son 

preferidos frente a otros. Por ejemplo, en investigación clínica, tejidos como el adiposo 

y médula ósea son de preferencia debido a la cantidad de MSCs que se pueden obtener 

(da Silva Meirelles et al., 2009), aunque la accesibilidad a dichos tejidos puede ser una 

limitante. En este sentido, cobran relevancia otras fuentes como algunos tejidos 

extraembrionarios, tales como la placenta (In ’t Anker et al., 2004), el amnios (Marcus et 

al., 2008) y el cordón umbilical, tanto MSCs aisladas de la sangre del cordón (Hass et al., 

2011), como del tejido asociado (Majore et al., 2011). La utilización de estos tejidos 

otorga una gran ventaja respecto a la disponibilidad y ausencia de cuestionamientos 

éticos ya que se utiliza un tipo de tejido que constituye un material de descarte. Se ha 

sugerido también que las MSCs obtenidas a partir de tejidos neonatales podrían tener 

una mayor capacidad proliferativa, vida útil y un mayor potencial de diferenciación en 

comparación con las obtenidas a partir de tejidos adultos (Bayo, et al., 2014a; Hass et 

al., 2011). Particularmente con el cordón umbilical, se han establecido cultivos a partir 

de todo el tejido (Majore et al., 2011), del tejido conectivo mesenquimático o gelatina 

de Wharton (Karahuseyinoglu et al., 2007) o de la sangre contenida en el cordón 

umbilical (Broxmeyer et al., 2006) y de áreas perivasculares (Sarugaser et al., 2005). Las 

MSCs aisladas de áreas perivasculares del cordón umbilical son de particular atención 

debido a que se ha reportado que tienen propiedades antitumorales en ciertos tipos de 

tumores (Christodoulou et al., 2018; Zhu et al., 2009). 
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1.4.3 Función fisiológica de las MSCs 

Las funciones primordiales que cumplen las MSCs in vivo están involucradas en la 

hematopoyesis y la reparación de tejidos dañados. En su función de hematopoyesis, las 

MSCs derivadas de médula ósea secretan numerosas moléculas tróficas, incluyendo 

glicoproteínas de la matriz extracelular, citoquinas y factores de crecimiento como factor 

derivado de las células del estroma 1 (SDF-1), factor inhibidor de leucemia (LIF), factor 

estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) y angiopoyetina-1, entre otros (da Silva 

Meirelles et al., 2009; Dorshkind, 1990; Hematti, 2008). Por otro lado, al incorporarse a 

tejidos dañados, las MSCs pueden diferenciarse en componentes del tejido conectivo, 

ayudando al proceso de vasculogénesis, o secretar citoquinas y factores de crecimiento 

lo que facilitaría el proceso de cicatrización (Aquino et al., 2010). Numerosos estudios 

han demostrado que el principal efecto de las MSCs sobre la reparación de los tejidos 

ocurre a través de la secreción de moléculas bioactivas, es decir por un efecto paracrino 

y esta función se ve facilitada por la capacidad de estas células de migrar hacia sitios de 

injuria e inflamación (Volarevic et al., 2014). En condiciones fisiológicas, se estima que 

estas células se encontrarían circulando en sangre periférica en muy bajas cantidades, 

mientras que la mayoría residiría en la medula ósea (Kuznetsov et al., 2001; Mansilla et 

al., 2006). Al producirse una injuria, una serie de señales como un aumento de la 

concentración del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y el factor 

estimulante de granulocitos (G-CSF) en sangre periférica, induciría la movilización de 

MSCs en el torrente sanguíneo y migrarían al sitio de lesión para la regeneración del 

tejido dañado (Karp & Leng Teo, 2009; Tondreau et al., 2005; Wang et al., 2008). 

Es interesante destacar que las MSCs pueden comportarse en el entorno tumoral de 

manera similar que en el tejido dañado. Al igual que en los procesos de regeneración del 

tejido, estas células se pueden diferenciar tanto en fibroblastos como en pericitos y, 

posiblemente, también en células de tipo endotelial (Short et al., 2003; Spaeth et al., 

2009). Por otra parte, las MSCs son capaces de secretar diversos componentes de la 

matriz extracelular y citoquinas como VEGF y el factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF) que pueden promover la proliferación y contribuir a la angiogénesis 

(Beckermann et al., 2008). 
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1.4.4 Capacidad de las MSCs para la migración y anclaje a tumores 

El establecimiento y desarrollo de un tumor es un proceso complejo que involucra el 

intercambio de señales entre -las células tumorales y su microambiente. Esta interacción 

tiene un rol crítico en el crecimiento, invasión, angiogénesis y metástasis tumoral, 

resultando en un proceso sostenido de destrucción y reparación que lleva a considerar 

a los tumores como heridas no resueltas (Flier et al., 1986; Schrader et al., 2011).  El 

tropismo natural de las MSCs a los tumores ha sido demostrado tanto in vitro como in 

vivo en diversos modelos tumorales (Hall et al., 2007; Sato et al., 2005; Studeny et al., 

2004), incluyendo glioma, melanoma, cáncer de colon y cáncer de mama, entre otros 

(Hall et al., 2007; Hung et al., 2005; Studeny et al., 2004). Los mecanismos involucrados 

en el reclutamiento de las MSCs por los tumores, muestra numerosas similitudes con los 

que presentan para migrar y anclarse en los tejidos inflamados. Han sido reportados así 

numerosos factores solubles como el TNF- , SDF-1, IL-8, IL-1β, IL-6, PDGF y el factor de 

crecimiento hepátio (HGF), entre otros, que son capaces de inducir la migración tanto in 

vitro como in vivo en diversos modelos tumorales (Birnbaum et al., 2007; Carrero et al., 

2012; Forte et al., 2006). Además, evidencias previas de nuestro laboratorio demuestran 

que la vía del factor de motilidad autocrina (AMF; del inglés, autocrine motility factor) y 

su receptor (AMFR; del inglés, autocrine motility factor receptor) tendrían un rol 

relevante en el reclutamiento de las MSCs hacia el hepatocarcinoma (Bayo et al., 2014b). 

Por otra parte, también se ha demostrado que las MSCs derivadas de áreas 

perivasculares de cordón umbilical poseen una mayor capacidad migratoria a tumores 

hepáticos, en comparación con MSCs derivadas de médula ósea y esto sería, al menos 

en parte, debido a diferencias en la expresión de receptores de citocinas/qumiocinas 

(Bayo et al., 2014a). 

 

1.4.5 Utilización de MSCs en terapia celular adoptiva 

Las MSCs son una fuente prometedora de células para aplicarlas en distintas estrategias 

de terapias celulares, como ser en medicina regenerativa, como vehículo de genes 

terapéuticos o inmunoestimulantes, o de virus oncolíticos (Hai et al., 2012; Keshavarz et 

al., 2020). La principal ventaja que fundamenta el uso de MSCs en este tipo de 



 
 

30 
 

estrategias terapéuticas es su característica de ser “inmunoprivilegiadas”. Esto se debe a 

que las MSCs carecen de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) 

de clase II y expresan bajos niveles de CMH de clase I; además carecen de las moléculas 

coestimuladoras CD40, CD80 y CD86 esenciales para la activación del sistema inmune. 

Asimismo, pueden regular el sistema inmunológico mediante la secreción de citoquinas 

y factores tróficos que, en conjunto, también modulan el microambiente del tejido en 

que se encuentran (da Silva Meirelles et al., 2009). Por esta característica, es que las 

MSCs pueden evitar el rechazo inmunitario al ser trasplantadas de forma alogénica (Fu 

et al., 2019; Pittenger et al., 2019). Por otra parte, la plasticidad funcional de las MSCs 

para sensar el microambiente inflamatorio en que se encuentran, es otra característica 

importante para su aplicación terapéutica. En este sentido, si el microambiente es 

levemente inflamatorio, las MSCs pueden tener un comportamiento pro-inflamatorio. 

Sin embargo, en un contexto altamente inflamatorio, desempeñan un importante efecto 

inmunoregulador (Kaundal et al., 2018; Wang et al., 2013). Esta característica es también 

explotada para modular su perfil funcional a través de la generación de condiciones 

especiales de cultivo in vitro; por ejemplo, la pre-incubación con TGF-β1 reduce su 

capacidad inmunosupresora (Ghosh et al., 2017) mientras que la incubación con INF-γ, 

TNF-α e IL-17 la aumentan (Han et al., 2014). Por estas características mencionadas: la 

capacidad de migrar selectivamente al tumor, la factibilidad de obtenerlas in vitro en 

cantidad y calidad y el inmunoprivilegio, las MSCs constituyen una excelente 

herramienta para vehiculizar genes terapéuticos que puedan potenciar la respuesta 

inmune anti-tumoral. 

 

1.5 Terapia Génica 

Según el Instituto Nacional de Investigación del Genoma Humano de Estados Unidos, la 

terapia génica se define como una técnica basada en la transferencia de material génico 

exógeno a células, tejidos u órganos con el fin de resolver un defecto genético u otro tipo 

de afecciones. El material génico que puede ser transferido es muy diverso. En los 

primeros ensayos en la historia de la terapia génica se utilizaron virus y ADN 

recombinante. A comienzos de la década del setenta, se utilizó el virus de papiloma con 
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la intención de introducir el gen de la arginasa en pacientes que padecían un trastorno 

en el ciclo de la urea (Mercola et al., 1980; Terheggen et al., 1975), aunque sin éxito en 

lograr la expresión del gen.  En 1980, se logró la inserción de genes foráneos en células 

de médula ósea de ratón utilizando ADN recombinante (Mercola et al., 1980), 

demostrando además que las células modificadas podían expresar los genes y repoblar 

parcialmente la médula (Mercola et al., 1982). Sin embargo, no fue sino hasta principios 

de los años noventa que se llevó a cabo el primer ensayo clínico en humanos utilizando 

un gen terapéutico en dos pacientes que padecían la deficiencia de adenosina 

desaminasa (ADA-SCID), una enfermedad monogenética que conduce a una 

inmunodeficiencia grave (Blaese et al., 1995). El campo de la terapia génica continúa en 

vías de desarrollo dentro de las ciencias básicas para el tratamiento de distintas 

enfermedades y en términos de ensayos clínicos, al presente, este enfoque terapéutico 

está dirigido principalmente a patologías tumorales (Figura 4).  

 

Figura 4. Indicaciones terapéuticas de ensayos clínicos registrados en la base de datos del Journal 

of Gene Medicine, Wiley and Sons. Adaptado de http://www.abedia.com/wiley/index.html. 

 

1.5.1 Vectores utilizados en terapia génica 

Para la transferencia de material genético se utilizan vectores que permiten la 

introducción del material de manera segura y específica (Prieto et al., 2004). Los vectores 

http://www.abedia.com/wiley/index.html
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pueden clasificarse en vectores virales y no virales, siendo los primeros los más utilizados 

debido a su eficacia en cuanto al nivel de expresión génica. El diseño de vectores virales 

se realiza mediante la supresión de regiones implicadas en el proceso de replicación viral 

y la incorporación, en su lugar, del material genético de interés (Prieto et al., 2004). De 

esta forma el nuevo virus es defectivo, lo que significa que mantiene la capacidad de 

infectar a las células, pero es incapaz de replicarse en ellas. Se utilizan diferentes virus 

para construir vectores, entre ellos los más utilizados son los adenovirus (Ad), los 

retrovirus (incluyendo lentivirus), virus adenoasociados (AAV), entre otros (Waehler et 

al., 2007). Sin embargo, la aplicación de vectores virales recombinantes presenta algunas 

desventajas como la citotoxicidad intrínseca y, en algunos casos, la inmunogenicidad, lo 

que han limitado su amplio uso a nivel clínico. Por otro lado, los vectores no virales 

constituyen un grupo variado en el que se han desarrollado tecnologías que permitieron 

superar algunas desventajas de los vectores virales. Los vectores no virales más 

empleados son el ADN desnudo (ADN plasmídico) y los complejos ADN-proteína. Los 

vectores no virales se pueden clasificar en químicos y físicos según la metodología 

utilizada para la transferencia génica. Los métodos de transferencia de vectores no 

virales químicos, se basan en el uso de materiales naturales o sintéticos que pueden 

mantener la integridad del material genético, ya sea ADN o ARN, y transferir el material 

genético a las células diana (Dang & Leong, 2006; Luten et al., 2008). En el caso de los 

métodos de transferencia de vectores no virales físicos, como la nanomicroinyección, la 

vibración molecular, el bombardeo de partículas, la sonoporación, la electroporación y 

la irradiación láser, permiten que el ADN plasmídico entre en las células. En comparación, 

los métodos químicos constituyen métodos más destructivos, aunque la transferencia 

física es más fácil y, a menudo, más eficiente para las células difíciles de transfectar (Jo 

& Tabata, 2008; Mehier-Humbert & Guy, 2005; Slivac et al., 2017).  

 

1.5.2 Uso de ARNm en terapia génica 

En el grupo de vectores no virales se incluye el ARNm sintetizado in vitro (ARNm IVT; del 

inglés, in vitro transcribed mRNA) como otra forma de expresión de proteínas. La 

principal diferencia de esta alternativa en comparación con el ADN radica en que la 

molécula de ARNm codifica la proteína directamente en el citoplasma sin necesidad de 
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que sea traslocada al núcleo, por lo cual no se integra en el genoma y permite la 

expresión proteica en todas las células sin necesidad de que se encuentren en división. 

Esta diferencia le da al sistema una expresión extremadamente alta de la proteína, 

similar a lo obtenido con los sistemas virales, un tiempo de expresión más inmediato y a 

su vez permite tener control sobre la expresión de acuerdo con la demanda del efecto 

farmacológico (Smits et al., 2004; Youn & Chung, 2015).  Inicialmente, el uso de este 

sistema se vio restringido debido a la expresión transitoria de la proteína ya que, una vez 

traducido todo el ARNm disponible, cesa la expresión de proteínas. Además, el ARNm es 

una molécula de baja estabilidad química y a nivel intracelular, este hecho aumenta la 

probabilidad del reconocimiento por el sistema inmunológico que conduce a la 

degradación del mismo. Cabe destacar que inicialmente la síntesis in vitro del ARNm 

producía una molécula químicamente inestable (Angel & Yanik, 2010). Por tal motivo, se 

han desarrollado diversas estrategias para aumentar la estabilidad del ARNm, disminuir 

su inmunogenicidad y aumentar su eficiencia de traducción posterior (Andries et al., 

2015; Karikó et al., 2008; Kormann et al., 2011; Li et al., 2016). Durante varios años y aún 

en la actualidad, se evalúa el uso del ARNm IVT para vacunas contra el cáncer, tanto a 

nivel experimental como en ensayos clínicos (Heiser et al., 2002; Wilgenhof et al., 2013). 

