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RESUMEN

Una de las principales causas de mortalidad oncoldgica a nivel mundial es el
cancer de pulmon de células pequefias (CPCNP). En los ultimos afios, la inmunoterapia
se ha posicionado como punto estratégico en el tratamiento de esta patologia debido a la
limitada eficacia de las terapias tradicionales y aparicion de resistencias. En este contexto,
OX40L, perteneciente a la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF), ha sido
reconocido como alternativa prometedora. Sin embargo, su localizacion espacial y su
papel inmunomodulador ain no estan caracterizados. Por ello, este estudio valora su papel
in vitro tras la sobreexpresion del gen OX40L en tres lineas celulares murinas de CPCNP
(KLNZ205, Lacun3y LLC) en procesos de proliferacion, migracion e invasion celular. Los
resultados obtenidos demostraron que OX40L desempefia un rol dual: puede estimular la
migracion del tumor y, simultaneamente, ser restrictivo en la diseminacion metastésica.
Esta dualidad funcional destaca la relevancia de utilizar modelos que sean competentes
en el sistema inmunologico, considerando el microambiente tumoral, y la exigencia de
realizar analisis moleculares de alta resolucién para identificar su actividad biol6gica en
el marco de CPCNP.

Palabras clave: OX40L, cancer de pulmdn no microcitico, inmunoterapia, proliferacion,

migracién, invasion.

ABSTRACT

Non-small cell lung cancer (NSCLC) represents one of the primary causes of
cancer related deaths globally. In recent years, immunotherapy has gained prominence as
a therapeutic strategy for this malignancy, largely due to the limited success of
conventional treatments and the development of resistance mechanisms. Within this
scenario, OX40L, a member of the TNF ligand superfamily, has been identified as a
potentially valuable therapeutic target. Nevertheless, its tissue distribution and
immunomodulatory functions remain insufficiently elucidated. This research explores its
in vitro role by overexpressing the OX40L gene in three murine NSCLC cell lines
(KLN205, Lacun3, and LLC), evaluating its influence on cell proliferation, migration,
and invasion. The results revealed that OX40L exhibits a bifunctional role: it may enhance

tumor migration while concurrently limiting metastatic spread. This functional



ambivalence underscores the relevance of employing immunocompetent experimental
models that integrate the tumor microenvironment and emphasizes the necessity of
conducting high-resolution molecular analyses to better understand its biological role in
NSCLC.

Keywords: OX40L, non-small cell lung cancer, immunotherapy, proliferation,

migration, invasion.

1. INTRODUCCION

El cancer de pulmon es una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
representando aproximadamente 1,76 millones de fallecimientos anuales, lo que supone
un desafio sanitario global. La alta recurrencia y el pobre prondstico asociado, -
especialmente en pacientes con metéstasis, donde la tasa de supervivencia a 5 afios es de
apenas el 4% -, han incrementado la carga global, y por ello, es crucial buscar una
transformacion en los enfoques de tratamiento y diagndéstico (Lahiri et al., 2023; Thai et
al., 2021).

Esta patologia oncoldgica se clasifica de manera histolégica en dos tipos: cancer de
pulmon de células pequefias (CPCP) o microcitico y cancer de pulmén de células no
pequefias (CPCNP) o no microcitico, representando este Gltimo el 80-85% de los casos
(Zugazagoitia & Paz-Ares et al., 2022).

Dentro del CPCNP, se encuentran tres subtipos:

1. Adenocarcinoma de pulmén (LUAD): es el mas comun y se origina en las células
glandulares alveolares y suele aparecer en regiones periféricas del pulmon,
representando el 40% de los casos. No obstante, evoluciona lentamente facilitando
su deteccion temprana (Lahiri et al., 2023).

2. Carcinoma de células escamosas (LUSC): afecta al 25-30% de los casos y se
genera en celulas basales traqueobronquiales (Lahiri et al., 2023).

3. Carcinoma de células grandes: constituye el 5-10% de los casos, carece de
diferenciacion escamosa o glandular y suele metastatizar de manera muy rapida
(Lahiri et al., 2023).



El tratamiento tanto del CPCP como del CPCNP esta basado en el estadio, asi como
en la presencia de las alteraciones genéticas y en la expresion de ligando de muerte
programada 1 (PD-L1) (Zugazagoitia & Paz-Ares et al., 2022). En el caso del CPCNP,
la primera linea terapéutica incluye el uso de terapias dirigidas si se identifican
mutaciones tratables, asi como la reseccion quirurgica cuando esta es viable. Si no se
detectan dichas mutaciones, pero la expresion de PD-L1 es > 50%, se aboga por la
inmunoterapia como tratamiento inicial (Reck et al., 2019). En ausencia de expresion
elevada de PD-L1, se emplea quimioterapia basada en compuestos de platino, sola o en

combinacion con inmunoterapia.

En cuanto al tratamiento de segunda linea, se inicia inmunoterapia si no se utilizo
previamente. En los casos de progresion tras una terapia dirigida, se considera el cambio
a otra terapia focalizada o quimioterapia basada en platino. Cuando no existen opciones
de tratamiento dirigido ni indicacion para inmunoterapia, se recurre a esquemas de

guimioterapia con agentes variados (Li et al., 2023).

La introduccion de inhibidores de PD-1 en estadios avanzados ha demostrado un
aumento significativo en la supervivencia global de los pacientes (Zugazagoitia & Paz-
Ares et al., 2022). Ademas, tanto la quimioterapia como la radioterapia son terapias
convencionales con una eficacia limitada debido a su caracter inespecifico y al desarrollo

de resistencia tras su uso prolongado (Li et al., 2023).

