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1. Introduccion

El cancer de préstata es una de las neoplastias mas comunes en la poblacion masculina y
representa una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. La investigacion
sobre el cancer ha avanzado considerablemente con el desarrollo de diversos modelos
experimentales que permiten dilucidar los mecanismos celulares que producen esta patologia
y de esta forma desarrollar nuevas terapias. En este contexto, las células LNCaP (Lymph
Nnode Carcinoma of the Prostate) derivadas de una metastasis de cancer de prostata humano
en un ganglio linfatico, son una herramienta in vitro valiosa para el estudio de la progresion
del padecimiento y la evaluacion de nuevos tratamientos ya que son células andrégeno-
dependentes. Los ratones “NUDE” o desnudos debido a su estado inmunodeficiente,
permiten el crecimiento de las células tumorales humanas con menor rechazo,
proporcionando un modelo in vivo ideal para los estudios del crecimiento tumoral y
metéstasis.

Al implantar estas células en un modelo animal, se busca observar como se comportan y
progresan los tumores en un entorno biolégico controlado. Este tipo de estudios es
fundamental para comprender mejor la progresion del cancer, identificar nuevas dianas
terapéuticas y evaluar nuevos tratamientos por lo que el objetivo de esta investigacion es
desarrollar un modelo de crecimiento tumoral con la linea celular de cancer de prostata
LNCaP en ratones desnudos atimicos.

2. Planteamiento del problema y justificacion

El cancer de prostata (CaP) es una enfermedad de alta prevalencia y mortalidad en la
poblacion masculina. A nivel mundial, alrededor del 21% de los hombres han desarrollan
cancer de prostata, de los cuales, el 16. 5% muere por metastasis (Cabeza et al., 2023). La
progresion del CaP suele ser lenta y, en etapas tempranas, el tumor responde bien a
tratamientos como la privacion de andrégenos y puede ser curado quirdrgicamente. Sin
embargo, en etapas avanzadas, el CaP a menudo hace metastasis principalmente en los huesos
y ganglios linfaticos, volviéndose resistente a la castracion (Wang, 2011).

El CaP metastasico puede ser mortal, y a pesar de los avances en el desarrollo de tratamientos,
aun no se ha desarrollado una terapia que lo erradique en aquellos que la padecen (Wang,
2011). En México, siete de cada diez casos se detectan en etapas avanzadas, lo que disminuye
significativamente la probabilidad de curacion (secretaria de salud, 2022). Debido al



prondstico fatal de esta enfermedad, es fundamental desarrollar nuevos farmacos o
tratamientos para aumentar la supervivencia de los pacientes.

El principal desafio en la investigacion es el desarrollo de modelos animales que reproduzcan
con precision las caracteristicas del carcinoma prostatico humano. Para poder desarrollar
nuevos tratamientos, se han utilizado modelos como los ratones genéticamente modificados
(GEMM) y quimicamente transformados. Sin embargo, estos, no han sido eficaces para
desarrollar xenoinjertos de células humanas, como las células LNCaP (de Souza et al., 2021;
Jain et al., 2021).

Para superar esta limitacion, los ratones inmunodeficientes, como los ratones “NUDE”
(desnudos), han sido de gran utilidad en el estudio de diversos tipos de cancer, incluyendo el
CaP, por su baja tasa de rechazo a los xenoinjertos de células humanas (de Souza et al., 2021;
Jung et al., 2017). En este contexto, en el laboratorio se busca desarrollar un modelo para el
crecimiento tumoral utilizando la linea celular LNCaP en ratones desnudos.

3. Objetivos
3.1. Objetivo general

Desarrollar un modelo de crecimiento tumoral mediante el xenoinjerto subcutaneo de células
LNCaP en ratones desnudos.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Cultivar células LNCaP para el desarrollo de xenoinjertos en ratones desnudos.

3.2.2. Preparar esponjas de gelatina hemostatica cargadas con células LNCaP, para
inducir el desarrollo de tumores subcutaneos en un grupo de ratones atimicos.

3.2.3. Elaborar inyectables que contengan células LNCaP utilizando Matrigel®, para
inducir el desarrollo tumoral en la préstata de ratones atimicos.

3.2.4. Administrar los inyectables directamente en la prdstata de ratones atimicos, para
inducir el crecimiento tumoral en el sitio ortotopico.

3.2.5. Implantar las esponjas cargadas con células LNCaP por via subcutanea en la
region de la escapula derecha de ratones atimicos jovenes y adultos, para inducir
el crecimiento de protuberancias tumorales.