En el año 2023, el premio Nobel de medicina fue otorgado a los Dres. Drew Weissman y 

Katalin Karikó por sus aportes al diseño de ARNm sintético estable que permitieron el 

desarrollo de una vacuna contra el virus SARS-CoV-2, abriendo caminos para explorar su 

uso en otras patologías (Karikó et al., 2005; Karikó et al., 2008). En la reacción química 

de transcripción para generar el ARNm, se reemplaza al nucleósido uridina con 

pseudouridina. Como resultado, se observa que esta modificación química, aumenta la 

estabilidad, disminuye la inmunogenicidad del ARNm y aumenta la traducción en el 

citoplasma (Karikó, 2022). No obstante, es importante resaltar que el uso del ARNm 

sintético para el reemplazo de proteínas en diversas patologías aún se encuentra en fase 

pre-clínica (Cafri et al., 2020; Karikó et al., 2012; Zimmermann et al., 2012). 

 

1.5.2.1 Reacción de transcripción in vitro  

Para la reacción de transcripción in vitro es fundamental el diseño adecuado de un molde 

o templado de ADN que permitirá la generación del ARNm sintetizado de manera 
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artificial. Para ello, es importante tener en cuenta aquellos aspectos que influyen en la 

naturaleza bioquímica de los ARNm. Los ARNm son largas moléculas de simple cadena 

que poseen 4 elementos estructurales esenciales (Figura 5): un nucleótido modificado 

conocido como capuchón en el extremo 5´ (CAP), las regiones no traducibles (UTRs), el 

marco abierto de lectura (ORF) y la cola de poli(A) en el extremo 3´.  

 

Figura 5. ARNm. Representación de la estructura de ARNm funcional. CAP, capuchón; UTR, 

regiones no traducibles; ORF, marco abierto de lectura; Poli(A), secuencia de nucleótidos de 

adenina. 

 

El CAP es una estructura esencial para el proceso de la traducción del ARNm. En la 

naturaleza consiste de 7-metilguanosina (m7G) unida al extremo 5' del ARNm a través 

de un puente 5'-5'-trifosfato (ppp) (m7GpppN) (Ramanathan et al., 2016). Para regular 

la traducción y degradación de los ARNm, las células eucariotas poseen una maquinaria 

enzimática de decapado (Dcp1, Dcp2, DcpS) que permiten la remoción del CAP según las 

necesidades de uso del ARNm (Liu et al., 2002). El ARNm decapado es degradado 

rápidamente en sentido 5’ a 3’. Es por eso, que en la reacción para generar ARNm IVT se 

le adiciona un análogo del CAP conocido como ARCA (3 ́- O-Me-m7G (5') ppp (5')G) 

(Jemielity et al., 2003; Stepinski et al., 2001). Este análogo posee una modificación en su 

extremo 3´ de 3'-OH a 3'O-Me que permite su incorporación en una única orientación, 

reduciendo la posibilidad de sintetizar ARNm no traduccional. A su vez, otorga al ARNm 

mayor resistencia frente a las enzimas de decapado, aumentando la vida media de los 

ARNm IVT en el citoplasma de la célula, promoviendo su unión a la subunidad menor del 

ribosoma y por consiguiente aumentando el porcentaje de traducción de la proteína 

deseada (Grudzien-Nogalska et al., 2013; Mockey et al., 2006; Sonenberg & Gingras, 

1998). Los UTRs son regiones no traducibles que regulan post transcripcionalmente la 

expresión génica. Los mismos presentan secuencias específicas que les permiten unirse 
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a proteínas regulatorias, tanto activando como inhibiendo la iniciación de la traducción 

e influyendo directamente en la actividad biológica de los ARNm (Sweeney et al., 1996; 

Timchenko, 1999). A su vez, la longitud y las estructuras secundarias de los mismos 

también influyen en la eficiencia de traducción. Los UTR se encuentran ubicados en los 

extremos 5' y 3' del marco abierto de lectura, regulando los niveles de expresión del gen. 

El 5´ UTR principalmente regula la iniciación de la traducción, uno de los pasos más 

complejos del proceso ya que requiere de la unión adecuada del ribosoma, así como el 

posterior reconocimiento de la secuencia de iniciación. Esta secuencia consta del codón 

de inicio (AUG) preferentemente en el contexto de la secuencia Kozak (+4 (G), -3 (A/G)), 

lo cual va a aumentar en gran medida la traducción (Kozak, 1987). Por otro lado, el 3´ 

UTR juega un rol importante en la estabilización del ARNm y, en última instancia, permite 

una expresión génica más duradera en el tiempo (Matoulkova et al., 2012). Debido a 

todo lo explicado previamente sobre estas regiones regulatorias, es de preferencia 

incluir los UTRs cuando se realice la síntesis de los ARNm IVT, para lograr una mayor 

eficiencia y estabilidad de la traducción. Se ha demostrado, por ejemplo, que la inserción 

de los UTRs de la β-globina es efectiva para aumentar la expresión de diversos genes por 

la naturaleza del efecto regulatorio de los UTRs (Crowley et al., 2015). Respecto del ORF, 

si bien esta región no influye en la expresión del ARNm, su composición nucleotídica 

puede afectar la estabilidad del ARN y por consiguiente la actividad traduccional, ya que 

una mayor estabilidad del ARNm se correlaciona con mayores niveles de expresión de la 

proteína (Al-Saif & Khabar, 2012). Finalmente, la cola de poli(A) protege a los ARNm de 

la degradación por las nucleasas al unirse a las proteínas de unión a poli(A) (PABP) 

(Kahvejian et al., 2005). Es por eso, que la longitud de la misma también influye en la 

estabilidad del ARNm IVT (Wang et al., 1999). Se ha determinado que una longitud de 

64 a 150 bases de adenina es lo recomendado para una traducción eficiente, sin 

embargo, esto puede variar según la célula en donde se quiera expresar dicho ARNm 

(Youn & Chung, 2015). Para que esta estructura esté presente en el ARNm sintético, se 

añade una cola de poli(T) al templado de ADN previo a la transcripción.  
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1.6 Factor estimulante de colonias de macrófagos y granulocitos  

1.6.1 Características generales y fuente celular 

El factor estimulante de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF) es una 

citoquina polipeptídica de unos 140 aminoácidos (en ratón 141, en humano 144) incluida 

en una superfamilia de proteínas involucradas en la mielopoyesis de mamíferos, 

denominadas en su conjunto como factores estimulantes de colonias (CSF). 

Concretamente, GM-CSF funciona promoviendo la formación de colonias de macrófagos 

y granulocitos, a partir de precursores de médula ósea (Burgess & Metcalf, 1980) además 

de ejercer un efecto sobre células mieloides maduras (Hamilton et al., 1980). Sin 

embargo, se ha reportado que en ratones carentes de GM-CSF o de su receptor, no se 

altera significativamente el sistema mieloide, aunque sí se observa una ausencia de 

macrófagos alveolares y una reducción de células dendríticas de tejidos no linfoides 

(Bogunovic et al., 2009; Greter et al., 2012; Guilliams et al., 2013; Varol et al., 2009). 

En cuanto a la producción del GM-CSF, la fuente principal pueden ser tanto células 

hematopoyéticas como algunas no hematopoyéticas (fibroblastos, células endoteliales 

entre otras) aunque requieren un estímulo previo (Becher et al., 2016; Sheih et al., 

2017). 

 

1.6.2 Rol de GM-CSF en el sistema inmune 

Como se mencionó anteriormente, el GM-CSF es importante en la formación de varios 

tipos celulares de tipo mieloide pero también sobre la maduración y activación de estas 

células. En este sentido, el GM-CSF es utilizado para la generación y maduración de 

células dendríticas a partir de monocitos de médula ósea. Esto lo convierte en una 

citoquina clave en distintos tipos de enfermedades, principalmente aquellas que 

involucran cuadros inflamatorios. Durante la inflamación, el GM-CSF actúa sobre 

macrófagos y células dendríticas para la liberación de otras citoquinas proinflamatorias 

que, en conjunto, afectan la respuesta inmune regulatoria y efectora (Chen et al., 2021; 

Lacey et al., 2012). 
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1.6.3 GM-CSF en inmunoterapia 

El GM-CSF modula las funciones de células inmunes innatas que, a su vez, sirven como 

puente para activar respuestas inmunes adaptativas. En procesos tumorales, el GM-CSF 

puede tener funciones antagónicas dependiendo del microambiente tumoral como así 

también la concentración de esta citoquina en este entorno (Figura 6). Un factor crítico 

a tener en cuenta para considerar al GM-CSF en el desarrollo de una terapia dirigida al 

cáncer es la dosis. En trabajos realizados sobre distintos tipos de tumor se ha reportado 

que el GM-CSF puede promover la agresividad del tumor o inhibir su expansión, 

dependiendo de la dosis aplicada. Si bien bajas concentraciones de GM-CSF permiten la 

producción adecuada de células inmunes innatas y la posterior activación de respuestas 

inmunes adaptativas contra el cáncer, altas concentraciones GM-CSF pueden agotar a las 

células inmunes y promover el crecimiento del tumor (Hong, 2016; Kumar et al., 2022; 

Serafini et al., 2004). Estas consecuencias dependen en gran medida del tipo de cáncer 

y del microambiente tumoral. La utilización de GM-CSF para el tratamiento del cáncer 

aún sigue siendo un desafío debido a que sus efectos positivos ocurren cuando es 

administrado en forma intratumoral. Se ha reportado que la inyección intralesional de 

GM-CSF aumenta el número y activa las células T y DC en el microambiente tumoral. Sin 

embargo, su uso clínico ha sido limitado porque es difícil encontrar tumores que sean 

accesibles para una inyección localizada y lograr una respuesta inmune sistémica en 

estos pacientes (Kaufman et al., 2014). Sin embargo, recientemente fue aprobado por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) el talimogén laherparepvec (T-VEC), 

una inmunoterapia que utiliza GM-CSF. Esta inmunoterapia está basada en un virus 

oncolítico que produce GM-CSF para el tratamiento del melanoma irresecable en estadio 

avanzado. T-VEC es un virus de herpes simple (HSV-1) vivo, genéticamente modificado, 

que disminuye la infiltración de células T supresoras CD4+/FoxP3+ y CD8+/FoxP3+ en el 

microambiente tumoral (Ferrucci et al., 2021).  El GM-CSF además ha sido probado como 

coadyuvante en otras estrategias terapéuticas como las vacunas. Estas incluyen vacunas 

de células cancerosas secretoras de GM-CSF (Chen et al., 2014; Dranoff et al., 1993) y 

vacunas basadas en proteínas de antígenos asociados a tumores fusionadas con GM-CSF 

(Mashima et al., 2020). 
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Figura 6. Efectos del GM-CSF en la inmunovigilancia y la supresión en cáncer. Esquema del 

comportamiento antagónico del GM-CSF dependiendo de su concentración, el tipo de cáncer y 

el microambiente inmunológico del tumor. El papel del GM-CSF en la mejora de la vigilancia 

inmune antitumoral se muestra en verde y su papel en la reprogramación de las células inmunes 

al fenotipo protumoral se muestra en rosa. (A) GM-CSF mejora la producción de neutrófilos al 

mismo tiempo que tiene el potencial de convertir los neutrófilos en células supresoras derivadas 

de mieloides (MDSCs) promotoras del cáncer, derecha. (B) Reprogramación de macrófagos: 

fenotipo M1 supresor de tumores (izquierda) o al fenotipo M2 promotor de tumores (derecha). 

(C) Conversión de células dendríticas al fenotipo proinflamatorio (izquierda) o al fenotipo 

tolerogénico que suprime las células T citotóxicas a expensas de las células reguladoras 

(derecha). (D) Al regular las células mieloides que unen las respuestas inmunes innatas y 

adaptativas como se describe en (A - C), GM-CSF puede mejorar la función de las células T 

efectoras (izquierda) o inducir células T reguladoras (derecha). Extraído y adaptado de Kumar et 

al., 2022. 

 

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados sobre el uso del GM-CSF en distintos 

tumores y sus beneficios sobre el sistema inmune, en este trabajo se propone expresar 

esta citoquina en MSCs y diseñar una estrategia de tratamiento en un modelo de tumor 

de HCC. Actualmente las estrategias  para el tratamiento del HCC apuntan a utilizar más 
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de un recurso terapéutico para el abordaje de la enfermedad. Es por esto que 

proponemos además del empleo de MSCs que expresen GM-CSF, combinar este 

tratamiento con la administración de doxorrubicina. Este fármaco ha sido ampliamente 

utilizado en quimioterapia, especialmente en la quimiombolización transarterial para el 

tratamiento local del HCC en estadios intermedios. Aquí utilizaremos este fármaco en 

dosis que permitan producir los efectos de la muerte celular inmunogénica. En síntesis, 

se propone como estrategia terapéutica en un modelo de HCC el empleo de MSCs que 

producen GM-CSF mediante la tecnología de ARNm IVT, combinando dosis mínimas de 

doxorrubicina como adyuvante. Este enfoque terapéutico que combina terapia celular y 

quimioterapia aún no ha sido explorado en modelos de HCC. 
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2. Hipótesis de trabajo y objetivos 
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2.1 Hipótesis de trabajo 

La hipótesis de trabajo se basa en que las MSCs serían capaces de producir GM-CSF 

funcional mediante el uso de ARNm transcripto in vitro (ARNm IVT) y secretarlo en el 

microambiente del HCC. El tratamiento con MSCs que expresen GM-CSF favorecería el 

reclutamiento de linfocitos T, así como la maduración y presentación antigénica por 

parte de las células dendríticas. Esto, en un esquema combinado con doxorrubicina, que 

al inducir muerte celular inmunogénica (con la liberación de DAMPs y otros mediadores 

celulares) genera un mayor reclutamiento de células del sistema inmunitario, favorecería 

aún más el desarrollo de una respuesta inmune específica contra el HCC. 

 

2.2 Objetivos 

El objetivo general de este proyecto es evaluar una nueva estrategia terapéutica para 

el hepatocarcinoma utilizando MSCs que expresan el GM-CSF mediante el uso de 

ARNm IVT en co-adyuvancia con el quimioterápico doxorrubicina como inductor de 

muerte celular inmunogénica. 

 

Para la verificación de la hipótesis propuesta, se plantean los siguientes objetivos 

específicos: 

 1. Generar MSCs que expresen el GM-CSF (MSC/GM-CSF) utilizando la tecnología de 

ARNm IVT. 

2. Evaluar el efecto in vitro de los factores secretados por MSC/GM-CSF sobre células del 

sistema inmune.  

3. Evaluar el efecto in vitro de los factores secretados por células de HCC (línea celular 

Hepa129) pre-tratadas con doxorrubicina en una línea celular de macrófagos. 

4. Evaluar el efecto in vitro de la combinación de medios condicionados provenientes de 

MSC/GM-CSF y de Hepa129 previamente tratadas con Dox en una línea celular de 

macrófagos. 
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5. Evaluar el efecto terapéutico de MSC/GM-CSF en combinación con Dox (MSC/GM-CSF 

+ Dox) en un modelo animal de tumor.  