La eficacia de cualquier tratamiento depende en gran medida de la respuesta
antitumoral del sistema inmunolégico. Sin embargo, las células tumorales presentan baja
antigenicidad por su origen aut6logo, lo que dificulta el reconocimiento inmunitario de
antigenos asociados a tumores y neoantigenos en los estadios iniciales. Asimismo, las
células malignas logran el escape inmunoldgico debido a mecanismos intrinsecos, como
la ausencia o baja expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad y
moléculas coestimuladoras, asi como empleando otros procesos internos tales como la
regulacion negativa de expresion de antigenos tumorales y la alteracion del
microambiente tumoral (TME), incluyendo células supresoras como macréfagos
asociados a tumores o células T reguladoras (Tregs). Estos procesos contribuyen al

agotamiento linfocitario manifestando la expresion de moléculas inhibitorias como el
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antigeno 4 del linfocito T citotdxico (CTLA-4), el gen de activacion de linfocitos-3 (LAG-
3) 0 PD-1, entre otros. Esta expresion inhibitoria conduce a la reduccion de la liberacion
de citoquinas proinflamatorias y al establecimiento de un estado refractario a la

reactivacion (Rui et al., 2023).

Ante la necesidad de posicionar a las células del sistema inmunoldgico como
fundamento principal en las estrategias terapéuticas, surgio la inmunoterapia. En las
ultimas décadas, su uso ha mejorado la supervivencia y calidad de vida de los pacientes
(Domnariu etal., 2021). Una de las aproximaciones mas destacadas es el uso de
inhibidores de puntos de control inmune (ICP), como CTLA-4 y PD-1/PD-L1. Los
inhibidores de CTLA-4 activan las células T en etapas tempranas, mientras que los de

PD-1/PD-L1 reactivan la respuesta inmune en fases mas avanzadas (Oosting et al., 2022).

Sin embargo, el uso individual de estos inhibidores genera resistencia intrinseca,
alterando el reconocimiento inmunitario, la sefializacion celular y la respuesta a dafio en
el ADN. De igual modo, se promueve la resistencia extrinseca asociada al TME donde la
pérdida de homeostasis entre mediadores proinflamatorios e inmunosupresores favorece
la infiltracion de células inmunosupresoras. Por esta razén, se ha optado por un enfoque
sinérgico, bloqueando simultaneamente ambas vias inhibitorias para potenciar la eficacia
terapéutica. No obstante, esta estrategia conlleva eventos adversos inmunomediados. En
este contexto, los anticuerpos biespecificos (bsAb) han emergido como una alternativa
terapéutica prometedora al dirigirse simultaneamente a dos epitopos diferentes,
permitiendo modular el TME, revertir la inmunosupresion y reducir los efectos adversos.
Un ejemplo es cadonilimab (AK104), un bsAb dirigido frente a CTLA-4 y PD-1, que
bloquea sus respectivas interacciones y posee una mayor afinidad por linfocitos
infiltrantes de tumores (TILs) presentes en el TME. En un estudio multicéntrico en
pacientes con CPCP que no respondieron a la primera linea de tratamiento, cadonilimab,
solo o combinado con quimioterapia, logré mejorar la supervivencia global (Chen et al.,
2024).

La aplicacion de la inmunoterapia en la primera linea muestra evidencia de
efectividad, pero su empleo en la segunda linea sigue siendo muy limitada, ya que la

heterogeneidad intratumoral compromete la eficacia de los tratamientos. La tecnologia de
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segmentacion de perfiles espaciales digitales (DSP) es capaz de analizar diferencias tanto
protedmicas como transcriptémicas entre regiones tumorales y estromales, consiguiendo
predecir la respuesta a inmunoterapia y explorar nuevas vias implicadas en la resistencia
a esta a través de firmas moleculares. Concretamente, en un estudio realizado en pacientes
con CPCNP tratados con KN046, bsAb especifico contra CTLA-4 y PDL-1, se identifico
una firma estromal con alto poder predictivo para estudiar la respuesta a inmunoterapia
(AUC=0.838). Dicho avance es clave para mejorar el disefio de los ICP ya existentes y
descubrir nuevas dianas terapéuticas, permitiendo asi una medicina personalizada basada

en evidencia molecular (Cheng et al., 2024).

Otra terapia emergente son las vacunas, que permiten generar una respuesta inmune
especifica mediante la introduccion de antigenos tumorales. Aunque algunas han
mostrado resultados prometedores en etapas tempranas, la mayoria no han logrado
mejorar la supervivencia de los pacientes en fases clinicas avanzadas (Lahiri et al., 2023),
en parte por la limitada infiltracion tumoral y la aparicion de resistencias. Una posible
alternativa son las vacunas multiepitopicas, siempre que se conozcan los mecanismos de
evasion inmunitaria. Entre las mas destacadas se encuentra CIMAvax-EGF, una vacuna
peptidica aprobada en varios paises para el CPCNP y que induce una respuesta inmune
contra el factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Neninger Vinageras et al., 2008).
Existen también vacunas vectoriales como TG4010 que expresa MUCL e interleucina 2,
mostrando respuesta radioldgica en el 29,5% de pacientes con CPCNP (Rochlitz et al.,
2003), actualmente en estudio combinado con nivolumab. Otra estrategia, es la
administracion intratumoral de vacunas basadas en células dendriticas (DC) modificadas
con el gen CCL21, que ha demostrado una activacion robusta de las células T CD8+ en
CPCNP avanzado. Su combinacién con pembrolizumab se encuentra en ensayo de fase I,
con resultados alentadores en modelos murinos resistentes a anti-PD-1 (Lahiri et al.,
2023; Lee et al., 2017). Sin embargo, la vida corta de las DC y su complejidad limitan su
aplicacion, siendo necesario profundizar acerca de su optimizacion. Por ultimo, las
vacunas alogénicas y de ADN, no han logrado resultados concluyentes en pacientes con

CPCNP, debido en cierta medida a la heterogeneidad mutacional (Lahiri et al., 2023).

