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Resumen

El glioblastoma (GB) es el tumor cerebral primario mas agresivo en adultos. Su
elevada heterogeneidad, la infiltracibn difusa y un microambiente tumoral
intensamente inmunosupresor explican el mal prondstico y las recaidas casi
inevitables. La temozolomida (TMZ) sostiene el estdndar terapéutico; puede modular
la inmunidad antitumoral mediante muerte celular inmunogénica (Immunogenic cell
death, ICD), en la que sefiales como exposicidon de calreticulina (CRT), liberacién de
ATP y High Mobility Group Box 1 (HMGB1) actian como activadores del sistema
inmune. En paralelo, el avance preclinico exige modelos que reproduzcan mejor la
fisiologia tumoral: los esferoides tridimensionales de GL261 se proponen como
alternativa a la monocapa 2D, al recrear gradientes, contactos célula—célula y
heterogeneidad espacial.

El trabajo contrasta la respuesta a TMZ en 2D y 3D, poniendo el foco en viabilidad
e inmunogenicidad. De forma global, la transicion a 3D genera esferoides compactos
y viables. Consideradas en conjunto, las preparaciones 2D y 3D muestran una
susceptibilidad comparable tras exposiciones largas, con ligera tendencia a mayor
preservacion de viabilidad en 3D atribuible a gradientes de penetracion, oxigeno y
nutrientes. Las sefales de ICD analizadas exhiben cambios discretos y
dependientes del tiempo: la exposicion de CRT aparece de forma modesta y
transitoria, el ATP tiende a aumentar en fases tempranas y a disminuir mas tarde y
el HMGB1 puede elevarse inicialmente y decaer con el progreso del dafio.

En conjunto, el 3D aporta valor biolégico aun con diferencias modestas frente al 2D
y se perfila como plataforma atil a seguir optimizando. Evaluaciones integradas
(teniendo en cuenta la sinergia entre sefiales) y con mayor resolucién temporal, junto
con la incorporacién de otras sefiales inmunogénicas, podrian capturar mejor la
inmunogenicidad relevante. Observaciones preliminares internas sugieren, ademas,
gue los esferoides implantados reproducen rasgos in vivo, reforzando su potencial
traslacional.

Palabras clave: Glioblastoma, Temozolomida, Muerte celular inmunogénica,
DAMPs, Calreticulina, ATP, HMGBL1, Esferoides 3D.



Abreviaturas

GB: Glioblastoma (glioblastoma).
OMS: Organizacion Mundial de la
Salud.

SNC: Sistema Nervioso Central.
BHE: Barrera hematoencefalica.
TME: Tumor Microenvironment.
MEC: Matriz extracelular.

GSC: Glioma Stem Cells.

TAM: Tumor-Associated
Macrophages.

NK: Natural Killer.

DC: Dendritic Cells.

IDH: Isocitrato deshidrogenasa.
MGMT: 0O6-metilguanina-ADN
metiltransferasa.

MMR: Mismatch Repair.

TMZ: Temozolomida.

MTIC: 5-(3-metil-1-
triazeno)imidazol-4-carboxamida.
06-MeG: O®-metilguanina.

ICD: Immunogenic Cell Death.
DAMPs: Damage-Associated
Molecular Patterns.

PRRs: Pattern Recognition
Receptors.

TLRA4: Toll-like receptor 4.

RAGE: Receptor for Advanced
Glycation End-products.

CRT: Calreticulina.

ATP: Adenosin trifosfato.

HMGB1: High Mobility Group Box
1.

P2RX7: Receptor purinérgico
P2X7.

NLRP3: NOD-like receptor family,
pyrin domain containing 3.

IL-1B: Interleucina-1 beta.

HIF-1: Hypoxia-Inducible Factor 1.
ROS: Reactive Oxygen Species.
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle
Medium.

DMEM/F12: Mezcla DMEM con
Ham’s F-12.

FBS: Fetal Bovine Serum.

PBS: Phosphate-Buffered Saline.
EGF: Epidermal Growth Factor.
FGF: Fibroblast Growth Factor.
B27: Suplemento B27 (sin
vitamina A).

DMSO: Dimetilsulféxido.

PFA: Paraformaldehido.

BSA: Bovine Serum Albumin.
FACS: Fluorescence-Activated
Cell Sorting.

FSC: Forward Scatter.

SSC: Side Scatter.

UV: Ultravioleta

PE: Phycoerythrin.

ICso:  Concentracion inhibitoria
media al 50%.

SEM: Standard Error of the Mean.
ANOVA: Analysis of Variance.
4PL: Four-Parameter Logistic.
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1. INTRODUCCION

El glioblastoma (GB) es una neoplasia primaria del sistema nervioso central que se
origina en el tejido glial. Segun la OMS (52 clasificacién del 2021), se clasifica como
un glioma difuso de tipo adulto, de origen astrocitico, isocitrato deshidrogenasa
(IDH) wildtype, de grado 4 [1]. Es el tumor cerebral primario més agresivo en adultos.
Combina crecimiento maligno con invasion del parénquima y una marcada
heterogeneidad inter e intratumoral, lo que favorece la resistencia al tratamiento y
un pronostico desfavorable [2], [3]. En la practica clinica se reconoce como un tumor
solido, intraaxial, generalmente supratentorial y de recurrencia inevitable [3], [4].
Histologica y funcionalmente, el GB muestra polimorfismo celular, atipia nuclear, alto
indice mitotico, necrosis pseudoempalizada (unas bandas de células que parecen
alinearse rodeando focos de necrosis 0 hipoxia), e hiperplasia microvascular o
neovascularizaciéon. Es un tumor hipoxico y protrombdtico que induce
neovascularizacién compensatoria, lo que acelera su progresion [3], [5].

El GB presenta una incidencia anual de 3,2 casos por 100.000 habitantes, es mas
frecuente en hombres y aumenta con la edad, alcanzando su pico entre los 75y 84
afos [6]. Dentro de los tumores del sistema nervioso central (SNC), el GB representa
alrededor del 14% de los tumores primarios y un 47,7% de los malignos [7]. Aunque
menos frecuente que otros canceres, su prondéstico es muy desfavorable: sigue
siendo incurable, con supervivencias medias que rondan 12-15 meses y una
supervivencia a 5 afios de aproximadamente el 5% [2], [5], [8]. Respecto a los
factores de riesgo, no hay asociaciones concluyentes; sin embargo, existe evidencia
de asociacion con algunos sindromes genéticos poco frecuentes y con la exposicion
a radiacion ionizante, especialmente en pacientes irradiados durante la infancia [5].
Todo esto contribuye a un diagnéstico tardio, habitualmente tras la aparicién de
clinica, la cual incluye cefalea, convulsiones y deterioro cognitivo o del lenguaje. El
conjunto de estos sintomas requiere atencién sanitaria, elevando la carga al sistema
sanitario [9]. Actualmente no existen estrategias de cribado, y la resonancia
magnética es el método de referencia para la evaluacion por imagen [10].

El microambiente tumoral (TME, por sus siglas en inglés, tumor microenvironment)
del GB, altamente dinamico y complejo, desempefia un papel clave en el crecimiento
tumoral, la invasién del parénquima y la respuesta al tratamiento. Esta formado por,
ademas de matriz extracelular (MEC) y liquido intersticial, una serie de células no
neoplasicas (células gliales, endotelio y sobre todo poblaciones inmunes) que se
organizan en nichos anatomicos donde se concentran células madre de glioma
(GSC, por sus siglas en inglés, glioma stem cells) resistentes a terapia [11]. En este
entorno, los macrofagos asociados a tumor (TAM, por sus siglas en inglés, tumor-
associated macrophages) son la poblacion inmune dominante, procedente tanto de
la microglia residente como de células mieloides periféricas. Los TAM representan
hasta un 40% de las células del GB, y aunque genéticamente estables, reprograman
su expresidn en respuesta a sefales tumorales, promoviendo proliferacion,
inmunosupresion, edema y resistencia a quimio-radioterapia [12], [13]. ElI GB,
ademas, se considera un “tumor frio” es poco inmunogénico, con baja carga
mutacional y escaso infiltrado de linfocitos T, lo que refuerza un TME altamente



inmunosupresor [5]. En paralelo, el tumor es difuso e infiltrativo, se acopla a vasos
y circuitos neuronales y se rodea de microglia, oligodendrocitos, astrocitos, pericitos
y estroma en un contexto edematoso [3]. Esta interdependencia se da mediante
factores de crecimiento, citoquinas, quimioquinas, componentes de la MEC, sefiales
angiogénicas y permeabilidad vascular, y se asocia con peor pronéstico por
mecanismos como transferencia mitocondrial desde astrocitos, remodelado de
circuitos neuronales e inmunosupresion; ademas, el tratamiento actual basado en
cirugia, radioterapia y quimioterapia pueden favorecer la aparicion de fenotipos mas
agresivos en la recaida [2]. La remodelacion de la MEC, junto con la hipoxia y la
acumulacion de adenosina, impulsa la invasion y preserva fenotipos “stem-like”,
promoviendo migracién, resistencia al tratamiento y progresion tumoral; este
microambiente, controlado por el tumor, ayuda a entender por qué el tratamiento es
tan dificil y la recaida casi inevitable [14]. El GB es heterogéneo y esa variabilidad
se entrelaza con la del TME: en el nucleo predominan nichos perivasculares e
hipoxicos y en la periferia un nicho invasivo, entendidos como microambientes
celulares que sostienen y modulan el comportamiento tumoral. La composicion
inmunitaria, con predominio de TAM/microglia sobre linfocitos T/NK, convierte el
dialogo tumor-TME en un motor de progresion, resistencia y recaida [11], [15].