6. Comparar la eficacia de los tratamientos de manera individual y combinada.  
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3. Metodología 
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3.1 Aislamiento y cultivo de MSCs a partir de tejido perivascular 

de cordón umbilical 

3.1.1 Procesamiento de las muestras y condiciones de cultivo 

Para este trabajo se generaron cultivos primarios a partir de células del tejido 

perivascular del cordón umbilical. Para generar estos cultivos, se utilizaron muestras 

obtenidas de donantes sanos del Hospital Universitario Austral (Pilar, Buenos Aires, 

Argentina), para lo cual, cada donante firmó un consentimiento informado, previa 

autorización del proyecto por el Comité Institucional de Evaluación del Centro 

Académico de Salud de la Universidad Austral (CIE Nº12-019). El procedimiento para la 

obtención de los cultivos se realizó como se describe a continuación (Bayo, et al., 2014a). 

Se realizó una disección de cada cordón hasta llegar a los vasos, incluyendo la gelatina 

de Warthon que los rodeaba. Se extrajo el tejido mesenquimatoso perivascular de los 

vasos mediante disgregación mecánica. Los fragmentos disgregados se colocaron en una 

placa con medio de cultivo α-MEM completo (sumplementado con suero fetal bovino 

(SFB) al 10% (%v/v) (Internegocios S.A., Argentina), previamente inactivado a 56°C; 2 mM 

de glutamina; 100 μg/ml estreptomicina y 100 UI/ml penicilina). Después de 7 días de 

cultivo, las células no adherentes y los fragmentos se eliminaron cambiando el medio de 

cultivo. Cuando el cultivo llego a un 75-80% de confluencia, las MSCs adherentes se 

expandieron mediante pasajes sucesivos. En cada pasaje, las células se colocaron en 

placas con medio de cultivo a una densidad de 4000 células/cm2. Se realizó un pool con 

los cultivos obtenidos en el pasaje 1 que, posteriormente fue expandido y utilizado entre 

los pasajes 5 y 7.  

 

3.1.2 Caracterización de MSCs obtenidas de tejido perivascular de cordón 

umbilical humano 

Las MSCs se caracterizaron según los criterios de la Sociedad Internacional de Terapia 

Celular (International Society for Cellular Therapy, ISCT) (Dominici et al., 2006). Las 

características fenotípicas de las MSCs se determinaron analizando la expresión de las 

moléculas de superficie de estas células utilizando anticuerpos específicos contra CD90 
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(conjugado a PE, BD Biosciences cat. 555596), CD44 (conjugado a PE, BD Biosciences cat. 

550989), CD34 (conjugado a PE, BD Biosciences cat. 555822), HLA clase II (conjugado a 

FITC, BD Biosciences cat. 555811), CD80 (conjugado a PE, BD Biosciences cat.  557227), 

CD86 (conjugado a PE, BD Biosciences cat.  555658) y CD11b (conjugado a PE, BD 

Biosciences cat. 555388). Brevemente, la suspensión celular fue incubada en buffer FACS 

(Albúmina de suero bovino 1% en PBS) con el anticuerpo correspondiente durante 45 

min a 4°C. Luego de dos lavados, se realizó la lectura de cada marcador en el citómetro 

BD Accuri™ C6 Plus (BD Biosciences), y los resultados fueron analizados con el programa 

del mismo equipo (BD Accuri C6 plus software). 

 

3.2 Diseño y producción del ARNm IVT 

3.2.1 Plásmidos 

Para la generación de los ARNm IVT se utilizó el plásmido pCR3.1 que contenía la 

secuencia codificante para GM-CSF murino (mGM-CSF; Addgene, cat#74465) y el 

plásmido pAAV-IRES-DsRed que contenía la secuencia codificante para DsRed, 

gentilmente cedido por el Dr. Rodolfo Goya (INIBIOLP, UNLP, La Plata, Argentina).  

 

3.2.2 Amplificación de plásmidos por transformación bacteriana de células 

competentes por tratamiento con CaCl2 y obtención de ADN plasmídico  

Se realizó un cultivo de bacterias Escherichia coli DH5α en medio SOB (2% triptona, 0,5% 

extracto de levadura, 0,5% NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4) y se incubó 

a 37°C en agitación hasta una DO600 aproximada de 0,600. Se centrifugaron las células 

(2500 x g, 10 min), se resuspendieron en medio TB frío (10 mM Hepes, 15mM CaCl2, 250 

mM KCl) y se incubaron en frío por 10 min. Las células competentes obtenidas se 

transformaron con los plásmidos previamente descriptos, por separado. Para ello, la 

mezcla de bacterias y ADN plasmídico se mantuvo en hielo durante 30 min, luego se 

sometieron las células a un choque térmico a 42°C durante 45 segundos y a continuación 

se colocaron de nuevo en hielo durante 2 min. Luego se incubaron en medio SOB con 20 

mM glucosa durante 1 h a 37°C en agitación. Finalmente, se sembraron las células en 
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placas de LB agar (1% triptona, 0,5% extracto de levadura, 1% NaCl, 1,5% agar) con el 

antibiótico de selección (ampicilina) y se incubaron durante 24 h a 37°C. Transcurrido 

ese tiempo, se observó el desarrollo de colonias en la placa, se repicaron las colonias 

observadas en medio liquido SOB para amplificar las colonias. Para este proceso, los 

cultivos se mantuvieron en en agitación a 250 rpm y 37°C. Cuando los cultivos llegaron 

a una DO600 entre 1,300 y 2,600, se colectaron las células por centrifugación (2500 x g, 

15 min) y se realizó la extracción del DNA plasmídico de las bacterias amplificadas. Para 

ello, se utilizaron columnas comerciales (Illustra PlasmidPrep Midi Flow kit, GE) y luego 

se midió su concentración en NanoDrop. 

 

3.2.3 Amplificación de la secuencia codificante  

A partir del DNA plasmídico obtenido, conteniendo las secuencias de GM-CSF y DsRed, 

se llevó a cabo una PCR para amplificar cada inserto. El objetivo de este paso fue generar 

los moldes necesarios para luego llevar a cabo la transcripción in vitro. Por tal motivo, 

las secuencias amplificadas deben tener el promotor para la T7 Polimerasa, seguido del 

5´ UTR, el codón de inicio de la traducción en secuencia Kozak, el gen de interés (GM-

CSF o DsRed), el codón de finalización de la traducción, el 3´UTR y, por último, una cola 

de poli(T) de 120 bases (Figura 7). Debido a que no todos los elementos previamente 

mencionados estaban presentes en las secuencias del plásmido, fue necesario el diseño 

de cebadores específicos, por un lado, para amplificar el gen de interés, pero también 

para agregar los elementos previamente descriptos que faltaban en el ADN plasmídico 

(Tabla 1).  
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Tabla 1. Secuencia de cebadores para la amplificación del mGM-CSF y DsRed. 

 

Para las reacciones de PCR, se utilizó el kit de polimerasa Hotstar HiFidelity (Qiagen, 

Hilden, Alemania), según las instrucciones del fabricante. Para la reacción se utilizaron 

100 ng de ADN plasmídico, 0,7 μM de cebadores específicos, 1x solución Q, 1x Buffer de 

PCR HotStar HiFidelity (conteniendo 1,5 mM dNTPs, Factor SB y 7,5 mM MgSO4), 2,5 U 

HotStar DNA Polimerasa y H2O-DEPC. La reacción se incubó 5 min a 95°C seguida de 30 

ciclos de 45 segundos a 95°C, 1 min a 52°C y 1 min a 72°C. Finalmente se realizó un ciclo 

de extensión de 10 min a 72°C. La purificación del producto de PCR se llevó a cabo 

separando la banda correspondiente al producto esperado en un gel de bajo punto de 

fusión (SeaPlaque Agarose, FMC Bioproducts), y luego utilizando una columna de 

purificación (Dongsheng Biotech), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para 

corroborar la calidad del producto se llevó a cabo una electroforesis en gel de agarosa 

1% y se cuantificó mediante NanoDrop. 

Genes Cebadores Secuencia 

mGM-CSF 

sentido 5´-TTA TCG AAA TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG-3´ 

antisentido 
5'-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT 
TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT 
TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT CTG GAT TCA GAG CTG GCC TG -3´  

DsRed 

sentido 
5'- CCG ACT TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GAT AAT ACC ATG 
GCC TCC TCC -3' 

antisentido 

5'-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT 
TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT 
TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT CTA CAG CCA GGG CCA GGA GAG 
-3' 
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3.2.4 Transcripción in vitro del ARNm 

Se realizó la transcripción in vitro (IVT) con el uso de un kit comercial (MEGAscript T7 

Transcription Kit, Life Technologies, Darmstadt, Alemania). Brevemente, se incubó el 

producto de PCR junto con la enzima T7, inhibidor de RNAsas, los nucleótidos ATP, GTP 

y nucleótidos modificados: 5- metilcitidina-5'-trifosfato (Me-CTP, TriLink) y seudouridina-

5'-trifosfato (Pseudo-UTP, TriLink). Estos nucleótidos modificados confieren mayor 

estabilidad al ARNm, aumentando la probabilidad de transcripción y disminuyendo su 

eliminación por el sistema inmune. A su vez se adicionó un análogo del capuchón 

modificado (ARCA, TriLink), también importante para estabilizar el ARNm. La reacción de 

IVT se llevó a cabo a 37°C durante 4 h. Luego se realizó el tratamiento del ARNm con 

TURBO DNasa (MEGAscript T7 Transcription Kit) por 15 min a 37°C para remover restos 

de ADN y posteriormente, la desfosforilación mediante el tratamiento con fosfatasa 

antártica (New England Biolabs) a 37 °C durante 30 min. Finalmente, se purificó el ARNm 

obtenido por precipitación con acetato de sodio 5 M y se determinó la concentración 

con NanoDrop. La calidad y la pureza de los ARNm obtenidos fueron confirmadas por 

electroforesis en gel de agarosa al 1% y los ARNm fueron almacenados a -80°C para su 

posterior uso. 

 

 

 

Figura 7. Representación del del ARNm IVT y las secuencias de relevancia. Las flechas rojas 

representan los cebadores específicos sentido y antisentido. 
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3.3 Transfección de las MSCs 

3.3.1 Transfección con el ARNm IVT 

En primer lugar, se generaron los complejos de lipofectamina (Lipofectamine 2000, 

Thermo Fisher Scientific) con los ARNm IVT de mGM-CSF o de DsRed. Se probaron dos 

dosis de ARNm IVT por cantidad de MSCs: 0,2 g o 0,4 g ARNm / 4x104 MSCs. Los 

complejos de ARNm IVT y lipofectamina fueron incubados con las MSCs en medio de 

transfección (OptiMEM con 10% SFB) durante 3 h a 37°C en 5% de CO2 y agitación suave.  

Posteriormente, las MSCs transfectadas con ARNm IVT de DsRed (MSC/DsRed) o mGM-

CSF (MSC/GM-CSF) fueron sembradas en placa de multiwell con medio α-MEM/10% SFB. 

 

3.3.2 Transfección con plásmido conteniendo la secuencia de mCherry 

Similar a lo descripto en el apartado anterior, se generaron complejos de lipofectamina 

con el plásmido pN1-mCherry. Luego se realizó la incubación de los complejos de 

lipofectamina y pN1-mCherry durante 2 hs a 37°C en 5 % de CO2 y agitación suave. Al 

finalizar el tiempo de incubación, las MSCs fueron sembradas en placa multiwell con 

medio α-MEM/10% SFB.  

 

3.4 Caracterización de las MSCs transfectadas con ARNm IVT 

3.4.1 Evaluación de la eficiencia de transfección  

La expresión de la proteína DsRed en las MSCs se realizó por microscopia de 

fluorescencia a distintos tiempos post-transfección (24, 48, 72 h y 14 días). Además, se 

evaluó la expresión de DsRed y mCherry por citometría de flujo (BD Accuri C6 plus) a 

distintos tiempos (2, 4 y 24 h). Los datos fueron analizados con el programa BD Accuri 

C6. 

Para evaluar la expresión de GM-CSF, se recolectó el sobrenadante de cultivo de las MSCs 

a distintos tiempos post-transfección (24, 48 y 72 h) y se utilizó un kit de ELISA (DuoSet 
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ELISA, R&D Systems) para cuantificar la concentración de GM-CSF presente en los 

sobrenadantes de cultivo.  

 

3.4.2 Expresión de marcadores de superficie  

Se analizó la expresión de las moléculas de superficie de las MSCs utilizando los 

anticuerpos descriptos previamente para la caracterización de MSCs, siguiendo el mismo 

procedimiento para citometría de flujo. 

 

3.4.3 Capacidad de migración in vitro 

La capacidad de migración de las MSCs transfectadas se evaluó en cámaras de Boyden 

modificada de 48 pocillos (Neuroprobe, Inc.; Figura 8) como se describió previamente 

(Garcia et al., 2011). Previo a la realización del ensayo de migración, las MSCs 

transfectadas con los ARNm IVT o sin transfectar fueron cultivadas durante 18 h en -

MEM sin SFB. Para el ensayo de migración, en los pocillos inferiores se colocó medio 

condicionado de tumor hepático o -MEM como control, luego se colocó una membrana 

de policarbonato (poro de 8 m, Neuroprobe) y posteriormente en el pocillo superior, 

las MSCs transfectadas o sin transfectar (12.000 células/pocillo). La cámara se incubó a 

37C durante 4 h. Luego del ensayo se desmontó la membrana y las células del lado 

superior fueron cuidadosamente removidas por medio de una cuchilla. Aquellas que 

migraron, en el lado inferior de la membrana, se fijaron con 2% formol y se tiñeron con 

DAPI (4 ́,6-diamidino-2- phenylindoledihydrochloride, Sigma-Aldrich). 
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Finalmente, el número de células que migraron se determinó por microscopía de 

fluorescencia utilizando un objetivo de 10X. Las imágenes de tres campos 

representativos fueron capturadas y posteriormente se realizó el recuento celular 

utilizando el programa Scion Image (Scion Corporation). Se calculó el número de células 

promedio por campo y el error estándar de la media (SEM). 

 

3.5 Líneas celulares  

Las líneas celulares utilizadas fueron las siguientes: Hepa129 (células de HCC singénicas 

con ratones C3H/HeN, cedidas amablemente por el Dr. Volker Schmitz de la Universidad 

de Bonn, Alemania), J774 (línea celular de macrófagos murinos) y CT-26 (células de 

cáncer de colon singénicas con ratones BALB/c). 

Las líneas celulares fueron cultivadas en medios de cultivo completos (suplementados 

con 10% SFB, 2 mM glutamina, 100 U/ml penicillina y 100 mg/ml estreptomicina) según 

la línea celular (RPMI 1640 para las líneas Hepa129 y J774, DMEM para la línea CT-26).  

 

Figura 8. Ilustración de cámara de Boyden (superior) y esquema de siembra (inferior). 
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3.6 Estudios in vitro 

3.6.1 Preparación del medio condicionado de las MSCs para ensayos in vitro 

En el presente trabajo, el sobrenadante de cultivo de las MSCs sin transfectar (MC MSC) 

y MSCs transfectadas con ARNm IVT DsRed (MC MSC/DsRed) o ARNm IVT GM-CSF (MC 

MSC/GM-CSF) fue utilizado para distintos ensayos in vitro y ex vivo. Este sobrenadante 

fue colectado 24 h posteriores a la siembra de las células a una confluencia del 80 al 

90%. Luego, cada sobrenadante colectado se centrifugó durante 10 min a 3500 r.p.m. 

pare remover restos celulares y fue almacenado a -80 °C hasta su utilización. Cuando fue 

necesario, se realizó una cuantificación de GM-CSF como se describió en el apartado 

3.4.1, para establecer la concentración de GM-CSF presente en cada sobrenadante. 