La inmunoterapia ha identificado nuevas moléculas coestimuladoras que podrian

potenciar la respuesta inmune antitumoral. Entre ellas destaca OX40 (TNFRSF4/CD134),
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una glucoproteina transmembrana tipo 1 perteneciente a la superfamilia del factor
necrosis tumoral (TNF), y su ligando OX40L (TNFSF4/CD252), una glucoproteina
transmembrana tipo 1l expresada como trimero y con estructura similar a otras moléculas
de la superfamilia TNF. Ambas juegan un papel crucial en la inmunorregulacién. OX40
se expresa principalmente en células T activadas, tanto efectoras como reguladoras, y
potencia sefiales de activacion como CD28, IL-2 y su receptor (IL-2R) (Weinberg et al.,
2010). Asimismo, se encuentra en células natural Killer (NK), macréfagos, neutréfilos,
mastocitos y células B. Esta proteina interacciona con OX40L, presente en las células
presentadoras de antigeno, activa vias de sefializacion clave, como NF-xB y PI3K/AKkt,
promoviendo la expresion de genes antiapoptoéticos (como Bcl-2) y favoreciendo la
supervivencia, proliferacion y funcion citotoxica de células T. Ademas, tiene efectos en
la produccion de citoquinas y con ello, poder sobre la diferenciacion de las células T
CD4+ hacia Thl, Th2 0 Th17. Asimismo, favorece la formacion de linfocitos de memoria,

fortaleciendo una respuesta adaptativa duradera (Thapa et al., 2024).

No obstante, el efecto inmunorregulador de OX40 varia en funcion del contexto
inmunolégico. En el CPCNP, donde las mutaciones en KRAS de son frecuentes, la
activacion de OX40 podria potenciar la eficacia de los inhibidores de MEK, como se ha
observado en cancer de mama triple negativo. Estudios in vitro e in vivo, muestran que el
uso de agonistas de OX40 puede modular la funcion de Tregs de forma contexto-
dependiente. En un TME favorable, esta activacion reduce la expresion de FOXP3 a
través de vias como AKT-mTOR, disminuyendo la funcién inmunosupresora de las
células Tregs frente células T efectoras, DC y células NK. Esto se asocia con una
reduccion del factor de crecimiento transformante beta (TGF-p), interfiriendo en la
diferenciacion a Tregs, y promoviendo un aumento en la produccion de IL-6, IL-4 e
IFN-y, citocinas que fortalecen la respuesta efectora por parte de las células T (Thapa et
al., 2024) (Figura 1).

Sin embargo, en ausencia de un entorno de citocinico favorable, OX40 puede
promover la supervivencia, expansion y diferenciacion de Tregs. En modelos murinos, el
bloqueo de IFN-y e IL-4 elimind el efecto inhibidor de OX40 sobre FOXP3. Ademas, la
activacion de OX40 puede inducir la produccién de IL-2 por celulas T CD4+, un factor

esencial para la expansion de Tregs, contrarrestando parcialmente la inhibicién de su
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funcién reguladora. (Thapa et al., 2024).

Este comportamiento dinamico refleja el objetivo del sistema inmunitario de
preservar la homeostasis, regulando el equilibrio entre las células T efectoras y Tregs,

fundamental para una respuesta antitumoral eficaz (Thapa et al., 2024).

Survivint

Increased T cell activation, proliferation
and survival

Figura 1: Interaccion OX40/OX40L vy su sefalizacién resultante, promoviendo supervivencia de los
linfocitos T efectores y disminucién de la inmunosupresion tumoral al inhibir la funcién de Tregs.

2. MARCO TEORICO

En este contexto, OX40L se ha identificado como potencial terapéutico, llevando
al desarrollo de una vacuna de ARNm encapsulada en nanoparticulas lipidicas con
resultados prometedores en carcinoma hepatocelular. Se administr6 via intratumoral en
modelos murinos, demostrando una disminucion del volumen tumoral con un perfil de

seguridad favorable (Deng et al., 2022).

El primer ensayo clinico de fase | en humanos con agonistas de OX40 se llevo a
cabo con MOXR0916, anticuerpo monoclonal 1gG1 humanizado, en pacientes con
tumores s6lidos avanzados con el objetivo de estimular células inmunitarias agotadas. El
tratamiento logro estabilizar la enfermedad en el 33% de los pacientes, con un perfil de
toxicidad aceptable. Sin embargo, su aplicacion clinica presenta desafios. Por un lado,

MOXR0916 podria eliminar Tregs mediante citotoxicidad celular dependiente de
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anticuerpos; por otro, podria aumentar su numero al estimular la liberacion de IL-2,
generando efectos opuestos (Kim et al., 2022). Ademas, la combinacion de agonistas de
Dectin-1 y OX40, podria favorecer la activacion de DC al desencadenar un aumento de
IL-9 y la diferenciacion de células T hacia el subtipo Th9, lo que incrementaria la

respuesta citotoxica antitumoral (Thapa et al., 2024).

En un estudio previo realizado en el laboratorio (Baena Espinar, 2024), se busco
identificar y validar biomarcadores de respuesta y resistencia a la inmunoterapia
anti-PD-1 en pacientes con CPCNP tratados con pembrolizumab, un anticuerpo
monoclonal dirigido contra PD-1. Para ello, se analizaron 144 muestras tumorales fijadas
en parafina (cohorte ITX_1LM) utilizando la tecnologia GeoMx® DSP, que permite
cuantificar 36 proteinas relacionadas con la respuesta inmune, diferenciando entre los
compartimentos tumoral e inmune gracias a su alta resolucién espacial. Los resultados
revelaron que la expresion de OX40L en el compartimento tumoral se asocia de forma
robusta con una mayor supervivencia libre de progresion (SLP), independientemente de
los niveles de expresion de PD-L1(Figura 2). Ademas, este hallazgo fue validado en tres
cohortes externas de pacientes con CPCNP, consolidando a OX40L, particularmente en
el compartimento tumoral, como un biomarcador pronéstico favorable y una posible

nueva diana terapéutica subsidiaria a estrategias actuales.

