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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte en los paises desarrollados, por lo
cual una linea de investigaciéon en este campo, estd enfocada en encontrar nuevas y
eficaces formas de tratamiento, una de ellas es la terapia génica, la cual entre su amplia
gama de herramientas utiliza los RNA antisentidos para bloquear moléculas relacionadas
con procesos carcinogénicos, como lo es la molécula CD133, que es una glicoproteina
de membrana que se sobre-expresa en células malignas con caracteristicas similares a
células madre en varios tumores y que esta relacionada con malignidad y progresion del
tumor. El objetivo de este trabajo fue bloquear la expresion de la molécula CD133 en
lineas celulares de cancer. Material y métodos: Se utilizaron lineas celulares de cancer
B16F10, MCF7, INERS51, A427, L5178YR y P3X63Ag8, y por medio de RT-PCR,
Western Blot, Inmunocitoquimica e Inmunofluorescencia se identifico la molécula
CD133. Se aislaron células CD133+ por medio de Particulas Magnéticas y Citometria
de flujo, Ademas se disefio y construyd un RNA antisentido (As-CD133) contra la
molécula CD133 y analisis del efecto de la combinacion del As-CD133 y cisplatino. Los
resultados obtenidos fueron: 1) la identificacion de la expresion del mRNA de la
molécula CD133 en todas las lineas celulares antes mencionadas, en base a este
resultado se seleccionaron las lineas celulares B16F10, MCF7 e INERS1 para continuar
los analisis, debido a su facilidad de cultivo y transfeccion. La expresion de la proteina
en las lineas celulares fue alta, detectando un 70% de células CD133+, notandose un
patron de expresion difuso y marcado en las células BI6F10 y MCF7 y un patrén de
expresion localizado en las células INER 51. 2) En el aislamiento de células CD133+
por medio de Particulas Magnéticas se encontr6 un alto porcentaje en las lineas celulares
B16F10 (24%), MCF7 (16%) e INERS1 (6%) y por Citometria de Flujo se encontro el
6% de células CD133+ en la linea B16F10. 3) Posteriormente en los ensayos de
transfeccion con el AS-CDI133 se observd una disminucion de la expresion de la
proteina CD133, ademéas de cambios morfoldgicos y disminucion de la viabilidad celular
en las lineas B16F10 (42%) (p<0.05), MCF7 (48%) (p<0.05) e INER 51 (71%) a las
48hrs posteriores a la transfeccion, el dafio causado a las células fue dependiente de
dosis (p= -0.4). 4) Se determind que el tipo de muerte provocado fue por la via de
apoptosis, y que el tratamiento con el As-CD133, en combinacion con cisplatino es
capaz de disminuir significativamente (p<0.05) la viabilidad de las células de la linea
B16F10 (3.1%) comparado con los tratamientos por separado (48% con 0.4ug de As-
CD133 y 25% con 5ng/pL cisplatino). Con los anteriores resultados concluimos que
existen dentro de las lineas celulares de cancer células madre con el fenotipo CD133+ y
que esta molécula es de importancia para la viabilidad de las células, pudiendo ser un
blanco terapéutico contra células madre de cancer que expresen el fenotipo CD133+.
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ABSTRACT

The cancer is one of the main causes of death in the developed countries, a line of
investigation in this field, is focused in finding new and effective treatments, one of
them is the gene therapy, which by its wide range of tools uses the mRNA antisense to
block molecules related to carcinogenic processes, like the CD133 protein, that is a
membrane glycoprotein, expressed on hematopoietic, neural, endothelial and epithelial
stem cells. CD133 has been overexpressed on malignant cells with characteristics
similar to stem cells in several tumors and it is related to malignant and progression of
the tumor. The aim of this work is inhibit the CD133 protein expression to determine the
biologic effect on different cancer cell lines (B-16F10, MCF-7, INERS51, A427,
L5178YR and P3X63Ag8.653, by design and construction of an mRNA antisense (As-
CD133). The CD133 protein expression was very high (70% positive cells) in all the
cancer cell lines tested and determined by RT-PCR, Western Blot,
immunocytochemestry, immunofluorescence and flow cytometry assays; and the As-
CD133 effect on different cancer cell lines was evaluated by MTT assay. The isolation
of CD133+ cells using magnetic particles was: B16F10 (24%), MCF7 (16%) and
INERS51 (6%) cell line; 6% of CD133+ cells in B16F10 cell line by flow cytometry. The
CDI133+ and CDI133- cells from all the cancer cell lines tested were sensitive to
cisplatin, shown a not significant difference. The transfection assays using As-CD133,
decreased the CD133 protein expression, changed the morphology and decreased the
cell viability of B16F10 (RCV=42%), MCF7 (RCV=48%) and INNER 51 (RCV=71%)
cell line. The As-CD133 effect on all the cancer cell lines treated was through apoptosis
and it was dose dependent effect. The treatment with As-CD133 in combination with
cisplatin was able to decrease significantly the cell viability of B-16F10 (RCV=3,1%)
cell line compared to the treatments by separate (48% RCV with 0.4 ng of As-CD133
and 25% RCV with 5ng/uL of cisplatin, respectively). Our results demonstrated that
stem cells (phenotype CD133+) may exist within the cancer cells and this molecule is
important for cell proliferation, being able to be a therapeutic target against cancer stem
cells that express phenotype CD133+.
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1. INTRODUCCION

El cancer es la alteracion morfolégica y funcional seguida de la proliferacion
descontrolada de las células de un tejido que invaden, desplazan y destruyen otros
tejidos sanos del organismo. Las muertes por cancer estdn aumentando, se estima que a
lo largo del siglo XXI, el cancer sera la primera causa de muerte en los paises
desarrollados, por lo que grupos de investigacién en todo el mundo, estan enfocados en
encontrar nuevas alternativas de tratamiento para este padecimiento, una de las
estrategias es la creacion de terapia génica, como lo son los RNA antisentido, dirigidos
contra marcadores moleculares que son sobre-expresados en cancer y relacionados con
proliferacion, tomandolos como blancos terapéuticos, pudiendo contribuir a detener el
cancer. Se han estudiado varias moléculas que estan involucradas con proliferacion y
metastasis, como lo es la molécula CD133, que es una glicoproteina de membrana, que
se expresa en c¢lulas progenitoras y células madre hematopoyéticas, neurales,
endoteliales y epiteliales, sin embargo, CD133 es un marcador de células madre de
cancer, sobre-expresado en la membrana celular de varios carcinomas, como por
ejemplo: glioblastoma, retinoblastoma, cancer de pulmoén, carcinoma renal y en algunas
leucemias, por lo que creemos que el estudio de este marcador, seria de interés cientifico

para generar terapias en contra del cancer.
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2. HIPOTESIS

El biomarcador CD133 es esencial para la viabilidad de las células tumorales y puede

ser un blanco terapéutico en lineas celulares de cancer CD133+.

3. OBJETIVO GENERAL

Bloquear la expresion de la molécula CD133 en las lineas celulares de cancer por medio

de un RNA antisentido.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

. Determinar la expresion de la molécula CD133 en las lineas celulares B16F10, MCF7,

INER 51, A427, L5178YR y P3X63Ag8.653.

. Aislamiento y determinacion del porcentaje de células CD133+ en las lineas celulares de

cancer por medio de citometria de flujo y particulas magnéticas.

. Disefio y construccion de un RNA antisentido (As-CD133) para bloquear la expresion

de la molécula CD133 y evaluar su efecto en proliferacion celular.
. Determinacion del mecanismo de muerte celular provocado por el As-CD133.

. Determinar el efecto de la combinacion del As-CD133 con cisplatino sobre las lineas

celulares de cancer.
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5. IMPORTANCIA

El cancer es la alteracion morfolégica y funcional seguida de la proliferacion
descontrolada de las células de un tejido que invaden, desplazan y destruyen otros
tejidos sanos del organismo. El cancer es la segunda causa de muerte. Sin embargo las
muertes por cancer estan aumentando. Se estima que a lo largo del siglo XXI, el cancer
sea la primera causa de muerte en los paises desarrollados, diferentes grupos de
investigacion estan enfocados en encontrar nuevas alternativas de tratamiento para este
tipo de padecimiento, por lo que la creacion de terapias que ayuden a detener la

proliferacion, metastasis y recurrencias del cancer es de suma importancia.
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6. JUSTIFICACION

CD133 que es una glicoproteina de membrana que esta siendo utilizada como un
marcador de células cancerosas, se ha visto que se sobre-expresa en células madre de
cancer por lo que encontrar un mecanismo por el cual se induzca la apoptosis de células
madre CD133+ relacionadas con procesos carcinogénicos, ayudaria en el tratamiento de
varios tipos de enfermedades cancerosas. Por lo que se propone que el bloqueo de la
actividad biologica de la molécula CD133 por medio de un RNA antisentido podria
contribuir al entendimiento de las células madre de cancer CD133+ y el inicio de una
posible terapia génica, la cual podria evitar: periodos prolongados de quimioterapias o

radioterapias, deterioro de la salud de los pacientes y recurrencias de cancer.
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7.1.

7.2.

7. ANTECEDENTES

CANCER

El cancer es una enfermedad ocasionada por células del organismo que pierden sus
mecanismos normales de control y presentan un crecimiento desordenado. Estas células
pueden desarrollarse a partir de cualquier tejido u 6rgano, y a medida que crecen y se
multiplican, invaden o6rganos adyacentes hasta propagarse por todo el cuerpo. Su
extension en otras zonas se debe a un efecto de metastasis, es decir, la diseminacion de
células cancerosas a través de la sangre o del sistema linfatico (Greenwald y Dunn,
2009). Las células cancerosas surgen como consecuencia de dafios en el DNA,
ocasionado por multiples factores tales como: fumar, alcoholismo, infecciones virales,
herencia genética, condiciones ambientales (Grandics, 2006; Greenwald y Dunn, 2009).
Segun la organizacién mundial de la salud, el cancer es una de las principales causas de
mortalidad en el mundo, se le atribuyen 7,9 millones de defunciones (aproximadamente
el 13% de las defunciones mundiales) ocurridas en el 2007. Los principales tipos de
cancer que contribuyen a la mortalidad general anual son los siguientes: pulmoén (1,4
millones de defunciones), estomago (866,000 defunciones), higado (653,000
defunciones), colon (677,000 defunciones) y mama (548 999 defunciones).
Aproximadamente el 72% de las defunciones por cancer ocurridas en el 2007 se
registraron en paises de ingresos bajos y medianos. Se prevé que el numero de
defunciones anuales mundiales por cancer seguird aumentando y llegara a unos 12
millones en el 2030 (OMS, 2010). Se ha visto que las células cancerosas tienen
caracteristicas parecidas a las células madre, lo que hace a este tipo de enfermedades

mas resistentes a los tratamientos.

CELULAS MADRE

Las células madre se pueden definir como células que pueden auto-renovarse y
diferenciarse en una variedad de tipos celulares. La auto-renovacion da lugar a una copia

exacta de la célula madre si se divide simétricamente o a una célula con capacidad de
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diferenciacion si se divide asimétricamente (Cogle et al., 2003). Segun sus potenciales
de diferenciacion, las células madre se pueden dividir en células totipotentes,
pluripotentes y multipotentes. En las etapas del desarrollo embrionario, cada célula del
blastomero se puede considerar como una célula madre totipotente, con enorme
capacidad de auto-renovacion y diferenciacion y con la capacidad de formar un
organismo vivo entero. La masa interna del blastocisto, de donde se pueden aislar las
células madre embrionarias pluripotentes que son capaces de formar los tejidos de las

tres capas germinales, pero incapaces de formar a un ser vivo entero.

En algunos tejidos u organos de adultos, también se encuentran pequefios grupos de
células que tengan las caracteristicas de las células madre, estas células se llaman células
madre adultas, o células madre multipotentes, su capacidad de diferenciacion se limita a
las lineas del tejido u o6rgano-especificas (Liu et al., 2005). Fisioldégicamente, las células
madre adultas son muy importantes en el mantenimiento de la homeostasis. Cada dia, se
sacrifican muchos tipos de células, tales como granulocitos, queratinocitos, hepatocitos
y eritrocitos que mantienen la homeostasis del organismo. Para que un individuo
prospere, las células perdidas deben ser substituidas constantemente, las células madre
tiene la capacidad para reparar y regenerar incluso en los érganos como los islotes
pancreaticos y el cerebro (Sharpless y DePinho 2004). El estudio de las células madre
adultas, abre nuevas vias para la investigacion bioldgica bésica usando las células madre
adultas como alternativa en el tratamiento de enfermedades degenerativas y a la

reparacion de 6rganos dafiados (Liu et al., 2005).