 

3.6.2 Preparación del medio condicionado de Hepa129 previamente 

tratadas con Dox para ensayos in vitro 

Se cultivaron células Hepa129 a una densidad de 2x105 células/cm2 y se las expuso a 50 

μM de Dox durante 24 h. Al finalizar el tiempo de incubación, se realizaron 5 lavados con 

solución fisiológica, se agregó medio de cultivo fresco y se cultivaron las células durante 

24 h. Al finalizar la incubación, se centrifugó el sobrenadante de cultivo durante 10 min 

a 3500 r.p.m. y se almacenó a -80 °C en alícuotas para ser utilizado posteriormente. 

 

3.6.3 Estimulación de línea de macrófagos utilizando MC de MSCs y 

Hepa129 

La línea celular J774 fue cultivada en condiciones estándar de cultivo y para este ensayo, 

se utilizaron 5x105 células por pocillo de placa multiwell de 6 pocillos. En el día 1 del 

experimento, las células se sembraron a la densidad mencionada con medio de cultivo 

completo. En el día 2, se retiró el medio de cultivo, se realizó un lavado de las células con 

solución fisiológica y luego se agregó a cada pocillo el medio correspondiente a distintas 

condiciones experimentales que se detallan a continuación: medio RPMI, MC MSC/GM-

CSF ajustado a una concentración de GM-CSF de 50 ng/ml, MC Hepa/Dox diluido al tercio 
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y MC MSC/GM-CSF combinado con MC Hepa/Dox; todo en ausencia de SFB, para las 

diluciones de los casos que lo requerían, se utilizó RPMI. El tiempo de incubación de los 

macrófagos fue de 30 h, al finalizar este tiempo, los sobrenadantes de cultivo fueron 

colectados y centrifugados a 3500 r.p.m por 10 min y almacenados en alícuotas. Por otro 

lado, las células se colectaron con TRIzol Reagent (Sigma-Aldrich Co.) para el posterior 

aislamiento del ARN y realización de PCR cuantitativa. 

 

3.6.4 Extracción del ARN y análisis de expresión de genes por PCR 

cuantitativa (qPCR) 

Para la extracción del ARN total en experimentos in vivo, se recolectaron 30 – 50 mg de 

tejido tumoral por muestra. Los tejidos se homogeneizaron con Polytron (Janke & Kunkel 

IKAWERK) y el ARN total se extrajo usando TRIzol Reagent® (Invitrogen), según las 

recomendaciones del fabricante.  

En experimentos in vitro, el ARN total se extrajo directamente a partir de la placa de 

cultivo incubando 2 – 3 min las células (6x105), con TRIzol Reagent®. La integridad del 

ARN se evaluó mediante electroforesis en gel de agarosa y fue cuantificado con 

NanoDrop.  

Para la síntesis de ADNc, en todos los casos el ARN fue tratado con ADNasa I (Thermo 

Scientific) previamente a la retrotranscripción. En un volumen final de 10 μl se incubaron 

2 μg de ARN, solución buffer ADNasa 1X y ADNasa I (2U) durante 30 min a 37ºC. Luego 

de agregar 0,5 μl de EDTA 25 mM se inactivó durante 10 min a 65°C. Luego, la 

transcripción reversa se realizó con 200 U de transcriptasa inversa SuperScript II (Life 

Technologies, California, EE. UU.) utilizando 500 ng de Oligo (dT) como cebador, una 

mezcla de dNTPs e inhibidor de ARNasa RiboLock (Life Technologies, California, EE. UU). 

Finalmente, los niveles de expresión de los genes que se detallan en la Tabla 2 se 

analizaron a partir del ADNc mediante reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 

real (qPCR) (Agilent Aria, California, EE. UU.). Se utilizó una mezcla de reacción comercial 

que contiene Taq ADN polimerasa Hot Start, los colorantes SYBR Green y ROX y dNTPS 

(Productos Bio-Lógicos, Argentina). Todas las amplificaciones por PCR se realizaron 

utilizando un ciclo de 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 30 seg, 
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60°C durante 1 min y 72°C durante 1 min. Al final de la reacción de PCR, la temperatura 

se incrementó a 95°C durante 1 min, luego 30 s a 55°C y, finalmente 30 seg a 95°C. La 

fluorescencia se midió cada 15 seg para construir la curva de disociación. Los valores se 

normalizaron a niveles del transcripto de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH) que fue utilizado como gen normalizador para evaluar el nivel de expresión de 

los genes de interés, utilizando el método de ΔΔCt. Para este método, los niveles de 

expresión se determinan en relación al nivel de expresión en las células o muestras 

control Los ensayos se realizaron por triplicado, en dos o tres experimentos 

independientes. 

Tabla 2. Secuencia de cebadores utilizados para qPCR 

Genes Secuencia sentido  Secuencia antisentido 

TNF-α 5′-GAC CCT CAC ACT CAG ATC ATC TTCT-3′ 5′-CCA CTT GGT GTT TTG CTA CGA-3′ 

F4/80 5′-CTT TGG CTA TGG GCT TCC AGT C-3’ 5′-GCA AGG AGG ACA GAG TTT ATC GTG-3’ 

IL-1β 5′-TGA CAG TGA TGA GAA TGA CCT GTT C-3’ 5′-TTG GAA GCA GCC CTT CAT CT-3′ 

GAPDH 5′-GGG GCT GCC CAG AAC ATC AT-3’ 5′-GCC TGC TTC ACC ACC TTC TTG -3′ 

CD8 5’-CCG TTG ACC CGC TTT CTG T-3’ 5’-CGG CGT CCA TTT TCT TTG GAA-3’ 

ERp57 5’-ATG CGC TTC AGC TGC CTA G-3’ 5’-AGA ACT CGA CCA GCA TGA GC-3’ 

Tapasina 5’-CTG GTT CGT GGA GGA TGC AG-3’ 5’-GCT TTG GGT CAA GAT CTG GC-3’ 

 

3.7 Estudios ex vivo 

3.7.1 Ensayo de proliferación de esplenocitos 

Se utilizaron esplenocitos provenientes de los bazos de animales C3H/HeN sanos. Para 

la obtención de la suspensión celular, los bazos fueron disgregados y se utilizó un filtro 

de 70 µm (BD) para la separación de los agregados celulares. Posteriormente se lisaron 

los glóbulos rojos con buffer de lisis (acetato de potasio, 3 ml por bazo) durante 5 min. 

Las células fueron centrifugadas y sembradas en placa de 96 pocillos (1x106 células por 

pocillo) en medio RPMI 1640 completo. A un grupo experimental se le administró el 

sobrenadante de cultivo de MSC/GM-CSF a una concentración final de GM-CSF de 20 



 
 

55 
 

ng/ml. Como grupos control, se utilizaron esplenocitos a los que se les administró 

sobrenadante de cultivo de MSC/DsRed en cantidades iguales a las utilizadas para el 

tratamiento con sobrenadante de MSC/GM-CSF y otro grupo de esplenocitos que solo 

fue cultivado con medio de cultivo completo. Los tratamientos se realizaron durante 24 

h. Transcurrido este tiempo, se pulsaron las células con timidina tritiada 1 μCi/ml 

(actividad específica 20 Ci/ml; Perkin Elmer) durante 18 h. Posteriormente se lisaron las 

células y se traspasó a un papel de filtro. Finalmente se lavó el ADN con ácido 

tricloroacético 10% y luego con etanol 100%. Se midió la incorporación radioactiva 

utilizando un contador de centelleo (BeckmanLS 6500). 

 

3.7.2 Cultivo de células mononucleares de médula ósea de ratón 

Para la generación de este cultivo, se utilizaron tibias y fémures de animales machos con 

un máximo de 7 semanas de vida. Las muestras se recogieron en solución fisiológica fría. 

En flujo laminar, se descarnaron los huesos, obteniéndose la médula ósea mediante una 

jeringa cargada de medio de cultivo RPMI y una aguja 27G. La médula ósea fue filtrada 

para obtener una suspensión celular que posteriormente se trató con buffer de lisis para 

lisar los glóbulos rojos. Las células de médula ósea se sembraron en placas a una 

densidad de 2x106 células/ml. Para inducir la diferenciación de los monocitos a células 

dendríticas, a un grupo experimental se le administró el sobrenadante de las MSC/GM-

CSF a una concentración final de 20 ng/ml de GM-CSF; otro grupo experimental, además 

de sobrenadante de las MSC/GM-CSF, fue estimulado con LPS a concentración final de 1 

µg/ml (18 h de incubación) y otro grupo fue tratado con el sobrenadante de MSC/DsRed 

(control); durante una semana. Al finalizar este tiempo de estimulación, por citometría 

de flujo se evaluó la expresión simultánea de marcadores de superficie que permitieron 

identificar células dendríticas maduras. Para la citometría de flujo se utilizaron 

anticuerpos anti CD11c (conjugado a PE, BD Biosciences cat. 553802), anti CD86 

(conjugado a APC, BD Biosciences cat. 558703) y anti CMHII (conjugado a FITC, BD 

Biosciences cat. 553623). Las células fueron analizadas como se describió en el apartado 

3.1.2. 
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3.8 Estudios in vivo  

3.8.1 Animales 

En los estudios realizados se utilizaron ratones C3H/HeN y BALB/c comprados en la 

Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires. La edad de los animales 

utilizados fue de entre 5 y 7 semanas y fueron mantenidos en el bioterio de nuestra 

institución. El proyecto fue previamente aprobado por el Comité Institucional para el 

Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del IIMT, Facultad de Ciencias Biomédicas, 

Universidad Austral, Pilar, Buenos Aires (N° 19-15). Los experimentos se han llevado a 

cabo de acuerdo a las normas indicadas en la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio del Instituto Nacional de la Salud (National Academy Press, Washington, D.C. 

8° Ed 2010).  

 

3.8.2 Modelos experimentales 

Se utilizaron dos modelos de tumor subcutáneo. Para ambos modelos, el tumor se 

estableció mediante la inoculación directa de células tumorales en el flanco derecho de 

los animales. Para los animales C3H/HeN se utilizó la línea de HCC murino (Hepa129) 

inoculando un total de 1x106 por animal. Para el modelo con animales BALB/c, la línea 

celular utilizada fue de carcinoma de colon murino (CT-26) y se inoculó 5x105 células por 

animal. El tamaño tumoral fue registrado tres veces por semana mediante la medición 

del diámetro tumoral empleando calibre de precisión. El volumen tumoral fue calculado 

mediante la multiplicación entre el cuadrado del mayor diámetro (D) y el menor 

diámetro (d) del tumor (V= /6 x D x d2). Los distintos tratamientos fueron administrados 

cuando el tumor adquirió un tamaño entre 60 y 90 mm3 (tumor palpable). Respetando 

el punto final humanitario, se realizó la eutanasia de los animales cuando el tamaño 

tumoral alcanzó los 2000 mm3. 

 



 
 

57 
 

3.8.3 Evaluación de la acción antitumoral de los tratamientos individuales y 

combinados en animales 

Se distribuyeron aleatoriamente los animales que presentaban tumor palpable en los 

diferentes grupos experimentales y ese día se comenzó con los tratamientos según 

correspondiera. Utilizando las medidas obtenidas con calibre se confeccionó una curva 

de crecimiento de tumor en el tiempo. Por otro lado, también se elaboró una curva de 

sobrevida de los animales (curva de Kaplan-Meyer). Al grupo que fue considerado 

control, se le administró solución salina subcutánea peritumoral (vehículo).  

 

3.8.3.1 Tratamiento con MSCs transfectadas con ARNm IVT GM-CSF o DsRed 

Los grupos de animales para estos tratamientos, recibieron una única dosis s.c. de 2x105 

MSC/DsRed (control de células conteniendo ARNm IVT) o 2x105 MSC/GM-CSF, en la 

región peritumoral. 

 

3.8.3.2 Tratamiento con Dox 

La Dox se disolvió en solución fisiológica estéril a una concentración de 20 mg/ml, y se 

administró inmediatamente después de ser reconstituida, vía inyección subcutánea, en 

ratones portadores de tumor a una dosis de 5 mg/Kg. 

 

3.8.3.3 Tratamiento con MSC/GM-CSF y Dox 

A este grupo, se le administró la Dox a una dosis de 5 mg/Kg y al día siguiente se 

administró la dosis de 2x105 MSC/GM-CSF (tratamiento combinado) como se muestra 

en la figura 9. 
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3.8.3.4 Estudio de la interacción entre tratamientos  

Para calcular el DEF300 (del inglés, Dose Enhancement Factor to reach the tumour a 

volume of 300 mm3) se utilizó la siguiente fórmula: (tiempo para alcanzar un volumen 

del tumor de 300 mm3 con el tratamiento combinado - tiempo para alcanzar los 300 

mm3 con el tratamiento individual) / (tiempo para alcanzar 300 mm3 en tratamiento 

individual - tiempo para alcanzar 300 mm3 en el grupo control). 

Para evaluar si existe un efecto sinérgico entre los tratamientos, se utilizó el método de 

la relación del volumen tumoral (RVT) (Yokoyama et al., 2000) en el modelo de HCC. Para 

calcular el RVT se utilizó la siguiente fórmula: (volumen tumoral medio experimental) / 

(volumen tumoral medio control), considerando el día posterior al inicio del tratamiento; 

(RVT medio de MSC/GM-CSF) x (RVT medio de Dox). A partir de los valores obtenidos de 

RVT, se calcula el valor R = [RVT esperado/ RVT observado]. Un valor de R mayor a 1, 

indica un efecto sinérgico entre tratamientos, mientras que un valor de R menor a 1, 

indica que el efecto de los tratamientos es menor a efectos aditivos. 

 

3.8.4 Estudio de poblaciones del sistema inmune presentes en muestras del 

tumor 

Los tumores extraídos de los animales al día 6 post-tratamiento. Los tumores (1 mg) 

fueron disgregados con 1 ml de colagenasa I (0.05%) (SIGMA, Aldrich), en agitación a 

37°C por 30 min para obtener suspensiones celulares que posteriormente fueron 

tratadas con buffer de lisis de glóbulos rojos por 5 min a temperatura ambiente. Luego 

Figura 9. Esquema del modelo de tumor subcutáneo y aplicación del tratamiento. 
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fueron lavadas tres veces con albúmina 1% en PBS 1X a 4°C. Entre lavados las 

suspensiones fueron centrifugadas a 2500 rpm por 5 min a 4°C. Se incubó cada 

suspensión celular con anticuerpos anti F4/80 (conjugado a FITC, ABCAM cat. ab105155), 

anti CMHII (conjugado a FITC, BD Biosciences cat. 553623), anti CD3 (conjugado a FITC, 

BD Biosciences cat. 555274) y anti CD8 (conjugado a PE-Cy5, BD Biosciences cat. 