A) Supervivencia libre de progresion por expresion OX40L. B) Supervivencia libre de progresion por expresion OX40L.
Cohorte ITX_1LM Subconjunto de identificacion Cohorte ITX_1LM.Subconjunto de validacion

10 N Mediana SLP (IC 95%) 104 N Mediana SLP (IC 95%)
10.3°Cuartil 27 5.7 meses (0.9-10.5 meses) ! 1°.3° Cuartil 51 6.2 meses (1.1-11.4 meses)
—— 4°Cuarti 9 35.2 meses (Intervalo no alcanzado) —— 4°Cuartil 17 Mediana no alcanzada

HR 0.75 (0.57-0.96) Long-Rank p = 0.046 HR 0.77 (0.62-0.96) Long-Rank p = 0.016

1

{
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Figura 2: Supervivencia libre de progresion de la cohorte ITX_1LM de pacientes con CPCNP en
funciéon de la expresion de OX40L por subconjuntos. A) Subconjunto de identificacion. B)
Subconjunto de validacion. Las curvas de SLP fueron calculadas mediante el método Kaplan- Meier
dependiendo de la expresion de OX40L (3er cuartil como punto de corte). Los pacientes se agruparon
considerando la expresién de OX40L en dos grupos: nivel bajo (1-3er cuartil, visible en azul) y en nivel
alto (4°, observable en rojo). Se representa la mediana de supervivencia, al igual que los pacientes vivos en
cada marca temporal (Baena Espinar, 2024).

12



El efecto directo de la expresion de OX40L en células tumorales no ha sido
caracterizado con precision. Por ello, el presente estudio plantea evaluar si la
sobreexpresion de OX40L en lineas celulares murinas de CPCNP maodifica funciones
clave del comportamiento celular en ensayos in vitro, contribuyendo a un fenotipo menos

agresivo con relacion al aumento de supervivencia observada.

3. OBJETIVOS

El objetivo general es evaluar el impacto de la sobreexpresion del gen OX40L en
lineas celulares de CPCNP de origen murino.
Los objetivos especificos son:
e Caracterizacion funcional de las lineas con y sin sobreexpresion del gen OX40L.

» Determinar la capacidad proliferativa, con el fin de averiguar si dicha
proteina influye en el crecimiento in vitro.

» Analizar la capacidad migratoria de células y, por tanto, determinar la
influencia en el comportamiento motil de las células tumorales, valorando
su implicacion en la progresion tumoral y diseminacion metastasica.

» Estudiar el potencial invasivo y con ello, estudiar la capacidad de las
células tumorales para atravesar estructuras similares a las del entorno

tumoral in vivo en presencia de OX40L.

4. MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

Se emplearon tres lineas celulares de CPCNP de origen murino: KLN205, Lacun3 'y
Lewis Lung Carcinoma (LLC). La linea KLN205 es una linea de cancer de pulmon que
muestra caracteristicas de un LUSC originado a partir de un tumor espontaneo en un raton
DBA/2. La linea Lacun3 es derivada de un LUAD. Por ultimo, la linea LLC se originé a
partir de un LUAD espontaneo en un raton C57BL/6 (Tabla 1).

Cada linea celular fue cultivada y mantenida con un medio concreto: KLN205 con
medio esencial minimo (MEM; Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU) suplementado

con aminoacidos no esenciales (NAA; Thermo Fisher Scientific, NY, EE. UU) + 10% de
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suero de ternera fetal bovino (FBS; Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU). Lacun3 con
medio del instituto Roswell Park (RPMI) GlutaMAX™ (ThermoFisher Scientific, NY,
EE. UU) + 10% de FBS, y LLC con medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM,;
Merck, Alemania) + 10% de FBS. Ademas, esta linea es la Unica en presentar un patrén
de crecimiento mixto (adherente y en suspension), ya que las otras dos lineas restantes

crecen de manera adherente (Tabla 1).

Linea Origen Clasificacion | Crecimiento Medio

celular histopatologica

KLN205 | Tumor LUSC Adherentes MEM + NAA +
pulmonar  en 10% FBS
DBA/2

Lacun3 Tumor humano | LUAD Adherentes RPMI
(CPCNP) diferenciado GlutaMAX™  +

10% FBS

LLC Tumor LUAD Adherentes/En | DMEM + 10% FBS
pulmonar  en | indiferenciado | suspension
C57BL/6

Tabla 1. Caracteristicas de las lineas celulares empleadas y las condiciones de cultivo.

De manera previa al presente trabajo, en el laboratorio se llevo a cabo la produccion
de lentivirus en células empaquetadoras HEK293T a través de lipofeccion con el kit
Lipofectamine™ 3000 (Invitrogen, CA, EE. UU). Los plasmidos empleados fueron:
pReceiver-LV156 (con o sin el gen de interés OX40L), pMD2g (genes de envoltura viral)
y psPAX2 (genes de replicacion viral). Como resultado, se generaron dos tipos de
lentivirus:

e LV156 OX40L, contiene gen OX40L ademéds de un gen de resistencia a

puromicina.

e LV156 ExNeg, como control negativo, unicamente con el gen de resistencia a

puromicina.

Tras la produccion viral, se realizo la transduccion de las tres lineas celulares
mencionadas. Para seleccionar Unicamente las células que habian sido transducidas, se
llevd a cabo un tratamiento con puromicina, garantizando asi la obtencion de las
poblaciones celulares estables cony sin presencia del gen OX40L en el vector. Por ultimo,
la expresion del gen OX40L se confirmd mediante citometria de flujo (ver siguiente
apartado).
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Citometria de flujo