CELULAS MADRE DEL CANCER

En 1855 Virchov propone la hipotesis de los residuos embrionarios para la formacion
del tumor, basado en las similitudes histologicas entre los tumores y el tejido
embrionario (Wagner, 1999), posteriormente Julius Conheim sugirié que los tumores se
desarrollan a partir de remanentes embrionarios durante la organogénesis (Kucia y

Ratajczak, 2006). Posteriormente estudios en leucemia mielocitica aguda, mostraron que
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una pequefia poblacion de células CD134+CDI138-, al ser transplantada en ratones
inmunodeficientes, dieron origen a la leucemia y conservaron el inmunofenotipo
caracteristico de células madre hematopoyéticas normales. También se encontr6 este
tipo de células en tumores sélidos incluyendo glioblastoma, cancer de mama y prostata
(Diehn et al., 2006). Las células madre normales dan origen a células progenitoras
multipotentes, y células maduras diferenciadas, si se generan mutaciones en su
desarrollo, se formarian células madre con proliferacion aberrante, resultando una lesion
premaligna. Algunas hipoétesis indican que las mutaciones adicionales de una célula
madre lleva a la adquisicion de una descontrolada proliferacion, evasion del sistema
inmune y expansion de las células madre aberrantes, caracteristicas tipicas de las células
tumorales malignas (Dou et al., 2007, Nurcombe y Cool, 2007). En base a todo esto se
postulé la siguiente hipotesis a finales de los 70’s, la teoria de LAS CELULAS
MADRE DE CANCER, que implica que una minoria de células dentro del tumor
poseen propiedades de células madre como lo son: la autorenovacion, la capacidad de
dar origen a una progenie diferenciada, de larga sobrevida, y crecer en estructuras
tridimensionales en la ausencia de adhesion (Wright et al., 2008; Liu et al., 2006, Gal et
al., 2007, Liu et al., 2005), ademas de la habilidad para controlar la division celular,
resistencia a apoptosis expresando altos niveles de supresores de apoptosis (Bcl2, FLIP,
BCL-XL) y varios inhibidores de proteinas apoptoéticas (XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP)
(Dell, 2008; Liu et al., 2006), activacion de varios de los caminos de sefializacion
molecular asociados con el desarrollo de las células madre normales: (WnT, Shh,
Notch) que también son activos en el desarrollo de cancer y también la presencia de
cassette transportadores unidos a ATP pertenecientes a la familia de ABC, (MDR-1,
MRP-1, ABCA2, ABCA3 y ABCG2) los cuales ayudan a la remocion de drogas de las
células, haciéndolas mas resistentes a las quimioterapias (Sims et al., 2005, Wright et

al., 2008, Dell, 2008; Liu et al., 2006).

Las células madre de céncer son la fuente de iniciacion, progresion y recurrencia de
muchos tumores (Abbott, 2006; Maeda et al., 2008, Smith et al., 2008; Gal et al., 2007;
Dou et al., 2007), por otra parte también se ha visto que varias lineas celulares de cancer

humanas y murinas contienen una pequena fraccion de células que tienen la propiedad
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de células madre de céancer, estas células son drogo resistentes, expresan genes
relacionados con células madre normales y tienen alta capacidad para reconstituir los
tumores in vivo (Wright et al., 2008; Smith et al., 2008; Gal et al., 2007; Liu et al.,
2006).

LA MOLECULA CD 133

Este molécula denominada Prominin 1, AC133 o CDI133 es una glicoproteina de
membrana perteneciente a la familia “multipases”, de 865 aa (120 kDa) en humanos y
858 aa (115 kDa) en raton (Shmelkov et al., 2005), CD133 tiene una estructura Unica,
consistiendo de un dominio extracelular amino terminal, 5 dominios transmembrana,
dos grandes azas extracelulares, y una cola citoplasmica, tiene 8 sitios potenciales de N-
glicosilacion: cinco en el primer aza y tres en la segunda (Shmelkov et al., 2004). La
molécula CD133 es el producto del gen del cromosoma 4 (4p15.23) en humanos o
cromosoma 5 (5B3) en ratones, ambos tienen organizacion genOémica similar,
consistiendo al menos de 37 (humanos) y 34 (ratones) exones aproximadamente de 160

kb. El tamano del transcripto es de 4.4 kb en ambas especies (Shmelkov et al., 2005).

La expresion de la molécula CD133 ha sido implicada en la polaridad celular, la cual es
requerida para el movimiento celular lo cual es crucial para los procesos de quimiotaxis,
desarrollo embrionario, crecimiento invasivo y metastasis. La polaridad celular también
es importante para la division celular asimétrica, una caracteristica de las células madre
(Immervoll et al., 2008). La funcidn bioldgica de la molécula CD133 es la protrusion de
la membrana plasmatica, la cual involucra un micro dominio que se relaciona con
colesterol. Implicada en la formacion de la cola del espermatozoide y en la formacion
de discos foto receptores de las células de la retina, los cuales son ricos en colesterol. Se
ha reportado que una simple mutacién en el nucledtido 1864 previene el transporte de la
molécula CD133 a la superficie celular, provocando degeneracion retiniana (Fargeas et
al., 2004). La molécula CD133 se ha visto expresada en la membrana apical, en la
division asimétrica de la célula, durante el desarrollo del sistema nervioso y en la

division simétrica de las células neuroepiteliales, estos estudios ligan al dominio de la
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membrana plasmatica en los cuales esta presente la molécula CD133 (Immervoll et al.,
2008). Chang et al., (2007) propusieron la participacion de CD133 en el metabolismo de

la glucosa y la alteracion del citoesqueleto.

ASOCIACION DE CELULAS MADRE DE CANCER CON LA MOLECULA
CD133

La molécula CD133 se sobre-expresa en células madre de cancer en varios tipos de
tumores malignos, como lo son: glioblastoma (Beier et al., 2007 ), pulmon (Hilbe et al.,
2004), rindn (Bruno et al., 2006), melanoma (Mackie et al., 2009), ovario (Torne et al.,
2006 ), higado (Lotersztajn et al 2005), colon (Shmelkov et al., 2008), retinoblastoma
(Fargeas et al., 2004) leucemia mielocitica aguda, leucemia linfocitica aguda (Toren et
al., 2005) siendo identificadas en todos los casos como CDI133+ (Gal et al., 2007)
ademas de relacionarse con la proliferacion y angiogénesis en estos tipos de tumores

(Sims et al., 2005, Wright et al., 2008, Dou et al., 2007).

Se ha visto que el transplante de células de glioblastoma humano CD133+ y CD133-
muestra un comportamiento totalmente diferente, por ejemplo, al transplantar 100
células de glioblastoma CD133+, formaron tumor en ratones inmunodeficientes,
mientras que el transplante de 1x10° de células CD133™ no formaron tumor en los
ratones, por lo que se concluye que la molécula CD133 tiene un papel importante en las

caracteristicas tumorigénicas de las células (Beier et al., 2007).

Las células madre de cancer CD133+/ ABCG2+ son capaces de activar una serie de
mecanismos responsables del crecimiento del tumor y recurrencia tales como la
activacion de varios transportadores de drogas ABC, activacion de puntos de control en
el ciclo celular para la deteccion de algiin dafio al DNA, activacion de sistemas de
reparacion de DNA, alta expresion de proteinas inhibidoras de apoptosis y supresoras de
apoptosis, expresion de elevados niveles de CXCR4 (receptor de quimiocinas de
superficie celular) relacionada a alto potencial invasivo, ademas de que se a

correlacionado con la sobre-expresion de una proteina denominada “Nestin” indicando
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que las células tumorales estan en un estadio diferenciado, con una motilidad celular
elevada la cual se correlaciona con invasividad y malignidad (Dell, 2008; Liu et al.,

2006, Maeda et al., 2008).

El aislamiento de células madre de cancer CD133+ de tumores de glioblastoma tuvieron
la capacidad para auto renovarse, potencial clonogénico y sostener la expresion del
marcador CD133 al ponerlo en medio libre de suero y factores de crecimiento y se
observo que estas células manejan la progresion de tumor (Liu et al., 2006; Gal et al.,

2007).

CD133 EN CONDICIONES DE HIPOXIA.
Se ha visto que la expresion de la molécula CD133 se ve afectada por factores del
microambiente celular como lo es la disminucioén de los niveles de oxigeno, como lo

muestran los siguientes estudios:

Pistollato et al., (2010) observaron que imagenes de las areas intra-tumorales de
glioblastoma, muestran heterogeneidad celular, correlacionada con el gradiente de
tension de oxigeno dentro del tumor, indicando que las células mas indiferenciadas estan
localizadas en la parte interna e intermedia de la masa tumoral, mientras que las células
diferenciadas, estan distribuidas a lo largo del area periférica y neo-vascularisada del
tumor. Por otra parte, las células madre de glioblastoma CD133+, expresaron altos
niveles de la proteina O6-methylguanine-DNA-methyltransferase (MGMT), que
interviene en la reparacion del DNA y estd implicada en la resistencia a quimioterapia,

cuya expresion es mas alta en la base interna de la masa tumoral.

Las condiciones de hipoxia/normoxia han demostrado ser un regulador del equilibrio
entre el estado diferenciado e indiferenciado de las células. Después de someter a las
células CDI133+ derivadas de medula o6sea con capacidad de generar células
hematopoyéticas y endoteliales (ECs), a periodos hipoxicos, se observo que

incrementaron su capacidad de crecimiento en unidades formadoras de colonias EC a
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las 24 h (143.2 +/- 8.0%), y el andlisis de RT-PCR e inmunotincién demostraron que
estas células disminuyeron sus marcadores de célula madre y adquirieron los marcadores
del fenotipo diferenciado hematopoyético y endotelial, por otra parte el analisis de genes
por microarreglos, reveld que un grupo de 232 genes, entre ellos los inhibidores de la
angiogénesis IL12A, MLLT7, STABI, y TIMP2, muestran baja expresion, mientras que
un grupo de 498 genes, entre ellos el factor de crecimiento angiogénicos, citocinas,
quimiocinas y genes angiogénicos incluyendo FGFBP1, PDGFB, CCL15, CXCL12,
CXCL6, IL-6, PTN, EREG, ERBB2, EDGS5, FGF3, FHF2, GDF15, JUN, L1CAM,
NRGI1, NGFR, y PDGFB se encuentran sobre-expresados en las células tratadas con 24h
bajo hipoxia. Concluyendo con estos resultados que el pre condicionamiento
hipéxico/normoxico puede llevar a la diferenciacion de las células CD133+ hacia el

linaje endotelial (Ong et al., 2010).

Soeda et al (2009), determinaron que la generacion de un ambiente hipoxico del 1% de
oxigeno promueve la capacidad de auto-renovacién de las células madre de cancer
CD133+ derivadas de gliomas humanos ademds de conservar el fenotipo no
diferenciado mientras que las células madre de cancer (CMC) cultivadas en normoxia no
lo hicieron. El incremento de la auto-renovacion de las CMC CD133+ en hipoxia fue
precedida por la sobre-expresion de HIF-lalfa. Estos resultados sugieren que la
respuesta a la hipoxia de las CMC implica la activacion de HIF-1alfa para incrementar la
actividad de auto-renovacion de las células de CD133+ y para inhibir la induccion de
diferenciacion de las CMC. Este estudio ilustra la importancia del microambiente del

tumor en la determinacion del comportamiento celular.

McCord et al., (2009) en sus investigaciones in vitro con CMC aisladas de pacientes
con glioblastoma crecidas bajo condiciones de oxigeno del 20% y 7%. Observaron que
las células CD133+ crecidas con 7% de oxigeno, redujeron su tiempo de duplicacion y
aumentaron el potencial de auto-renovacion evaluado por su capacidad de replicacion,
ademas, los cultivos exhibieron un incremento en la capacidad para diferenciarse a los
linajes glial o neuronal, dando lugar a un aumento en los niveles de la expresion de los
marcadores de células madre, como CD133 y Nestin, asi como los marcadores Oct4 y

Sox2. Mientras que la expresion del HIF-1alfa no fue afectada en las células CD133+
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bajo estas condiciones, mientras que el HIF-2 alfa fue expresado cuando las células
permanecieron en niveles mas altos al 20% del oxigeno. Indicando que el crecimiento en
el nivel minimo fisiologico de oxigeno 7%, realza el fenotipo de células madre CD133+

de glioblastoma.

VALOR PRONOSTICO DE CD133

La molécula CD133 se considera como un factor de valor pronostico en diferentes tipos

de cancer, como por ejemplo:

El marcador de células madre CD133, se expresa en higado fetal pero no en higado
adulto normal y se re-expresa en higados cancerosos, este patron de expresion es similar
a la alfa-fetoproteina que es un indicativo de hepatocarcinomas en adultos, sugiriendo
que CDI33 juega un papel oncogénico en carcinoma hepatocelular. También se
encontro que el incremento de la expresion de CD133 se correlaciona con un tumor de
alto grado de malignidad e histologia altamente diferenciada en carcinoma
hepatocelular, considerando la sobre-expresion del CD133 como un factor de pobre

prondstico (Song et al., 2008).

Maeda et al., (2008) correlacionaron la expresion de CD133 con parametros de invasion
y metastasis de nddulos linfaticos en cancer de pancreas, ademas de que observaron una
asociacion significativa entre la expresion de la molécula CDI133 y el factor de
crecimiento vascular y endotelial C, ademés observaron la correlacion entre el
prondstico de pacientes con cancer de pancreas y el porcentaje de células CD133+,
observando que el indice de sobrevivencia a 5 afios, de pacientes con tumores CD133-
fue mayor (23.5%) que los pacientes con el 5% de células CD133+ (3.4% de
sobrevivencia), y que los pacientes con mds del 5% de CDI133+ (0.0% de

sobrevivencia).