553034). En todos los casos los anticuerpos se incubaron durante 45 min a 4°C. Se realizó 

el análisis como se describió en el apartado 3.4.2. 

 

3.9 Análisis estadístico 

Los gráficos muestran los valores promedio y el error de la media estándar (SEM). Se 

analizaron los datos obtenidos con las pruebas estadísticas apropiadas (Test t de Student, 

test de Mann Whitney, ANOVA, Two-Way ANOVA, Kruskal Wallis, Kaplan Meier) de 

acuerdo a la variable implicada. Se empleó el programa Prism (GraphPad) y se consideró 

un p < 0,05 como estadísticamente significativo. 
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4. Resultados 
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4.1 Síntesis del ARNm IVT DsRed y transfección de MSCs  

4.1.1 ARNm IVT DsRed 

El primer paso para el desarrollo del ARNm IVT, fue el diseño de los cebadores para 

generar el molde de ADN a partir del vector pAAV-IRES-DsRed mediante PCR, para 

posteriormente realizar la reacción de transcripción in vitro. Como se mencionó en la 

metodología, el diseño de los cebadores debe asegurar la amplificación de la secuencia 

codificante de DsRed, incluyendo el promotor de la ARN polimerasa T7 en posición 5' y 

la cola poli(A) en posición 3'.  A partir del producto purificado de PCR, se realizó la 

reacción de transcripción in vitro. Brevemente, el ARNm IVT se sintetizó utilizando el 

producto de la PCR junto con una mezcla de reacción que contenía la ARN polimerasa 

T7, nucleósidos trifosfato (ATP, GTP, nucleótidos modificados Me-CTP y Pseudo-UTP) y 

un capuchón modificado (ARCA), para aumentar la estabilidad y la eficiencia de la 

transcripción. Todos estos ensayos fueron realizados como se resume en la 

representación esquemática de la figura 10. Al finalizar la purificación del ARNm IVT se 

obtuvieron concentraciones aproximadas de 1,5 µg/µl. 

 

 

 

4.1.2 Optimización de la transfección de las MSCs y expresión de DsRed 

Para determinar las condiciones óptimas de transfección, se probaron dos 

concentraciones de ARNm IVT: 0,2 µg o 0,4 µg para transfectar 4 x 104 MSCs. Por 

citometría de flujo, se encontró que al utilizar 0,2 µg/4 x 104 MSCs, 24 h post-transfección 

Figura 10. Representación del procedimiento a realizar para la generación del ARNm IVT 
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el porcentaje de células positivas para fluorescencia en el canal de emisión de DsRed fue 

de un 57,9+1,8%, indicando un aumento significativo respecto de las MSCs sin 

transfectar. Por otro lado, al utilizar 0,4 µg/4 x 104 MSCs el porcentaje de células 

fluorescentes fue de 25,8±1,6% (Figura 11A). Si bien este valor no fue significativamente 

menor con respecto a las MSCs transfectadas con 0,2 µg, no fue un aumento significativo 

respecto de las MSCs no transfectadas, lo cual indica que la transfección utilizando 0,2 

µg/4 x 104 MSCs es más eficiente que al utilizar 0,4 µg/4 x 104 MSCs.  

Considerando que la utilización de las MSCs como vehículos de factores terapéuticos 

depende de su tropismo a tumores, se analizó si la incorporación del ARNm IVT a las 

células modificaba su capacidad migratoria. Para evaluarlo, se llevó a cabo un ensayo de 

migración in vitro como se detalló previamente utilizando MSCs sin transfectar y MSCs 

transfectadas con 0,2 y 0,4 µg de ARNm IVT DsRed. Como se observa en la figura 11B, la 

capacidad migratoria expresada en cantidad de células que migran hacia el MC del tumor 

fue de 391 ± 33 (p<0,05 vs α-MEM) para las MSC sin transfectar, 290 ±22 (p<0,001 vs α-

MEM) para las MSC/DsRed transfectadas con 0,2 µg de ARNm IVT y de 148± 22 (n.s. vs 

α-MEM). Estos resultados demostraron que la transfección con 0,4 µg de ARNm IVT 

disminuyó la capacidad migratoria de las MSCs.  Por tal motivo, se determinó que los 

siguientes experimentos fueran realizados con la dosis de 0,2 µg/4 x 104 MSCs que 

demostró, no solo buenos niveles de expresión, sino que además no alteró una 

propiedad importante, como es la migración, para el fin de vehiculizar factores 

terapéuticos. 
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Utilizando la dosis de 0,2 µg de ARNm IVT por todo lo anteriormente expuesto, se realizó 

una transfección para evaluar la expresión de DsRed en el tiempo. Por microscopía de 

fluorescencia se observó la expresión a 24 h, 48 h, 8 días y 14 días y se encontró que el 

máximo nivel de expresión fue a las 24 h (Figura 12A). Sin embargo, para todos los 

tiempos observados se detectó señal fluorescente, que fue disminuyendo con el paso 

del tiempo, demostrando el carácter transitorio de la expresión proteica utilizando 

ARNm IVT. 

Para la planificación de los experimentos in vivo, se requería determinar el tiempo 

mínimo requerido por las MSCs para comenzar a expresar la proteína. Dado que la 

utilización de plásmidos para la expresión de proteínas es un método ampliamente 

utilizado, se comparó la eficiencia del nuevo método propuesto (ARNm IVT) con la 

metodología tradicional. Como previamente se observó que a las 24 h la mayoría de las 

MSCs expresan DsRed, se evaluó la expresión a tiempos más cortos. Para ello, mediante 

citometría de flujo, se estudió el porcentaje de células que expresaban DsRed a distintos 

tiempos post-transfección con ARNm IVT y también se transfectaron las MSCs utilizando 

Figura 11. (A) MSCs que expresan DsRed analizadas mediante citometría de flujo utilizando 
diferentes cantidades de ARNm IVT (0,2 o 0,4 µg). Prueba de comparaciones múltiples de 
Dunn, *p<0,05 vs control. (B) Se evaluó la migración de las MSCs no transfectadas (Control) o 
MSC/DsRed transfectadas con 0,2 o 0,4 µg de ARNm IVT hacia un medio condicionado 
derivado de Huh7 (MC Huh7) o α-MEM en una cámara Boyden modificada. Las barras 
representan el promedio de células/campo (10X) + SEM de 3 campos visuales representativos.  
Prueba de comparaciones múltiples de Dunn, *p<0,05 y ***p<0,01 vs α-MEM (migración 
basal). 
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lipofectamina y un plásmido que contenía la proteína reportera mCherry. Se encontró 

que a las 2 h después de la transfección, alrededor de un 5% de MSC/DsRed ya 

expresaban la proteína (Figura 12B) mientras que la expresión en las MSCs con mCherry 

fue de 0,2%. A las 4 h, las MSCs con mCherry no modificaron los niveles de expresión 

(0,7%) mientras que las MSCs transfectadas con ARNm DsRed alcanzaban un 24,9% de 

células positivas para DsRed. Recién a las 24 h se detectó un 11% de células que 

expresaban mCherry, mientras que, a ese mismo tiempo, más del 90% de las MSCs 

transfectadas con ARNm IVT, expresaban DsRed, demostrando la velocidad remarcable 

de la tecnología de IVT para la expresión de proteínas.  

A 

B 

 

 

 

Figura 12. (A) Imágenes representativas por microscopía de fluorescencia de MSC/DsRed con 
0,2 g de ARNm IVT a las 24 h, 48 h, 8 días y 15 días. (B) Cinética de la expresión del ARNm IVT 
mediante citometría de flujo utilizando un plásmido (mCherry) y utilizando ARNm IVT DsRed 
(2 h, 4 h y 24 h). 
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4.2. Efecto de MSC/DsRed sobre un modelo de tumor subcutáneo 

Teniendo en cuenta que el objetivo principal del presente trabajo es utilizar MSCs 

portando ARNm IVT para el tratamiento del HCC, se evaluó si la administración de 

MSC/DsRed en animales con tumor alteraba el crecimiento del mismo. Para este 

experimento se utilizó el modelo de tumor subcutáneo detallado en la metodología, 

utilizando animales C3H inoculados con células Hepa129 singénicas con la cepa de 

animales. Una vez establecido el tumor, se administró una dosis de 2 x 10 5 MSCs 

expresando DsRed por la tecnología de IVT. Como se observa en la figura 13, los animales 

que recibieron una dosis de MSC/DsRed no presentaron cambios en la evolución del 

tumor respecto de los animales que recibieron solución fisiológica (control). 

En conjunto, estos resultados sugieren que la tecnología de ARNm IVT incorporado por 

las MSCs, es un método efectivo para la expresión de proteínas en una estrategia 

terapéutica. 

 

 

 

 

Figura 13. Crecimiento tumoral in vivo de Hepa129 s.c. La curva negra corresponde a los 
animales administrados con vehículo (control) y la curva roja con MSC/DsRed. Cada punto 
de las curvas representa el promedio del volumen tumoral + SEM de los animales de cada 
grupo experimental. Two-way ANOVA y prueba de comparaciones múltiples de Sidak. 
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4.3. Síntesis del ARNm IVT GM-CSF y transfección de las MSCs 

4.3.1. ARNm IVT GM-CSF 

Como se demostró previamente, las MSCs modificadas con ARNm IVT podrían ser 

utilizadas para la administración de factores terapéuticos. Por lo tanto, se evaluó este 

enfoque seleccionando al GM-CSF como factor terapéutico en el tratamiento de 

animales con tumor, con la intención de estimular una respuesta inmune antitumoral 

por reclutamiento de células presentadoras de antígenos. Para poner a prueba este 

enfoque, primero se sintetizó el ARNm IVT de GM-CSF de manera similar a como se llevó 

a cabo para el ARNm IVT de DsRed. Una vez obtenido el ARNm purificado, las MSCs 

fueron transfectadas con ARNm IVT GM-CSF (MSC/GM-CSF).  Dado que la expresión de 

GM-CSF podría afectar el reconocimiento por parte del sistema inmunológico por 

modificar la expresión de marcadores de superficie en las MSCs, comprobamos la 

expresión de estos marcadores en MSC/GM-CSF comparado con MSCs sin transfectar. 

Como se muestra en la Figura 14 A y B, tanto las MSCs sin transfectar como las MSC/GM-

CSF expresaron elevados niveles de las moléculas CD90 y CD44, mientras que no 

presentaron expresión de los marcadores CD34, CD11b, CD80, CD86 y HLA clase II. Estos 

resultados demuestran que la expresión del mRNA IVT no modificó la expresión de los 

marcadores fenotípicos ni de inmunogenicidad en las MSCs.  

A                                                                                                        B 

Figura 14. (A) Imágenes representativas de la expresión de los marcadores de superficie por 
citometría de flujo (B) Porcentaje de expresión de marcadores de superficie analizados mediante 
citometría de flujo en MSCs no transfectadas (MSCs) y MSC/GM-CSF transfectadas con 0,2 µg de 
ARNm IVT/4x104 células. Las barras representan el promedio de porcentaje de células con marca 
fluorescente + SEM. La prueba de comparaciones múltiples de Sidak no fue significativa para 
ningún marcador. 
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4.3.2. Producción de GM-CSF 

El paso siguiente, fue corroborar si las MSC/GM-CSF podrían producir y secretar GM-CSF 

Confirmamos la expresión de GM-CSF en los sobrenadantes de cultivo (medio 

condicionado, MC) de MSC/GM-CSF utilizando un kit de ELISA. En las MSC/DsRed no se 

detectó la producción de GM-CSF en el sobrenadante de cultivo (N.D), sin embargo, en 

las MSC/GM-CSF los niveles detectados fueron 0,08± 0,02 µg/ml a las 24 h, 0,10± 0,01 

µg/ml a las 48 h y 0,143 ± 0,02 µg/ml 72 hs después de la transfección (Figura 15). Estos 

resultados verifican lo que se observó previamente con DsRed en términos de 

producción de proteína utilizando ARNm IVT, las MSC/GM-CSF son capaces de producir 

y secretar adecuadamente la proteína.  

 

 

 

4.3.3. Funcionalidad de GM-CSF 

El paso siguiente, fue evaluar la funcionalidad del GM-CSF producido por las MSC/GM-

CSF. En diversos trabajos se ha reportado el rol del GM-CSF en respuestas celulares que 

involucran a las APC, siendo una de las funciones principales promover la diferenciación 

y proliferación de las CDs (Hamilton, 2019). Por esto, primero se llevó a cabo un cultivo 

de células de médula ósea de ratón para diferenciar progenitores de médula ósea a 

células dendríticas como se describió en la metodología, utilizando el MC de las 

MSC/GM-CSF para inducir la diferenciación utilizando una concentración de 20 ng/ml. 

Figura 15. Niveles de producción de GM-CSF (μg/ml) en medios condicionados (MC) de 
MSC/DsRed o MSC/GM-CSF detectados por ELISA. 
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Al finalizar el cultivo, se evaluaron marcadores de superficie de células dendríticas por 

citometría de flujo, expresados simultáneamente en las células del cultivo. Se encontró 

que los progenitores de médula ósea cultivados con MC de MSC/GM-CSF, pero no con 

MSC/DsRed aumentaron la expresión de CD11c+/CD86+/CMHII+ (Figura 16). Se observó 

que 39,83+4,95% de células expresaban simultáneamente los marcadores 

CD11c+/CD86+/CMHII+ en los cultivos que fueron incubados con el MC de MSC/GM-CSF, 

mientras que en los cultivos que fueron incubados con MC de MSC/DsRed se encontró 

el 8,0+4,95%. Además, se utilizó LPS, que al poseer en su estructura un patrón molecular 

asociado a patógenos (PAMP), puede interaccionar con sus receptores de 

reconocimiento de patrones (PRRs), presentes en la membrana de las CD y activarlas. El 

uso de LPS en combinación con MC de MSC/GM-CSF, aumentó significativamente el 

porcentaje de células CD11c+/CD86+/CMHII+ a un 63,5+4,85% (p<0,05 vs. MC de 

MSC/DsRed). Este resultado sugirió que el GM-CSF producido por las MSC/GM-CSF fue 

capaz de inducir la diferenciación de los monocitos a células dendríticas y su posterior 

maduración.  

 

 

 

Figura 16. A la izquierda, citometría de flujo representativa de células de médula ósea de ratón 
positivas para CD11c. A la derecha, cuantificación de células positivas para los marcadores 
CD11c, CMHII y CD86. Las barras representan el promedio de 2 experimentos + SEM.  ANOVA 
y prueba de comparaciones múltiples de Dunn *p<0,05 vs CM MSC/DsRed.  
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Además, se realizaron experimentos que permitieron evaluar otras funciones del GM-

CSF, como su capacidad para promover la proliferación de esplenocitos (Hamilton, 2019). 