La expresion del gen OX40L se evalué mediante citometria de flujo en las lineas
celulares KLN205, Lacun3y LLC, tanto en las OX40L como en las ExNeg. Ademas, para
establecer los niveles de autofluorescencia, se incluyeron tres controles unstained, uno
por cada linea celular. En primera instancia, las células fueron lavadas con 1 ml de tampdn
fosfato salino (PBS; Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU) y se centrifugaron durante
5 minutos a 400g. Tras la aspiracion del sobrenadante, las células se resuspendieron en
100 puL de una mezcla de bloqueo constituida por 90% de PBS con tampon de bloqueo de
albumina de suero bovino (BSA; Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU) al 1%, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA; Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU) 2M y 10%
Mouse Fc Blocking Reagent (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU) con el fin de
bloquear los receptores Fc y evitar uniones inespecificas. Las muestras se incubaron a 4°C
durante 10 minutos. A continuacion, se preparé el anticuerpo contra OX40L (clon
RM134L, PE, eBioscience™, Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU) a partir de una
titulacion previamente calculada (1 pL/muestra), diluido en PBS con BSA al 1%, EDTA
2M. Por cada muestra, se anadieron 100 pL del anticuerpo diluido o de PBS con BSA al
1%, EDTA 2M (unstained). Seguidamente, se incubaron 30 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente. Tras la incubacién, se lavo con 1 ml de PBS y se centrifugaron
durante 5 minutos a 400g. Tras eliminar el sobrenadante, las muestras fueron
resuspendidas en 300 uL de DAPI (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU) diluido
1:3000 en PBS con BSA al 1%, EDTA 2M para las muestras tefiidas o 300 uL. de PBS
con BSA al 1%, EDTA 2M para los controles (unstained). Por tltimo, 300 puL de cada
muestra fueron transferidas a tubos FACS sin filtrar, y se mantuvieron en oscuridad hasta
su lectura en el citdmetro de flujo DXFLEX Flow (Beckman Coulter Life Sciences, IN,
EE. UU). El analisis fue llevado a cabo en el programa FlowJo_V10 (BD Life Sciences,
OR, EE. UU).

Ensayo de proliferacion MTT

Para evaluar si la sobreexpresion de OX40L podia afectar a la capacidad
proliferativa de las lineas celulares in vitro, se realizo el ensayo de MTT, empleando el
kit de ensayo de viabilidad celular CyQUANT™ MTT (Thermo Fisher Scientific, MA,
EE. UU), analizando el crecimiento celular a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas. El ensayo MTT
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es una tecnica colorimétrica basada en la capacidad de las enzimas mitocondriales activas
en reducir el reactivo bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
con color amarillo en formazan, visible en morado. EI experimento se llevo a cabo en 5
placas de 96 pocillos, una para cada dia, en las cuales se sembraron 10.000 células por
pocillo en 100 uLL del medio adecuado para cada linea, teniendo 5 réplicas por condicién
(OX40L y ExNeg) de cada linea celular. La placa correspondiente a cada dia se centrifugo
durante 5 minutos a 400g y se elimind el medio. A continuacion, se afiadieron 100 puL de
RPMI 1640 sin rojo de fenol (Thermo Fisher Scientific, NY, EE. UU) y 10 uL del reactivo
MTT por pocillo, a una concentraciéon final de 0,5 mg/ml. Se incubé durante dos horas y
media a 37 °C y 5% CO.. Tras ello, se centrifug6 de nuevo durante 5 minutos a 400g, se
quitaron 80 uL de medio y se afiadieron 50 L por pocillo de dimetilsulfoxido (DMSO).
Por dltimo, se incubd durante 10 minutos a 37 °C y se analizO mediante un
espectrofotometro (VICTOR Nivo™; PerkinElmer, MA, EE. UU) a una absorbancia de
540 nm. Los resultados se analizaron con el software GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, CA, EE. UU).

Ensayo de herida

Para analizar si la sobreexpresion de OX40L afecta a la capacidad migratoria de
las células in vitro, se llevé a cabo un ensayo de herida. Para ello, se sembraron 400.000
células por pocillo (confluencia = 90%) en placas de 12 pocillos de las tres lineas celulares
mencionadas bajo las dos condiciones experimentales (OX40L y ExNeg), realizdndose
por triplicado cada condicion de cada linea. A las 24 horas, con las células en una
confluencia = 100% se generd la herida usando una punta de pipeta de 200 plL.
Seguidamente, se cambi6 el medio para eliminar las células despegadas y se realizaron
fotos de las placas en el microscopio Zeiss™ Axio Vert. Al (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Oberkochen, Alemania) con contraste de fases (objetivo 10x), desde las O hasta
las 56 horas. Por ultimo, las imagenes fueron analizadas usando el plugin
Wound_healing_size_tool a través del software Image J (National Institutes of Health —
NIH, MD, EE. UU).
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Ensayo de transwell Matrigel.

Con el propdsito de determinar si la sobreexpresion del gen OX40L influye en la
capacidad invasiva de las células en condiciones in vitro, se efectu6 un ensayo de
transwell con Matrigel® (Corning Inc., NY, EE. UU) para evaluar la capacitacion de las
células para atravesar una barrera similar a la matriz extracelular. Cada condicién
experimental (OX40L y ExNeg) para cada linea celular se realizé por duplicado. En
primer lugar, el Matrigel se descongel6 en hielo y fue diluido 1:3 en RPMI sin FBS. A
continuacion, en una placa Transwell (Corning Inc., NY, EE. UU) de p24, se afiadieron
100 pL de la mezcla en el centro del inserto correspondiente a cada pocillo. Para permitir
la gelificacion del Matrigel, la placa se incub6 a 37°C durante 1 hora. Posteriormente, se
sembraron 500.000 células por inserto, resuspendidas en un volumen de 200 pL del medio
correspondiente sin FBS. En la parte inferior de cada camara, se afiadieron 550 uL del
medio correspondiente con FBS al 10%, actuando este como quimioatrayente. La placa

se incub6 48h para permitir la migracion celular hacia el compartimento inferior.