Smith et al. (2008) mencionan que la expresion de la molécula CD133 en tumores puede
variar, de una pequefia subpoblacioén de células a una significante proporcion de células
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cancerosas (>25%) dentro del tumor, las cuales son supuestas células madre de cancer,
pero no todas las células que expresan la molécula CD133 presentan las propiedades de

células madre.

Dell et al. (2008) observo que las células CD133+ son caracterizadas por una resistencia
intrinseca a agentes quimioterapéuticos tales como temozolomida, carboplatino,

paclitaxel y etoposida lo que complica el prondstico de sobrevivencia de los pacientes.

Las células B16F10 con fenotipos de CDI133+, CD44+, CDI133+CD44+ vy
CD44+CD133+CD24+ presentaron fuerte potencial tumorigénico después de ser
inoculadas en ratones C57BL/6 en comparacion con los fenotipos CD133-, CD44-,
CD44+CD133-, CD2+CD133+CD24-, cuyo volumen de tumor fue menor (0.55cm?) que
los positivos (1.8cm”) (Dou et al., 2007).

La expresion de CD133 en oligodendrogliomas de grado IV es un indicador de mal
prondstico, siendo empleado para definir las diferencias bioldgicas entre el grado III y
IV de la clasificacion de los tumores cerebrales, ademés se observd, que éstas células

son capaces de formar esferas y proliferar in vitro (Beier et al., 2008; Liu et al., 2006).

Shimada et al., (2010), evalud el indice de supervivencia a cinco afos de 29 pacientes
con IHCC (colangiocarcinoma intrahepdatico), encontrando que los pacientes cuyas
muestras hepaticas, analizadas por medio de inmunohistoquimica, 14 presentaron células
CD133+, mostrando un indice de supervivencia del 8%, mientras que los otros 15, que
presentaron células CD133- presentaron un indice de supervivencia del 57%, lo mismo
sucedid con la incidencia de metastasis intrahepética y la expresion del factor inducible
hipoxia-lalpha (FIH-1alfa) siendo mayor en los pacientes cuyas muestras hepaticas
presentaron células CD133+. Concluyendo que la expresion CD133 es un indicador de

mal pronostico en IHCC.
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7.8. TERAPIA GENICA:

La cirugia, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia y combinaciones entre estas, son
sin duda, las terapias mas utilizadas en el manejo del cancer (Zitelli et al., 1997), la
busqueda y desarrollo de diversas modalidades de tratamiento para los carcinomas a
llevado a realizar numerosos esfuerzos por encontrar nuevas estrategias, ensayando
combinaciones con terapias existentes, sin embargo, no se ha logrado incrementar la

sobrevida de los pacientes en forma significativa.

La terapia génica es una modalidad emergente y muy prometedora para el tratamiento
del cancer, la cual se define como la transferencia de nuevo material genético dentro de
una célula para obtener un beneficio terapéutico, esto mediante: a) reemplazo o
inactivacion de genes disfuncionales, b) reemplazo o adicién de genes funcionales, o ¢)
insercion de un gen dentro de una célula para inducir una respuesta inmune o citotoxica

(Mulherkar et al., 2001).

7.8.1. TERAPIA ANTISENTIDO

Los elementos antisentidos son secuencias complementarias al mRNA del gen que se
desea reprimir y su accion es especifica sobre los genes blancos. En la actualidad
existen grandes avances en este tipo de terapias, dirigidas contra el céncer ya sea
suprimiendo la accidon de los genes involucrados en el proceso neoplasico, asi como
apoptosis, progresion tumoral, angiogénesis entre otros. Se han logrado significativos
progresos en esta area, sin embargo, se requiere seguir trabajando en la mejora de la
terapia antisentido y los agentes de liberacion, para mejorar su eficacia, en el combate

contra el cancer (Mahato et al., 2005; Pain y Clawson, 2006; Popescu, Popescu, 2007).

Las herramientas de terapia génica mas utilizados son: oligonucleo6tidos antisentido,

RNA de interferencia (iRNA) y ribozimas (RZ).
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7.8.2. Los oligonucledtidos antisentido (ASO) son polimeros sintéticos cortos (15-25
nucledtidos), de una sola cadena de 4cidos nucléicos, que inducen la inhibicion de la
expresion de genes blanco, al unirse al mRNA. Los mecanismos de accion de los ASO
son tres: 1) la interaccion de los ASO y el mRNA a través del apareamiento de bases
nitrogenadas, impidiendo que los ribosomas lleven a cabo los procesos de traduccion
para la sintesis de proteinas, 2) activando la RNasa H, que se encarga de degradar al
mRNA complementario 3) formacién de una triple hélice incluyendo a los ASO y el
DNA de doble cadena, impidiendo la replicaciéon del DNA, todos estos mecanismos,
previenen la sintesis de proteinas especificas (Chan et al., 2006; Ulanova y Schreiber,
2006; Ferrari et al., 2006).

Los ASO de primera generacion tienen una modificacion en su estructura, una
sustitucion de los dtomos de oxigeno de las uniones fosfodiéster por sulfuros, dando
como resultado fosforotioato, los cuales incrementan la resistencia a nucleasas de los
ASO, sin embargo estos ASO fosforotioatos tienen la desventaja de unirse al factor de
crecimiento de fibroblastos, impidiendo su union a los receptores celulares, lo que
provocaria efectos adversos al ser administrados por via sistémica, ademas de causar
hepatotoxicidad, debido a la presencia de dinucledtidos CpG, ya que pueden estimular al
sistema inmune, estimulando a los receptores Toll like receptor 9, de varios tipos
celulares, las cuales secretan citocinas pro-inflamatorias. Se ha observado que la
aplicacion local de los ASO es mas efectiva, evitando los efectos adversos y mejorando
los resultados de inhibicioén génica (Singh et al., 2010)

La segunda generacion de ASO contiene nucledtidos con modificaciones alquil en la
posicion 2° de la ribosa, la cual incrementa la afinidad de union al mRNA y la
resistencia a la degradacion y poco riesgo de activar al sistema inmune. La tercera
generacion de ASO, contiene acidos nucléicos-peptidicos como lo son los morfolino-
oligonucle6tidos. Debido a la baja penetrabilidad de los ASO de segunda y tercera
generacion a las células, la primera generacion es la que cominmente se utiliza (Singh et

al., 2010; Popescu y Popescu, 2007).

7.8.3. RNA antisentido, Es un mecanismo de silenciamiento de genes a nivel

postranscripcional, especifica de secuencia, consiste de una molécula de RNA de cadena
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unica, la cual es transcrita a partir de un plasmido de expresion, clonado con una
secuencia antisentido, la cual al expresarse en la célula transfectada, va a generar el
RNA antisentido que se va a unir a su mRNA blanco formando un RNA de doble cadena
la cual va a ser procesada por una actividad de corte de la enzima RNasa H, evitando asi

la traduccion (Xu et al., 2009).

7.8.4. El RNA de interferencia (iIRNA) y pequefio RNA horquilla (shRNA), son las
herramientas de terapia génica mas poderosas y ampliamente usadas en el tratamiento
del cancer. Es un mecanismo que silencia genes a nivel postranscripcional especifica de
secuencia, una molécula de RNA de doble cadena de origen enddgeno o exodgeno
presente en las células, es procesada por una actividad de corte de la enzima DICER
(ribonucleasa tipo III) en fragmentos nucleotidicos pequefios de 21 a 23 pb llamado
RNA de interferencia pequeio (siRNA), estos son incorporados en un complejo celular
de multiproteinas nucleasas llamado RISC (complejo de silenciamiento inducido por
RNA), la cadena duplex de siRNA es separada por una RNA helicasa, este complejo se
activa por la cadena sencilla del siRNA y lo guia a su mRNA complementario blanco, el
siRNA se une con el mRNA y el complejo RISC cataliza el corte endonucleotidico del
mRNA blanco, resultando en extremos de RNA no protegidos que rapidamente son
degradados (Soutschek et al., 2004; Zimmermann et al., 2006; Dutreix et al., 2010;
Mello y Conte 2004).

7.8.5. Ribozimas (RZ) son moléculas sintéticas de RNA, cataliticamente activas,
capaces de degradar el mRNA blanco, con una alta especificidad de la secuencia, las
RZ-cabeza de martillo (RZ hamerhead), presentan una base catalitica que se une a
cualquier triplete de nucle6tidos-NUH (donde N puede ser cualquier ribonucleétido y H
puede ser cualquier ribonucledtido excepto guanosina) y dos hélices que se unen al
mRNA blanco. La horquilla RZ se une generalmente después de una secuencia BNGUC
(donde B puede ser cualquier nucledtido excepto la adenosina, N puede ser cualquier
ribonucledtido, G guanina, U uracilo, y C citocina) (Vorobjeva et al., 2006). La terapia
antisentido es un nuevo enfoque en el empleo de tratamientos mas utiles y eficaces

contra un amplio rango de enfermedades. Comprende desde las infecciosas viricas
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(incluyendo al SIDA), a otras de tipo neurodegenerativo (tales como el Alzheimer o el
Parkinson), pasando por otras cuyos principales componentes sean genéticos o
inmunolégicos, situando en éstas a las muy diversas formas de céncer (Popescu y
Popescu, 2007; Moran y Dominguez, 2005). Por lo que las estrategias terapéuticas
antisentido disenadas, tienen el potencial para satisfacer necesidades incumplidas en el
tratamiento contra el céncer, actuando a nivel molecular, por lo cual es de vital
importancia encontrar blancos moleculares involucrados en procesos vitales para las

células cancerosas (Popescu 2005; Popescu y Popescu, 2007, Bindi et al., 2007).

GENES BLANCO PARA TERAPIA GENICA CONTRA EL CANCER

Los estudios biomédicos extensos han demostrado que los factores de riesgo, clinicos y
ambientales pueden no tener suficiente poder predictivo para el pronostico y tratamiento
del céancer. El desarrollo de tecnologias permite la examinacion del genoma y la

busqueda de marcadores con alto poder predictivo (Ma et al., 2010).

Hay varias razones en el aumento del uso de biomarcadores en el combate contra el
cancer: (i) la identificacion de nuevos agentes carcinogénicos, (ii) la mayor comprension
de mecanismos carcinogénicos y (iii) progresos técnicos en biologia molecular y
genéticas. Los biomarcadores miden tempranamente acontecimientos biologicos que
ocurren entre la exposicion a agentes carcinogénicos y el desarrollo del cancer, éstos
incluyen toxicidad celular o del tejido, alteraciones cromosoémicas, cambios en el DNA o
RNA y la expresion y alteracion de proteinas en las funciones relevantes a la
carcinogénesis (reparacion del DNA, respuesta inmunologica, etc.) (Boffetta, 2010),
ademas de que cada afio se incrementa el numero de nuevos hallazgos que revelan
proteinas o vias involucradas en la supervivencia y proliferacion celular que podrian ser
prometedores blancos de terapia génica contra el cancer (Dutreix et al., 2010), como por
ejemplo: el gen p53, TNFa, peroxiredoxinas, receptor del factor de crecimiento

epidérmico (EGFR)

36



7.9.1.

7.9.2.

7.9.3.

p53, blanco en apoptoésis

Factores relacionados al microambiente del tumor han emergido como determinantes
criticos de la multi-resistencia a drogas. Al crecer la masa tumoral, se crean limitaciones
en la difusion de nutrientes y oxigeno. En la privacion de oxigeno las células inician una
respuesta adaptativa centrada en deshabilitar uno o mas pasos en la via de la apoptosis,
que puede ayudar a las cé€lulas tumorales a superar otros dafios incluso dafio al DNA
causados por la radioterapia. La inactivacion del supresor de tumor p53, es uno de los
mas frecuentes eventos observados en el cancer humano y predictor de resistencia a
terapia. La restauracion de la actividad de p53 por la expresion del gen clonado en un
vector ad5, incrementa significativamente la sensibilidad a radiacion de las células

tumorales (Dutreix et al., 2010).
TNFa, blanco antitumoral

El dafo producido por el TNFa puede aumentar el dafio celular producido por la
radiacion ionizante. Varias pruebas clonogénicas in Vitro sugieren que una interaccion
aditiva puede ocurrir entre el TNF-a y la radiacion ionizante, asi como un incremento en
los efectos antitumorales. La adiciéon de un vector clonado con el gen de TNF-a
(conteniendo un promotor inducible por radiacion) y la radioterapia aumento el indice

terapéutico en pacientes con cancer pancreatico avanzado o cancer de esofago

(Weichselbaum et al., 2009).
Peroxiredoxinas, blancos en estrés oxidativo.

Las peroxiredoxinas (PRDXs) es una familia de proteinas involucradas en la proteccion
contra el estrés oxidativo a través de la detoxificacion de los perdxidos celulares. La
PRDXI1 reduce los niveles de especies de oxigeno reactivo inducido por radioterapia,
esta molécula se ha visto sobre-expresada en cancer de pulmén. Se observd que en
xenotrasplantes de adenocarcinoma de colon inyectados con un vector expresando un
siRNA contra PRDX y posteriormente irradiadas, inhibia el crecimiento del tumor

(Zhang et al., 2008).
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7.9.4. Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), blanco en

proliferacion

Es bien conocido que los tumores grandes que contienen un nimero mas elevado de
células, necesitan altas dosis de radiacion para alcanzar el control local que los tumores
mas pequefios, por lo que la Inhibicion de la proliferacion de las células cancerosas
disminuyendo el EGFR puede disminuir el volumen tumoral. La administracion de
plasmidos que expresan un RNA antisentido contra EGFR, indujo la regresion parcial
del tumor en pacientes con carcinoma humano de células escamosas de cuello y cabeza
(SCCHN) refractario a las terapias estandar, incluyendo cirugia, radioterapia y/o

quimioterapia, (Lai et al., 2009).