Para este experimento, se agregó MC de las MSC/GM-CSF al medio de cultivo de 

esplenocitos murinos, en una concentración de 20 ng/ml GM-CSF. Posteriormente, se 

evaluó la proliferación de esplenocitos por incorporación de timidina tritiada. En la figura 

17 se observan los resultados de estos experimentos, donde se muestra un aumento de 

la proliferación cuando los esplenocitos se cultivaron con MC de MSC/GM-CSF, dando 

una media de 4838±534,2 c.p.m (p<0,05 vs control), en comparación con los valores de 

la media de c.p.m de los esplenocitos incubados con MC de MSC/DsRed (1489±99,19 

c.p.m) o la media de c.p.m de los esplenocitos control (2005±214,7 c.p.m). Cabe destacar 

que no hubo diferencias significativas entre la media de c.p.m de los esplenocitos control 

y aquellos incubados con MC de MSC/DsRed. Respecto a este último resultado, 

consideramos que los factores liberados exclusivamente por las MSCs al medio 

extracelular no tendrían efecto en la proliferación de las estirpes celulares presentes en 

el bazo. 

 

 

 

Otra de las funciones conocidas del GM-CSF es su capacidad para inducir macrófagos a 

un perfil proinflamatorio. Cabe destacar que en trabajos previos se ha reportado que las 

Figura 17. Proliferación in vitro de esplenocitos murinos cultivados con MC MSC/GM-CSF, MC 
MSC/DsRed o RPMI (control). La proliferación celular se evaluó mediante un ensayo de 
incorporación de timidina-H3. Las barras representan el promedio de CPM para cada condición 
(n=4/condición) + SEM. ANOVA y prueba de comparaciones múltiples de Dunn *p<0,05 vs 
control. 
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MSCs se caracterizan por liberar factores que estimulan a los macrófagos hacia un perfil 

anti-inflamatorio y no pro-inflamatorio (Fiore et al., 2016). Dado este antecedente y a 

fines de focalizar este trabajo en los objetivos planteados, en los siguientes experimentos 

se prescindió del análisis del MC de las MSC/DsRed. Para poner a prueba la actividad 

biológica del MC de las MSC/GM-CSF en su conjunto, se evaluó el efecto del MC de 

MSC/GM-CSF en una línea celular murina de macrófagos (células J774). Para esto, los 

macrófagos fueron incubados con MC de MSC/GM-CSF durante 30 h, luego se colectó el 

ARN total de los macrófagos y se generó el ADNc a partir de estas muestras para poder 

evaluar la expresión de citoquinas pro-inflamatorias por qPCR. Se encontró un aumento 

en la expresión de ARNm de TNF-α (1,77±0,13, p<0,05) e IL-1β (1,95±0,19) después del 

tratamiento con MC de MSC/GM-CSF, lo que sugiere que el GM-CSF producido por las 

MSCs fue capaz de inducir un cambio en el perfil de expresión de ARNm de citoquinas 

pro-inflamatorias (Figura 18). En conjunto, todos los resultados de estos experimentos 

demostraron que las MSC/GM-CSF pueden producir y secretar GM-CSF adecuadamente 

manteniendo la variedad de funciones de esta proteína. 

 

 

 

Figura 18. Análisis de la expresión de ARNm en células J774 de TNF-α e IL1-β después de 30 
h de incubación con MC MSC/GM-CSF o RPMI, como control.  Test de Mann Whitney 
**p<0,0001 vs control. 
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4.3.4. Efecto de MSC/GM-CSF sobre dos modelos de tumor subcutáneo 

Finalmente, se evaluó el efecto terapéutico de MSC/GM-CSF en modelos de tumores 

murinos tanto de HCC (células Hepa129) como de carcinoma colorrectal (células CT-26). 

Cabe destacar que estos modelos murinos son inmunocompetentes, lo que permite 

estudiar el impacto del tratamiento. Se ha informado anteriormente que dosis entre 0,04 

y 0,3 µg de GM-CSF tienen un efecto terapéutico e indujeron una respuesta inmune 

antitumoral en el HCC (Chen et al., 2013) . Teniendo esto en cuenta, se decidió utilizar 

una dosis de 2x105 MSC/GM-CSF que puede producir hasta 1,5 µg/ml de GM-CSF. Las 

células se aplicaron a ratones portadores de tumores Hepa129 o CT-26 mediante 

inyección peritumoral, y se sembró una dosis de células en una placa de cultivo para 

medir posteriormente la concentración de GM-CSF en el sobrenadante. Esta medición 

demostró que la concentración de GM-CSF en los sobrenadantes de 2x105 MSC/GM-CSF 

fue de 1,48 µg/ml a las 24 h. Los ratones tratados con MSC/GM-CSF presentaron un 

crecimiento tumoral significativamente reducido en ambos modelos de ratón (Figura 

19). En el modelo de Hepa129, el tamaño tumoral a los 11 días para el grupo control fue 

de 1620 ± 221 mm3 mientras que para el grupo tratado con MSC/GM-CSF fue de 826,9 

± 256,8 mm3 (p<0,001). En el modelo de CT-26, el tamaño tumoral fue significativamente 

diferente entre ambos grupos, tanto a los 14 como a los 16 días, siendo para el grupo 

control de 1738 ± 208,3 y 2177 ± 211,7, y para el grupo tratado con MSC/GM-CSF de 

935,3 ± 148,9 y 1373 ± 238,3, respectivamente (p<0,001). Estos resultados indican que 

las MSC/GM-CSF son capaces de producir suficiente GM-CSF funcional que, in vivo, 

indujo una reducción significativa en el volumen tumoral en dos modelos de tumores 

gastrointestinales.  
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4.4. Evaluación de la aplicación terapéutica de MSC/GM-CSF y Dox 

en un modelo de tumor: estudios in vitro. 

4.4.1. Efectos sobre J774 

Recientemente, se ha informado que dosis bajas de doxorrubicina (Dox) inducen la 

muerte celular inmunogénica (ICD) en células cancerosas (Zhu et al., 2020). Este efecto 

se define como un tipo de muerte regulada en la que se activa una respuesta inmune 

antitumoral adaptativa mediante la liberación de patrones moleculares asociados al 

daño (DAMP), como la exposición de calreticulina (CRT) en la superficie celular, la 

liberación de ATP y secreción de la proteína de caja 1 del grupo de alta movilidad (del 

inglés, high mobility group box 1 protein, HMGB1) (Solari et al., 2020). Teniendo en 

cuenta que las células T CD8+ son las principales mediadoras de la inmunidad 

antitumoral y que la modulación de la respuesta de las células T CD8+ depende de las 

células presentadoras de antígenos (Jhunjhunwala et al., 2021), evaluamos el efecto de 

Dox en combinación con MSC/GM-CSF con el objetivo de potenciar el efecto de 

reducción en el crecimiento tumoral observado con la dosis de MSC/GM-CSF. Para ello, 

Figura 19. Crecimiento tumoral en modelo murino de HCC (izquierda, n=5, Control; n=6, 
MSC/GM-CSF) o modelo murino de carcinoma colorrectal (derecha, n= 8, Control; n=10, 
MSC/GM-CSF). Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 60 mm3, se realizó una 
inyección peritumoral de 2x105 MSC/GM-CSF o PBS (control). Cada punto de las curvas 
representa el promedio del volumen tumoral + SEM de los animales de cada grupo 
experimental. Two-way ANOVA y prueba de comparación de Sidak, *p < 0,05 y ***p < 0,001 vs 
control. 
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primero se demostró que el tratamiento con Dox podría inducir la muerte celular 

inmunogénica en células Hepa129. Utilizando inmunofluorescencia, se demostró que la 

exposición de calreticulina in vitro es inducida por Dox a dosis de 20 y 30 µM (Figura 

20A). A continuación, se estudió si los DAMP liberados por el tratamiento con Dox en 

células Hepa129 podrían generar un perfil proinflamatorio en los macrófagos. Para 

probar esta hipótesis, se estimularon macrófagos J774 con medio condicionado de 

células Hepa129 previamente tratadas con Dox 30 µM (MC Hepa/Dox), MC de MSC/GM-

CSF (MC MSC/GM-CSF), o una combinación de ambos, tras lo cual se evaluó la expresión 

de TNF-α e IL-1β. Como se muestra en la Figura 20B, las células J774 tratadas con MC de 

Hepa/Dox más MC de MSC/GM-CSF, expresaron niveles más altos de las citoquinas 

proinflamatorias que los macrófagos que fueron tratados con los medios condicionados 

administrados de manera independiente. En el caso de TNF-α, para el tratamiento con 

MC Hepa/Dox (dilución 1/3) hubo un aumento de 1,9+0,01 respecto del control 

(p<0,001), para el tratamiento con MC MSC/GM-CSF (concentración de GM-CSF, 20 

ng/ml), un aumento de 2,05+0,05 respecto del control y para el tratamiento con ambos 

medios condicionados en simultáneo, un aumento aún mayor; 3,44+0,14 respecto del 

control (p<0,0001). En cuanto a los niveles de IL-1β, también se detectó un aumento de 

7,91+0,44 en el caso del tratamiento con MC Hepa/Dox respecto del control (p<0,0001), 

un aumento menos pronunciado en el caso del tratamiento con MC MSC/GM-CSF 

(concentración de GM-CSF, 20 ng/ml) respecto del control (p<0,05) y un aumento de 

15,7+0,92 en el tratamiento con ambos medios condicionados respecto del control 

(p<0,0001).  
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Además, mediante citometría de flujo, se demostró que el marcador de maduración 

CD86 aumentó ligeramente en los macrófagos después de la incubación con MC de 

Hepa/Dox o MC de MSC/GM-CSF, y el mayor aumento se observó cuando los macrófagos 

fueron tratados con los medios condicionados en combinación (Figura 20C). Estos 

resultados observados tanto en el aumento de los niveles de expresión, a nivel de ARNm, 

de citoquinas proinflamatorias, así como el aumento de expresión del marcador CD86, 

sugieren que las células tratadas con Dox liberan señales proinflamatorias que actúan en 

Figura 20. (A) Inmunofluorescencia de calreticulina (CRT, rojo) en Hepa129, después de incubación 
durante 48 h con 20 o 30 μM de Dox o sin tratamiento (control). Barra de escala 100 µm. (B) 
Análisis de la expresión de ARNm en células J774 de IL1-β y TNF-α después de 30 h de incubación 
con MC Hepa/Dox, MC MSC/GM-CSF, MC Hepa/Dox + MC MSC/GM-CSF o RPMI como control. 
ANOVA y post test de Tukey, *p<0,05, ***p<0,0001. (C) Citometría de flujo representativa de CD86 
en J774 después de 30 h de incubación con MC Hepa/Dox, MC MSC/GM-CSF, MC Hepa/Dox + MC 
MSC/GM-CSF o RPMI como control. 
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sinergismo con el GM-CSF secretado por las MSC/GM-CSF sobre la línea de macrófagos 

utilizada. 

 

4.5. Evaluación de la aplicación terapéutica de MSC/GM-CSF y Dox 

en un modelo de tumor: estudios in vivo 

4.5.1. El uso combinado de MSC/GM-CSF y doxorrubicina tiene un efecto 

sinérgico sobre la inhibición sinérgica de la progresión tumoral  

Finalmente, para evaluar el efecto de las MSC/GM-CSF más Dox in vivo, se generó un 

modelo murino de HCC mediante la inoculación de células Hepa129, y cuando los 

tumores alcanzaron aproximadamente 60 mm3, los animales se trataron con Dox (5 

mg/kg) para inducir la ICD y la liberación de DAMP. Al día siguiente, los ratones fueron 

inoculados con MSC/GM-CSF (Figura 9). Sorprendentemente, en comparación con los 

ratones tratados con vehículo o con un solo tratamiento, los animales que fueron 

tratados con la terapia combinada mostraron reducciones significativas en la progresión 

del tumor (Figura 21). Estas diferencias en el crecimiento del tumor en los animales, 

comenzaron a detectarse en el día 6 posterior a los tratamientos con las células y/o Dox 

y el vehículo (solución fisiológica) de los animales del grupo control. Estas diferencias 

también fueron observadas al día 11 y 15. Al día 6, el volumen tumoral en los animales 

del grupo control tenía un promedio de 377,4+56,42 mm3, mientras que los animales 

con el tratamiento combinado tenían un volumen de tumor promedio de 156,6+42,9 

mm3 (p<0,05). Es decir que los animales que recibieron las MSC/GM-CSF (2x105) y una 

dosis de 5 mg/Kg de Dox, tuvieron un volumen tumoral de un tamaño menor al 50% del 

volumen tumoral de los animales control. Al día 11, las diferencias se pronunciaron aún 

más, ya que el valor promedio del volumen tumoral de los animales del grupo control 

fue de 1194+159,6 mm3 demostrando una clara progresión de los tumores, mientras que 

para los animales que fueron tratados con la combinación el promedio del volumen 

tumoral fue de 184,7+58,3 mm3 (p<0,0001). Hacia el final del experimento, al día 15, el 

volumen promedio de los animales tratados con la combinación de MSC/GM-CSF y Dox 

fue de 355,2+99,25 mm3 mientras que los animales administrados con el vehículo 
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alcanzaron el máximo volumen tumoral determinado para el punto final humanitario, 

2064+170,9 mm3 (p<0,0001).  

Se utilizó un modelo matemático, explicado en la sección de Metodología, para analizar 

la interacción in vivo. El análisis mostró que, si bien los tumores tardaron un promedio 

de 5 a 6 días en alcanzar los 300 mm3 con el vehículo o con los tratamientos individuales, 

los tumores en animales que recibieron la terapia combinada tardaron 14 días en 

alcanzar este tamaño. Estos datos revelan una fuerte sinergia entre los tratamientos 

mediante un factor de mejora de dosis (DEF) de 8 durante el tiempo necesario para 

alcanzar un volumen de 300 mm3. Además, esta sinergia también se observa en el 

análisis por el método del producto de fracciones (Tabla 3) (Yokoyama et al., 2000). La 

tabla 1 resume el volumen tumoral relativo de los diferentes grupos en 4 puntos 

temporales diferentes. El día 3 después del tratamiento, en el grupo de terapia 

combinada, hubo una mejora de 1,2 veces en la eficacia antitumoral en comparación 

con el efecto aditivo esperado. El día 11, el grupo de terapia combinada mostró un 

aumento de 2,4 veces en la inhibición del crecimiento tumoral en comparación con el 

grupo de control (relación volumen tumoral o RVT). Teniendo en cuenta que una relación 

> 1 indica efecto sinérgico, el valor obtenido muestra que este efecto de sinergismo es 

mucho más fuerte que los efectos de los tratamientos sin combinar.  
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Tabla 3. Relación volumen tumoral (RVT)a respecto a controles no tratados 

Tratamiento combinado 

Díasb MSC/GM-CSF Dox (5 mg/Kg) Valor esperadoc Valor observado Rd 

3 0,861 0,880 0,758 0,623 1,2 

6 0,769 0,806 0,620 0,415 1,5 

11 0,702 0,527 0,370 0,155 2,4 

15 0,637 0,467 0,298 0,172 1,7 
a RVT = (media del volumen tumoral experimental / media del volumen tumoral control) 
b Días luego del inicio del tratamiento 
c (RVT media de MSC/GM-CSF) x (RVT media de Dox) 
d R = RVT esperado / RVT observado  
La relación > 1 indica efecto sinérgico y < 1 ausencia de efecto sinérgico.  
 