Posteriormente, se descartd el medio de la parte superior de la camaray las células
no invasoras se eliminaron suavemente con el uso de un hisopo humedecido con PBS. La
cara inferior de la membrana fue lavada con PBS, y las células invasoras se fijaron con
200 pL de paraformaldehido (PFA; Electron Microscopy Sciences, PA, EE. UU) al 4%
durante 15 min a temperatura ambiente. Se retird el PFA restante y se realizaron 3 lavados
con PBS. Para la tincion, se depositaron 600 pL de cristal violeta al 0.1% en cada pocillo
de una nueva placa de p24. Seguidamente, se introdujo cada inserto en cada uno de los
pocillos y se realiz6 una incubacién de 20 minutos a temperatura ambiente. Se retiro el
exceso de colorante y se realizaron 3 lavados con PBS para su eliminacién completa. Los
insertos se dejaron secar entre 15-30 minutos a temperatura ambiente y se afiadieron
200 pL de etanol al 100% en el centro de cada inserto. La placa se incubé durante 10-15
minutos con agitacion suave a temperatura ambiente, consiguiendo solubilizar el tinte
absorbido por parte de las células fijadas. Por ultimo, el contenido eluido se transfirié a
una placa de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia a 570 nm, usando etanol como blanco,
en el espectrofotometro (VICTOR Nivo™; PerkinElmer, MA, EE. UU). Finalmente, el

analisis cuantitativo se llevo a cabo mediante el software GraphPad Prism 8.
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Analisis estadistico

El analisis estadistico realizado en los ensayos funcionales fue ANOVA de dos vias.
Estadisticamente, se considerd N1 a la variante de OX40L, y N2 a la condicion ExNeg,

ademas el nivel de significancia establecido fue de p valor = 0.05.

Al existir riesgo de aumentar el error de tipo | (falsos positivos) al realizar multiples
comparaciones, se utilizo la prueba de Sidak en los ensayos. Esta correccion permite
ajustar el nivel de significancia para cada comparaciéon individual, preservando la

significancia global del analisis.

5. RESULTADOS
Analisis de citometria de flujo: Evaluacién de la expresion de OX40L.

Con el propésito de confirmar la identificacion fenotipica (OX40L y ExNeg) de
las tres lineas celulares estudiadas, se llevo a cabo una citometria de flujo para evaluar la
expresion de OX40L.

En cada una de las tres lineas celulares de origen murino, la variante con
sobreexpresion de OX40L presenta un aumento de sefial de fluorescencia correspondiente
al anticuerpo frente a la proteina de OX40L (PE) en comparacion con la condicion ExNeg,
confirmando la expresion de dicha proteina. La variante ExNeg presenta una
fluorescencia cercana a la autoflorescencia basal (unstained), validando ser un control

negativo adecuado para el estudio (Figura 3).
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Figura 3: Evaluacion de la sobreexpresion de OX40L mediante citometria de flujo. Resultados de la
evaluacion fenotipica mediante citometria de flujo en tres lineas celulares murinas: KLN205 (A), Lacun3
(B) y LLC (C). Los datos se representan en histogramas, donde se muestran las dos variantes
experimentales: OX40L (en rosa) y ExNeg (en azul). El eje X indica la intensidad de fluorescencia en el
canal FL2-A (OX40L-PE), mientras que el eje Y representa el nimero de células (conteo).

Andlisis de proliferacion celular en células con y sin sobreexpresion de OX40L

Con el fin de evaluar si la sobreexpresion del gen OX40L puede afectar a la
capacidad proliferativa de las células tumorales, se llevo a cabo el ensayo de proliferacion
MTT, durante 96 horas en las tres lineas celulares de raton.

En el caso de la linea celular KLN205, ambos grupos mostraron un crecimiento
similar hasta las 72 horas. Sin embargo, a las 96h se observo un aumento significativo de
la viabilidad celular en la condicion ExNeg con respecto a OX40L, como se muestra en
la Figura 4A. [F (1,23) = 89,58; p < 0,0001]. En ese tiempo, el tamafio muestral fue de
N1 =3y de N2=2.

En la linea celular Lacun3, se observé un aumento de la viabilidad en el grupo
OX40L con respecto al ExNeg, con diferencias significativas en el tercer y cuarto dia,
representado en la figura 4B. En el dia 3, el tamafio muestral fue de N1= 4y de N2= 3
[F (1,27) = 21,48; p = 0,0004]. En el dia 4, se incluyeron de N1=5 y de N2=2
[F (1,27) = 37,42; p <0,0001].
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En la linea celular LLC, al contrario que en la Lacun3, se observd una mayor
proliferacion celular en la condicion ExNeg a las 72 y a las 96 horas
[F (1,26) = 121,44 ; p < 0,0001] (Figura 4C). El tamafio muestral fue de N1= 2 y de
N2=3, igual en ambos dias.
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Figura 4: Ensayo MTT de proliferacion celular. Graficos de lineas representando los resultados
obtenidos del ensayo de MTT en las tres lineas celulares de raton: KLN205(A), Lacun3(B) y LLC (C).
Dentro de cada linea celular se observa la comparacion de las dos condiciones experimentales; OX40L en
rosa y ExNeg en azul. En todas las gréficas, el eje X representa el tiempo a nivel de dias, y en el eje Y se
ilustra los valores de absorbancia de los distintos dias, restado a la absorbancia media obtenida del dia cero
correspondiente a cada condicion. Se muestran los datos en diagramas de puntos como las medias +
desviacion estandar. ANOVA de 2 vias: comparando OX40L vs ExNeg (*; p<0,05), (**; p<0,01), (***;
p<0,005), (****; p<0,001).

Andlisis de cierre de herida: Evaluacién de la capacidad migratoria

Con el objetivo de analizar la capacidad migratoria en base a las condiciones
experimentales (OX40L y ExNeg) de cada linea celular, se realizé un ensayo de herida y
se obtuvieron las areas de las mismas, transformadas en porcentaje de cicatrizacién de las

diferentes imagenes tomadas a las distintas horas (Figura 5).
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En la linea celular KLN205, la condicion OX40L parece migrar mas rapidamente,
a pesar de presentar una herida con mayor area inicial, cerrando la herida a las 48 horas,
mientras que en la condicion ExNeg la herida sigue sin estar totalmente cerrada en la
ultima medicion (56 horas). Sin embargo, no existen diferencias estadisticamente

significativas entre ambas condiciones (Figura 6A).

En la linea celular Lacun3, el patron de cierre no es tan uniforme en comparacion
a las otras lineas. Concretamente, la condicién OX40L muestra una mayor eficiencia
migratoria con respecto a la ExNeg, siendo significativa entre las 27 [F (1,36) = 9,32 ; p
=0,0376] y las 30 horas [F (1,36) =9,51; p =0,0346] (Figura 6B).