3.2.6. Medir el volumen de las protuberancias y calcular la incidencia tumoral en ratones
jévenes y adultos.

3.2.7. Analizar el impacto de la edad en el desarrollo y crecimiento tumoral en los
ratones desnudos.



4. Marco teorico
4.1. La prostata

La prostata es una glandula fibromuscular intrinseca del sistema reproductor masculino,
ubicada debajo de la vejiga (Figura 1). Su principal funcion es producir liquido prostatico,
componente esencial del semen, que regula la eyaculacion y promueve la maduracion de los
espermatozoides (Garg et al., 2021; Gogola et al., 2024)

La prostata se distingue en el epitelio glandular y el estroma prostatico. El epitelio glandular,
que constituye la mayor parte de la masa prostéatica, esta dividido en tres zonas: de transicion,
central y periférica, siendo esta Ultima, el lugar de origen m&s comun de adenocarcinomas
(Gogola et al., 2024; Lee et al., 2011)

Conducto pancredtico

Uretra

Figura 1. Anatomia e histologia de la glandula prostética. Creada con BioRender.

El epitelio glandular contiene acinos y conductos revestidos por células luminales, basales y
neuroendocrinas (Ittmann, 2018). Las células luminales producen liquido y antigeno
prostaticos especifico (PSA), una proteasa utilizada en el diagnostico de enfermedades
prostaticas (Gogola et al., 2024; Rebello et al., 2021). Las células basales mantienen a las
células luminales y, las neuroendocrinas responden a estimulos secretando neuropéptidos y
citocinas para la homeostasis epitelial (Ittmann, 2018). Durante el desarrollo de la préstata,



las células luminales derivan de la diferenciacion de las células basales en respuesta a los
androgenos (Lee et al., 2011).

El estroma prostatico contiene células de musculo liso, fibroblastos, miofibroblastos y fibras
de coldgeno (Rebello et al., 2021). Estas células expresan receptores androgenicos (RA),
receptores de estrogeno y 5a-reductasa (SRD5A), y factores de crecimiento esenciales para
el desarrollo y mantenimiento del epitelio glandular (Isaacson et al., 2020).

4.1.1. Control hormonal

El crecimiento y desarrollo de la préstata dependen de los andrdgenos, hormonas esteroidales
sintetizadas en testiculos, piel, préstata y glandulas suprarrenales (Gogola et al., 2024). La
testosterona (T), producida por las células de Leydig es la principal hormona sexual en los
hombres, promoviendo el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias.
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Figura 2. La sintesis de T esta regulada por la hormona luteinizante producida por la
adenohipdfisis. En la préstata, la T, es convertida a DHT, metabolito que se une con mayor
afinidad al RA. Creada con BioRender.



En la prostata, la T se convierte en su metabolito mas activo, la dihidrotestosterona (DHT)
mediante la accion de la enzima SRD5A (Figura 2) (M. Cabeza et al., 2023; Gogola et al.,
2024; Zhu & Imperato-McGinley, 2009). La DHT es importante para la diferenciacion de
la prostata y los genitales masculinos externos. En consecuencia, la DHT ha sido implicada
en la patogénesis de varias afecciones prostaticas (Cabeza et al., 1999; Costanzo, 2021; De
Falco & Laforgia, 2021).

4.2. Cancer de prostata

El cancer de prostata (CaP) es una de las neoplastias que afecta con mayor frecuencia a la
poblacién masculina y representa la segunda causa de muerte por cancer a nivel mundial
(Rebello et al., 2021; Testa et al., 2019). EI CaP es causado por la acumulacion de mutaciones
en genes de la via de sefializacion del RA y en la metabolizacion de la testosterona. Estas
mutaciones pueden convertir a las células prostaticas en cancerosas al desactivar genes
supresores de tumores y activar oncogenes, lo que conduce a una proliferacion celular
descontrolada (Figura 3) (Sekhoacha et al., 2022). Las mutaciones mas comunes incluyen
fusiones y amplificaciones en los oncogenes C-MYC y en AR (Cascardo & Cotignola, 2023;
Rebello et al., 2021)

Préstata normal Neoplasia intraepitelial Cancer de prostata Met&stasis
Préstatica

Figura 3. Progresion de los tumores prostaticos. Creada con BioRender.

Aungue el mecanismo exacto de la carcinogénesis no estd completamente definido, se cree
que el CaP se origina a partir de células madre o de la poblacion amplificadora de transito
(TAP) en la capa basal (Lee et al., 2011). Las mutaciones provocan, la expresién simultanea
de marcadores de células luminales y basales, alterando la diferenciacion celular normal.
Durante la progresion de tumores prostaticos, se observa pérdida de células basales,
expansion del compartimento luminal y un cambio en la composicion de la membrana basal
(Lee etal., 2011; Testa et al., 2019).

El crecimiento y progresion del CaP son mediados por la sefializacién de androgenos a través
de los RA, por lo que la principal terapia es la privacion de androgenos (Gogola et al., 2024;



Kmetova et al., 2018). Si la enfermedad se encuentra localizada puede tratarse mediante
radioterapia, prostatectomia y quimioterapia. Si no se trata a tiempo, puede metastatizar a
otros 6rganos como los ganglios linfaticos, y los huesos, volviéndose resistente a la
castracion, en el cual el crecimiento y desarrollo del CaP se vuelve independiente de los
androgenos (Garg et al., 2021; Gogola et al., 2024).