4.5.2. Efecto sobre la sobrevida 

El efecto sinérgico reportado anteriormente fue acompañado por un aumento en la 

supervivencia global de los animales con tumores después de recibir el tratamiento 

combinado: los animales tratados con MSC/GM-CSF + Dox tuvieron un efecto 

antitumoral sostenido, con una mediana de supervivencia de 27,5 días en comparación 

con 15 días en el grupo con vehículo (control), 17 días con MSC/GM-CSF, o 22 días en el 

grupo Dox (Figura 22). Además, al final del experimento (día 37), 5 de los 14 animales 

Figura 21. (A) Crecimiento tumoral de ratones portadores de tumores Hepa129. Two-way 
ANOVA *p < 0,05 vs. control y ****p < 0,0001 vs. control (n= 7 a 8 animales en cada grupo 
experimental). (B) Curvas de crecimiento tumoral de los animales de cada grupo experimental.  
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que recibieron la terapia combinada todavía estaban vivos, mientras que solo un animal 

que recibió MSC/GM-CSF estaba vivo entre los otros grupos. 

 

 

 

4.6. Estudio del microambiente tumoral 

4.6.1. Expresión de factores y citoquinas 

Posteriormente se llevó a cabo un experimento ex vivo para estudiar la expresión de 

marcadores relacionados con la respuesta inmunológica de los tumores al día 7 post-

tratamiento. Los animales fueron sacrificados y se colectaron muestras para aislamiento 

de ARN o para citometría de flujo. Se investigaron los niveles intratumorales de ARNm 

de citoquinas implicadas en la respuesta citotóxica (IL-1β, TNF-α e IFN-γ) y proteínas 

implicadas en la presentación de antígenos (tapasina y ERp57). Se encontró un aumento 

significativo en los niveles de todas las citoquinas en los tumores de los ratones tratados 

con el tratamiento combinado en comparación con los de los controles (Figura 23A). El 

valor promedio del ΔΔCt obtenido para IL-1β fue de 0,714+0,203, mientras que para el 

control fue un valor de cero (p<0,01). Por otro lado, en el caso de TNF-α, el promedio del 

ΔΔCt fue de 0,897+0,203 (p<0,01 vs control) y en cuanto a IFN-γ, el promedio del ΔΔCt 

fue de 1,75+0,433 mientras que el valor del ΔΔCt control fue cercano a 0 (p<0,01 vs 

control). Por otro lado, ERp57 forma un complejo con CRT que se expone en la superficie 

Figura 22. Curva de Kaplan-Meier de sobrevida. ****p<0,0001 vs. control (log rank test). 
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celular, proporcionando una señal que promueve la fagocitosis por parte de las células 

dendríticas. Se demostró un aumento en la expresión de ARNm de ERp57 en muestras 

de tumores de ratones tratados con la terapia combinada en comparación con los del 

grupo de control (Figura 23B), el valor promedio para los animales tratados fue de 

0,464+0,19 mientras que el control fue cero (p<0,05 vs control). Además, se encontró un 

aumento en la expresión del ARNm de tapasina, el valor promedio del ΔΔCt de los 

animales tratados con el tratamiento de MSC/GM-CSF y Dox fue de 0,765+0,18.  

 

 

 

 

4.6.2. Identificación de células del sistema inmunológico 

Como se mencionó previamente, con los tumores aislados a los 7 días post-tratamiento 

se realizó una citometría de flujo. Los marcadores que se evaluaron fueron F4/80 y CMHII 

en simultáneo, ambas moléculas presentes en la membrana de los fagocitos macrófagos. 

En la figura 24A, se puede observar que, un 8,3+1,44% de células provenientes de los 

tumores de animales con el tratamiento combinado expresaban ambos marcadores 

(F480 y CMHII) mientras que, las células de los tumores de animales que recibieron el 

vehículo, fueron un 4,44+0,30% (p<0,05 vs control), lo que estaría indicando una mayor 

proporción de macrófagos en los tumores de animales tratados. Se evaluaron también 

Figura 23. (A) Niveles de ARNm de IL1-β, TNF-α e IFN-γ (B) Tapasin y Erp57. Prueba t no 
apareada, *p < 0,05, **p < 0,01 vs. Control. 
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los marcadores CD3 y CD8 que se expresan en los linfocitos T efectores. Estos marcadores 

fueron detectados en un 12,4+3,3% de células de los tumores de animales con el 

tratamiento combinado (Figura 24A), mientras que esos marcadores solo de expresaron 

en un 4,12+0,72% de células provenientes de tumores de los animales que recibieron el 

vehículo (p<0,05 vs control). Estos resultados indican un aumento del infiltrado de 

células inmunes en los tumores, validando los hallazgos previos en relación a los 

resultados obtenidos sobre los niveles de expresión de Erp57 y tapasina que indicarían 

un mayor procesamiento de antígenos. Este dato fue acompañado por los resultados 

obtenidos en los análisis de ARNm de CD8, F4/80 (Figura 24B). Ambos marcadores 

tuvieron una expresión elevada en los animales tratados. Para CD8 el valor de ΔΔCt fue 

de 1,5+0,29 en los tumores de animales tratados mientras que para el control el valor 

fue cero (p<0,001 vs. Control). En cuanto a F4/80, el valor de ΔΔCt fue de 2,04+0,47 en 

los tumores de animales tratados mientras que para el control el valor fue cero (p<0,001 

vs. Control). Además, se observó un aumento del ARNm del marcador CD11c, que 

corresponde a uno de los marcadores típicos de células dendríticas (ΔΔCt de 0,934+0,31; 

p<0,05 vs. Control). Este último dato indica que podría haber además un mayor 

reclutamiento de células dendríticas en el tumor. En conjunto, estos resultados sugieren 

que el tratamiento combinado con MSC/GM-CSF + Dox propicia un microambiente 

tumoral más inmunogénico, con un aumento de las poblaciones de células 

presentadoras de antígeno, principalmente macrófagos y células dendríticas; pero 

además un aumento de linfocitos T CD8+. 
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Figura 24. (A) Porcentaje de células F4/80+/CMHII+ y células CD3+/CD8+ analizados mediante 
citometría de flujo. Citometrías de flujo representativas de un animal de cada condición 
experimental. Prueba t no apareada, *p < 0,05 vs. control. (B) Niveles de ARNm de F4/80, 
CD8 y CD11c. Prueba t no apareada, *p < 0,05, **p < 0,01 y ***p < 0,001 vs control. 
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5. Discusión 
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En los últimos años, se han diseñado varias estrategias terapéuticas utilizando MSCs, 

principalmente en terapias regenerativas. Sin embargo, más recientemente, se han 

utilizado con el propósito de vehiculizar genes y en este sentido, se han empleado 

distintas técnicas que permiten modificarlas genéticamente para la expresión de un gen 

específico. En la mayoría de los casos, se ha utilizado la transfección como técnica de 

inserción de genes foráneos empleando plásmidos o vectores virales como retrovirus 

(Nitta et al., 2020), lentivirus (Zhu et al., 2021), adenovirus (Fiore et al., 2015; 

Gopalakrishnan et al., 2016) o virus adenoasociados (AAV) (Chen et al., 2018) para 

modificar con éxito la expresión génica de las MSCs. Sin embargo, el potencial 

oncogénico debido al alto riesgo de mutagénesis por inserción es el principal 

inconveniente del uso de vectores basados en ADN. En este escenario, el uso de 

estrategias basadas en transfección con ARNm IVT no sólo evita este problema, sino que 

también permite una alta eficiencia. Los métodos de expresión basados en ARN tienen 

un gran potencial para la producción de vacunas y con fines terapéuticos tanto en 

medicina regenerativa como en oncología (Kwon et al., 2018; Ramaswamy et al., 2017; 

Steinle et al., 2017; Vogel et al., 2018). Las MSCs diseñadas con ARNm IVT para enfoques 

terapéuticos se han probado únicamente en el tratamiento de gliomas (Guo et al., 2016) 

y como vehículo de factores inmunomoduladores para disminuir la inflamación (Levy et 

al., 2013). En el presente trabajo, se propone el uso de ARNm IVT como una estrategia 

alternativa para obtener MSCs que expresen una proteína con fines terapéuticos en el 

HCC. Se sintetizaron dos ARNm IVT diferentes que codifican para una proteína reportera 

(DsRed) y un factor de crecimiento (GM-CSF) y se demostró que la transfección en las 

MSCs no afectó las propiedades de estas células. Las MSCs que incorporaron ARNm IVT 

no perdieron sus propiedades fenotípicas, incluyendo la ausencia de marcadores de 

inmunogenicidad y la capacidad de migrar a tumores, que son propiedades beneficiosas 

en el tratamiento del cáncer. Por otro lado, es importante señalar la facilidad y rapidez 

de la técnica empleando ARNm IVT dado que la intervención realizada a las células es de 

corta duración. Más aún, la traducción del ARN y la producción de proteínas comienzan 

en pocas horas (Zubkova et al., 2021). 

Uno de los principales obstáculos para diseñar construcciones de ARNm IVT para 

terapias basadas en ARN es la alta renovación del ARNm en las células vivas. El ambiente 
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intracelular posee diversos tipos de nucleasas que regulan la presencia de ARNm en el 

citoplasma por lo que es importante que el ARNm a sintetizar contenga las 

modificaciones químicas necesarias para mantener su integridad en el citosol y su 

estabilidad química. En el desarrollo de la síntesis química de los ARNm IVT, se utilizaron 

varias estrategias que aumentan la vida media de los ARNm de IVT, incluida la adición de 

una cola poli(A) al extremo 3', la adición de un análogo de capuchón sintético (ARCA, 3'-

O- Me-m7G(5´)ppp(5´)G) al extremo 5' y la incorporación de nucleósidos modificados 

como 5-metilcitidina (m5C) y pseudouridina (Ψ) (Anderson et al., 2010; Karikó et al., 

2008). El valor de estas modificaciones radica en asegurar, por un lado, que el ARNm IVT 

sea reconocido por las células como propio evitando generar toxicidad y, además, que el 

ARNm sintetizado sea captado por la maquinaria de traducción celular para la 

producción eficiente de proteínas foráneas. En este trabajo, durante la puesta a punto 

de la utilización de los ARNm IVT sintetizados, se encontró que dosis de 0,4 µg de ARNm 

IVT para 4 x 104 MSCs afectaba la producción de proteínas mientras que la dosis de 0,2 

µg de ARNm IVT para 4 x 104 MSCs permitía una producción sostenida de las mismas. 

Esto favoreció el rendimiento del ARNm IVT sintetizado. Por otro lado, es importante 

destacar el valor de la técnica relacionado con los tiempos de producción: encontramos 

que las MSCs transfectadas con ARNm IVT de DsRed expresaron la proteína reportera en 

tan solo 3 h y hasta 14 días post-transfección. Es importante tener en cuenta que otro 

método de expresión de proteínas transitoria, como los virus adenoasociados, requiere 

incubación durante varios días para una expresión adecuada de la proteína, mientras 

que con el ARNm IVT solo se necesitan unas pocas horas. Esta gran ventaja permite 

realizar un tratamiento biológicamente seguro durante el mismo día de la transfección. 

El presente trabajo es el primero en demostrar que las MSCs modificadas con ARNm IVT 

podrían usarse para estimular una respuesta antitumoral en el HCC, aprovechando la 

capacidad de migración y anclaje a tumores de estas células. Se sabe que las MSCs 

desempeñan funciones complejas en el entorno tumoral según la fuente de origen del 

cultivo de MSCs y el tipo de tumor (Galland & Stamenkovic, 2020). Concretamente, el 

efecto antitumoral de las MSCs aisladas del cordón umbilical humano se ha probado 

tanto in vitro como in vivo en varias células cancerosas, como las de vejiga, mama y 

melanoma, con resultados prometedores (Christodoulou et al., 2018). Sin embargo, es 
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interesante remarcar que trabajos previos de nuestro laboratorio demostraron que las 

MSCs aisladas de muestras perivasculares del cordón umbilical humano no modificaron 

el crecimiento de tumores de HCC (Bayo, et al., 2014a) por lo cual no se esperaba que 

estas células tuvieran un efecto terapéutico per se en HCC. Considerando que no hay 

reportes previos en relación a si las MSCs modificadas con ARNm IVT podrían tener un 

efecto sobre el crecimiento tumoral, demostramos al inicio del trabajo que la aplicación 

de MSC/DsRed no generó diferencias respecto a los animales controles. Este resultado 

indica que las MSCs modificadas con esta tecnología no tendrían, por sí mismas, un 

efecto terapéutico. Luego, se puso a prueba la capacidad de las MSCs para expresar GM-

CSF como estrategia inmunoterapéutica en un modelo de HCC. La elección de esta 

citoquina se basó en su función estimuladora sobre los macrófagos. Además, este tipo 

celular es particularmente abundante en el microambiente del HCC, por lo que se 

esperaba que su modulación por el GM-CSF secretado por las MSCs modificadas con su 

ARNm IVT, resultara en su polarización hacia un perfil antitumoral que contribuya a la 

inhibición del crecimiento en animales con tumor. En los experimentos in vivo realizados, 

efectivamente se observó una disminución significativa en el crecimiento tumoral.  

Para estudiar si este efecto era acotado solo a HCC, se utilizó un modelo murino de 

carcinoma colorrectal en el que, de manera similar, se observó una disminución 

significativa en el crecimiento del tumor. Estos resultados sugieren que las MSCs que 

expresan GM-CSF podrían usarse en otros tumores gastrointestinales. Una de las 

limitaciones de este resultado es que el empleo de MSC/DsRed no fue evaluado en este 

ultimo modelo murino.  

En relación a la via de administración de las células, en este trabajo inyectamos las MSCs 

en forma s.c. en la región peritumoral, pero en el futuro se podría probar la aplicación 

sistémica (inyección intravenosa), probablemente preestimulando las MSCs con el factor 

de motilidad autocrina (AMF), un tratamiento que previamente hemos demostrado que 

aumenta la migración de MSCs hacia el HCC (Bayo et al., 2014b). 

Las terapias que buscan potenciar la respuesta inmune antitumoral en favor del 

reconocimiento y la eliminación de las células malignas, conocidas como 

inmunoterapias, se han convertido en el tratamiento en primera línea para diferentes 

tipos de tumores tanto sólidos como de células de la sangre. Las principales estrategias 
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para mejorar la respuesta inmune antitumoral están dirigidas a modular la activación de 

las células efectoras de la inmunidad celular adquirida, como los linfocitos T CD8, 

bloqueando, por ejemplo, ejes de inhibición, mediados por la interacción de moléculas 

de superficie como el receptor de muerte celular programada 1 (PD-1) o su ligando, PD-

1L. La inhibición o el bloqueo de estos puntos de control se lleva a cabo, en la práctica 

clínica, mediante el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra moléculas como 

PD-1/PD-L1. De esta manera, se espera recuperar la activación de las células que infiltran 

el tumor. Para el HCC avanzado, el uso de anticuerpos monoclonales anti-PD-1 

(pembrolizumab o nivolumab) o PD-1L (durvalumab o atezolizumab) se han convertido 

en el tratamiento de elección, en combinación con agentes antiangiogénicos 

(bevacizumab) (Singal et al., 2023). A pesar de la capacidad de desarrollar respuestas 

antitumorales más duraderas y beneficios en la supervivencia para un número sustancial 

de pacientes (Sangro et al., 2021), las  evidencias experimentales y clínicas, mostraron 

que hay, al menos, dos grandes obstáculos para el éxito de las estrategias basadas en la 

inmunoterapia contra el cáncer: (i) la capacidad de las células tumorales para evadir la 

respuesta inmune, conocida como immunoescape y, (ii) la reducción del infiltrado o 

“homing” de las células inmunes dentro de los tumores. En este sentido, los mecanismos 

que median el rechazo de la respuesta inmunitaria se originan principalmente dentro del 

microambiente del tumor (Bruno et al., 2020; Cristescu et al., 2018; Duffy et al., 2017; 

Fridman et al., 2017; Sangro et al., 2021). 