El tratamiento estandar del GB comienza con una reseccion maxima segura, es
decir, aquella en la que se extirpa la mayor cantidad posible de tumor sin
comprometer funciones neurologicas criticas, seguida de radioterapia y
quimioterapia con temozolomida (TMZ) concomitantes seguidas de seis ciclos de
TMZ adyuvante. Este enfoque, conocido como “protocolo de Stupp”, proporciona un
aumento significativo (aunque modesto) de la supervivencia frente a la radioterapia
sola y se ha consolidado como estandar en la practica clinica [16], [17]. La cirugia
permite descompresion, obtencion de tejido para la determinacion del grado
histopatoldgico y perfil molecular y la reduccion tumoral, pero la infiltracion difusa y
la enfermedad microscépica residual impiden la erradicaciéon completa del tumor; de
hecho, la recurrencia local es normal pese a resecciones macroscépicamente
completas y suele aparecer a medio plazo [18]. La quimiorradioterapia con TMZ fue
capaz de mejorar la supervivencia global de 12,1 a 14,6 meses en comparacion a la
radioterapia sola [16]. Aun asi, el GB sigue siendo incurable, con recurrencia
practicamente inevitable y a menudo mas agresiva tras el tratamiento [2]. Este mal
prondstico se debe a varias limitaciones: la alta capacidad de difusion e invasién del
tumor, la dificultad de extirparlo o irradiarlo sin dafar tejido sano, la barrera
hematoencefalica (BHE) que limita la llegada de farmacos y la resistencia al
tratamiento, tanto inicial como adquirida [2], [17].

La TMZ es el agente alquilante de referencia en el estandar de tratamiento del GB.
Se trata de un profarmaco lipofilico que atraviesa la BHE, se activa a pH fisiologico
para generar el metabolito activo 5-(3-metil-1-triazeno)imidazol-4-carboxamida
(MTIC) y produce metilacion en el ADN, con una primera lesion citotoxica en O6-
metilguanina (O6-MeG). Los aductos N7-metilguanina, N3-metilguanina y N3-
metiladenina también contribuyen a la citotoxicidad, desencadenando desajustes,
roturas de cadena, detencion del ciclo y muerte celular (apoptosis 0 senescencia)
[19], [20], [21], [22]. El estado de O6-metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT) es
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el biomarcador mas reconocido que se relaciona con la respuesta a dicho farmaco.
MGMT es una enzima que repara el ADN dafado por la TMZ. La metilacién del
promotor de MGMT es un cambio epigenético que reduce la expresion de la enzima,
haciendo que las células tumorales sean méas sensibles a la TMZ. Por lo tanto, la
metilacion del promotor se asocia a mejor respuesta a alquilantes y mayor
supervivencia del paciente, mientras que, si el promotor de MGMT no esta metilado,
la célula tumoral puede reparar el dafio causado por la TMZ y la respuesta al
tratamiento puede ser menor [23]. En la linea GL261, la expresion basal de MGMT
se ha descrito como relativamente débil, lo que podria influir en su sensibilidad a
TMZ [24].

A pesar de la cirugia, la radioterapia y la TMZ, el GB mantiene una supervivencia
limitada con una elevada frecuencia de recidivas, lo que hace imprescindible
entender como las terapias moldean al tumor y cémo aprovechar la inmunidad
antitumoral. Un marco Util es la muerte celular inmunogénica (ICD, por sus siglas en
inglés, immunogenic cell death): una forma regulada de muerte que, ademas de
destruir células, desencadena sefiales de peligro (DAMPs, por sus siglas en inglés,
damage-associated molecular patterns) capaces de activar la inmunidad innata y
adaptativa contra antigenos tumorales [25].

En la ICD destacan tres eventos clave que, aunque no son los Unicos, si son los
mas consensuados y descritos en la literatura. El primero es la exposicion
preapoptética de calreticulina (CRT) en la membrana plasmatica, que funciona como
sefial de “eat-me”. Esta externalizacion desde el reticulo endoplasmatico, convierte
a la CRT en un marcador que facilita el reconocimiento de las células tumorales
estresadas por parte de células dendriticas y macrofagos, promoviendo su
fagocitosis y la posterior presentacion de antigenos tumorales [25], [26]. El segundo
evento es la secrecion preapoptoética de ATP, que actua como sefal de “find-me”.
Ademas de atraer células inmunes al foco tumoral mediante receptores purinérgicos
(como P2RX7), el ATP liberado estimula la activacion del inflamasoma NLRP3 y la
produccion de IL-1[3, una citoquina clave en la activacion y expansion de linfocitos T
especificos frente al tumor [25], [26]. El tercer evento es la liberacion tras la muerte
celular de High Mobility Group Box 1 (HMGB1), una proteina nuclear que, al salir al
microambiente extracelular, actia como DAMP. HMGB1 se une a receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en inglés, pattern recognition
receptors) como TLR4 y RAGE, en células presentadoras de antigenos, lo que
potencia su maduracion, aumenta la expresion de moléculas coestimuladoras y
refuerza la presentacion de antigenos tumorales a linfocitos T [25], [27].

En modelos preclinicos de GB existen evidencias que vinculan estos eventos con la
terapia [28]. La TMZ, ademas de su efecto citotoxico, puede modular el sistema
inmune regulando al alza sefales tipo DAMP (CRT, ATP y HMGBL1), lo que estimula
células dendriticas (DC, por sus siglas en inglés, dendritic cells) y macréfagos,
amplificando la respuesta inmune antitumoral y creando oportunidades de sinergia
con la inmunoterapia [29], [30]. Aunque en la préactica clinica los protocolos suelen
perseguir la maxima dosis tolerada con el objetivo principal de eliminar el mayor
namero posible de células tumorales sin comprometer al paciente, la liberacion de



antigenos y DAMPs que se produce en este contexto podria, en cierto grado,
explicar sinergias observadas y orientar el disefio de futuras combinaciones
terapéuticas [25], [29].

El modelo murino GL261 es uno de los mas utilizados en investigacion preclinica de
glioblastoma porque reproduce rasgos clave de los gliomas y permite evaluar con
eficacia distintas modalidades terapéuticas, aunque se reconoce que presenta
divergencias a nivel molecular y mutacional respecto a los tumores humanos [31],
[32]. El avance terapéutico en GB depende de modelos que reproduzcan de forma
fiable la biologia y el TME. La carencia de modelos preclinicos plenamente fieles
hace que la traslacion produzca resultados limitados. Con el objetivo de entender
mejor los mecanismos biofisicos/biomoleculares, estudiar farmacos y optimizar
biomarcadores [33], [34] se ha impulsado el uso del cultivo celular in vitro. El cultivo
2D ha dominado histéricamente por su simplicidad, bajo coste y alta
reproducibilidad. En ciertos contextos, puede reflejar rasgos genéticos del tumor y
permitir ensayos funcionales Utiles; sin embargo, distorsiona interacciones célula—
célulay célula—matriz, altera la morfologia, la polaridad y la divisién, ademas de estar
expuesto homogéneamente a oxigeno y nutrientes, alejandose de los gradientes
propios de una masa tumoral [34].

Para aproximarse mejor a la fisiologia tumoral, los modelos tridimensionales (3D)
buscan restaurar las interacciones celulares, ya que preservan tanto la morfologia
como la polaridad y generan gradientes de oxigeno y nutrientes que condicionan
una proliferacion periférica y apoptosis/necrosis centrales similares a los tumores
sélidos in vivo. A nivel molecular, los cultivos 3D se acercan mas a la topologia,
expresion génica, sefalizacién y metabolismo observados in vivo, y el incremento
de dimensionalidad de la MEC de 2D a 3D puede modular de forma marcada la
proliferacion, la diferenciacién, las respuestas mecanicas y la supervivencia celular
[33], [34]. Dentro de estas plataformas, los esferoides en suspension permiten
observar estructuras tridimensionales con rapidez y facilitan la recuperacion celular
para ensayos posteriores [34].