4.3. Células LNCaP

La linea celular LNCaP son ampliamente utilizadas en la investigacion del CaP, fueron
aisladas de una biopsia de un ganglio linfatico supraclavicular con metastasis de CaP (Lim
et al.,, 1993; Sobel & Sadar, 2005). Estas células son sensibles a los androgenos,
especialmente a la 5a-DHT y, presentan un cariotipo aneuploide (Horoszewicz et al., 1983;
Sobel & Sadar, 2005). Asimismo, conservan muchas caracteristicas de las células prostaticas
normales, incluyendo la expresion de marcadores como el RA, PSA vy fosfatasa acida
prostatica (Lim et al., 1993; Sobel & Sadar, 2005).

Cultivo de células LNCaP
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Figura 4. Componentes del medio de cultivo para el crecimiento de células LNCaP. Creada con
BioRender.



4.3.1. Condiciones del cultivo

El cultivo de células LNCaP requiere condiciones ambientales y nutricionales especificas
para mantener su viabilidad y caracteristicas bioldgicas (Figura 4). EI medio de cultivo mas
utilizado es el RPMI- 1640, enriquecido con suero fetal bovino (FBS) en concentraciones de
2.5% a 10%, suministrando asi los factores de crecimiento esenciales para la proliferacion
celular (Horoszewicz et al., 1983; Sobel & Sadar, 2005).

Ademas, se adicionan antibidticos como penicilina y estreptomicina para prevenir la
contaminacion (Larrdn Lopez et al., 2000; Mufioz, 2023; Venera et al., 2022). Las
condiciones ambientales dptimas incluyen incubar las células en una atmosfera con un 5%
de CO2a 37 °C (M. Cabeza et al., 2023; Mufoz, 2023; Venera et al., 2022).

4.4. Ratones Nude

Los ratones inmunodeficientes como los ratones “nude”, son modelos in vivo adecuados para
estudiar el CaP, debido a su capacidad de aceptar tejidos humanos con bajo rechazo (Lim et
al., 1993; Punt et al., 2020).

4.4.1. Caracteristicas

Descubiertos en 1966, los ratones desnudos presentan inmunodeficiencia debido a una
mutacién recesiva en el cromosoma 11, caracterizandose por la ausencia de pelo (Figura 5)
y un timo rudimentario que impide la generacion de linfocitos T funcionales (Costales, 2012;
Okada et al., 2018; Punt et al., 2020; Reth, 1995).

El gen defectuoso, FOXN1, codifica un factor de transcripcion crucial para la diferenciacion
y supervivencia celular en el epitelio timico y la piel, causando la pérdida de pelo e
inmunodeficiencia (Costales, 2012; Punt et al., 2020).

Figura 5. Fotografia de ratén desnudo (nu/nu) (Punt et al.,2020).



4.4.2. Desarrollo de tumores

En la investigacion oncologica, los ratones desnudos se utilizan para el desarrollo de tumores
(Figura 6) a través de la implantacién de células cancerosas humanas o tejidos tumorales, de
manera heterotdpica u ortotopica (Nowicki, 2021).

Los xenoinjertos heterotopicos son utilizados con mayor frecuencia, consisten en la
inyeccion de células cancerosas en un sitio anatomico distinto al del tumor original,
generalmente de forma subcutanea. Este modelo permite inyectar una gran cantidad de
celulas para asegurar el crecimiento tumoral, es adecuado para muchos tipos de cancer y
facilita la observacion del desarrollo tumoral y la evaluacion de la respuesta al tratamiento
(Costales, 2012; de Souza et al., 2021). La limitacion de este modelo es la pérdida de
interaccion entre células cancerosas y el microambiente especifico del tumor (de Souza et
al., 2021; Jain et al., 2021).

Los xenoinjertos ortotopicos, consiste en inyectar células cancerosas en el mismo sitio donde
se produjo el tumor en humanos (Rubio-Manzanares Dorado, 2017). En este modelo el
microambiente se asemeja al del tumor humano y genera capacidad metastatica, aunque la
cirugia para la implantacion de las células puede disminuir la supervivencia de los ratones y
requiere mayor tiempo para observar el crecimiento tumoral (de Souza et al., 2021; Nowicki,
2021).

Para mejorar la viabilidad del injerto, se usan ratones desnudos jovenes de entre 5y 10
semanas de edad, los cuales carecen de un sistema inmune adaptativo, aunque con la edad
acumulan algunos linfocitos T activos. Ademas, conservan el sistema inmune innato,
incluyendo las células asesinas naturales (NK), que pueden afectar el desarrollo tumoral al
eliminar células cancerosas (de Souza et al., 2021; Fidler, 1986).