7.10. VECTORES DE TRANSFECCION

Otro factor importante en la terapia génica son los vectores de transfeccion, que son
agentes que ayudan a introducir material genético a las células, protegiéndolo de la
degradacion. Se dividen en virales y no virales, los vectores no-virales basados en el uso
de lipidos o de polimeros cationicos, tienen un potencial prometedor, ya que suplen los
problemas de seguridad encontrados con los vectores virales (Morille et al 2008). Dentro
de los polimeros cationicos, actualmente se utiliza el polimero cationico polietilenimina

(PEI) el cual forma complejos con el DNA que se quiera introducir a las células.

La PEI ha demostrado ser un potente agente de transfeccion de DNA en una gran
variedad de lineas celulares y animales. De hecho la PEI ha sido capaz de liberar
moléculas de DNA de hasta 2.3Mb de cromosomas artificiales de levadura, asi como
plasmidos y pequefios oligonucleotidos, en células de mamifero in vitro e in vivo. Existe
la teoria del proton-esponja que explica su capacidad de liberacion dentro de la célula.
Cada tercer atomo de PEI es un nitrégeno protonable, el nivel total del protonacion debe

elevarse cuando el pH al interior del compartimiento lisosomal cae a pH=5, llevando a
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la afluencia de los iones cloruro y por lo tanto, a la hinchazén osmética y a la ruptura del
lisosoma. El escape temprano del complejo de la DNA-PEI del lisosoma, evita su
degradacion, presentandose el efecto del protén esponja, siendo la causa de la alta

eficacia de la transfeccion por PEIs (Thomas y Klibanov, 2002).
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8.1.

8.2.

8. MATERIAL Y METODOS
CULTIVO DE LINEAS CELULARES DE CANCER

Se utilizaron las lineas celulares de cancer B16F10 de melanoma murino, MCF7 de
cancer de mama, A427 ¢ INER 51 de cancer de pulmén y L5178YR de linfoblastoma
murino y P3X63Ag8.653 de mieloma murino. Las lineas celulares B16F10, MCF7,
A427 e INER fueron cultivadas y mantenidas en el medio Dubelco’s modified Eagle’s
(DMEMF-12), y las lineas celulares L5178YR y P3X63Ag8.653, con medio RPMI,
siendo suplementadas todas, con suero fetal bovino (FBS) al 10%, e incubadas a 37°C

en una atmosfera de 5% de CO..

OBTENCION DEL RNA

Para identificar las lineas celulares que expresaran el marcador CD133, se hizo la
extraccion del RNA, para la posterior amplificacion del mRNA de la molécula CD133
por medio de RT-PCR, con los primer CD133-1 y CD133-2 de la tabla I, siguiendo el
protocolo de TRIzol, el cual brevemente se describe: a 3x10° células de las lineas
celulares de cancer MCF7, B16F10, INER 51, A427, P3X63Ag8.653, se les agrego 0.5
mL de reactivo TRIzol (Gibco, Grand Island, NY, USA), se incubaron 5 min a
temperatura ambiente y se agreg6 0.125mL de cloroformo para separar las fases RNA-
proteinas posteriormente se incubd 3 min a temperatura ambiente; la muestra se
centrifugd a 12,000 x g por 15 min a 4° C; después se separd la fase acuosa de la
muestra, se transfiri6 a un tubo nuevo, y se precipitdé el RNA, con 0.250 mL de
isopropanol, se incub6 por 10 min a temperatura ambiente, y se centrifugd nuevamente
a 12,000 x g por 10 min a 4° C; se descarto el sobrenadante, se agreg6 0.1mL de etanol
al 75% en agua-DEPC para eliminar sales, se mezcl6 la muestra y se centrifug6 a 7,500
x g por 10 min a 4° C; se descartd el sobrenadante, y se dejo secar parcialmente, se
resuspendi6 en 15 pL de agua-DEPC y se cuantificé con espectrofotometro a 260 nm; el

producto final fue almacenado a -70° C.
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8.2.1.

8.2.2.

SINTESIS DEL cDNA.

Una vez obtenido el RNA se sintetiz6é el cDNA mezclando 5 pg de RNA total, 1 uL de
Oligo (dt) (500 pg/mL) (Invitrogen, California, USA), 1 uL de la mezcla de dNTPs 10
mM (Bioline, Randolph, MA, USA), y agua-DEPC a un volumen de 12 puL, la mezcla se
incubd 5 min a 65° C e inmediatamente después se coloco en hielo para
desnaturalizacion y union del oligonucleotido respectivamente; a la mezcla se adiciono 4
uL de regulador de reaccion 5X (Invitrogen, California, USA), 2 uL de DTT 0.1 M y 1
uL de inhibidor de RNasas (40 unidades/uL, Invitrogen, California, USA); el contenido
se mezcld e incubd a 42° C por 2 min; finalmente se adicion6 1 uL de la enzima
transcriptasa reversa SUPERSRIPT II (200 w/pl) (Invitrogen, California, USA ), la
mezcla fue sujeta a un ciclo de 50 min a 42° C para obtener la cadena complementaria, y
15 min a 70° C para inactivar la enzima; el producto final fue almacenado a -70° C hasta

Su uso.

RT-PCR

Una vez obtenido el cDNA se amplificaron las secuencias de CD133 con los primer
CD133-1 6 CD133-2, haciendo la siguiente mezcla: 2 uLL de cDNA, 2.5 uL de regulador
de reaccion 10X (provisto por la enzima), 0.75 uL de MgCl, 25 mM, 0.5 uL de la
mezcla de ANTPs 2.5 mM, 20 pM de cada primer, 0.25 uL de Taq DNA polimerasa
(invitrogen, California, USA), y agua mQ estéril hasta un volumen de 25 uL; las
reacciones se llevaron a cabo en un termociclador (Pleiter thermal cycler PTC-
200,Watertown, MA, USA), bajo los programas que se describen en la tabla 2, se
analizaron las secuencias amplificadas en geles de agarosa al 1% en buffer de sulfatos

(SB) pH 8.0, el corrimiento se hizo a 100 Volts, 45min y la tincidon con bromuro de

etidio (0.625 mg/mL).
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8.3.

Tabla II. Programas para la amplificacion de las regiones CD133-1 y CD133-2.

CD133-1 C133-2

1 ciclo 95°C, 5 min 1 ciclo 95°C, 4 min

30ciclos | 94°C, 15 seg. 30 ciclos | 95°C, Imin.

60° C, 15 seg. 58.1°C, 1min.
72°C, 90 seg 72°C, Imin
1 ciclo 72° C, 10 min 1 ciclo 72°C, 10 min.

Para corroborar los resultados de RT-PCR se hizo la identificacion de la proteina CD133
en las lineas B16F10, MCF7 e INERS1, por medio de las técnicas de Western Blot,
Inmunocitoquimica e Inmunofluorescencia, se seleccionaron estas tres lineas ya que

fueron las lineas con mas facil manejo y cultivo.

EXTRACCION DE PROTEINAS

Para hacer la técnica de electroforesis y Western Blot se realizd la extraccion de
proteinas de las células con el siguiente protocolo: se dejaron crecer las células en cajas
de cultivo celular de 25cm2, hasta su confluencia, se retird6 el medio de cultivo y se
disgregd la monocapa con tripsina a temperatura ambiente (Gibco, Grand Island, NY,
USA). Se centrifugaron las células y se realizo un lavado con PBS 1X. A los pellet
colectados se les agreg6 0.1 mL de buffer de lisis (triton 1%, Nacl 150mM, Tris 1M, pH
7.6), y se incub6 en hielo 20 min. Se centrifugo el lisado de las células a 10,000 rpm por
10 minutos a 4° C, se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo, y se almacen¢ a -70°C

hasta su uso.
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8.4. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE Y
WESTERN BLOT
Se prepararon mini geles de poliacrilamida al 12% acrilamida/bis acrilamida de 1 mm de
grosor; para el gel separador mezclando los siguientes componentes: 1.7 mL de agua
bidestilada, 2.0 mL de mezcla de arcrilamida (29 g de arcrilamida [Gibco, Grand Island,
NY, USA] y I g de bis acrilamida [Gibco, Grand Island, NY, USA] aforado a 100 mL
de agua bidestilada), 1.3 ml de Tris base (Sigma, USA) 1.5 M, 50 uL de SDS 10%, 50
uL de persulfato de amonio (PSA) (ICN Biomedicals) 10%, y 2 uL. de TEMED (ICN
Biomedicals); la mezcla se depositd en el cartucho de vidrio dejando un espacio para el
gel separador, inmediatamente después de depositar la mezcla, se agreg6 1 mL de agua
bidestilada y se incubd por 15 min a temperatura ambiente; una vez que ocurre la
polimerizacion, el agua se retird con papel filtro. Se prepard la mezcla del gel
concentrador con los siguientes componentes: 1.4 mL de agua bidestilada, 0.33 mL de
mezcla de acrilamida, 0.26 mL de Tris base 0.5 M, 20 uL de SDS 10%, 20 uL. de PSA
10%, y 2 uL. de TEMED; se agreg6 al cartucho, se colocd el molde para formar los
carriles y se incubd 15 min a temperatura ambiente; el cartucho se coloco en la camara
vertical para electroforesis (E-C 120 Apparatus, NY, USA) y se agregd solucion de
corrida Tris-glicina 1X hasta dejar inmerso el cartucho; el molde para los carriles fue
retirado cuidadosamente y se eliminaron restos del gel que pudieran interferir en la
deposicion de las muestras; las muestras fueron preparadas mezclando vigorosamente 10
uL de muestra y 10 uL de soluciéon de carga 1X y se incubaron en agua hirviendo por 5
min, se depositaron en los pozos del gel y se corrieron a 50 Volts durante tres horas,
(fuente de poder, Bio-rad 3000Xi, CA, USA), posteriormente se retird cuidadosamente
el gel, y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa a 25 volts por 2 hrs a temperatura
ambiente, la membrana se sacd y se bloqued con una soluciéon de TBS-tween- leche
(31.5g tris HCI, 80g NaCl, 0.5 %Tween, 5% leche descremada) 1 h a temperatura
ambiente, se lava tres veces con TBS tween, 10min, y se incuba toda la noche a 4°C con
el anticuerpo anti CD133(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA ) a una dilucion 1:500,
se lavo tres veces con TBS tween 10 min, y se incub6 a temperatura ambiente 2hr con el

anticuerpo secundario, anti conejo (Amersham Biosciences, Suecia) a una dilucién
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8.6.

1:5000, se lavo tres veces con TBS tween 10 min cada uno, por medio de el kit
Quimilab (Roche, IN, USA) y films (Kodak, CANADA INC) se revel6 la membrana,
utilizando solucidn reveladora y fijadora (Kodak, CANADA INC).

INMUNOFLUORESCENCIA

Se plaquearon las células BI6F10 , I51 y MCF7, a una densidad de 1x10° células por
pozo en una placa de 6 pozos (Nunclon surface, NUNCtm) con cubreobjetos, 24 hrs
después se transfectaron con 4 pg de As-CD133, después de 48 hrs de transfeccion, se
les retir6 el medio y se le hicieron lavados con PBS 1X, las células fueron fijadas con
una solucion de methanol-acetona 1:1, 5 minutos a 20°C, posteriormente se retird la
solucion, se hicieron lavados con PBS 1X 5 min, se almacenaron a -20°C hasta ser
utilizadas. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario (CD133, Santa Cruz)
1:200, con PBS IX 1 hr a temperatura ambiente, en agitacion, se hicieron dos lavados
de 10 min con PBS 1X 0.5% Tween, posteriormente se incubd con el anticuerpo
secundario (Alexa fluor, anti conejo, Invitrogen, California, USA.) 1:5000, 1 hr a
temperatura ambiente, se hicieron otros dos lavados con PBS 1X 5% tween, y se

observo al microscopio de fluorescencia (TE-Eclipse 300, Nikon).