En este contexto, planteamos que el modo en que la TMZ activa sefales
inmunogénicas depende de como el modelo experimental reproduzca los nichos y
gradientes propios del tumor. Dado que los cultivos 3D simulan mejor la arquitectura
y la fisiologia que los sistemas 2D, se utilizan como modelos intermedios entre 2D y
modelos animales, por lo que resulta necesario evaluar si en cultivo 3D la TMZ
desencadena una respuesta inmunogénica diferencial. Por ello, este trabajo se
enfocara en caracterizar los efectos de la TMZ en modelos 3D de GB y comparar la
emision de DAMPs (CRT, ATP, HMGB1) con condiciones 2D, como paso clave para
fundamentar combinaciones y secuencias terapéuticas que aprovechen la muerte
celular inmunogénica en un escenario experimental mas cercano a la biologia
tumoral real.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Al recrear mejor los gradientes tanto de oxigeno como de nutrientes y los contactos
célula—célula, los esferoides tridimensionales (3D) modifican la difusion de TMZ,



modulando asi las vias de reparacion, muerte y liberacion de DAMPs. Esta
organizacion genera una heterogeneidad espacial en la respuesta que no se capta
en cultivos bidimensionales (2D).

Por ello, hipotetizamos que existirdn diferencias significativas entre los cultivos 2D y
los esferoides 3D tras el tratamiento con TMZ, tanto en la viabilidad celular como en
el perfil de muerte celular inmunogénica (ICD), este ultimo evidenciado por la
emision de sefiales inmunogénicas (exposicion de CRT, secrecion de ATP y
liberacion de HMGB1).

Nuestro objetivo es obtener datos en condiciones de cultivo tridimensional (3D) de
la linea celular GL261 tras el tratamiento con TMZ, evaluando su viabilidad y la
liberacion de sefales inmunogénicas (ATP, CRT, HMGB1), y compararlos con
resultados previamente disponibles en 2D.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Conversién de cultivos 2D a 3D
Las células GL261 2D se cultivaron en Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
alta glucosa con GlutaMAX (Gibco 11960044) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS; Gibco 10438026, previamente inactivado a 56 °C), en frascos T25/T75
(Corning 430641U/430639), a 37 °C y 5% CO,.

Para la transicion de GL261 a cultivo tridimensional, las células se sembraron
inicialmente en frascos T75 en DMEM suplementado con 10% de FBS,
manteniéndose a 37 °C y 5% de CO, hasta alcanzar una confluencia del 70-80%.
Este procedimiento corresponde a un protocolo puesto a punto en nuestro grupo de
investigacion, basado en adaptaciones de protocolos previamente descritos en la
literatura [35].

Después se realiz6 una reduccion de suero de forma gradual cada 3 dias: sustitucion
del medio por DMEM con 5%, 2,5% y 0,5% de FBS, manteniendo en todo momento
las condiciones estandar de incubacion. Este descenso progresivo del suero
favorece la adaptacion previa a las condiciones de crecimiento en 3D y la seleccién
de clones. El dia 12 se procedi6 a la conversion, siguiendo el protocolo descrito a
continuacion. Se recogio el medio condicionado (0,5% de FBS) en un tubo falcon,
se lavé el frasco con PBS 1X y el lavado se afiadié al mismo tubo. Las células se
desprendieron del flascon con tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich T4049), se
neutralizaron con DMEM + 10% FBS y se transfirieron a un nuevo falcon. Tras
centrifugar a 300 g durante 5 min, el pellet celular se resuspendié en medio de cultivo
para células 3D, DMEM/F12 (Thermo Fisher 21041025) suplementado con B27 sin
vitamina A 1X (Gibco™ 12587010), epidermal growth factor (EGF) murino (20
ng/mL) (Peprotech 314-09) y fibroblast growth factor (FGF) basico recombinante (20
ng/mL) (PeproTech. #100-18b), en y la suspension se transfirié a un frasco de cultivo
en posicion vertical. Los cultivos en 3D se incubaron a 37 °C y 5% de CO..

3.2. Tratamiento celular
Las células GL261 3D se trataron con TMZ (Sigma-Aldrich T2577). La TMZ se
reconstituy6 partiendo de un vial de 100 mg en polvo. Se afiadieron 5 mL de DMSO



(20 mg/mL) (Sigma-Aldrich D4540) para obtener un stock de 100 mM. La disolucién
se favorecié mediante ciclos de sonicacion a 45 °C y resuspension, y posteriormente
se fracciono en alicuotas de 500 uL, que se etiguetaron y almacenaron protegidas
de la luz (-20 °C). Para el tratamiento se prepararon soluciones de trabajo en
DMEM/F12 + B27 sin vitamina A + EGF (20 ng/mL) + FGF bésico (20 ng/mL). En
funcion del disefio experimental, se ajustaron las concentraciones y los tiempos de
tratamiento. Las células GL261 se sembraron en placas P96 multipocillo y se
expusieron durante 24 o 72 horas.

3.3. Ensayos de viabilidad celular

Para el ensayo de citotoxicidad, las células GL261 3D se disociaron con acutasa
(Sigma A6964), se contaron con azul de tripano (BioRad 1450021) (dilucion 1:2) y
se sembraron a una densidad de 1500 células/pocillo en placas de 96 pocillos, en
un volumen de 100 pL de suspension celular por pocillo. Los cultivos se incubaron
a 37 °Cy 5 % CO,. Para el tratamiento se prepararon siete condiciones de trabajo:
0 (control), 300, 500, 1000, 2500, 5000 y 10000 uM de TMZ. Se distribuyeron 100
uL de cada solucion de tratamiento en tres pocillos por concentracion sin retirar el
medio inicial, y se mantuvieron los cultivos durante 24 o 72h (segun el caso) a 37 °C
y 5 % CO,. Al finalizar el periodo de exposicion, la viabilidad se determindé mediante
PrestoBlue (puesto a punto en nuestro laboratorio), afiadiendo 10 pL por pocillo; la
incubaciéon se realiz6 overnight a 37 °C. Se incluyeron los siguientes controles:
células sin tratamiento (0 puM) y un blanco (medio de cultivo con PrestoBlue sin
células). La lectura de la fluorescencia se realizé con el equipo Victor3 Multilabel
Counter (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA), fijando la excitacion en 530/572 nm y
la emision en 590 nm. Para el célculo de la viabilidad, se sustrajo la sefial del blanco
y los valores obtenidos se normalizaron con respecto al control sin tratamiento (al
gue se asigné un 100% de viabilidad). Para los ensayos de viabilidad se utilizaron
dos réplicas bioldgicas, cada una con triplicados técnicos.

3.4. Evaluacién de la liberacién/exposicion de DAMPs
Las células GL261 3D se sembraron a una densidad de 120 000 células/pocillo en
placas de 12 pocillos con 500 puL de medio de cultivo 3D por pocillo y se incubaron
a 37 °C, 5 % CO,. Para el tratamiento se prepararon cuatro condiciones de TMZ (0,
500, 1000 y 2500 uM) dado que la concentracion inhibitoria media al 50% (ICs)
calculada fue de 2228 uM. Este rango se eligio para obtener resultados con dosis
gue preservan una fraccion viable o estresada idénea para detectar sefales
tempranas de ICD, y dosis que generen un efecto citotoxico mas robusto para
contrastar la cinética de las sefales. Como control positivo se emple6 doxorrubicina
(25 uM), un agente quimioterapico ampliamente utilizado y conocido por inducir
muerte celular inmunogénica en distintos modelos tumorales [36]. Se afiadieron
500 pL de cada solucién a tres pocillos por concentracion, sin retirar el medio inicial,
y los cultivos se mantuvieron 24 o 72 horas en las mismas condiciones segun el
caso. Al finalizar el tratamiento, se recogio el contenido de cada pocillo y se
centrifugd (300 g, 5 min, 4 °C); se recuperd el sobrenadante y se conservo en hielo
para la determinacion mediante luminiscencia de la liberacion de HMGB1 y ATP. El
pellet celular restante se utilizd para detectar la exposicién de CRT en la membrana
celular mediante Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACs). Para la deteccién de
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sefiales inmunogénicas se realizaron dos réplicas biolégicas con duplicados
técnicos.