El microambiente tumoral cumple un papel fundamental en el mantenimiento del tumor,
proporcionando sefiales supresoras o promotoras de crecimiento (de Souza et al., 2021). Es
por ello por lo que utilizar proteinas de membranas basales fisioldgicas, como Matrigel®,
derivado del tumor EHS, que contiene Proteoglicanos de heparan sulfato, colageno tipo 1V,
entactina, aminina y factores de crecimiento, ha demostrado mejorar el éxito del
xenotrasplante al promover la diferenciacion celular, mejorar la supervivencia del injerto y
aumentar el crecimiento tumoral en ratones. (Benton et al., 2014; de la Fuente, 2021; de
Souza et al., 2021; Kleinman & Martin, 2005; Passaniti et al., 2022).
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Modelo de xenoinjerto derivado de linea celular (CDX)

Linea celular £)
tumoral LNCaP \

\
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Figura 6. Desarrollo de un Xenoinjerto derivado de la linea celular LNCaP en ratones ‘“nuinu”
utilizando Matrigel. Creada con BioRender.

Tradicionalmente, Matrigel ha sido el estandar para crear el microambiente necesario para el
crecimiento tumoral en xenoinjertos. Sin embargo, a pesar de sus beneficios, Matrigel
presenta varias limitaciones por la variabilidad en su composicion y la presencia de
contaminantes xenogénicos lo que puede interferir en los resultados de los estudios en los
que se utilice. Por lo que se han buscado alternativas a Matrigel, entre las que destacan las
esponjas de gelatinas hemostaticas (Aisenbrey & Murphy, 2020; Kleinman & Martin, 2005).
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4.4.3. Esponjas de gelatina hemostatica

Las esponjas hemostaticas de gelatina son dispositivos médicos ampliamente utilizados para
controlar el sangrado en procedimientos quirdrgicos y en manejo de heridas traumaticas.
Estan compuestas de gelatina porcina o bovina, una proteina natural derivada del colageno,
lo que les permite proporcionar un entorno tridimensional que simula la matriz extracelular
(Aisenbrey & Murphy, 2020; Zhang et al., 2018).

Gracias a sus propiedades estériles, insolubles en agua, flexibles, absorbibles y
biocompatibles, estas esponjas no solo son efectivasen la hemostasia, sino que también
representan una excelente opcion como soporte para cultivos celulares y modelos de
xenoinjertos (Figura 7). Su capacidad para absorber fluidos y mantener una estructura porosa
favorece la adhesion y proliferacion celular (Aisenbrey & Murphy, 2020; Rohanizadeh et al.,
2008).

Actualmente, existen diversas marcas comerciales en el mercado, entre ellas VETSPON® y
Gelfoam®, las cuales han sido empleadas en investigaciones biomédicas e ingenieria de
tejidos como andamios para el crecimiento celular y regeneracién tisular (Cui et al., 2012;
Rohanizadeh et al., 2008; Sakai et al., 2001).

Fibroblastos
adheridos en la
esponja

Esponja de gelatina hemostatica

Figura 7. Cultivo celular sobre una esponja de gelatina hemostéatica. Creada con BioRender.
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5. Materiales y métodos

5.1. Preparacion del injerto de las celulas LNCaP

5.1.1. Cultivo celular

Las células LNCaP se sembraron en matraces de tejidos con medio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI- 1640) complementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de
antibidtico (penicilina/estreptomicina). Las celulas se mantuvieron en condiciones
controladas a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO hasta su uso.

5.1.2. Tripsinizacion de las células

Cuando el cultivo celular alcanz6 una confluencia entre un 80% y un 100%, las células se
lavaron con una solucién tampon de fosfato (PBS), y se disociaron de la superficie del matraz
empleando una solucion de tripsina/EDTA. Posteriormente, se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 minutos. El pellet celular obtenido se resuspendié en una cantidad adecuada de
medio RPMI-1640, y se realizd el conteo celular empleando una camara de Neubauber y
tincion con azul de tripano.

5.1.3. Preparacion y Siembra de células LNCaP en esponjas de gelatina

Se cortaron discos de esponja de gelatina Surgispon® de 0.3 cm de espesor y 0.6 cm de
didmetro utilizando un perforador. Estos discos se depositaron en una placa de 96 pocillos y
se inyectaron 20 pL de una suspension celular que contenia 2x10° células LNCaP en medio
RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB. Tras una incubacién de 1 hora para permitir la
adhesion celular, se afiadié medio suplementado en cantidad suficiente para cubrir los discos.
Las esponjas se mantuvieron en incubacion bajo las mismas condiciones de cultivo hasta su
implantacion.