INMUNOCITOQUIMICA

Se plaquearon 1x10° células por pozo en una placa de 6 pozos (Nunclon surface,
NUNCtm) con cubreobjetos, se transfectaron con 4pg de As-CD133, después de 48 hrs
de transfeccion, se les retiro el medio y se le hicieron lavados con PBS 1X, y
posteriormente se fijaron con una solucién de metanol-acetona 1:1 frio incubandose 5
min a -20 °C, después se le hicieron lavados con PBS 1X y se almacenaron a -20°C

hasta su uso.
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Se utilizé el Kit DAKO para inmunocitoquimica: se descongelaron y se pasaron por
varias soluciones de alcohol absoluto al 80, 70 y 50% 5 min en cada una, posteriormente
se puso en la solucion de antigeno retrival (DAKO) previamente calentada a 90°C en
bafio maria, y se incubo a esta temperatura 20 min, se dejé enfriar 5 min a temperatura
ambiente y se hicieron dos lavados con soluciéon de lavado (TBS), se le agrego perdxido
de hidrégeno al 3% 4 min a temperatura ambiente, y se hicieron otros dos lavados,
posteriormente se le agregd bloqueador de proteina, se incubo 20 min a temperatura
ambiente en agitacion, se hicieron dos lavados con soluciéon de lavado, se dejo
incubando con el anticuerpo primario 1:200 (CD133, Santa Cruz, CA, USA) toda la
noche a 4°C, posteriormente se hicieron dos lavados y se incubd con el anticuerpo
secundario universal 1:2000, a temperatura ambiente y en agitacion, 2hrs, haciendo dos
lavados con solucion de lavado, se incubo con el complejo biotina-avidina (DAKO) 1 hr
a temperatura ambiente, se hicieron dos lavados y posteriormente se le agrego solucion
de diaminobencidina (DAKO) 20 min a temperatura ambiente, posteriormente se tifieron
con hematoxilina eosina (DAKO) 10 segundos, se hicieron varios lavados con agua
corriente y se incubd 5 min en cada una de las soluciones de alcohol al 70%, 80% y
absoluto. Se dejaron secar y se fijaron con resina en un portaobjetos, y se observo al

microscopio.

CITOMETRIA DE FLUJO

Se realizo el andlisis de la linea celular BI6F10 por medio de citometria de flujo, para
identificar el porcentaje de células CD133+, siguiendo el protocolo especificado por el
proveedor del Ac primario contra CD133 humano el cual se describe brevemente: las
células B16F10 fueron cultivadas en una caja de 25 cm’ con 5-mL DMEMEF-12
suplementado con 10% FBS (Fetal Bovine Serum). Posteriormente estas fueron
disgregadas con tripsina y centrifugadas a 4,000 rpm 4 min, fueron suspendidas en
solucién de PBS IX, posteriormente se les adicion6 10uL de anticuerpo Anti CD133

marcado con PE( Macs, Miltenyi Biotec, inc. Gladbach, Alemania)), se mezclo e incubo
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40 min a 4-8°C, se lavo con 1-2mL de buffer PBS IX, se centrifug6 a 300xg 10 min, se
aspir6 el buffer completamente y el pellet celular se resuspendid en buffer PBS IX, y
fueron contadas en el citdémetro (Beckman Coulter, Inc.), 10, 000 células por lectura, en

base a estas se saco el porcentaje de CD133+.

AISLAMIENTO DE CELULAS CD133+ POR MEDIO DE PARTICULAS
MAGNETICAS.

Para identificar el porcentaje de células CD133+ en las lineas celulares B16F10, MCF7
e INER 51, se siguio el protocolo de separacion por medio de particulas magnéticas , de
la siguiente forma: las células fueron cultivadas en una caja de 25 cm” con 5-mL
DMEMF-12 suplementado con 10% FBS (Fetal Bovine Serum). Posteriormente estas
fueron recolectadas y centrifugadas a 4,000 rpm 4 min, resuspendidas en medio libre de
suero e incubadas con 1ug de anticuerpo CD133 (Santa cruz) 1 hr a 4°C en agitacion
suave, al término de este periodo fueron centrifugadas 4,000 rpm 4 min, resuspendidas
en medio libre de suero e incubadas con anticuerpo universal biotinilado (Dako,
Denmark A/S) lhr a temperatura ambiente y agitacion lenta, posteriormente se
centrifugaron y se resuspendieron en medio libre de suero, se incubaron con 200 uL de
particulas magnéticas unidas a streptavidina (Promega) 30 min a temperatura ambiente,
agitacion suave. Se hizo la separacion de las células CD133+ con un iman, unido a la
pared del tubo, y se extrajeron todas aquellas células que no fueron atraidas por el iman,

ambas poblaciones fueron contadas en una caimara de Neubauer.

PRUEBA DE QUIMIORESISTENCIA

Una vez que se separaron las dos poblaciones celulares CD133+ y CD133- se procedi6 a
hacer pruebas de quimioresistencia, para corroborar que nuestras células CD133+
tuvieran esta caracteristica de células madre de cancer, para lo cual se hizo el siguiente
protocolo: se plaquearon las células CD133+ o CDI133- en placas de 96 pozos, 3000

células por pozo se incubaron a 37°C, 5% CO,, 24h, posteriormente se les agregd
46



8.9.

diferentes concentraciones de cisplatino (0-12ng/pL) diluido en medio DMEM 10%
SFB, después de 48h se le agregd la solucion de MTT, (0.025gr de MTT con SmL de
buffer de fosfatos, PBS, 1X estéril) 20 puL por pozo e incubaron a 37°C por una hora, se
retird la solucion de MTT y se le agregd 100uL de dimetilsulfoxido por 10 min, se

leyeron las placas a una D.O. de 570nm.

DISENO DE UN RNA ANTISENTIDO (As-CD133)

Se realizo el disefio de dos primers del mRNA de la molécula CD133 reportadas en el
GenBank con el numero de acceso para la secuencia de la especie Mus musculus
NM_008935 y con el nimero de acceso para la secuencia de la especie Homo sapiens
NM_006017 (NCBI, Nucleotide), con los programas primer3, NEB CUTER, BLAST y
se les denomindé primers CD 133-1, los cuales amplifican la secuencia desde el
nucleotido 164 al nucledtido 346 del RNAm de la especie Mus musculus, como este par
de primers serian utilizados para la construccion del RNA antisentido, se agregaron los
adaptadores para las enzimas de restriccion, EcoRI y BamHI para dirigir su orientacion a
la hora de clonarlos en el plasmido pEGFP-N3 (Clontech) (Tabla I).

De la misma forma se hizo el disefio de otro par de primers a los cuales se les
denominaron CD133-2, que amplifican la secuencia del nucledtido 459 al nucledtido
622 del mRNA del gen CD133 y a los cuales no se les agrego ningin adaptador para

enzimas (Tabla I).
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Tabla II. Primers CD133-1 y CD133-2

PRIMER Tamafio del | Adaptadores para
producto de | las enzimas de
PCR restriccion
CDI133-1 Forward | 5"GGATCC BamHI
GCTTGAGAGATCAGGCCAAC 3’
200pb GGATCC
CD133-1 Reverse 5'GAATTC EcoRI
AACAATCCCAGCATTGAAGG 3’
GAATTC
CD133-2 Forward | 5" TCCAAGGAGATTGCCCTCTA 3’ -
201pb

CD133-2 Reverse | 5" CATGGTGCATTCTGCTTCTG 3’

8.9.1. REACCION DE DIGESTION.

El producto de PCR de los primers CD133-1 y el plasmido pEGFP-N3, se sometieron
cada uno a una reaccion de digestion con las enzimas Eco RI y Bam HI, haciendo la
siguiente mezcla: 2 pug de vector o 1pg de producto de PCR, 1ul de buffer10X, 0.5 uL
de BamH I y 0.5uL de EcoRI (10u/ul) (Promega), y agua mQ estéril hasta un volumen
final de 10 pL; se mezcld suavemente y se centrifugd brevemente; se incubo6 a 37° C por
2 h ya70° C por 10 min para inactivar la enzima y continuar con el proceso de

purificacion.

8.9.2. PURIFICACION EN GEL DEL PRODUCTO DE PCR.

Una vez que fueron cortados con las enzimas de restriccion el producto de PCR de los
primers CD133-1 y el plasmido pEGFP-N3, fueron purificados para su clonacion, la
reaccion se realizo de la siguiente forma, el producto de PCR de los primers CD133-1 y
el plasmido pEGFP-N3 se corriéo en geles de agarosa al 1% y las bandas fueron

observadas en un transiluminador de luz ultravioleta; la banda de interés fue cortada con
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un bisturi y pesada; los fragmentos de gel fueron mezclados con solucién de guanidina
caotrifica (MP Biomedicals, irving, CA, USA) a una relacion de 100 pL de solucion por
cada 0.1g de gel; la mezcla se incubd en agitacion a 60° C hasta que el gel se fundid
completamente; la solucion se pas6d a través de una columna adaptada para micro
centrifuga (MP Biomedicals, CA, USA) y fue centrifugada durante 30 seg, el liquido
filtrado en esta etapa fue descartado; el filtro fue lavado con 500 puL de solucién de
lavado (MP Biomedicals, CA, USA) centrifugado durante 30 seg, el liquido filtrado fue
descartado; se centrifugd adicionalmente durante 4 min a 16,000 para remover cualquier
residuo de la solucién de lavado; la columna fue colocada en un tubo para micro
centrifuga nuevo y estéril y se recuperd el DNA, empleando solucién de separacion (MP
Biomedicals, CA, USA), incubando 5 min a temperatura ambiente y centrifugando 1
min, una vez que fueron purificados tanto el producto de RT-PCR vy el plasmido, se

procedio a su ligacion.

8.9.3. LIGACION DE LOS PRODUCTOS DE DIGESTION
Los productos de RT-PCR junto con el vector, fueron ligados con la enzima T4 ligasa,
haciendo la siguiente mezcla: 115 ng del vector pEGFP-N3 digerido y purificado, 150
ng del producto de PCR de traslape, digerido y purificado, 2 pL de buffer 10X, 1 pL de
T4 ligasa (Promega, WI, USA) y agua mQ estéril hasta un volumen final de 20 pL; se
mezcld suavemente y se centrifugd 30 seg e incubd 3h a 20-25° C, teniendo como

resultado el antisentido de CD133 (As-CD133).

8.9.4. PREPARACION DE BACTERIAS CALCIO COMPETENTES DE E.
COLI DHb5a..

Las bacterias DH5a fueron crecidas en un volumen de 5 mL de medio liquido LB
(Invitrogen, California, USA), conteniendo 10 pg/mL de kanamicina, incubadas a 37°C
a 250 rpm toda una noche hasta alcanzar una densidad optica de 0.55 + 0.05 a 600 nm en
el espectrofotometro (Smart Spect Plus, Bio Rad, CA, USA); se centrifugaron a 4,000 x
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g por 10 min y se descartd el medio; la pastilla se suspendi6 en 0.4 mL de CaCl, frio y
estéril; se repitid una etapa mas de centrifugacion/suspension bajo las mismas
condiciones y una vez disuelta la pastilla, se incubaron en hielo por 30 min; se
centrifugd6 nuevamente a 4,000 x g por 10 min, se descartd el sobrenadante y se
resuspendié la pastilla en 0.2 mL de CaCl, mas 0.2 mL de glicerol estéril al 50%
preparado en agua mQ. 0.1mL de esta suspension fue adicionada en tubos eppendorf

estériles y se almacenaron a -70° C hasta su empleo.

8.9.5. TRANSFORMACION DEL PRODUCTO DE LIGACION.

Una vez que las bacterias E. coli DH5a calcio competentes estuvieron listas, 30 uL de
esta solucion fue mezclada con 1 pL del producto de ligaciéon e incubados 1 h en hielo;
posteriormente se incubaron a 42° C por 2 min; inmediatamente después, fueron
transferidas al hielo 20 min; 1 mL de medio LB precalentado a 37°C se agreg6 a la
mezcla y se incubd con agitacion a 37° C por 1 h. Se sembraron en cajas de petri
conteniendo agar LB, kanamicina y se incubaron una noche a 37° C; al dia siguiente se
cuantificaron las colonias visualmente, y se seleccionaron al azar algunas colonias para

hacer la extraccion del plasmido clonado.

8.9.6. EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO (MIDI).

El DNA plasmidico fue purificado empleando el sistema Plasmid purification Midiprep
Kit (Quiagen, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante, la cual brevemente
se describe. 50 ml de medio liquido LB estéril (UsBiological, MA, USA), conteniendo 1
uL/mL de kanamicina (50mg/ml), se inoculd con la cepa de E. coli DH5a transformadas
e incubd a 37° C a 250 rpm toda una noche; el cultivo se transfirié a un frasco para
centrifuga (Nalgene, NY, USA) y las bacterias se cosecharon a 4,000 x g por 10 min a
4° C; el medio fue descartado; la pastilla procesada por medio de un kit de purificacion
de DNA plasmidico (Pure Link Hipure Plasmid DNA, Purification Kit, Invitrogen,

California, USA) de acuerdo al fabricante, el cual se describe brevemente: la pastilla de
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bacterias fue disuelta en 4 mL de solucion P1, se agregd 4 mL de solucion de lisis P2 y
se agité cuidadosamente invirtiendo el frasco hasta obtener una mezcla homogénea; se
agrego 4 mL de solucion de precipitacion P3 y se mezcld inmediatamente invirtiendo el
frasco hasta obtener una mezcla homogénea; el frasco fue centrifugado a 12,000 x g por
10 min a 4° C; se recuperd el sobrenadante y se descarto la pastilla; todo el sobrenadante
fue cargado en la columna de intercambio idnico, provista por el kit, previamente
equilibrada con 30 mL de solucion adaptadora, una vez que todo el sobrenadante paso a
través de la columna, se hicieron pasar 10 mL de solucién de lavado, a través de la
misma, posteriormente se agregaron 5 mL de soluciéon de elucion y el DNA fue
recuperado por goteo en un tubo de 50 ml para centrifuga conteniendo 3.5mL de
1sopropanol; una vez que pas6 todo el liquido, el tubo se cerrd y el contenido se agitd
vigorosamente por unos segundos para posteriormente centrifugar a 15,000 x g por 30
min a 4° C; se descartd el sobrenadante y la pastilla fue lavada con etanol al 70%;
posteriormente se centrifugd nuevamente a 15,000 x g por 30 min a 4° C, se descarto6 el
sobrenadante y se seco a temperatura ambiente por 10 min; la pastilla fue suspendida en
50 pL de agua mQ estéril, se cuantificé con un nodrop (Thermo Scientific, ) a 260 y 230

nm y se almaceno a -70° C.