3.4.1. Citometria para detectar exposicion de CRT en membrana

El pellet celular se tratd con acutasa (200 pL, 10 min, 37 °C), se centrifugd y se
desecho el sobrenadante; se lavo con PBS frio (200 pL) y se centrifugd de nuevo.
Después se incubd con Zombie UV (Cat. 423107) (100 pL, 20 min, 4 °C, oscuridad),
y se lavé con PBS frio (200 uL). A continuacion, se tifid la CRT de superficie con
anti-CRT ab2907 (1:100) en FACS buffer (1 % BSA/PBS; 150 pL, 30 min, 4 °C,
oscuridad), se lavo con FACS buffer (200 uL), se fijé con fixation buffer (4%
paraformaldehido (PFA)/FACS buffer) (100 pL, 15 min, 4 °C, oscuridad) y se
eliminaron los restos de PFA mediante tres lavados con FACS buffer frio (200 pL).
Finalmente, se incubd con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit
(1:250; 200 L, 30 min, 4 °C, oscuridad), se lavd y las células se resuspendieron en
200 pL de FACS buffer, manteniéndose a 4 °C en oscuridad hasta su adquisicion en
el citdbmetro. Las muestras se analizaron utilizando un citémetro CytoFLEX
(Beckman Coulter). En todas las muestras se emple6 la misma estrategia de gating,
aplicando regiones de seleccién sucesivas sobre los diagramas de dispersion para
aislar la poblacién de interés: primero se usan los pardmetros dispersion frontal
(Forward Scatter, FSC) y dispersion lateral (Side Scatter, SSC) para seleccionar
células y excluir detritos y agregados; después se discriminan singletes con
geometria de pulso empleando FSC-Height vs FSC-Area (o Width vs Area) para
descartar dobletes; a continuacion se estudio la viabilidad con Zombie UV en el canal
NUV 450-A, reteniendo Zombie— y excluyendo Zombie+; finalmente, dentro de la
fraccion viable se ha cuantificado el marcador de interés, CRT de superficie,
mediante la sefal del secundario Alexa Fluor 555 en Y585-PE-A.

3.4.2. Luminiscencia para detectar la liberacién de ATP

Para cada condicion experimental, 100 pL del sobrenadante se dispensaron en una
placa blanca de 96 pocillos de fondo plano para luminiscencia. Tras esto, se
afadieron 100 pL del reactivo CellTiter-Glo perteneciente al kit CellTiter-Glo
Luminescent Cell Viability Assay (Promega, G7571), y la placa se incubdé a
temperatura ambiente durante 10 minutos para estabilizar la sefial luminiscente,
siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente, la luminiscencia se analiz6
utilizando el lector de placas Victor3 Multilabel Counter (Perkin Elmer, Waltham, MA,
EE. UU.), que detecto la intensidad de luz visible emitida por las muestras.

3.4.3. Luminiscencia para detectar la liberacion de HMGB1

Para cada condicién experimental, 80 uL del sobrenadante se dispensaron en una
placa blanca de 96 pocillos de fondo plano para luminiscencia y se cuantificé el
HMGB1 presente en el sobrenadante con el kit Lumit™ HMGB1 Immunoassay
(Promega, W6110), siguiendo el protocolo del fabricante. Después de 5 min de
incubacion de la placa, la luminiscencia se midié en el lector de placas Victor3
Multilabel Counter (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA), que detecté la intensidad de
luz visible emitida por las muestras.



3.5. Andlisis estadistico

Se realizaron andlisis descriptivos de los datos. Dado que el tamafio muestral por
condicion fue demasiado pequefio, no se realizaron pruebas formales de
normalidad, como Shapiro—Wilk. Las curvas dosis—respuesta se ajustaron por
regresion no lineal a un modelo log(inhibitor) vs. response con pendiente variable de
cuatro parametros (4PL), previa transformacion logaritmica de las concentraciones,
obteniéndose las IC5, con sus intervalos de confianza del 95 %. Para comparaciones
entre al menos tres grupos independientes con un unico factor, se priorizé la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis; el ANOVA de una via se empled, en su caso,
como analisis complementario/exploratorio. En disefios con dos factores, se aplico
ANOVA de dos vias (incluida la interaccion) cuando se verificaron los supuestos de
normalidad. Todas las pruebas fueron bilaterales y se considerd significativo p <
0,05. Los resultados se expresaron como media + Standard Error of the Mean (SEM)
de los valores obtenidos. Los analisis se realizaron GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

4. RESULTADOS

4.1. Transicion del modelo 2D a 3D: cambios morfolégicos

Con el fin de establecer un modelo tridimensional representativo, se llevo a cabo la
conversion progresiva de los cultivos convencionales de GL261 en 2D hacia
condiciones de crecimiento en 3D. Durante este proceso, se observaron diferencias
morfoldgicas y organizativas relevantes. En los cultivos 2D, las células GL261, de
morfologia poligonal caracteristica de una linea de glioma murino, permanecieron
adheridas a la superficie de cultivo, mostrando a las 24 horas un patrén disperso con
algunas células aun en proceso de adhesion, y alcanzando una mayor confluencia
a las 72 horas (Fig. 1.A). En contraste, tras la transicién al modelo tridimensional,
las células dejaron de crecer en monocapa y comenzaron a organizarse en
agregados esferoidales no adheridos. A las 24 horas, se observaron esferoides de
pequefio tamafio y en menor ndmero, mientras que a las 72 horas éstos
incrementaron en tamafio y densidad (Fig. 1.B), reflejando una mayor agregaciéon
celular y consolidacion del crecimiento en 3D.

) 2D - 24h
A 0 -

Figura 1. Conversion del modelo GL261 de 2D a 3D: evolucién morfoldgica. (A) Cultivos 2D a 24 hy 72 h,
con células adheridas y morfologia poligonal (flecha verde) y algunas células en proceso de adhesion
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(flecha roja). (B) Esferoides 3D a 24 h y 72 h, agregados esferoidales (flechas azules) evidenciando
agregacion y compactacion progresivas Barra de escala: 500um. Imagenes obtenidas mediante
microscopia optica (objetivo 10x).
4.2. Efectos de la TMZ sobre la viabilidad celular en GL261 3D

Para conseguir el objetivo final propuesto en este trabajo, determinando las sefiales
inmunogénicas en modelos 3D de cultivo tras el tratamiento con TMZ, comenzamos
realizando una comparativa visual cualitativa de los esferoides GL261 tratados con
concentraciones crecientes del farmaco (0, 300, 500, 1000, 2500, 5000 y 10000 uM).

A
Control 300 uM 500 UM 1000 pM

2500 |M 5000 |M 10000 |M

Control 300 pM 1000 pM

2500 pM 5000 uM

'
——]

Figura 2. Efectos de la temozolomida (TMZ) sobre la morfologia de esferoides GL261 en 3D. (A) Esferoides
tras 24 h de tratamiento con el control (O uM) y concentraciones crecientes de TMZ (300—10 000 puM). (B)
Esferoides tras 72 h de tratamiento con el control (O pM) y concentraciones crecientes de TMZ (300—-10 000
UM). Se observaron, segun el caso, bordes definidos (fechas amarillas), bordes irregulares (flechas negras)
y células desprendidas (flechas blancas). Barra de escala: 500um. Imagenes obtenidas mediante
microscopia optica (objetivo 10x).

500 M

10000 pM

Tras 24 horas de tratamiento (Fig. 2.A) se observaron cambios morfolégicos en los
esferoides. En el control (O uM), los esferoides presentaron un tamafio pequefio, con
una morfologia compacta, bordes definidos y bien organizados. A medida que
aumento la concentracion de TMZ, se observé una disminucion progresiva del
tamafio de los esferoides, pérdida de compactacion y aparicion de bordes
irregulares.




Con un mayor tiempo de incubacion, a las 72h (Fig. 2.B), los esferoides del control
(0 uM) alcanzaron un mayor tamafo, manteniéndose compactos, organizados y con
bordes definidos. Sin embargo, el efecto de la TMZ fue mas acusado: los esferoides
tratados mostraron una reduccion de tamafo, pérdida de compacidad, bordes
irregulares y un grado creciente de disgregacion celular a medida que aumentaba la
concentracion. Ademas, se observo una mayor cantidad de células desprendidas y
restos celulares en el medio. En las dosis mas elevadas (= 5000 uM), los esferoides
presentes fueron escasos y de un tamafio muy reducido.

Posteriormente, se evalud la viabilidad celular en el modelo 3D. Para ello, los
esferoides se incubaron con TMZ durante 24 y 72 horas en las diferentes
concentraciones ensayadas (0, 300, 500, 1000, 2500, 5000 y 10000 uM), y la
viabilidad se determiné mediante el ensayo PrestoBlue. Los resultados se presentan
normalizados al control (0 uM), al que se atribuyé un valor del 100%, y se expresan
como media £ SEM (n = 2).

A 24h TMZ treatment B 72h TMZ treatment
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Figura 3. Viabilidad celular de esferoides GL261 3D tras tratamiento con temozolomida (TMZ). (A) Viabilidad
a las 24 h determinada mediante ensayo PrestoBlue en esferoides tratados con control (0 pM) y
concentraciones crecientes de TMZ (300—10 000 uM). (B) Viabilidad a las 72 h determinada en las mismas
condiciones. Los valores se representan normalizados al control (0 uM) y expresados como media + SEM
(n = 2). Se realizé ajuste no lineal con log-transformacion de las concentraciones de TMZ y calculo de IC 5.