En la linea celular LLC, la cinética de migracion en ambas condiciones es muy
similar y convergen los dos grupos de manera veloz hasta el cierre casi por completo de

la herida en torno a las 48 horas (Figura 6C).
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Figura 5: Panel de imagenes del ensayo de herida. Se muestran las fotos realizadas a distintas horas (0,
3, 6,9, 24,27, 30, 48 y 56) de las tres lineas celulares de origen murino: KLN205(A), Lacun3 (B) y LLC
(C) usando el objetivo 10x y con una barra de escala de 50 um. Para cada condicidn, se muestra una imagen
representativa de cada triplicado perteneciente a cada linea celular.
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Figura 6: Ensayo de herida. Gréficos de lineas mostrando los resultados obtenidos del ensayo de herida
en tres lineas celulares de raton: KLN205(A), Lacun3(B) y LLC (C). Dentro de cada linea celular se observa
la comparacion de dos condiciones experimentales; OX40L en rosa y ExNeg en azul. En todas las gréficas,
el eje X representa el tiempo medido en horas y en el eje Y se muestra el porcentaje de area de la herida,
siendo la variable dependiente. Se muestran los datos en diagramas de puntos como las medias + desviacién
estandar. ANOVA de 2 vias: comparando OX40L vs ExNeg (*; p<0,05), (**; p<0,01), (***; p<0,005),
(****; p<0,001).

Analisis de invasién transwell con matrigel

Con la finalidad de averiguar si la sobreexpresion de OX40L puede afectar a la
capacidad invasiva de las células tumorales, se llevd a cabo el ensayo de transwell con

matrigel en las tres lineas celulares de raton.

En la linea celular KLN205, la condicién ExNeg muestra una absorbancia mayor
que la condicion OX40L, reflejando una disminucion de la capacidad invasiva de esta
ultima. No obstante, no existen diferencias estadisticamente significativas entre ambas

condiciones (Figura 7).

En la linea celular Lacun3, al igual que en la linea KLN205, las células de la
condicion ExNeg fueron capaces de invadir el matrigel de manera estadisticamente
significativa con respecto a la condicién OX40L [F (1,6) = 11,33 ; p =0,0447] (Figura 7),
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indicando una mayor propension a la invasion tumoral.

En la linea celular LLC, la condicién OX40L muestra una absorbancia levemente
mayor que la ExNeg, sugiriendo una mayor capacidad invasiva. Sin embargo, no existen

diferencias significativas entre ambas condiciones experimentales (Figura 7).
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Figura 7: Ensayo de invasién. Gréafico de barras representando los resultados del ensayo de transwell con
matrigel en las tres lineas celulares de origen murino: KLN205, Lacun3, LLC. En el contexto de cada linea,
se visualiza la comparacion entre ambas condiciones experimentales; OX40L en rosa y ExNeg en azul. En
el eje X, se observa las distintas lineas celulares y en el eje Y, se encuentra reflejado los valores de
absorbancia restados a la absorbancia media obtenida del blanco (etanol). Se muestran los datos en
histogramas como las medias + desviacién estandar. ANOVA de 2 vias: comparando OX40L vs ExNeg
(*; p<0,05), (**; p<0,01), (***; p<0,005), (****; p<0,001).

6. DISCUSION Y ENFOQUE ODS SOSTENIBILIDAD
6.1 Discusion

El objetivo del estudio fue evaluar la capacidad proliferativa, migratoria e invasiva
de lineas celulares de raton de CPCNP, con y sin sobreexpresion de OX40L, para
caracterizar dichas lineas in vitro y, en un futuro, realizar estudios in vivo que permitan

valorar el papel de OX40L como diana terapéutica emergente.

Hasta la fecha, el papel molecular de OX40L en células tumorales no ha sido
caracterizado en profundidad. Tal como se observd en estudios previos del grupo de
investigacion, otras investigaciones han analizado cohortes de pacientes con distintos
tipos de tumorales, como glioblastoma (Shibahara et al., 2015) o cancer de pancreas

(Chen et al., 2022), observando una asociacion entre la expresion de OX40L en células
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tumorales y una mayor supervivencia. Asi mismo, en un estudio in vivo se observo una
disminucion de Ki67, proteina nuclear que se expresa en las células en proliferacion, en

los ratones cuyos tumores expresaban OX40L (Deng et al., 2022).

Estos resultados podrian apuntar una menor proliferacion de las células OX40L
positivas. Sin embargo, los datos obtenidos en este trabajo mediante el ensayo de MTT,
no parecen indicar que la sobreexpresion de OX40L, por si misma, tenga un efecto claro
en la capacidad proliferativa in vitro. En concreto, las lineas celulares KLN205y LLC
con sobreexpresion de OX40L presentan una reduccion del crecimiento, mientras que la

linea Lacun3 OX40L muestra un incremento respecto a la condicién ExNeg.

Cabe destacar, que la asociacion de los niveles de expresion de OX40L en células
tumorales con una mayor supervivencia de los pacientes fue mas notable cuando se
combinaba con una elevada expresion del receptor OX40 en células inmunitarias
infiltrantes (Chen et al., 2022). Esto sugiere que la expresion de OX40L en células
tumorales, por si sola, no basta para afectar su capacidad proliferativa. Es probable que
se requiera de la activacion del receptor OX40 en las células del sistema inmune para
inducir su proliferacion (Yan et al., 2013), la liberacion de citoquinas (Ohshima et al.,
1997) vy, en definitiva, generar un microambiente mas inmunogénico que limite el
crecimiento tumoral. Para confirmar esta hipotesis, es necesario llevar a cabo estudios in
vitro utilizando organoides derivados de tumores en co-cultivo con células del sistema
inmunoldgico o estudios in vivo que ayuden a caracterizar las células tumorales que
expresan OX40L empleando tanto modelos de raton con inmunodeficiencia congeénita

(nude) como con un sistema inmunolégico integro (singénicos).