8.9.7. CARACTERIZACION ENZIMATICA DE LAS CLONAS
SELECCIONADAS.

Una vez que el plasmido es recuperado, se procedid a su caracterizacion, siguiendo las
instrucciones del fabricante, se adicionaron en un tubo eppendorf 100 ng de DNA
plasmidico (5uL), 1 uL de regulador de reaccion 10X, 0.5 ul de EcoR I y BamHI
(10u/pL) y agua mQ estéril hasta un volumen final de 10 pL; a continuacién se mezclo
suavemente y se centrifugd 30 seg; se incubo a 37° C por 2 h y a 70° C por 10 min para

inactivar la enzima, los productos fueron analizados en geles de agarosa al 1%.
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8.10. TRANFECCION DE LINEAS CELULARES DE CANCER

Una vez obtenido el As-CD133, se procedid a la transfeccion de las lineas celulares
B16F10, MCF7 e INER 51, la cual se llevo a cabo de la siguiente manera, se cultivaron
3000 células en placas de 96 pozos incubadas a 37°C, 5% CO,, con medio DMEMF-12
suplementado con 10% FBS, 24 hrs después se transfectaron con 20 pL por pozo de la
solucion As-CD133-PEI que se describe mas adelante y se incubaron en una atmdsfera
de 5% CO,, a 37°C, durante 48 hrs y fueron analizadas por medio de la técnica de
inmunocitoquimica e inmunofluorescencia (anteriormente descritas) para corroborar la
disminucion de la proteina CD133, y por medio de RT-PCR (anteriormente descrita)
para ver el decremento del mRNA de la molécula CD133 y por la técnica de MTT para

detectar viabilidad celular.

8.10.1. Solucién As-CD133-PELI: 0.1 a 0.6ug de As-CD133 es disuelto en 10 uL cloruro
de sodio al 150 uM, mas una solucion de 0.01- 0.06 uL de polyethylenimina (PEI,
Sigma Aldrich, USA) disuelta en 10 pL de cloruro de sodio 150uM, se mezclan ambas
soluciones agregando el PEI al DNA, y se incuba por 30 min a temperatura ambiente.

Estos experimentos se realizaron por triplicado.

8.11. ANALISIS DE MTT PARA DETERMINAR VIABILIDAD CELULAR

Para corroborar el efecto citotoxico del As-CD133 sobre las lineas celulares de cancer
B16F10, MCF7 e INER 51, se llevo a cabo la técnica de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2yl)-2,5-difenyltetrazolium bromide) (Research Organic, Cleveland, OH, USA ) con el
siguiente protocolo: se plaquearon 3,000 células por pozo en placas de 96 pozos,
incubadas a 37°C, 5% CO,, con medio DMEMF-12 suplementado con 10% FBS, 24hs
después se transfectaron con diferentes concentraciones de As-CD133, incubadas en las
mismas condiciones, 48 hrs después, se les agregd 20 uLpor pozo de la solucion de
MTT (5mg/ml, 0.025gr de MTT con 5SmL de PBS 1X estéril) e incubaron a 37°C por

una hora, se retir6 la soluciéon de MTT y se le agregd 100uL de dimetilsulfoxido por 10
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8.12.

8.13.

min, se leyeron las placas en un lector de micro placas (Biotec Instruments) a una D.O.

de 570nm.

FORMACION DE CUERPOS APOPTOTICOS.

Para determinar el mecanismo de muerte provocado por el As-CD133, se realizo la
técnica de naranja de acridina para observar las células entrando en apoptosis, con el
siguiente protocolo, se plaquearon 3,000 células por pozo en una placa de 96 pozos,
incubadas a 37°C, 5% CO2, con medio DMEMF-12 suplementado con 10% FBS, 24hs
después se transfectaron con diferentes concentraciones de As-CD133 (1-6ug), después
de 48 hrs de transfeccion, las células fueron tefiidas con 2ul. de solucion de PBS-
bromuro de etidio 100 pg/mL y naranja de acridina (4 mg/mL) e incubadas 5 min a
temperatura ambiente en obscuridad y después fueron lavadas dos veces con PBS 1Xy

se observo al microscopio de fluorescencia (Olimpus IX70).

PCR MULTIPLE PARA GENES APOPTOTICOS

Para identificar algunos genes apoptoticos que pudieran estar involucrados en la
apoptosis de las células transfectadas con el As-CD133, se corrio el siguiente Kit de
PCR Multiple para genes apoptoticos (Maxim Biotech inc., MD, USA) ajustdndonos a lo
descrito por el fabricante, el cual se describe brevemente, células de la linea B16F10
fueron cultivadas en una caja de 25 cm? incubadas a 37°C, 5% CO,, con 5-mL DMEMF-
12 suplementado con 10% FBS. Posteriormente estas fueron recolectadas y depositadas
en una placa de 96 pozos, 3000 células por pozo, se transfectaron con diferentes
concentraciones de As-CD133 (1-6ug), después de 48 hrs de transfeccion las células
fueron recolectadas y fue extraido el RNA total usando ImL de TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para el RT-
PCR (reverse transcripcion-PCR), se produjo cDNA con 5 pg of RNA total usando RT
(retro transcriptasa, Invitrogen, California, USA) y un oligo (dT) (Invitrogen, California,

USA). El cDNA fue amplificado usando un Kit MPCR for mouse apoptotic gene set-
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8.14.

1(Maxim Biotech inc. MD, USA) para los genes ICE (658 pb), CMYC (371 pb), BCL2
(233 pb), P53 (204 pb) y G3PDH, (550 pb), la amplificacion se llevo a cabo en un PTC-
200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research Inc., Massachusetts, USA) de acuerdo a las
instrucciones del producto (Tabla III). Las amplificaciones fueron analizadas por
electroforesis en geles de agarosa al 1%. Todos los productos fueron visualizados con

bromuro de etidio (Anco and Rhenium Industries Ltd, Jerusalén, Israel).

Tabla III. Programa para la amplificacion del MPCR.

PCR multiple
1 ciclo 95°C, 4 min
30 ciclos 95°C, 1min.
58.1°C, 1min.
72°C, 1min
1 ciclo 72°C, 10 min.

EFECTO COMBINADO DEL AS-CD133 Y CISPLATINO

Para verificar si el As-CD133 podria tener un efecto combinado con cisplatino en las
lineas celulares de cancer B16F10, MCF7 e INER 51, se realiz6 el siguiente ensayo: se
depositaron 3000 células por pozo en dos placas de 96 pozos, se incubaron con medio
DMEMF-12 suplementado con 10% FBS a 37°C, 5% CO,, durante 24h, posteriormente
se agregaron los tratamientos para cada placa (tratamiento 1y 2) y las células fueron
incubadas, 37°C, 5% CO2, 48 hs, después se les agrego la solucion de MTT, (0.025gr de
MTT con SmL de PBS 1X estéril) 20 uL por pozo e incubaron a 37°C por una hora, se
retird la soluciéon de MTT y se le agregé 100uL de dimetilsulfoxido por 10 min, se
leyeron las placas en un lector de micro placas (Biotech Instruments) a una D.O. de

570nm.
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8.14.1. Tratamiento 1, diferentes concentraciones de cisplatino (0-12ng/ul) diluidas en
10uL de medio DMEMF-12 suplementado con 10% FBS, posteriormente se aplican los
10uL a cada pozo.

8.14.2. Tratamiento 2: la combinacion de las soluciones del As-CDI133(A) y de
Cisplatino (B)

8.14.2.1. Solucion A: 0.4pug de As-CD133 disuelto en 10 pL cloruro de sodio al 150 uM,
mas una solucion de 0.04 pl polyethylenimina (PEI, Sigma Aldrich, USA) disuelta en
10 uL de cloruro de sodio 150mM, se mezclan ambas soluciones agregando el PEI al
DNA, y se incuba por 30 min a temperatura ambiente y posteriormente se aplican

20uL por pozo, seguido de la aplicacion de la solucion B.

8.14.2.2. Solucion B: 0-12ng/ulL cisplatino diluido en 10uL de medio DMEM

suplementado con 10% FBS, posteriormente se aplican los 10puL a cada pozo.

9. ESTADISTICA.

Los datos fueron analizados estadisticamente con las pruebas de ANOVA simple,
coeficiente de correlacion de Pearson, coeficiente de correlacion de Spearman, prueba de
Dunnet y prueba de Tukey utilizando los programas estadisticos SPSS statistics 17.0 y
JMP statistical discovery 7.0 del SAS.
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10. DISENO EXPERIMENTAL

CARACTERIZACION DE CD 133

LS178YR
. A427 — RNAm » RI-PCR

MIELOMA

“MCF7
“B16F10
. 151 N WB
DISENO DE RNA Proteinas >» 1CQ

ANTISENTIDO IF
CD133
CITOMETRIA DE FLUJO
4 Linea celular B16F10
TRANSFECCION DE
LAS LINEAS: AISLAMIENTO DE CELULAS
CELEII_J?RES CD133+ CON PARTICULAS
ooy 8 MAGNETICAS
8]
QUIMIORESISTENCIA

MPCR GENER IDENTIFICACION DE

APOPTOTICOS ‘_ LOS MECANISMOS DE
MUERTE CELULAR.

TINCION CON NARANJA / l

DE ACRIDINA

COMBINACION DE As-
CD133 y CISPLATINO

Diagrama 1.- Disefio experimental. Para cumplir con los objetivos planteados se realizd la siguiente
estrategia experimental. Se hizo la caracterizacion de la molécula CD133 por medio de RTPCR en las
lineas celulares de cancer B16F10, MCF7, INER 51, A427, L5178YR y mieloma, en base a esto se
seleccionaron las lineas B16F10, MCF7, INER 51 para posteriores analisis. Se hizo la identificacion de la
proteina CD133 por medio de la técnica de Western.Blot., inmunocitoquimica e inmunofluorescencia, se
determind el porcentaje de células CD133+ por medio de las técnicas de citometria de flujo, y particulas
magnéticas, y se realizaron pruebas de quimioresistencia a las poblaciones celulares CD133+ y CD133-
con cisplatino. Por otra parte se hizo el disefio y construccion de un RNA antisentido, el cual se utilizd
para la transfeccion de las lineas celulares de cancer BI6F10, MCF7, INER 51, a las cuales se le hicieron
analisis de la viabilidad celular, identificacion del mecanismo de muerte celular (PCR multiple para varios
genes apoptoticos y tincion con naranja de acridina), ademas del analisis de combinacion del RNA
antisentido con cisplatino.
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11. RESULTADOS

11.1. DETERMINACION DE LA EXPRESION DEL CD133 EN DIFERENTES
LINEAS CELULARES.

Se detectd gran expresion del mRNA de la molécula CD133 en las lineas celulares
B16F10, MCF7, INER 51, A427, L5178YR y P3X63Ag8.653, utilizando la técnica de
RT-PCR, (fig. 1A), debido a que todas amplificaron exitosamente, se seleccionaron las
lineas B16F10, MCF7 e INERS51 debido a su facilidad de manejo y cultivo, para los
siguientes estudios. Se detectd6 la expresion de la proteina CD133 mediante
inmunocitoquimica e inmunofluorescencia encontrando que la expresion de la proteina
fue muy alta en las tres lineas celulares, el 70% de las células presentaron tincion (+)
(fig. 1B y C), notando que el patrén de expresion de la proteina es diferente en las tres
lineas celulares, las lineas B16F10 y MCF7 presentan una expresion en toda la
membrana celular, mientras que la linea INER 51 tiene una expresion mas localizada
como se muestra en la fig. 1B. Por medio de la técnica de western blot se observo que la
expresion de la proteina detectada en la linea BI6F10 es mas baja en comparacién con la

linea MCF7 (fig. 1D).
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Figura 1. Expresion de CD133 en lineas celulares de cancer. A) Identificacion de la expresion de la
molécula CD133 y G3PDH por medio de la técnica de RT-PCR: M) Marcador de peso molecular. Lineas
celulares: 1) B16F10, 2) L5178YR, 3) A427, 4) P3X63Ag8.653, 5) INER 51, 6) MCF7.
Identificacion de la proteina CD133 por medio de la técnica de B) inmunocitoquimica y C)
inmunofluorescencia en las lineas celulares MCF7, B16F10 ¢ INER 51, CD133+) células con el
anticuerpo primario, control -) células sin el anticuerpo primario. D) Determinacion de la expresion de la
proteina CD133 por medio de la técnica de Western Blot en las lineas celulares de cancer MCF7 y
B16F10.