A las 24h (Fig. 3.A), en el modelo 3D se observé un patron irregular y variable de
respuesta, sin una relacion dosis—respuesta clara. A concentraciones de 500 y 1000
UM la viabilidad descendié de forma marcada respecto al control, con valores de
39,98 + 13,92 y 19,18 + 4,89%, respectivamente. Sin embargo, concentraciones
superiores no mostraron un descenso proporcional. En las dosis bajas, el efecto de
la TMZ resulté practicamente inexistente. Aunque el analisis estadistico calculé una
ICs0 de 380,3 uM, y tal como se describira a continuacion, entendemos que no refleja
un valor real ya que el comportamiento de los datos no es consistente con una
progresion dosis-respuesta.

Tras 72 horas de tratamiento (Fig. 3.B), los esferoides mostraron un descenso
progresivo y mas uniforme de la viabilidad celular en funcion de la concentracion de
TMZ. Los valores permanecieron proximos al control en 300 uM (97,5 + 10,4%),
mientras que se redujeron de manera escalonada en el rango de 500-2500 uM (89,1
+9,4; 72,0 £ 20,2; 50,8 + 28,8%). En las concentraciones mas altas (5000 y 10000
uM) la viabilidad descendi6 de forma acusada hasta valores muy bajos (18,8 + 18,4
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y 11,7 + 11,7%, respectivamente). En conjunto, se observa un perfil dosis—
respuesta, con una ICs, de 2228 pM.

Por ultimo, se compar6 con datos previos obtenidos en 2D por el grupo de
investigacion, considerando las concentraciones comunes (0, 300, 500 y 1000 pM).

A 24h TMZ treatment B 72h TMZ treatment
150 150
BE GL2612D GL261 2D
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Figura 4. Comparacion de la viabilidad celular entre modelos 2D y 3D de GL261 tras tratamiento con
temozolomida (TMZ). Viabilidad en cultivos 2D y 3D determinada mediante ensayo PrestoBlue tras (A) 24h
y (B) 72 h de tratamiento con control (0 uM) y concentraciones crecientes de TMZ (300-1000 uM). Los
valores se representan normalizados al control (0 uM) y expresados como media = SEM. Se aplicé analisis
de varianza de dos vias (two-way ANOVA) para la comparacién entre modelos y concentraciones,
considerandose significativos valores de p < 0,05.

A las 24 horas (Fig. 4.A), consideramos que los datos de viabilidad en 3D obtenidos
en nuestro ensayo no son asumibles debido a una incidencia técnica que
compromete su interpretaciébn. En consecuencia, para esta comparacion
Unicamente, se emplearon datos de viabilidad en 3D a 24 h cedidos por el grupo de
investigacion, obtenidos bajo condiciones metodoldgicas equivalentes. Con esta
sustitucién, la comparacion entre los modelos 2D y 3D muestra una diferencia
significativa en la concentracién de 1000 pM, con una media del 86,15% en 2D frente
al 44,58% en 3D (p = 0,0045). Cabe remarcar que con estos datos concretos, la ICso
calculada a las 24 horas fue de 1075 pM, alcanzando valores mas cercanos a lo
esperado.

A las 72 horas de tratamiento (Fig. 4.A) no se observaron diferencias significativas
entre ambos modelos en ninguna de las concentraciones analizadas (p > 0,05); no
obstante, visualmente se aprecia una tendencia a valores mas elevados de
viabilidad en el modelo 3D, si bien esta diferencia aparente podria obedecer a la
variabilidad experimental.

4.3. Liberacion de sefiales inmunogénicas
4.3.1. Exposicion de CRT en la membrana
Como primer marcador de muerte celular inmunogénica, se analizo la exposicion de
calreticulina (CRT) en la superficie celular de esferoides GL261 3D tras el
tratamiento con TMZ (500, 1000 y 2500 pM). Se incluyd doxorrubicina (25 uM) como
control positivo, dada su capacidad conocida de inducir inmunogenicidad. Para
caracterizar de forma mas precisa la respuesta, se evaluaron cuatro subpoblaciones
celulares (vivas CRT-, vivas CRT+, muertas CRT- y muertas CRT+), y
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adicionalmente se representd por separado el porcentaje de células vivas CRT+
tanto a 24 como a 72 horas. Posteriormente, los resultados en 3D se compararon
con datos previos en 2D obtenidos por el grupo de investigacion.

Empezando por el andlisis de la exposicion de CRT en las distintas subpoblaciones
celulares, se evaluaron los perfiles tanto a 24 como a 72 horas.
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Figura 5. Citometria de flujo para la deteccion de exposicion de calreticulina (CRT) en esferoides GL261 3D
tratados con temozolomida (TMZ). Se evaluaron cuatro condiciones de tratamiento: control (0 pM), TMZ
(500—-2500 uM) y doxorrubicina (25 uM). (A) Distribucion de las subpoblaciones celulares (vivas CRT—, vivas
CRT+, muertas CRT- y muertas CRT+) a las 24 h de tratamiento y (B) a las 72 h. (C) Porcentaje de las
subpoblaciones celulares a las 24 h. (D) Porcentaje de las subpoblaciones celulares a las 72 h. Los valores
se expresan como media + SEM. Se aplicd andlisis de varianza de dos vias (two-way ANOVA),
considerandose significativos valores de p < 0,05.

A las 24 horas (Fig. 5.C), tanto en el control como en las condiciones tratadas con
TMZ, la poblacion predominante correspondio a células vivas CRT-, reflejando una
baja exposicion de CRT. En contraste, en las células tratadas con doxorrubicina la
mayoria de la poblacién correspondi6 a vivas CRT+, lo que confirma su papel como
control positivo robusto de exposicion de CRT.
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Alas 72 horas (Fig. 5.D), el perfil cambi6 de manera notable: el porcentaje de células
se desplaz6 hacia la poblacién de muertas CRT+, reduciéndose la fraccion de vivas
CRT- en todas las condiciones, incluido el control. En el caso del tratamiento con
doxorrubicina, también se observé una transicion hacia un predominio de muertas
CRT+, reforzando su funcién como control positivo de muerte celular inmunogénica.

Como la poblacion celular que realmente nos interesa para este estudio son las
células vivas que expresan CRT en su membrana (vivas CRT+), ya que esta
exposicion mientras la célula aun esta viable es una sefal “eat-me”, analizaremos
en profundidad esta poblacion.
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Figura 6. Exposicion de calreticulina (CRT) en células vivas GL261 3D tratados con temozolomida (TMZ).
Se evaluaron cuatro condiciones de tratamiento: control (0 uM), TMZ (500-2500 pM) y doxorrubicina (25
uM) tras (A) 24 hy (B) 72 h. Los valores se expresan como porcentaje de células vivas CRT+ y se muestran
como media £ SEM (n = 2). Se aplicé analisis de varianza de una via (one-way ANOVA), considerandose
significativos valores de p < 0,05.

A las 24 horas (Fig. 6.A), los grupos de 500 uM, 1000 uM y doxorrubicina mostraron
valores medios de células vivas CRT+ de 4,72 + 0,12, 4,49 + 0,45y 87,67 + 0,12%,
respectivamente, frente al control. Aunque estos datos sugieren un aumento
(especialmente con doxorrubicina), no alcanzaron significacion estadistica (p > 0,05)
y deben interpretarse como tendencias susceptibles a la variabilidad experimental.

A las 72 horas (Fig. 6.B), no se detectaron diferencias significativas entre el control
y las distintas concentraciones de TMZ (1,59y 3,69 + 0,55/ 3,33+ 0,43/1,3 +0,60%
respectivamente). Cabe mencionar que una réplica del control fue excluida por una
incidencia técnica en la ejecucion del experimento, sin alterar la interpretacion global
de los resultados. Sin embargo, el tratamiento con doxorrubicina indujo un aumento
marcado en la fraccion de células vivas CRT+ (11,44 + 0,94%) en comparacion con
el control (1,59%), alcanzando significacion estadistica (p = 0,0038). Es importante
destacar que, en este tiempo, el nUmero total de células vivas en la condicion de
doxorrubicina fue menor en comparacién con las 24 horas, o que sugiere una
transicion progresiva hacia poblaciones celulares muertas CRT+.