5.1.4. Preparacion del inyectable bioldgico

Se prepararon inyectables bioldgicos que contenian una suspension celular de 2 x 10 células
LNCaP en 10 pL de medio RPMI- 1640 suplementado con 10% de SFB. Previamente, se
descongelé Matrigel® a 4°C, y se mezclo con la suspension celular en una proporcion 1:1.
Los inyectables se mantuvieron en hielo durante todo el proceso para evitar la solidificacion
del Matrigel® y garantizar su viabilidad hasta el momento de su uso.
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5.2. Preparacion del Modelo in vivo

5.2.1. Adquisicion y manejo de los animales.

Se utilizaron 20 ratones atimicos nu/nu machos, adquiridos de la Unidad de Produccién y
Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) de la Universidad Auténoma
Metropolitana, Unidad Xochimilco. Los ratones se dividieron en dos lotes: el primero se
consistié en 12 ratones adultos de 8 a 9 semanas de edad, y en el segundo incluyo 9 ratones
pUberes de 27 dias. EIl protocolo experimental fue aprobado por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la UPEAL, bajo el numero de
aprobacion 259.

Los ratones se alojaron en jaulas individuales equipadas con filtros HEPA en un ambiente
libre de patdgenos en las condiciones de bioterio. Se les proporciond alimento y agua
esterilizada ad libitum, con un ciclo de luz/ obscuridad de 12 horas. Todos los procedimientos
se realizaron bajo condiciones de asepsia.

5.2.2. Procedimiento de implantacion

La implantacion se realiz6 bajo anestesia general con isoflurano al 3.5%, verificando la
profundidad de la anestesia mediante la ausencia de reflejos podales. Una vez alcanzado el
plano anestésico adecuado, se administrd Tramadol por via subcutanea a una dosis de 10
mg/kg como analgesia preoperatoria. Posteriormente, se procediéo con el protocolo
quirdrgico.

5.2.21.  Implantacion ortotépica

De manera paralela, se realizaron implantaciones ortotépicas mediante la inyeccion directa
de células LNCaP en la prostata del animal. Tras la induccién anestésica y la administracion
del analgésico, el raton se colocé en posicion de decubito dorsal. Se realizé un embrocado en
la pared abdominal con Estericide®, seguido de una incisién transversal en la linea media
del abdomen, utilizando tijeras finas para exponer los érganos abdominales.

Con pinzas, se retrajo la vejiga hacia adelante e inferiormente para visualizar los l6bulos
prostaticos. Se introdujo la aguja del inyectable biologico en un angulo oblicuo, evitando
perforar el 6rgano y se inyect6 el contenido. La incision se cerrd con una sutura absorbible
de acido poliglicélico 4-0 y se aplicd Aluspray ® como cicatrizante y desinfectante topico.
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5.2.2.2.  Implantacion heterotopica

El raton se coloco en posicion de decubito ventral, y se realizé un embrocado con una
solucidn antiséptica (Estericide®) en el area de la pared torécica dorsal. Se hizo una incisién
de aproximadamente 0.7 cm por debajo de la escapula derecha. Con ayuda de unas pinzas,
se cred una cavidad subcutanea donde se deposité un disco d esponja Surgispon® cargado
con células LNCaP. La incision se cerr6 con una sutura de &cido poliglicélico 4-0y se aplico
Aluspray® (vetoquinol) como cicatrizante y desinfectante tdpico.

5.2.2.3. Cuidado post-operatorio

Al término de las cirugias, los ratones se mantuvieron en observacion hasta su completa
recuperacion anestésica, bajo un tapete térmico para evitar la hipotermia.

5.3.  Monitoreo y medicion del desarrollo tumoral

Después del injerto, los ratones se monitorearon diariamente durante toda la investigacion
para evaluar el crecimiento de las protuberancias y su estado de salud general. A partir de la
cuarta semana, a los ratones implantados subcutaneamente se les midieron semanalmente las
protuberancias utilizando un calibrador digital (vernier), y se calculé su volumen mediante
la formula:

V= LxW?
2

Donde V es volumen, L la longitud y W el ancho del tumor.

El tiempo de espera para el crecimiento tumoral en las implantaciones heterotopicas y
ortotopicas fue de 8 semanas considerando el periodo necesario para el desarrollo del
Xenoinjerto.

5.4.  Sacrificio y Punto final humanitario (PFH)

Cuando fue necesario, se aplico el PFH, que consiste en la eutanasia del animal cuando se
observa un deterioro irreversible de su salud, como la pérdida de movilidad o incapacidad
para alimentarse. Esta decision se tomd en base a los criterios establecidos en el protocolo
No. 259 autorizado por el CICUAL. Al finalizar el estudio, los ratones que no desarrollaron
tumores fueron sacrificados mediante asfixia en una camara de COx.
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5.5. Anadlisis estadisticos

Para la organizacion y visualizacion de los datos, se utilizaron gréficos de dispersion y tablas
comparativas elaboradas en Microsoft Excel.