Otros enfoques de la inmunoterapia se basan en mejorar la inmunogenicidad, es decir 

la capacidad de que las células tumorales sean detectadas por el sistema inmune y este 

desarrolle una respuesta específica. En un tumor se producen mutaciones génicas que 

conducen a la expresión aberrante de polipéptidos atípicos. Estos polipéptidos atípicos 

no están presentes en las células de los tejidos normales y cumplen funciones únicas, 

principalmente en la activación del sistema inmunológico para eliminar las células 

tumorales (Shang et al., 2022; Smith et al., 2019). Estos péptidos que se producen por 

mutaciones no sinónimas y otras variaciones genéticas específicas del genoma de las 

células tumorales, se denominan neoantígenos (Shang et al., 2022). Los neoantígenos 

son presentados por el CMH y reconocidos por células T endógenas. Las células T con 

especificidad por estos neoantígenos pueden llevar a la generación de un repertorio de 
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células T específico y, en consecuencia, inducir una respuesta antitumoral. Tapasina y 

Erp57 forman parte del complejo de carga de péptidos, un complejo proteico de 

membrana que se encuentra en el retículo endoplasmático y dirige la translocación y 

selección de péptidos por moléculas del CMHI. Los complejos estables de péptido-CMHI 

se expresan en la superficie celular para promover la respuesta de las células T contra 

células tumorales o infectadas (Hulpke & Tampé, 2013). Tapasina participa en la 

interacción entre las moléculas recién ensambladas del complejo mayor de 

histocompatibilidad de clase I (CMHI) y el transportador asociado con el procesamiento 

de antígenos, necesario para el transporte de péptidos antigénicos. En el presente 

trabajo encontramos un aumento en los niveles de ARNm de esas dos proteínas 

involucradas en la carga de péptidos en el CMHI, tapasina y Erp57. Considerando el rol 

que tienen ambas proteínas en la presentación antigénica, estos resultados sugieren que 

en los tumores de los animales tratados con las MSC/GM-CSF y Dox, en los cuales hubo 

un aumento de ARNm de tapasina y Erp57, hubo una mayor capacidad de las células de 

exponer sus antígenos y, por lo tanto, una mayor inmunogenicidad, es decir, la 

posibilidad de inducir una respuesta inmunitaria más efectiva que en los animales que 

solo recibieron el vehículo. Considerando que un aumento de la expresión de tapasina y 

Erp57 resulta en un aumento de la actividad de carga de péptidos, se esperaba que la 

estrategia terapéutica analizada en este trabajo permitiera un aumento en la 

antigenicidad. El aumento de Erp57 y tapasina sugiere, un aumento de la actividad de la 

maquinaria de carga de péptidos, lo cual que permitiría una mayor presentación 

antigénica a células T por parte de distintas fuentes celulares. Estos eventos descriptos 

traen como resultado un aumento de las células T que es lo que también se observó en 

las muestras de tumores de animales con el tratamiento combinado, los cuales además 

tuvieron un retraso en el crecimiento tumoral y un aumento de su sobrevida, por lo que 

podemos concluir que la mayor respuesta antitumoral podría ser explicada en parte, 

porque la utilización de doxorrubicina permite, además de la generación de ICD por 

liberación de DAMPs, un aumento de la antigenicidad del tumor por los factores 

liberados durante la ICD y que son procesados en el CMH de las células cercanas. Cabe 

remarcar que el CMHI no es una molécula exclusiva de las células del sistema inmune, 

sino que está presente en todas las células nucleadas y, presenta los péptidos procesados 

a través de la interacción del receptor CD8 de células T y las regiones de unión con el 
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CMHI (MacNabb et al., 2022). Por otro lado, cabe resaltar el papel fundamental de las 

células presentadoras de antígenos para la correcta carga de antígenos y la presentación 

antigénica, ya que una vez que las células tumorales son detectadas en una primera 

instancia, la respuesta específica se desarrolla a partir de la interacción entre los 

receptores CD80 y/o CD86 en una célula presentadora de antígenos y el receptor CD28 

en una célula T, para finalizar la activación de esta últimas. En el presente trabajo se 

seleccionó el GM-CSF para estimular principalmente a las células dendríticas y a los 

macrófagos, que son células que se encuentran en el microambiente tumoral en el HCC. 

En algunos trabajos se ha utilizado la aplicación intratumoral de GM-CSF para melanoma 

y cáncer de mama como estrategia para el reclutamiento y estimulación de células 

dendríticas con buenos resultados (Dranoff et al., 1993; Ferrucci et al., 2021; Toda et al., 

2000); sin embargo, otros trabajos han reportado que el GM-CSF puede tener efectos 

inmunosupresores sobre el HCC (Lurje et al., 2021). Para superar esta limitación, se ha 

probado el uso de GM-CSF en combinación con IL-12 o la secuencia de GM-CSF insertada 

en un vector de virus oncolítico para lograr efectos antitumorales sinérgicos en modelos 

de HCC (Chang et al., 2007; Park et al., 2008). En este trabajo se plantea el uso de dosis 

bajas de doxorrubicina para inducir la liberación de DAMPs, que por unión a los 

receptores de células dendríticas y en presencia de GM-CSF, se produciría una mayor 

presentación antigénica en el microambiente del HCC. La disponibilidad de GM-CSF en 

el microambiente del tumor determina su eficacia y este aspecto es muy importante en 

el diseño de una terapia.  En este sentido, existen varias estrategias que pueden 

localmente concentrar la citoquina. Con respecto a los vectores virales, la dosis de GM-

CSF podría ser más difícil de determinar dado que, las proteínas expresadas por este 

método se expresan de manera constitutiva y por tiempos prolongados. Sin embargo, 

utilizando ARNm IVT, verificamos mediante varios experimentos independientes que la 

producción de GM-CSF por las MSCs estaba dentro de un rango específico (1,48-2,09 

μg/ml 2x105 MSCs) y que en condiciones determinadas la producción de GM-CSF era 

reproducible, lo cual tiene sentido dado que las cantidades de proteína producida 

pueden limitarse a la cantidad inicial de ARNm IVT. La posibilidad de controlar los niveles 

de producción de la proteína permitió en el modelo in vivo utilizado en este trabajo una 

inhibición significativa del crecimiento tumoral. El tratamiento con GM-CSF ha sido 

previamente utilizado en modelos subcutáneos de tumores gastrointestinales (Chen et 
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al., 2013; Chen et al., 2021; Martinez et al., 2012; Mashima et al., 2020). En el trabajo 

de Martinez y cols., se ha demostrado en un ensayo clínico que la administración de GM-

CSF en pacientes con cáncer colorectal metastásico, aumenta significativamente la 

circulación de células dendríticas y permite una disminución de células T reguladoras, 

que promueven un ambiente inmunosupresor (Martinez et al., 2012). En el trabajo de 

Chen y cols., se describe un retraso en el crecimiento tumoral en animales que 

previamente habían sido administrados con células que producían GM-CSF, en la forma 

de una vacuna. En este trabajo, la aplicación de una dosis de MSC/GM-CSF una vez 

establecido el tumor, tuvo un efecto sobre el desarrollo del mismo resultando en un 

retraso del crecimiento del tumor en animales que recibieron las MSC/GM-CSF respecto 

de los animales control (Chen et al., 2013).  

En los últimos años, se ha demostrado que ciertos fármacos utilizados para 

quimioterapia, como las antraciclinas, desencadenan la muerte celular inmunogénica 

(ICD). Después del tratamiento con estos fármacos, las células tumorales expresan 

DAMPs, que incluyen HMGB1 liberada desde el núcleo, la translocación de calreticulina 

desde el retículo endoplásmico a la superficie celular y ATP secretado al medio 

extracelular, lo que promueve su reconocimiento por parte de las células inmunes (Garg 

et al., 2015). En este sentido, la administración de agentes que puedan promover el daño 

de las células tumorales y su eliminación mediante ICD constituye una buena estrategia 

para mejorar la eficacia de los tratamientos contra el cáncer. Además, las células 

malignas que comienzan un proceso de muerte, que son eliminadas por las células T, 

inician una respuesta inmune específica del tumor que puede contribuir al 

reconocimiento de las células tumorales vivas (Yuan et al., 2021). Esta respuesta 

antitumoral podría inducir posteriormente beneficios clínicos a largo plazo en pacientes 

iniciados con quimioterapia citotóxica y mejorados por un plus inmunológico (Galluzzi et 

al., 2015). Particularmente para el HCC, estudios recientes han demostrado que las 

inmunoterapias disponibles pueden mejorarse mediante la modulación de células del 

sistema inmunológico innato, como los neutrófilos y los macrófagos (Hao et al., 2022; 

Leslie et al., 2022). Teniendo en cuenta estos hallazgos, utilizamos dosis bajas de Dox 

para potenciar el efecto de MSC/GM-CSF. En este trabajo, demostramos que el medio 

condicionado de la línea celular Hepa129 previamente tratada con Dox tuvo un potente 
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efecto in vitro sobre la línea celular de macrófagos J774, aumentando los niveles de 

ARNm de citoquinas proinflamatorias y la expresión de las moléculas co-estimuladoras 

(CD80 y CD86). Es importante resaltar, que los macrófagos asociados a tumores (TAM) 

se encuentran entre las células inmunitarias más abundantes que infiltran el 

microambiente tumoral y están presentes en todas las etapas de la progresión del cáncer 

de hígado (Cheng et al., 2022); por lo tanto, la eficacia del enfoque terapéutico puesto a 

prueba en este trabajo permite la estimulación de los macrófagos a un perfil 

proinflamatorio por dos vías, por un lado a través del GM-CSF y por otro, el efecto de los 

DAMPs y la exposición y carga de neoantígenos por parte de las células presentadoras 

de antígenos inducidos por la Dox. De esta forma se aprovecha la presencia de los TAM 

en el hígado estimulando su perfil proinflamatorio, sumado a la contribución por parte 

de otras células presentadoras de antígenos que son reclutadas a la zona del tumor. 

Precisamente, en el modelo in vivo estudiado en este trabajo, se demostró que dosis 

bajas de Dox en combinación con MSC/GM-CSF aumentaban el número de macrófagos 

(F4/80+), el número de células T citotóxicas (CD3+/CD8+) y los niveles de citoquinas 

proinflamatorias a nivel intratumoral, resultados que sugieren el desarrollo de una 

respuesta específica o la activación de células T.  

En este trabajo no se realizaron experimentos que permitan demostrar un aumento de 

células dendríticas maduras en el modelo in vivo, sin embargo, se encontró a nivel de 

ARNm un aumento del marcador CD11c en animales a los que se les administró el 

tratamiento combinado de MSC/GM-CSF + Dox. El marcador CD11c se encuentra 

presente en células dendríticas con lo cual, este resultado confirmaría al menos un 

aumento de la proporción de células dendríticas dentro del tumor y sumando esto a un 

aumento de la presentación antigénica. En su conjunto estos resultados sugieren que la 

estrategia utilizada en este trabajo podría favorecer el desarrollo de una respuesta 

específica, ya que la función del CMHI es presentar fragmentos de proteínas producidas 

en el interior de las células a los linfocitos T y posteriormente desarrollar una respuesta 

específica y que un aumento de la presencia de células dendríticas otorgaría una mayor 

especificidad a esa respuesta.  

Una limitación del trabajo consiste en que al analizar los mecanismos subyacentes al 

efecto terapeutico observado, no se evaluaron los tratamientos individuales (MSC/GM-
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CSF y Dox), con lo cual, no se puede discernir cuál sería el aporte de cada tratamiento 

individual al efecto global observado. A pesar de las limitaciones mencionadas, nuestro 

tratamiento, que es la combinación de MSC/GM-CSF y Dox tiene un efecto demostrado 

sobre la evolución de los tumores y la sobrevida de los animales. Para dilucidar el 

impacto de cada tratamiento individual en el efecto obtenido, destacamos que son 

necesarios experimentos adicionales para confirmar estos fenómenos. Finalmente, 

aunque el modelo murino utilizado se eligió debido a la similitud intrínseca del sistema 

inmunológico con el humano, enfatizamos que sería de gran interés reproducir estos 

experimentos en modelos de ratón humanizado.  
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6. Conclusión 
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En este trabajo demostramos que la transfección utilizando ARNm IVT es efectiva para 

una rápida y sostenida expresión de proteínas, que presenta una ventaja crucial en el 

diseño de terapias celulares en comparación con los vectores. La naturaleza de esta 

técnica que se fundamenta en el uso de la maquinaria de traducción celular para la 

producción de factores es el principal aporte a la bioseguridad. Este trabajo muestra 

claramente que las MSCs que producen GM-CSF por la incorporación de ARNm IVT, 

podrían usarse para estimular una respuesta antitumoral en el HCC aprovechando las 

propiedades de tropismo de las MSCs. Además, proporcionamos pruebas sólidas de que 

la secreción de GM-CSF por las MSCs diseñadas con ARNm IVT en combinación con dosis 

bajas de Dox disminuyen significativamente el crecimiento del HCC. Tanto la droga (Dox) 

como las células (MSC/GM-CSF), actúan de manera sinérgica retrasando el crecimiento 

tumoral. Se propone que estos efectos probablemente sean el resultado de un aumento 

de la inmunogenicidad del microambiente tumoral por activación y reclutamiento de 

células presentadoras de antígenos y por otro lado, el establecimiento de un mayor 

repertorio antigénico, dados los resultados obtenidos sobre el aumento de la expresión 

de moléculas relacionadas a la presentación antigénica. Los cambios en el 

microambiente tumoral por la liberación de factores a nivel local de las MSC/GM-CSF y 

la aplicación de una dosis mínima de Dox, propician el escenario para una mayor 

circulación de células T que posibilita una respuesta específica, aunque en este trabajo 

no se ha demostrado el establecimiento de este tipo de respuesta. En conclusión, las 

MSCs diseñadas con ARNm IVT podrían ser una herramienta novedosa para mejorar las 

estrategias actuales de tratamiento del HCC.  
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Figura 24. Representación esquemática de los posibles eventos desencadenados por el 
tratamiento combinando MSC/GM-CSF y Dox dentro de los tumores. 
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