En la comparacion entre los modelos 3D y los datos previos en 2D a las 24 horas
(Fig. 7.A), no se detectaron diferencias significativas en las condiciones de control
ni en las tratadas con TMZ. Dado que las series no incluian concentraciones
idénticas, se consideré el valor de 2000 uM en 2D como aproximacion al de
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2500 uM en 3D, reconociendo que no son estrictamente equivalentes. Bajo esta
premisa, no se observaron diferencias entre ambos modelos en dicha
concentracion. Sin embargo, en el caso de doxorrubicina se observo un incremento
marcado en la fraccion de células vivas CRT+ en 3D (87,67 £ 0,12%) frente a 2D
(7,1%) (p < 0,0001).
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Figura 7. Comparacion de la exposicion de calreticulina (CRT) en células vivas en cultivos GL261 2D y 3D.
Se evaluaron las condiciones control (0 uM), TMZ (2000 uM en 2D y 2500 uM en 3D como aproximacion)
y doxorrubicina (25 pM) tras (A) 24 h'y (B) 72 h de tratamiento. Los valores se expresan como porcentaje
de células vivas CRT+ y se muestran como media + SEM. Se aplico analisis de varianza de dos vias (two-
way ANOVA), considerandose significativos valores de p < 0,05.

A las 72 horas (Fig. 7.B), la comparacion entre 3D y 2D no mostrd diferencias
significativas en las condiciones de control ni en el tratamiento con TMZ. Sin
embargo, en la condicion de doxorrubicina se detectd una diferencia significativa,
con un mayor porcentaje de células vivas CRT+ en 2D (19,19 + 1,98%) en
comparacion con 3D (11,44 + 0,94%) (p = 0,024).

4.3.2. Liberacion de ATP
Con el fin de analizar otro marcador clave de inmunogenicidad, se determiné la
liberacion de ATP extracelular en esferoides GL261 3D tratados con TMZ y
doxorrubicina. Posteriormente, estos resultados se compararon con datos previos
obtenidos en 2D por el grupo de investigacion.

Se midio el ATP extracelular por bioluminiscencia en esferoides GL261 3D tras su
tratamiento con TMZ (500, 1000 y 2500 uM) o doxorrubicina como control positivo
(25 uM) a 24y 72 horas.
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Figura 8. Liberacion extracelular de ATP en esferoides GL261 3D tratados con temozolomida (TMZ).
Esferoides incubados durante (A) 24 hy (B) 72 h con control (0 pM), TMZ (500-2500 pM) o doxorrubicina
(25 pM). Los valores se expresan como fold-change respecto al control (0 uM) y se muestran como media
+ SEM (n = 2). Se aplicé analisis de varianza de una via (one-way ANOVA), considerandose significativos
valores de p < 0,05.

Tras las 24 horas de tratamiento (Fig. 8.A), la sefial de ATP aument6 de forma
gradual con las concentraciones de TMZ, desde 500 a 2500 pM (1,69 £ 0,80/ 1,96
+ 0,76 / 2,23 £ 0,39 respectivamente en fold-change vs. células sin tratar), todas
superando el control. La mayor respuesta corresponde al control positivo, la
doxorrubicina (3,17 £ 0,04). La sefial de ATP sigue un patron dosis-dependiente, sin

embargo, no se detectaron diferencias significativas frente al control (p = 0,05)

Por el contrario, tras las 72 horas de tratamiento (Fig. 8.B), la sefial de ATP exhibid
el patron inverso, con una disminucion progresiva al incrementar la concentracion
de TMZ (0,95 + 0,65 / 0,80 + 0,74) con respecto el control. También mostré un
descenso marcado tanto en la concentraciébn mas alta (0,32 + 0,25) como en la
doxorrubicina (0,44 + 0,38). En este caso los resultados revelan una clara tendencia
decreciente con la dosis, pero no se detectaron diferencias significativas frente al
control (p > 0,05).
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Figura 9. Comparacion de la liberacion extracelular de ATP en cultivos GL261 2D y 3D. Se evaluaron los
valores en control (0 uM), TMZ (2000 uM en 2D y 2500 pM en 3D como aproximacioén) y doxorrubicina (25
uM) tras (A) 24 hy (B) 72 h de tratamiento. Los valores se expresan como fold-change respecto al control
(0 uM) y se muestran como media + SEM. Se aplicé andlisis de varianza de dos vias (two-way ANOVA),
considerandose significativos valores de p < 0,05.
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Al comparar con los datos obtenidos en 2D, a las 24 horas (Fig. 9.A) no se detectaron
diferencias significativas en el control. Sin embargo, si se observaron diferencias
relevantes en las concentraciones de 2500 uM y en doxorrubicina. En 2500 uM, la
liberacion de ATP fue significativamente mayor en 2D (12,71 £ 0,44) que en 3D (2,23
+0,39) (p < 0,0001). De forma similar, en doxorrubicina se observo un valor superior
en 2D (5,96 + 0,44) frente a 3D (3,17 £ 0,04) (p = 0,0019).

Tras 72 horas de tratamiento (Fig. 9.B), no se detectaron diferencias significativas
entre los modelos 2D y 3D en ninguna de las condiciones analizadas (p > 0,05). No
obstante, en la concentracion de 2500 uM se observé una tendencia hacia valores
mas elevados en 2D (1,83 £ 0,76) en comparacion con 3D (0,32 £ 0,24), con un
valor de p cercano a la significacion (p = 0,08).

4.3.3. Liberacion de HMGB1
Con el objetivo de evaluar la liberacion de sefales inmunogénicas asociadas a la
muerte celular, se cuantific6 el HMGB1 extracelular por bioluminiscencia en
esferoides GL261 3D tras el tratamiento con TMZ (500, 1000 y 2500 pM) o
doxorrubicina como control positivo (25 uM) a 24 y 72 horas. Al igual que en el caso
del ATP, los resultados se contrastaron con datos previos en 2D disponibles en el
grupo de investigacion.
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Figura 10. Liberacion extracelular de HMGBL1 en esferoides GL261 3D tratados con temozolomida (TMZ).
Esferoides incubados durante (A) 24 h'y (B) 72 h con control (0 uM), TMZ (500-2500 uM) o doxorrubicina
(25 uM). Los valores se expresan como fold-change respecto al control (0 M) y se muestran como media
+ SEM (n = 2). Se aplico andlisis de varianza de una via (one-way ANOVA), considerandose significativos
valores de p < 0,05.

Tras el tratamiento de 24 horas (Fig. 10.A), la sefial de HMGB1 aumento
gradualmente con la concentracion de TMZ (de 500 a 2500 uM respectivamente
1,31+0,27/1,46 £ 0,35/ 1,53 £ 0,04 fold sobre el control), superando el control en
todos los casos. Este incremento sigue por tanto un patron dosis-dependiente. La
doxorrubicina, como control positivo, emite la sefial mas elevada (1,46 + 0,37 fold
sobre el control). Aunque aparentemente sigue un patron dosis-dependiente, en este
conjunto no se detectaron diferencias significativas frente al control (p > 0,05).

Cuando realizamos el mismo experimento a 72 horas de tratamiento (Fig. 10.B), la
sefial de HMGB1 mostré un patron distinto. Se observa una disminucion de la sefial
respecto del control en todas las concentraciones de TMZ (0,78 £ 0,42/ 0,76 £ 0,44
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/ 0,86 + 0,47 fold sobre el control) y una caida marcada en el tratamiento con
doxorrubicina (0,15 + 0,09 fold sobre el control). De nuevo, este ensayo carece de
significacion estadistica en las comparaciones realizadas (p > 0,05).
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Figura 11. Comparacion de la liberacion extracelular de HMGB1 en cultivos GL261 2D y 3D. Se evaluaron
los valores en control (0 uM), TMZ (2000 uM en 2D y 2500 uM en 3D como aproximacion) y doxorrubicina
(25 puM) a (A) 24 hy (B) 72 h. Los valores se expresan como fold-change respecto al control (0 uM) y se
muestran como media + SEM. Se aplico analisis de varianza de dos vias (two-way ANOVA),
considerandose significativos valores de p < 0,05.

Para contrastar estos resultados, los comparamos con datos en 2D cedidos por el
grupo de investigacion. Dado que las series no incluian concentraciones idénticas,
el valor de 2000 uM en 2D se utiliz6 como referencia aproximada del de 2500 uM en
3D, asumiendo que no son estrictamente equivalentes. Bajo esta aproximacion, a
24 horas (Fig. 11.A), observamos una diferencia significativaen HMGB1 con un valor
mas elevado en 3D en comparacion con las 2D (1,53 £ 0,04 y 0,62 + 0,20 fold sobre
el control), (p = 0,04). En control y doxorrubicina no se detectaron diferencias
significativas entre 2D y 3D (p > 0,05).

Cuando se evaluo la liberacion de HMGBL1 a las 72 horas de tratamiento (Fig. 11.B),
no se detectaron diferencias significativas entre los modelos 2D y 3D en ninguna de
las condiciones analizadas (control, TMZ y doxorrubicina) (p > 0,05). No obstante,
en la comparacion con doxorrubicina se observo una tendencia hacia valores mas
altos en 2D en relacién con 3D (2,21 + 0,57 y 0,15 + 0,09 respectivamente con una
p = 0,07).