6. Resultados
6.1. Sembrado de células LNCaP

Para realizar los xenoinjertos se sembraron células LNCaP en esponjas de gelatina
Surgispon®. Se observo que las células se distribuyeron de manera uniforme y homogénea
a lo largo de la matriz como se muestra en la Figura 8. Asimismo, se detectd que un nimero
considerable de células permanecio en la caja de cultivo en las que se mantenian las esponjas,
de modo que la poblacion celular implantada en el animal fue menor de la inicialmente
colocada en la esponja.

a)

100 um

Figura 8. a) Disco de esponja Surgispon® cargada con células LNCaP visto bajo un generador de
imagenes de células fluorescentes. b) células LNCaP en la caja de cultivo después de retirar la
esponja.

6.2. Desarrollo tumoral en el modelo in vivo
6.2.1. Incidencia tumoral en implantaciones ortotdpicas

Despueés de ocho semanas de la inoculacién con celulas LNCaP directamente en la prdstata
de los ratones nu/nu, no se detectaron tumores en la zona prostatica en ninguno de los ratones
inoculados, lo que corresponde a una incidencia del 0% como se puede apreciar en la Figura
9. Ademas, se registrd una tasa de mortalidad del 33% antes de completar el estudio.



16

Ratoén 1

b)

Raton 1 Raton 2

Figura 9. Exposicion de la prostata de ratones inoculados con células LNCaP de manera
ortotdpica.

6.2.2. Incidencia tumoral en implantaciones heterotdpicas

Después de cuatro semanas de la implantacion subcutanea de la esponja a los ratones nu/nu,
se comprobd que ésta se degradé completamente, Tabla 1. Ademas, se detectd evidencia de
crecimiento tumoral en solo uno de los nueve ratones que fueron implantados, lo que
representa una incidencia del 17%.
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Tabla 1. Seguimiento de crecimiento tumoral en ratones Adultos de 8 y 9 semanas

Raton
1
Grupo NUMETO a1 012024
de raton
1
Control
n=3 2
3 Implantacion
1 de esponjas
Adul- R1 2
n=3
3
1
Adul- R2 2
N=3
3

N.M= no se midié
S=sacrificado

B (2]
o o

Crecimiento tumoral (mm?3)
N
o

2
18/10/2024

Reporto
inflamacion
in situ
Report6
inflamacion
in situ
N.M.
N.M.
N.M.
N.M.
N.M.
N.M.

N.M.

Volumen de protuberancia por semana (mm?)

3 4 5 6

25/10/2024 01/11/2024 08/11/2024 15/11/2024 22/11/2024

N.M.

0 0 0
N.M.

0 0 0
N.M. 0 0 0
N.M. 0 33.6 62.96
N.M. 0 0 0
N.M. 0 0 0
N.M. 0 0 0
N.M. 0 S S
N.M. 0 S S

Crecimiento tumoral en ratones adultos

6 7 8 9
Semana

7

Adul-R1

Grafico 1. Progreso del crecimiento tumoral en ratones adultos de 8 a 9 semanas de edad, a partir
de la cuarta semana post-implantacion.

25/11/2024

95.29

mw »mw o o o
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En el caso del grupo de los ratones puberes, se pudo observar que la esponja se degrado6 en
la cuarta semana, Tabla 2. Ademas, solamente uno de los nueve ratones nu/nu inoculados,
desarroll6 el crecimiento tumoral esperado, lo que deriva en una tasa tumoral del 17% en los
ratones de 27 dias.

Tabla 2. Seguimiento de crecimiento tumoral en ratones puberes de 27 dias

Volumen de protuberancia por semana (mm?)

Raton
1 2 3 4 5 6 7 8
Ndmero
GIUPO  yo aso 19/11/2024  20/11/2024 06/12/2024 13/12/2024 20/1212024 27/12/2024 03/0112025 00 1o
1 N.M. N.M. 0 0 0 0 0
conol N.M. N.M. 0 0 0 0 0
3 N.M. N.M. 0 0 0 0 0
o rt L Implantacion  NM- N.M. 0 0 0 0 0
n=3 2 de esponjas N.M. N.M. 0 0 0 0 0
3 N.M. N.M. 0 12.01 19.17 26.05 35.13
1 N.M. N.M. 0 0
PO 2 N.M. N.M. 0 0
3 N.M. N.M. 0 0 0 0 0

N.M= no se midio
S = sacrificado

Crecimiento tumoral en ratones jovenes
40
35
30
25
20

15 Pub-R3
10

Crecimiento tumoral (mm3)

4 5 6 7 8 9
Semana

Gréfico 2. Evolucion del crecimiento tumoral en ratones jovenes de 27 dias, evidenciando un
incremento progresivo a partir de la cuarta semana post-implantacion.
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b)

Figura 10. Fotografias de los ratones nu/nu con crecimiento tumoral. a) tumor desarrollado en el
raton adulto. b) tumor desarrollado en el ratén joven.