Con respecto a la capacidad migratoria e invasiva, la mayoria de los estudios
publicados, como se ha mencionado anteriormente, asocian tumores con alta expresion
de OX40L con una mayor supervivencia, lo que implicaria que dichas propiedades no se
ven aumentadas en estas células tumorales. En el estudio de Xie et al., 2010, se analizd
mediante inmunohistogquimica la expresion de OX40 y OX40L en tejidos de carcinoma
ductal in situ (DCIS) e invasivo (IDCa) de mama. Los resultados mostraron la correlacion
entre una alta expresion de OX40 y el estado de metéastasis en los ganglios linfaticos, lo

que sugiere una posible relacion con la progresion tumoral. Sin embargo, no se observaron
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diferencias significativas entre los niveles de expresion de OX40L entre el grupo de DCIS
y el de IDCa.

Los resultados obtenidos mediante el ensayo de herida parecen indicar un ligero
aumento de la capacidad migratoria de las células con sobreexpresion de OX40L, aunque
solo es significativo en la linea celular Lacun3. La sefializacion inversa (reverse
signaling) es un fendbmeno de creciente interés, especialmente en el contexto tumoral e
inmunoldgico, que se ha descrito en otros ligandos de la superfamilia TNF como CD70,
CD40L, FasL, RANKL. Mediante este proceso, tras la union del ligando con su receptor,
se produce un reordenamiento del ligando en la membrana y con ello la transduccion de
la sefial hacia el interior de la célula portadora del ligando. Esto puede activar vias de
sefializacion intracelulares y promover la migracion. Este fendmeno se ha descrito en el
ligando FasL, presente en células tumorales de melanoma, activando la via de
sefializacion de JNL y PI3K/Akt (Malarkannan, et al.,2020), o en el ligando RANKL,
donde se demostré un aumento en migracion e invasion en células tumorales de mama y

préstata. (Casimiro et al., 2013).

En cuanto a la capacidad invasiva, los resultaron mostraron que las células
tumorales con sobreexpresion de OX40L presentan una menor invasividad in vitro con
respecto a la condicién ExNeg. Es importante aclarar que los procesos de migracion e
invasion estan relacionados, pero no son anadlogos. En el primero se analiza la movilidad
celular en una condicién bidimensional mientras que en el segundo implica la aparicion
de una matriz extracelular, degradable tras la activacién de mecanismos adicionales
(Justus et al., 2014).

Con relacién a esta observacion, estudios transcriptomicos aplicados a cohortes
de pacientes tumorales, demostraron que los tumores que exhiben un perfil de expresion
génica asociado a un fenotipo mesenquimal, se encuentran correlacionados con una
sobreexpresion de ICP, incluyendo OX40L. Esto puede indicar que OX40L actia como
respuesta compensatoria inmunomoduladora con respecto a fenotipos mas agresivos en

determinados contextos tumorales (Mak et al., 2016).
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Este estudio presenta una serie de limitaciones a tener en cuenta. En primer lugar,
el empleo Unicamente de modelos in vitro sin la presencia de células pertenecientes al
sistema inmunitario ni un contexto inmunocompetente, impide comprender el papel
inmunomodulador de OX40L. Ademés, el nimero de lineas celulares utilizadas fue
limitado disminuyendo la representacion de la diversidad tumoral de CPCNP,

comprometiendo todo ello a la extraccion y generalizacion de conclusiones relevantes.

6.2 Enfoque ODS/ Sostenibilidad

El presente TFG se adapta a los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) que
han sido establecidos por la Organizacion de las Naciones Unidas en la Agenda 2030. En
particular, cumple con el ODS 3: Salud y Bienestar, teniendo el propdsito de asegurar una
vida sana para todas las personas independientemente de su edad. Este estudio contribuye
al cumplimiento de dicho objetivo al abordar la comprension de los mecanismos
moleculares que subyacen a la progresion tumoral, teniendo como fin encontrar una nueva
diana terapéutica y por ende, conseguir un tratamiento dirigido a pacientes con CPCNP.
Esto mejoraria su calidad y supervivencia, ademas de reducir el coste econémico y
medioambiental resultante de abordajes terapéuticos menos especificos, favoreciendo una

sanidad mas eficiente y sostenible (Organizacién de las Naciones Unidas, 2023).

7. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

7.1 Conclusiones

e La transduccion lentiviral de las lineas celulares de ratbn con CPCNP induce una
expresion constitutiva de OX40L.

e La sobreexpresion del gen OX40L no presenta un efecto consistente sobre la
capacidad proliferativa in vitro.

e La migracion celular in vitro aumenta en las lineas celulares con sobreexpresion del
gen OX40L con respecto a la condicion ExNeg, independientemente de la capacidad
proliferativa, siendo significativo unicamente en la linea Lacun3.

e La capacidad de invasion in vitro no se incrementa con la sobreexpresion de OX40L,

a pesar del aumento observado en la migracion celular.

26



7.2 Proyeccion futura

Los resultados obtenidos plantean seguir investigando el papel inmunomodulador
de OX40L. Una linea prioritaria en el futuro seria evaluar el comportamiento de células
tumorales con sobreexpresion de OX40L en presencia de células del sistema inmune, con
el objetivo de poder comprender su rol en el TME. Por ello, se propone la utilizacion de
modelos de co-cultivo con linfocitos T y la validacién en modelos murinos in vivo. Un
punto relevante seria la incorporacion de analisis transcriptomicos (RNA-seq) e incluso
protedmicos facilitando la identificacion de vias intracelulares controladas por la
sobreexpresion de OX40L. Ademas, la evaluacion exhaustiva mediante técnicas de
analisis espacial como DSP y COSMx Spatial Molecular Imaging, disponibles en el
laboratorio, permitiria identificar con precision la localizacion de OX40L,
particularmente en células tumorales de CPCNP y las relaciones con otros tipos celulares.
Ademas, su expresion se podria correlacionar con el estado de activacion del sistema
inmunitario y con otros biomarcadores presentes en el TME. Todo ello, contribuiria a la
generacion de nuevas estrategias combinadas, consiguiendo un aumento de eficacia

terapéutica en los tratamientos aplicados a pacientes con CPCNP.
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