5. DISCUSION

El aumento progresivo en el nUmero y tamafio de los agregados celulares tras la
conversion de GL261 a 3D refleja la transicion hacia un crecimiento basado en
interacciones célula—célula. Este cambio implica la pérdida del anclaje al sustrato y
el predominio de contactos celulares; el proceso sigue una fase de autoagregacion
y posterior compactacion mediada por cadherinas, con refuerzo de uniones
homotipicas y reorganizacion de las adhesiones célula—MEC a través de integrinas,
lo que estabiliza la estructura esferoidal [37]. En conjunto, estos hallazgos—pérdida
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de adherencia y transicion a esferoides flotantes que crecen y se compactan entre
24y 72 h—son plenamente consistentes con el comportamiento esperado de GL261
al pasar de 2D a 3D y con la literatura que sustenta tanto la morfologia 2D
(monocapa poligonal) como la dinAmica 3D (auto-agregacion y compactacion
progresiva) [33] Todas estas caracteristicas avalan el uso del modelo 3D como
escenario mas cercano a la biologia tumoral para los analisis funcionales
posteriores, capturando las interacciones dinamicas con el microambiente e
imitando el crecimiento tumoral real y la diseminacion tumoral [38].

Para contextualizar la respuesta a TMZ en GL261 3D, comparamos la viabilidad a
24 y 72 horas, poniendo el foco en la relacion dosis—respuesta y en las diferencias
frente a 2D, con especial énfasis en las 72 horas. El punto de 24 horas se incluye
para capturar eventos tempranos y explorar si emergen sefiales inmunogénicas que,
previsiblemente, anteceden a la muerte celular.

A las 24 horas, la respuesta en viabilidad es irregular y no sigue una clara relacion
dosis—respuesta, incluso con descensos abruptos en concentraciones intermedias,
dando lugar a una ICs, poco realista. Esto puede deberse a limitaciones técnicas,
incluyendo un error en la dilucion de la TMZ y pérdidas de esferoides durante la
manipulacién (adhesion a las paredes), lo que reduce la carga celular efectiva por
condicion. Adicionalmente, no se descarta contaminacién que altere la lectura
metabdlica, asi como una exposicion subdptima al reactivo PrestoBlue (relaciéon
reactivo/volumen inadecuada o tiempo de incubacién insuficiente). Por ello, los
datos de 24 h fueron excluidos de los analisis, de las comparaciones intermodelo y
de la estimacion de parametros. Para subsanar esta situacién, se han utilizado datos
de viabilidad celular previamente obtenidos en el grupo, que indican una ICso de
1075 uM. Cabe sefalar que esta incidencia fue puntual y se observé exclusivamente
en el ensayo de viabilidad a 24 horas; no se traslada al resto de procedimientos
realizados a 24 horas, que constituyen experimentos independientes con protocolos
diferenciados.

A las 72 horas, el modelo 3D exhibe una tendencia mas clara y gradual hacia una
relacion dosis—-respuesta, aunque sin significacion estadistica. Esto es coherente
con el mecanismo temporal de accion de TMZ, donde la formacién de lesiones como
Os-metilguanina requiere al menos dos ciclos de replicacién para convertirse en
dafio citotoxico efectivo via el sistema de reparacion por desajustes (MMR, por sus
siglas en inglés mismatch repair), generando roturas en doble cadena y apoptosis
[39]. Bajo estas condiciones, los modelos 2D y 3D convergen hacia niveles
comparables de afectacion celular in vitro, reflejando una sensibilidad similar al
farmaco en exposicion prolongada. No obstante, visualmente se aprecia una
tendencia a valores de viabilidad ligeramente mas elevados en el modelo 3D, lo que
podria atribuirse a que los esferoides recrean gradientes de difusion y penetracion
tanto del farmaco como de oxigeno y nutrientes [34].

En cualquier caso, conviene subrayar que los indicadores de viabilidad y las ICsq
obtenidas in vitro tienen un poder predictivo limitado sobre lo que sucede in vivo. En
modelos preclinicos, pautas de TMZ que preservan la competencia inmunitaria
prolongan la supervivencia e incluso logran curaciones, con exposiciones
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claramente inferiores a la ICs, [40], [41]. Esto sugiere que el beneficio terapéutico
no depende solo de la citotoxicidad directa, sino también de efectos
inmunomoduladores, de la interaccion con estroma Yy vasculatura, de
senescencia/citostasis y de condicionantes farmacocinéticos y de la BHE que los
modelos 2D y 3D reproducen de forma incompleta [42].

La ICD es clave para la eficacia antitumoral porque integra el dafio terapéutico con
la emision coordinada de DAMPs en ventanas temporales definidas. Los cultivos 2D
pueden subestimar o desfasar estas sefiales al carecer de gradientes y arquitectura
tisular. En cambio, los modelos 3D reproducen compactacion, heterogeneidad
espacial y restricciones de difusion, lo que modula la magnitud y la cinética de los
DAMPs, ofreciendo una lectura mas fiel de su dindmica y de su relevancia biolégica
real [43]. En este trabajo se analizaron tres marcadores clave de muerte celular
inmunogénica. La exposicion de calreticulina (CRT) en membrana se evalu6 como
senal “eat-me”, fundamental para el reconocimiento de células tumorales por parte
de fagocitos. La liberacibn de ATP extracelular se estudi6 como sefal
quimioatrayente (“find-me”) que favorece el reclutamiento de células inmunes.
Finalmente, se cuantifico la liberacion de HMGB1, una proteina nuclear que, al salir
al medio extracelular, actia como sefial de peligro (danger signal) promoviendo la
activacion de células presentadoras de antigenos. Es importante sefialar una
limitacion transversal a estos ensayos: el bajo nimero de réplicas biolégicas (n = 2)
y la elevada dispersién observada en algunos valores impiden detectar cambios
estadisticamente significativos frente al control con el nivel de significacion habitual
(a = 0,05). Por tanto, este estudio constituye una prueba de concepto, que
demuestra la viabilidad del enfoque y sienta las bases para estudios confirmatorios
mas amplios.

La calreticulina (CRT) en superficie constituye una de las sefiales mas tempranas
de muerte celular inmunogénica, actuando como sefal “eat-me” que favorece la
fagocitosis por células dendriticas y macréfagos [36], [44].

A las 24 horas, la baja proporcion de células vivas CRT+ en las condiciones control
y TMZ indica que la exposicion de CRT inducida por este farmaco es limitada. Este
comportamiento coincide con lo descrito en la literatura, donde la TMZ presenta una
capacidad modesta e incluso inconsistente para inducir sefiales clasicas de ICD en
gliomas [25], [45]. En contraste, la marcada exposicion de CRT en células tratadas
con doxorrubicina confirma su papel como inductor prototipico de ICD: las
antraciclinas inducen estrés del reticulo endoplasmico y translocacién temprana de
CRT a la membrana, generando una potente sefial “eat-me” para células inmunes
[46].

A las 72 horas, no se detectaron diferencias significativas entre las concentraciones
de TMZ y el control, lo que puede explicarse porque la exposicion de CRT es un
evento temprano y transitorio dentro de la ICD [47]. En este punto, muchas células
ya han progresado hacia apoptosis avanzada o necrosis, donde CRT se pierde de
la membrana y, por tanto, deja de detectarse como sefial. Este fendbmeno es
coherente con la cinética de accion de TMZ, cuyo efecto citotdxico se manifiesta tras
varios ciclos de replicacién y que, en tiempos prolongados, conduce a muerte celular
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mas que a sefiales tempranas de inmunogenicidad [48], [49]. En contraste, la
doxorrubicina mantuvo un aumento significativo de vivas CRT+, pero acompafiado
de una reduccion del nimero total de células viables respecto a 24 horas, indicando
una menor poblacion capaz de mantener CRT en superficie. Este patrén refleja su
capacidad robusta como inductor de ICD y la transicion esperable hacia poblaciones
muertas CRT+ en fases tardias [46].

En la comparacion entre los modelos, a las 24 horas no se detectaron diferencias
entre 2D y 3D en las condiciones de control ni en TMZ, lo que concuerda con lo
reportado en la literatura sobre la TMZ, donde se describe exposicion temprana pero
discreta de CRT [25], [45]. En cambio, con doxorrubicina se observé una diferencia
muy marcada, con un porcentaje de vivas CRT+ mucho mayor en 3D que en 2D.
Este resultado sugiere que el microambiente tridimensional, caracterizado por mayor
compactacion celular, estrés metabdlico e interacciones célula—célula, potencia la
exposicion de CRT frente a un sistema en monocapa mas homogéneo, donde la
sefial fue mucho mas limitada [50].