58



11.2.

AISLAMIENTO DE CELULAS CD133+ DE LAS LINEAS B16F10.

Se aislaron las células CD133+ y se determind su porcentaje en la linea B16F10. Por
medio de la técnica de citometria de flujo se obtuvo un 6% de células CD133+ de un
total de 10,000 células (Fig. 2A.3). Por otra parte se realizd la separacion de células
CD133+, por medio de particulas magnéticas, en donde se separaron un 24.15% de
células CD133+ de un total de tres millones de células (Fig. 2B), en donde se observa
que las células expresan un alto porcentaje de la proteina CD133 como lo muestra la
figura 2C, visto por la cantidad de particulas magnéticas unidas a su membrana

(particulas de color caf¢).
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Figura 2. Aislamiento de células CD133+ de la linea B16F10. A) Citometria de flujo de células
B16F10, 1) separacion de las células por tamafio, 2) control negativo, Fl(cuadrante CD133+), F2
(cuadrante CD34+), 3) porcentaje de células CD133+, 4) control CD34+, B) Separacion de células
CD133+ por medio de particulas magnéticas. C) Fotografias de las células B16F10 CD133+ y CD133-
separadas por medio de particulas magnéticas visualizadas en un microscopio invertido a 10X y 40X.

% DE CELULAS

243 CD133-

CD133+ CD133

60



11.3. AISLAMIENTO DE CELULAS CD133+ DE LAS LINEAS MCF7 E INER
51l

Se aislaron las células CD133+ y se determind su porcentaje en las lineas MCF7 e
INERS51 por medio de particulas magnéticas, en donde se separaron un 16.54% de
células CD133+ para la linea MCF7 (Fig. 3A), y un 6.49% para la linea INER 51 (Fig.
3C), de un total de tres millones de células, en donde se observd que las células
expresan un alto porcentaje de la proteina como lo muestra las figuras 3B y D visto por

la cantidad de particulas magnéticas unidas a la membrana celular.
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Figura 3. Aislamiento de células CD133+ de las lineas MCF7 e INER 51 por medio de particulas
magneéticas. A) porcentaje de células CD133+ de la linea MCF7, B) fotografias de células CD133+ y
CD133- de la linea MCF7 visualizadas en un microscopio invertido a 40X, C) porcentaje de células
CD133+ de la linea INER 51, D) imagen de células CD133+ y CD133- de la linea INER 51 visualizadas
en un microscopio invertido a 40X.
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11.4.

QUIMIORESISTENCIA DE CELULAS CD133+.

Para confirmar la propiedad de quimioresistencia de las células madre, las poblaciones
celulares CD133+ y CD133- de las lineas celulares B16F10, MCF7 e INER 51,
separadas por medio de particulas magnéticas, fueron sometidas a diferentes
concentraciones de cisplatino, 0-12 ng/uL para B16F10 y MCF7 y 0-5 ng/uL para
INER (por ser mas susceptible a la droga), después de 48 hrs fueron analizadas para
observar su viabilidad celular por medio de la técnica de MTT, observando que no existe
una diferencia significativa (p<0.05) a la susceptibilidad con cisplatino entre las dos
poblaciones de células CD133+ y CD133-, en las tres lineas celulares estudiadas (Fig. 4,
A,ByC().
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Figura 4. Prueba de quimioresistencia de la células CD133+ y CD133-. Se analizo la viabilidad celular
de las células CD133+ y CD133- de las lineas A), BI6F10, B) MCF7 y C) INER 51 por medio de la
técnica de MTT, 48hrs después de aplicar el tratamiento con diferentes dosis de cisplatino. Los valores se

representan como el promedio de la viabilidad celular por grupo de tres experimentos independientes +/-
el error estandar, (*p<0.05).
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11.5. DISENO Y CONSTRUCCION DE UN RNA ANTISENTIDO CONTRA LA
MOLECULA CD133 (AS-CD133).

Una vez disenados los primers CD133-1, por medio de la técnica de RT-PCR, se obtuvo
el amplificado de 200 pb (Fig. 5A) y por medio de las enzimas de restriccion se generd
el corte y ligacion de los productos de PCR en el plasmido pEGFP (Fig. 5B).
Posteriormente se logrd la transformacion en bacterias DHS5o calcio competentes,
obteniendo 6 clonas, las cuales fueron caracterizadas por medio de las enzimas de
restriccion EcoRI y BamHI (Fig. 5C). Posteriormente se hizo la produccion y
purificacion del DNA plasmidico el cual se empleo para la transfeccion de las lineas

celulares de cancer.
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Figura 5. Disefio y construccion de As-CD133. A) Producto de RT-PCR de un fragmento de
CD133 de 200pb, de la linea celular B16F10, B) Plasmido pEGFP-N3 utilizado en la clonacion de la
secuencia antisentido 1 y 2) Corrimiento del plasmido pEGFP-N3. C) Digestion enzimatica de clonas
+, M) Marcador de peso molecular, 1-6) Digestion con Eco RI y Bam HI de seis clonas de As-
CD133, liberando los fragmentos de 200pb, 7-8) Clonas As-CD133 no digeridas, N3) Plasmido

pEGFP-N3.
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11.6. ANALISIS DEL EFECTO BIOLOGICO DEL As-CD133 CONTRA LAS

LINEAS CELULARES.

Para determinar el efecto bioldgico que provocaria la inhibicion de la expresion de la
proteina CD133, se realizaron los ensayos de transfeccion en las lineas celulares MCF7,
B16F10 e INER 51 con el As-CD133.

Se estandarizd el método de transfeccion para las lineas celulares, estableciéndose que
la polyethylenimina fue el mejor método. Para corroborar la transfeccion de las células,
se observd la proteina verde fluorescente del pldsmido en un microscopio de

fluorescencia y en base a esto se determinaron los porcentajes de transfeccion.

En la linea B16F10 se observo un 70-80% de células transfectadas, mientras que para las
lineas MCF7 e INER51 solo se observo un 20-30% de transfeccion (Fig. 6A). Con otros
métodos probados como lipofectamina y GenPorter, se obtuvo el mismo porcentaje de
transfeccion en las lineas MCF7 e INERS51 (datos no mostrados) optandose por
transfectar todas con polyethylenimina por su facil manejo.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: se observd una marcada disminucion de
la proliferacion celular y un cambio en la morfologia de las células transfectadas con
6ug del As-CD133 (Fig. 6B) en comparacion con los controles, estos efectos fueron
dependiente de dosis (p= -0.4), observandose que a concentraciones mas altas de AS-
CD133 se hacia més evidente el dafio en las células a las 48 horas pos-transfeccion en
las tres lineas celulares (Fig. 7), la linea B16F10 presentd solo un 42% de viabilidad
celular en comparacion con los controles, mientras que la linea MCF7 presentd un 48%
y la linea INER 51 un 71% de viabilidad celular en comparacion con los controles sin
transfectar (Fig. 7), observando que existieron diferencias significativas (p<0.05) entre el

control y la dosis de 0.6ug en las lineas BI6F10 y MCF 7 (Fig. 7).

67



As-CD133
CONTROL - A B

MCF7

B16F10

INER 51

Figura 6. Transfeccion de las lineas celulares con el As-CD133. control -) células no transfectadas, A)
células transfectadas vistas con un microscopio de fluorescencia a 40X, B) células transfectadas vistas con
luz visible a 40X.
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Figura7. Analisis de viabilidad celular de las células transfectadas con el As-CD133 por la prueba
de MTT. N3) células transfectadas con el vector pEGFP-N3, FT) células transfectadas con la dosis
maxima de polyethylenimina. Dosis 0.0 a 0.6) células transfectadas con 0.0 a 0.6 pug de As-CD133, las
barras indican el error estandar, (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

11.7. DISMINUCION DE LA PROTEINA Y EL RNAm DE CD133 EN

CELULAS B16F10 TRANSFECTADAS CON EL As-CD133.

Se corrobord la disminucion de la expresion de la proteina CD133 en las células
transfectadas de la linea B16F10, por medio de las técnicas de Inmunocitoquimica e
inmunofluorescencia, notdindose una marcada disminucién de la expresion de la proteina

CD133 en la membrana celular (fig. 8Ay B).

Para confirmar el efecto del As-CD133 sobre la expresion del RNA mensajero de la

molécula CD133, se amplificaron los cDNA de las células transfectadas con los primers
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CD133-2, que amplifican una region totalmente diferente a los CD133-1, observandose
que el mRNA de la molécula CDI33 disminuye drasticamente en las células

transfectadas en comparacion con las no transfectadas (Fig.8C CD133-2).

Para corroborar la expresion de la secuencia antisentido en las células transfectadas se
amplificaron los cDNA con los primers CD133-1, observandose un gran incremento en
la expresion del RNA antisentido (As-CD133) en las células transfectadas en

comparacion con las no transfectadas (Fig. 8C CD133-1).

B16F10
A B
ct c+
A
s .

G3PDH CD133-2 CDI133-1
M N T - N T - T N -

500

300

100

Figura 8. Disminucién de la expresion de CD133 por medio del As-CD133 en la linea B16F10.
Identificacion de la proteina por medio de A) Inmunocitoquimica y B) inmunofluorescencia en células
transfectadas. c+) control de células B16F10 sin transfectar, con el anticuerpo anti CD133, c- ) control con
células B16F10 sin transfectar y sin el anticuerpo primario, T) Células B16F10 transfectadas y con el
anticuerpo primario, C) Determinacion de los mRNA de la molécula CD133 en las células B16F10
transfectadas, M) marcador de peso molecular, N) células sin transfectar, T) células B16F10 transfectadas
con el As-CD133, -) control negativo, CD133-2) RT-PCR con los primers CD133-2, CD133-1) RT-PCR
con los primer CD133-1.
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11.8. IDENTIFICACION DEL MECANISMO DE MUERTE PROVOCADO
POR EL As- CD133 EN LA LINEA B16F10.

Para determinar el mecanismo de muerte que presentaron las células transfectadas
provocado por la disminucion de la proteina, se realizd una tincidon con naranja de
acridina, que se une a las cadenas sencillas de DNA, dando una coloracién anaranjada,
revelando las células con DNA degradado. Observandose que un alto porcentaje de
células transfectadas con el As-CD133 presentan una tincion naranja, lo cual nos indica
que entran en apoptosis, en comparacion con el control y este efecto es dependiente de
dosis, a mayor concentracion de As-CD133, mayor porcentaje de células en apoptosis
(fig. 9A). También se analizé la expresion de genes pro-apoptdticos: ICE, CMYC, P53, y
antiapoptdticos: BCL2, por medio de un kit de PCR multiple, detectando que el gen

P53, present6 una sobreexpresion en células transfectadas con el As-CD133 (fig. 9B).
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Figura 9. Mecanismo de muerte provocado por el As-CD133 en la linea B16F10. A) Determinacion
de la viabilidad celular por medio de la tincion con naranja de acridina, 0 pg) Células sin transfectar, 0.4 y
0.6 ng) Células transfectadas con 0.4 pug y 0.6 ug de As-CD133, B) RT-PCR multiple, andlisis de la
expresion de genes apoptoticos ICE (658 pb), CMYC (371 pb), P53 (204 pb) y antiapoptoticos BCL2 (233
pb), en la linea B16F10 transfectadas, (G3PDH, 550 pb como gen constitutivo). M) Marcador de peso
molecular, N) Células B16F10, T) Células B16F10 Transfectadas, +) Control positivo, proporcionado por
el kit, -) Control sin cDNA.
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11.9. EFECTO DE COMBINACION DE As-CD133 Y CISPLATINO EN LAS
LINEAS B16F10, MCF7 E INER 51.

Los resultados de la combinacion de tratamientos con As-CD133 y cisplatino, en las
lineas celulares B16F10, MCF7 e INER 51, muestran una disminucion significativa
(p<0.05) de la viabilidad celular en la linea B16F10, sobre todo a las concentraciones de
2, 3,4y S5 ng/pl, llegando hasta un 3.1%, con una combinacion de 0.4ug del As-CD133
mas 5ng/ul de cisplatino, en comparacion con los tratamientos por separado (48% con
0.4ng de As-CD133 y 25% con 5ng/uL cisplatino) (fig. 10A), sin embargo en las lineas
MCEF7 e INERS51 no hubo diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos (Fig.
10B y C). Se encontrd una correlacién negativa entre la dosis de los tratamientos y la
viabilidad celular en las lineas B16F10 (p* = -0.625), MCF7 (p>=-0.979) ¢ INER 51 (p”
=-0.717) (Fig. 10).
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Figura 10. Efecto de la combinacion de As-CD133 y cisplatino. Analisis de viabilidad celular por
medio de la técnica de MTT en las lineas celulares A) B16F10, B) MCF7 y C) INERS51 con diferentes
dosis de cisplatino (2-14ng/ul) y 0.4pg del As-CD133, las barras indican la desviacion estandar, (*) indica
las diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

74



12. DISCUSION

Las células madres expresan una serie de proteinas que sirven como
biomarcadores, permitiendo su identificacion y purificacion. Estas proteinas tienen
funciones bioldgicas relevantes que estan involucradas en proliferacion celular y
apoptosis (importantes para la viabilidad celular) que pueden servir como blancos
terapéuticos en células madre de cancer. La proteina CD133 se ha identificado como un
marcador de células madre (Pessina et al., 2010; Taieb et al., 2009), y se le ha
relacionado con procesos carcinogénicos (Shimada et al., 2010) en donde se ha asociado
con progresion, angiogénesis, metastasis (Qiang et al., 2009; Kohga et al., 2010) y mal
pronostico de los tumores (Pine et al., 2010), por lo que esta proteina puede ser un
blanco terapéutico en procesos carcinogénicos. Debido a lo anterior, el objetivo del
presente proyecto fue bloquear la expresion de la molécula CD133, para observar su

efecto biologico en lineas celulares de cancer.