7. Discusion y analisis de resultados

En la investigacion oncologica, los modelos de xenoinjertos desempefian un papel
fundamental en la comprension de la biologia del cancer y en la evaluacion de nuevas
terapias. Entre los modelos preclinicos mas utilizados para el estudio del cancer de préstata
destaca el xenoinjerto de células LNCaP en ratones desnudos, ya que recapitula diversas
propiedades del cancer de prdstata humano (Szadvari et al., 2016).

En el establecimiento de xenoinjertos se ha recurrido al uso de matrices extracelulares para
facilitar el desarrollo del tumor. Tradicionalmente se ha utilizado Matrigel®, sin embargo,
Su uso no muestra una tasa de crecimiento predecible y a menudo conduce a variaciones
significativas en los volimenes de los tumores. Por lo que una alternativa, como matriz
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extracelular, son las esponjas hemostéaticas de gelatina (Aisenbrey & Murphy, 2020; Cui et
al., 2012).

Los implantes de esponja preparados para los xenoinjertos demostraron, una distribucion
uniforme de las células LNCaP a lo largo de la estructura porosa. Esta caracteristica es
fundamental para favorecer la interaccion celular con el entorno dentro del animal. Ademas,
su composicion a base de gelatina permite que el disco se hinche, lo que podria facilitar el
flujo de fluidos corporales a través de sus canales. Esto puede aumentar su probabilidad de
supervivencia tras la implantacion debido a que, favoreceria el transporte de nutrientes hacia
las celulas.

Estos hallazgos concuerdan con el estudio de Cui et al. (2012), quienes obtuvieron resultados
similares al emplear la esponja de gelatina VETSPON® en xenoinjertos. Sus resultados
indican que, las células ademas de distribuirse uniformemente en la superficie de la esponja
se benefician del entorno proporcionado por la esponja y/o los fluidos corporales absorbidos
en ella, lo que promueve su supervivencia y la angiogénesis. Por lo que, la esponja
VETSPON® facilita el desarrollo y progresion tumoral en modelos preclinicos, mostrando
ventajas frente a otros materiales utilizados como matriz extracelular, como Matrigel®.

Asimismo, varios estudios han empleado esponjas de gelatina Gelfoam®, como andamios
para la proliferacion y diferenciacion celular (Ponticiello et al., 2000; Rohanizadeh et al.,
2008). Por ejemplo, se utilizaron esponjas Gelfoam® para el cultivo de cardiomiocitos fetales
y neonatales, observando que su estructura porosa favorecié el crecimiento celular al permitir
una adecuada perfusién de nutrientes y oxigeno durante el cultivo (Sakai et al., 2001).

Aunque la esponja demostrd una adecuada absorcion celular, se observo que, tras la cirugia
de implantacion en los ratones, una parte de las células permanecid en la caja de cultivo
donde se mantenian (Figura 8b). Esto podria deberse a un tiempo de incubacion insuficiente
para permitir laadherencia celular, o a que se colocé un volumen de suspension celular mayor
al limite de absorcion de la esponja.

En este estudio se realizaron dos tipos de xenoinjertos. En el caso de los xenoinjertos
ortotdpicos, se registro una tasa de mortalidad del 33% tras el procedimiento quirurgico. Esta
mortalidad podria relacionarse con la naturaleza invasiva de la cirugia, o con un posible dafio
en algun 6rgano durante la implantacion.

Al respecto, algunos autores como de Souza et al. (2021) y Rubio-Manzanares Dorado
(2017), han sefialado que este tipo de implantacion es bastante compleja debido al reducido
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tamafo de los dérganos en los ratones, lo que aumenta el riesgo de dafio tisular y, en
consecuencia, reduce la supervivencia de los ratones.

Ademas, el xenoinjerto mediante implantacion ortotopica no resultd exitoso, ya que la
incidencia fue del 0% (Figura 9). Este resultado podria atribuirse a problemas técnicos, tales
como la dificultad para identificar la prostata durante la cirugia, lo que pudo haber impedido
la adecuada implantacion de las células. Asimismo, es posible que el periodo de dos meses
propuesto para el crecimiento tumoral fue insuficiente, ya que, de acuerdo con Morton &
Houghton (2007) han indicado que el crecimiento tumoral suele manifestarse entre dos y
cuatro meses despues del injerto, mientras que otros estudios sugieren que el periodo de
latencia puede oscilar entre dos y 12 meses (Jung et al., 2017; Morton & Houghton, 2007).