A las 72 horas, tampoco se observaron diferencias entre 2D y 3D en control ni en
TMZ, lo que concuerda con la naturaleza transitoria de la exposiciéon de CRT y con
la progresion hacia poblaciones muertas en ambos modelos. Sin embargo, en
doxorrubicina el patrén se invirtid: la fraccion de vivas CRT+ fue mayor en 2D que
en 3D. Una explicacion plausible es que en 3D la muerte celular masiva y el estrés
prolongado reducen la poblacién viable capaz de mantener CRT en membrana,
mientras que en 2D persiste un mayor nimero de células vivas que aun exhiben
CRT en superficie [51]. En conjunto, estos resultados refuerzan que la cinética y
magnitud de la exposicién de CRT dependen tanto del tipo de agente como del
contexto tridimensional, siendo mas robusta y temprana en 3D, pero con una pérdida
mas acusada en tiempos prolongados. Ademas, aunque la exposicion de CRT
parezca modesta, su cooperacion sinérgica con otras sefiales inmunogénicas puede
potenciar de forma relevante la activacion de la ICD.

El ATP extracelular se analizé como un marcador del estado de la célula, dado que
su liberacién funciona como sefial inmunogénica temprana de tipo find-me.
En el modelo 3D, a las 24 horas se observo un aumento progresivo de ATP con la
concentracion de TMZ y con doxorrubicina como condicién mas elevada, aunque sin
alcanzar significacion estadistica. Este perfil es consistente con una liberacién
temprana de ATP asociada a células en estrés inicial o apoptosis incipiente, tal como
se ha descrito en otros modelos tumorales tratados con quimioterapia [52].

A las 72 horas la sefial de ATP se invierte y desciende tanto con TMZ como con
doxorrubicina, mas acusado en las dosis altas, porque el ATP liberado
tempranamente se hidroliza rapidamente a AMP/adenosina por las
ectonucleotidasas CD39/CD73, muy activas en GB y potenciadas por la hipoxia
mediada por HIF-1 propia de los esferoides 3D [53], [54]. En paralelo, al avanzar la
muerte celular disminuye la fraccién viable capaz de secrecion activa, y las reservas
intracelulares de ATP se agotan, reduciendo el flujo neto hacia el sobrenadante [55],
[56]. El resultado combinado limita la acumulacién detectable por el ensayo de
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bioluminiscencia, de modo que, pese a que haya dafio elevado, la lectura a 72 horas
muestra un perfil descendente con TMZ y doxorrubicina.

La comparacion con 2D evidencié a las 24 horas una liberacion mucho mayor de
ATP en 2D en las condiciones de 2500 uM de TMZ y de doxorrubicina, lo que podria
relacionarse con la ausencia de barreras de difusion en monocapa y con una mayor
liberacion directa al medio [57]. En esferoides 3D, en cambio, la compactacion
celular, la degradacion enzimatica local y la retencidn intracelular limitarian la
acumulacion extracelular medible.

A las 72 horas no hubo diferencias significativas entre ambos modelos, aunque se
observd una tendencia hacia valores méas altos en 2D en la dosis de 2500 pM,
posiblemente asociada a una mayor proporcion de células aun viables capaces de
liberar ATP [58]. En conjunto, estos hallazgos se alinean con lo previsto y respaldan
la liberacion de ATP como sefial inmunogénica tras el tratamiento con TMZ,
indicando ademas que en ambos modelos (2D y 3D) las 24 h constituyen una
ventana temporal mas relevante que las 72 h para su deteccion.

La proteina nuclear HMGB1 es uno de los principales DAMPs liberados durante la
muerte celular inmunogénica. Su presencia en el espacio extracelular actia como
sefal de peligro, favoreciendo la activacion de células dendriticas y la presentacion
de antigenos. Sin embargo, su liberacion y detectabilidad pueden variar en funcién
del tiempo, el tipo de estimulo y el estado redox de la proteina.

En nuestros resultados, a las 24 horas se observé un aumento dependiente de la
dosis de TMZ en la liberacion de HMGB1, aunque sin alcanzar significacion
estadistica. Esto podria reflejar una respuesta inicial moderada al dafio, en linea con
estudios que describen una liberacién temprana de HMGB1 en modelos de glioma
tras quimioterapia [59]. En contraste, a las 72 horas la sefal disminuy6 en todas las
condiciones, incluido el control positivo con doxorrubicina. Este hallazgo puede
deberse a que la liberacion de HMGBL requiere de células viables: cuando la muerte
celular es extensa, la proteina puede degradarse, quedar atrapada en restos
celulares o detectarse con menor afinidad debido a oxidacion o modificaciones
postraduccionales. De hecho, se ha descrito que la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), a la que contribuye la TMZ al inducir un marcado estrés
oxidativo (por la disfuncion mitocondrial y el estrés replicativo), oxida HMGB1, lo que
reduce su inmunogenicidad y la eficacia de su deteccidn por anticuerpos en ensayos
bioquimicos. [60], [61].

En nuestra comparacion entre los modelos 3D y 2D, observamos una liberacion
significativamente mayor de HMGB1 con una concentracion de TMZ de 2500 uM en
3D frente a 2D a las 24 horas. Este mayor nivel en el modelo tridimensional puede
explicarse por su representatividad mas cercana al entorno tumoral real, donde la
secrecion activa de HMGB1 mediada por autofagia es mas eficiente, lo cual se ha
documentado en glioblastoma en respuesta a TMZ [59]. En células organizadas en
esferoides tridimensionales, la arquitectura densa y los contactos célula—célula
reforzados facilitan esta secrecion, que resulta ser algo menos prominente en
monocapa.
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A las 72 horas no se detectaron diferencias significativas en la liberacion de HMGB1
entre los modelos 2D y 3D. Sin embargo, la tendencia a valores mas altos en 2D
frente a 3D con doxorrubicina podria explicarse debido a que en el modelo 3D, la
muerte celular mas extensa y la acumulacién de ROS favorecerian la oxidacién o
degradacién de HMGB1, reduciendo su detectabilidad en el medio extracelular [60].

Es necesario considerar la falta de estandarizacién en la evaluacion de sefiales
inmunogénicas. La heterogeneidad de modelos (lineas, cultivos primarios,
esferoides), ventanas temporales de analisis y lecturas (citometria, microscopia,
ELISA/luminiscencia) dificulta comparar magnitudes y cinéticas entre estudios y, en
la practica, impide definir con certeza un “mejor” momento o técnica unica para
capturar un perfil representativo. Ademas, decisiones analiticas como el umbral de
positividad, la normalizacion y el esquema de dosificacion condicionan la
interpretacion [62].

Por otra parte, es improbable que una sefial aislada explique por si sola la
inmunogenicidad global. Mas bien, el fenomeno parece surgir de una firma
compuesta donde convergen la exposicion de CRT, la liberacién de ATP y HMGB1,
cambios en ejes reguladores como CD47 o0 CD39-CD73 y la maduracion de células
dendriticas. Varias de estas sefiales aparecen cuando la muerte ain no es evidente,
lo que facilita su captura por el sistema inmune in vivo y puede modular el resultado
final. De ahi la necesidad de enfoques multiparamétricos y dependientes del tiempo,
idealmente complementados con ensayos funcionales de fagocitosis y presentacion
antigénica, para contextualizar adecuadamente las lecturas bioquimicas y de
viabilidad [63].

6. CONCLUSION

En conjunto, nuestros datos indican que in vitro el modelo 3D de GL261 muestra
diferencias modestas frente al 2D en las variables evaluadas, pero es cierto que
aporta ventajas estructurales como gradientes de difusion, heterogeneidad espacial
y microambientes locales que ayudan a interpretar las divergencias observadas y lo
convierten en un sistema util que merece seguir optimizandose.

Las sefales seleccionadas ATP, CRT y HMGB1 no resultaron especialmente
determinantes en este contexto, con cambios discretos y cinéticas distintas, por lo
que sera necesario incorporar marcadores con mayor sensibilidad en 3D y ajustar
la ventana temporal. En particular, seria interesante analizar otras sefiales
inmunogénicas que pudieran tener mayor relevancia para la ICD en este modelo y
caracterizar tanto su magnitud como su cinética. Es importante considerar que estas
sefiales no actuan de forma aislada, sino de manera coordinada y a menudo
sinérgica; por ello, una evaluacion integrada de su actividad conjunta y de su
secuencia temporal podria resultar mas informativa que el analisis individual.

Ademas, resultados preliminares de un estudio en curso del grupo, aun no
publicado, muestran que al implantar los esferoides en ratdon su comportamiento se
aproxima mas al del tumor in vivo, con crecimiento acelerado y patrén difuso e
infiltrativo, gracias a la interaccién con un microambiente tumoral funcional. Esto
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respalda el valor de este modelo y guia su perfeccionamiento con vistas a reducir el
uso de animales.

Como linea futura, la integracidon de componentes inmunes en organoides y en
cocultivos representa un paso ldgico, condicionado a consolidar previamente el
modelo 3D y a identificar las sefiales clave que mejor capturen su biologia.
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