Diferentes estudios han demostrado que lineas celulares de cancer expresan el
marcador CD133, sugiriendo que estos cultivos celulares contienen células madre de
cancer (Qiang et al., 2009). En este estudio, nosotros encontramos que las lineas
celulares B16F10, MCF7, INERS51, A427, L5178YR Y P3X63Ag8.653, expresan la
molécula CD133, ademas se observo que las lineas celulares B16F10, MCF7 e INERS1
presentan un alto porcentaje de células CD133+ (70% detectado por medio de
inmunocitoquimica e inmunofluorescencia). Otros autores han publicado resultados
similares en varias lineas celulares, por ejemplo Qiang et al., (2009) observaron en la
lineas celular de glioblastoma humano: U251, un mayor porcentaje de células CD133+
en comparacion con las otras lineas celulares de glioblastoma U87MG y A172, mientras
que Liu et al ., (2006) reportaron una alto porcentaje de células CD133+ en tres cultivos
primarios de Glioblastoma, no. 1049 (10.2%), no. 377 (69.7%) y no. 66 (27.5%), por

citometria de flujo.

La separacion de las células CD133+ de la linea BI16F10 con particulas
magnéticas fue de 24.15%, mientras que con Citometria de Flujo la linea B16F10

presentd un 6% de células CD133+. Mientras que Dou et al., (2007) reportaron un
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3.40% de células CD133+ en la linea celular B16F10, por medio de la técnica de MACS
(Magnetic-Activated Cell Separation) y citometria de flujo. La diferencia en el
porcentaje de las células separadas puede deberse a la diferencia del anticuerpos, ya que
nosotros utilizamos un anticuerpo policlonal para la separacion por medio de particulas
magnéticas mientras que para la citometria se utilizé un anticuerpo monoclonal. Por otro
lado Wright et al. (2008) reportaron un bajo porcentaje de células CD133+ en la linea

celular RP.1 de cancer de mama, que varia entre el 2% - 5.9% por citometria del flujo.

Algunos autores han reportado que la variacion en la expresion de la proteina CD133
detectada por las diferentes técnicas, puede deberse a varios factores que podrian
repercutir en la identificacion de la proteina como son: la glicosilacion de la proteina, la
especificidad de tejido, la localizaciéon de la proteina (en membrana o citopldsmica) e
incluso a las enzimas utilizadas para disgregar las células. Smelkov et al. (2008) han
reportado que la expresion del CD133 puede ser limitada a células madre organo
especificas, sin embargo la diferencia de patrones de reconocimiento 6rgano especificos
de varios anticuerpos (13A4, AC133, ahE2) anti CD133, ha sido explicada por su
diferencia de afinidad a varias formas glicosiladas del CD133. Smelkov et al., (2008)
reporta que las células CD133+ no son localizadas exclusivamente como nichos de
células madre, que se puede tener subestimada su expresion en el tejido adulto,
sugiriendo que la expresion de CD133 no es especifica de células madre epiteliales
organo especificas, por el contrario es expresada en epitelio diferenciado mientras que
Immervol et al., (2008) sugieren que la expresion de CD133 en células pancreaticas,
incluye al menos a dos subpoblaciones, una de ellas expresa la proteina CD133 en la
superficie celular que representa un estado de diferenciacion celular, la segunda
poblacién tiene una tincion citopldsmica y representa menos del 1% de células en
adenocarcinoma ductal y en pancreas normal. Sugiriendo que las formas no glicosiladas
pueden escapar de la deteccion, ya que hay un gran numero de isoformas de CD133 y
no se puede esperar que un anticuerpo cubra todas las isoformas que pueden ser
producidas, ademés de que los mecanismos enzimaticos, necesarios para hacer la
suspension de las células, afectan el microambiente celular y puede alterar la expresion

de la proteina extra e intracelular, influenciando la seleccion de las poblaciones celulares
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para ser usadas en otros experimentos. Recientemente se ha visto que el mico-ambiente
tumoral puede modificar la expresion de la proteina, como lo es el caso de la hipoxia que
sufren las células tumorales en las zonas internas del tumor, donde la vascularizacion es
muy escasa y requiere mayor demanda de oxigeno. McCord et al., (2009) observo que
en células madre de tumor, aisladas de pacientes con Glioblastoma (GB) bajo
condiciones de hipoxia (7% de oxigeno, O;), incremento los niveles de la expresion de
la CD133 y de Nestin asi como los marcadores Oct4 y Sox2, genes asociados a las
células madre de tumor en GB. Indicando que el crecimiento en el nivel minimo
fisiolégico de oxigeno (7%), realza el fenotipo de célula madre CD133+ de GB.
quedando claro que las condiciones de hipoxia influencian la expresion de marcadores
relacionados con la sobrevivencia de los tumores. Concluyendo que no todos los linajes
celulares tienen la misma expresion de la molécula CD133, y que esta puede variar atin
en la misma linea celular, ya que esta expresion depende de muchos factores, tanto de las
técnicas empleadas como del microambiente en el que se encuentren las células

(McCord et al., 2009).

Por otra parte, al evaluar la caracteristica de células Madre de drogo resistencia
en las poblaciones CD133+ y CD133- separadas por medio de la técnica de particulas
magnéticas en las tres lineas celulares (B16F10, MCF7 e INER 51) no se encontraron
diferencias significativas en la respuesta a cisplatino por parte de las dos poblaciones
celulares CD133+ y CD133-, probablemente el bloqueo de la molécula con los
anticuerpos, pudo haber afectado la respuesta de las células CD133+ a la droga, ya que
se menciona que la molécula estd relacionada con la expresion de moléculas
transportadoras de drogas, como lo sugiere Rappa et al., (2008) en un estudio de
citotoxicidad con anticuerpos monoclonales contra CD133, observaron que las lineas
celulares FEMX-I de melanoma y Weri-RB-1 de Retinoblastoma, tratadas con diferentes
concentraciones de los anticuerpos monoclonales AC133, ACI141, and W6B3Cl,
dirigidos contra diferentes epitopes de la molécula CD133, presentaban citotoxicidad,
siendo la dosis de 2pg/mL la més toxica a las 72hrs con mas de 90% de mortalidad, por
el contrario, el crecimiento de la linea celular MA-11 de cancer de mama humano que

no expresa la molécula CD133, no fue afectada (Rappa et al., 2008).
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Se ha observado que el patron de expresion de la proteina CDI133 en la
membrana, tiene correlacion con la agresividad de los tumores y el pobre pronoéstico de
los pacientes (Beier et al., 2008; Liu et al 2006; Shimada et al., 2010). En este estudio
nosotros observamos diferencias en el patrén de expresion de la proteina CD133 en las
lineas celulares de cancer INER51 (en donde el patron de expresion fue localizado),
MCF7 y B16F10 (en donde el patron de expresion fue méas marcado y difuso)
sugiriéndonos que probablemente las lineas MCF7 y B16F10 pudieran ser mas
agresivas, como lo dejan ver Klein et al., (2007) quienes observaron que en pacientes
con melanoma maligno, la expresion de la proteina CD133 en nevus melanociticos
(12/71) fue focal y moderada, mientras que en melanomas primarios (28/71) y
melanomas metastasicos (39/84) fue difusa, de moderada a fuerte, con lo que
comprueba que el patron de expresion de la proteina CD133 puede ser un indicador de
malignidad y de mal pronoéstico de los tumores. Liao et al., (2010) demostraron que la
habilidad clonogénica de células con alta expresion de CD133, refleja la caracteristica de
una fuerte auto-renovacion, resultados in vivo muestran que las células con alta
expresion de CD133 crecen mas rapido (alto indice de crecimiento in vivo) que las
células con una expresion media o baja de la proteina CD133, sin embargo las células
con una baja expresion de CD133 no pierden su capacidad tumorigénico en ratones, pero
su crecimiento es mas lento, concluyendo que el patron de expresion de la proteina

CD133, es determinante en la progresion tumoral.

La proteina CD133 tiene un papel muy importante en la proliferacion celular, en
este trabajo se observo que al disminuir la expresion de la molécula CD133 con un As-
CD133, induce una disminucién de la viabilidad celular y es dependiente de la dosis.
Rappa et al., (2008) observan que la disminucion de la expresion de CD133 con un
hRNA, da lugar a un crecimiento mas lento, una reducciéon de la movilidad celular y
disminucion de la capacidad de formar esferoides bajo condiciones de crecimiento de
célula Madre. Immervoll et al., (2008) indican que CD133 ha sido implicada en la
polaridad celular, que se requiere para el movimiento celular y los procesos de

quimiotaxis, del desarrollo embrionario, del crecimiento invasor y de la metastasis.
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En este trabajo al suprimir la expresion de la proteina CDI33 se observo una
disminucion en la viabilidad celular y al hacer el analisis del mecanismo de muerte en
estas células transfectadas, se determin6 que la apoptosis de las células podria deberse a
la activacion de P53, ya que presento una sobreexpresion en las células transfectadas,
una probable via de activacion de p53 podria ser por medio de un cierto miembro de las
cinasas MAP (Mitogen-activated protein ) que responden a varios tipos de estrés, como
por ejemplo, el dafio a la membrana, que acciona la sobre-expresion de p53 llevando a
apoptosis a las células transfectadas, sin embargo no ha sido probado y este podria ser
un objeto de estudios futuros (Guo et al., 2010).

La combinacion de tratamientos anti-cancerigenos, con el objetivo de inducir un
efecto aditivo, sinérgico o bien de sensibilizacion en las células cancerosas tratadas con
quimioterapia o radioterapia para reducir al minimo sus efectos secundarios y hacer mas
eficaces sus resultados con dosis minimas, es un objetivo por alcanzar en la terapéutica
contra el cancer. En este trabajo la combinacion del As-CD133 con cisplatino dio una
drastica disminucion de la viabilidad celular en la linea celular BI6F10 en comparacion
con los tratamientos por separado, ésta podria ser una buena alternativa en la eficacia de
los tratamientos quimioterapéuticos contra cancer CD133+, puesto que se menciona que
las células CD133+ son resistentes a drogas (Tirino et al., 2008; Dell, 2008; Liu et al.,
2006). Concluyendo que el As-CD133 podria ser una propuesta prometedora en el
tratamiento contra el cancer ya que al unir los tratamientos se incrementaria la respuesta
y se disminuiria drasticamente las dosis y por lo tanto los efectos secundarios en los

pacientes.

79



13. CONCLUSIONES

1.- En este estudio se encontrd una alta expresion de la proteina y del RNA mensajero de
CD133 en diferentes lineas celulares de cancer cultivadas comunmente en el

laboratorio.

2.- Se logr6 separar un alto porcentaje de células CD133+ en las 3 lineas celulares

B16F10, MCF7 e INERS].

3.- Las prueba de quimioresistencia de las poblaciones CD133+ y CDI133-, no

mostraron diferencias significativas entre las dos poblaciones.

4.- El diseno y construccion del As-CD133, fue exitoso ya que inhibi6 eficazmente la

expresion del RNAm de la molécula CD133 en las células transfectadas.

5.- Se observé que la disminucion de la expresion de la proteina CD133 por medio del

As-CD133, disminuy0 la viabilidad celular de las lineas BI6F10, MCF7 e INER 51.

6.- El efecto biologico del As-CDI133 en las lineas B16F10, MCF7 e INER 51 fue

dependiente de dosis y que el mecanismo fue apoptosis.

7.- La disminucién de la proteina CD133 contribuye a la sensibilizacion de las células

B16F10 al cisplatino.

El CD133 es de vital importancia para la células cancerosas, pudiendo ser un blanco de
terapia contra las células madre de cancer, principalmente en la linea B16F10 de
melanoma murino, y que el As-CD133 se podria utilizar como una terapia
complementaria contra cancer derivado de las células madre de cancer CD133+

haciendo mas eficaz la quimioterapia, con dosis mas bajas.



14. PERSPECTIVAS

. Los resultados en la inhibicion de la proteina CD133 in vitro fueron
prometedores, el siguiente paso seria comprobar la hipotesis en modelos in vivo,
abarcando varios tipos de céncer de los cuales se tenga reportado que son

CD133+, para comparar su eficacia en cada uno de ellos.

. Mejorar el método de bloqueo, con un RNA de interferencia, ya que se menciona

que es mas eficaz que los RNA antisentido.

Corroborar la sensibilizacion generada por el As-CD133 a drogas, en los

modelos in vivo.

. Buscar el efecto biologico de las células CD133+ con respecto a otros

biomarcadores de células madre.
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