Por otro lado, con los xenoinjertos heterotopicos se planted observar si la incidencia tumoral
se ve influenciada por la edad de los ratones. En ratones adultos se observé una incidencia
tumoral del 17%. Esta baja incidencia podria explicarse debido a que la cantidad de células
implantadas fue menor a la que inicialmente se sembré en el parche como se mencionaba
anteriormente. Para abordar esta problemaética en los ratones puberes se opt6 por sembrar las
células en la esponja durante 24 horas antes de la implantacion. Esta modificacion redujo la
cantidad de células que quedaban en la caja de cultivo; Sin embargo, al término del periodo
de desarrollo tumoral, la incidencia en los ratones puberes también fue igual al de la de los
adultos. Esta incidencia obtenida utilizando la esponja Surgispon® difiere con lo reportado
por Cui et al. (2012) quienes sefialan en su estudio que la incidencia de crecimiento tumoral
fue del 100% usando la esponja VETSPON® como matriz extracelular.

El volumen tumoral en los ratones adultos fue mayor que en los jovenes, lo que podria
atribuirse a el tiempo de incubacion de la esponja. En los ratones jovenes, la esponja fue
incubada durante 24 horas, lo que pudo afectar la viabilidad celular y limitar el crecimiento
tumoral. En contraste, en los ratones adultos, las células fueron incubadas en la esponja por
solo una hora antes de la implantacién, lo que podria haber favorecido una mayor
supervivencia celular y, en consecuencia, un mayor desarrollo tumoral.

Nuestros resultados sugieren que la edad no influye en el éxito del xenoinjerto de cancer de
préstata. Sin embargo, otros estudios han demostrado que la edad es un factor determinante
en la tasa de éxito de crecimiento tumoral en diversos tipos de cancer, ya que se asocia a
cambios en los mecanismos defensa inmunologica, particularmente en aquellos
independientes del timo, como la citotoxicidad mediada por células NK (Klein et al., 1979;
Manohar et al., 2008; Romijn, 1985). Marincola et al. (1989) sefiala que los ratones desnudos
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adultos (mayores de 8 semanas) presentan una mayor actividad de células NK en
comparacion con los ratones mas jovenes. En ratones menores de 4 semanas, la actividad de
estas células es baja y alcanza su pico alrededor de las 8 semanas, lo que podria explicar por
queé algunos estudios observan una mayor aceptacion tumoral en ratones jovenes.

En general, la frecuencia de crecimiento exitoso de xenoinjertos tumorales en ratones
desnudos atimicos es variable. Se ha informado que muchos tumores heterotrasplantados,
como los carcinomas prostaticos, solo logran establecerse ocasionalmente (Romijn, 1985).
La baja incidencia tumoral observada en nuestros resultados podria deberse a factores
adicionales ajenos a la esponja y a la edad de los animales.

Por ejemplo, Jung et al. (2017) sefialan que las tasas de éxito pueden estar influenciadas por
la agresividad de la linea celular, ya que células mas agresivas suelen formar tumores con
mayor rapidez. En este sentido, se han desarrollado varias sublineas de LNCaP mediante el
pase seriado de las células a traves de la prostata de ratones, lo que se ha demostrado un
incremento en la capacidad tumorigénica y potencial metastasico (McLean et al., 2017).
Ademas, la cantidad de células, la vascularizacion del sitio de implantacion, las variaciones
genéticas entre ratones de la misma cepa, asi como el microambiente que rodea a las células
una vez implantadas, son factores que pueden interferir en el establecimiento del crecimiento
tumoral(Jung et al., 2017; Khairani et al., 2025).

8. Conclusioén

El desarrollo de un modelo de xenoinjerto presenta desafios tanto técnicos como bioldgicos.
En este estudio, no fue posible establecer con éxito un modelo ortotépico con células LNCaP
en ratones desnudos atimicos. Este tipo de modelo requiere un conocimiento detallado de la
préstata del raton, asi como el perfeccionamiento de la técnica quirtrgica para reducir la
mortalidad y garantizar una implantacion precisa de las células tumorales. La complejidad
del procedimiento y precision en la localizacion del injerto podrian haber influido en el
desarrollo tumoral.

En contraste, los xenoinjertos subcutaneos lograron inducir el crecimiento tumoral, aunque
con una incidencia limitada. La edad de los ratones no mostro un impacto significativo en la
tasa de éxito del injerto, aunque no fue posible evaluar su influencia en el crecimiento
tumoral, ya que se empled un método diferente para sembrar las células en la esponja
hemostatica de cada grupo. Lo que sugiere que otros factores, como la cantidad de células
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implantadas, la vascularizacion del sitio de implantacion o el tiempo de incubacion de las

celulas en la esponja, podrian haber influido en los resultados.

Si bien, el uso de esponjas hemostaticas como matriz extracelular permitié una distribucién
uniforme de las células, y pudo haber favorecido su supervivencia inicial, la baja tasa de
crecimiento tumoral resalta la necesidad de optimizar el modelo. Estrategias como, el ajuste

de densidad celular y el uso de una variante celular de LNCaP con mayor agresividad,
podrian ser clave para incrementar la eficiencia del xenoinjerto y su utilidad en estudios
preclinicos de cancer de prostata.
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