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ABREVIATURAS

AOP-1 proteina antioxidante

ATCC American Tissue Culture Collection
BHE barrera hematoencefalica

CNTF factor neutrdfico ciliar

CRM107 toxina difteria con mutacion puntual
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1. RESUMEN

El Glioblastoma (GBM) es el tumor maligno del SNC mas frecuente en el adulto. A
pesar de los multiples avances en la terapéutica, el prondstico de estos tumores es
pobre. Debido a la naturaleza difusa del GBM, es dificil la completa reseccion del
tumor y por tanto las células malignas residuales causan la recidiva. Se ha sugerido
que la presencia de células troncales de GBM (GSCs) podria ser otra causa de esta
recurrencia. Las células troncales carcinogénicas o también denominadas células
madre carcinogénicas (CSCs) usualmente son citadas como la principal causa en
la falla del tratamiento, asi como consideradas las responsables del incrementar la

resistencia a las terapias convencionales.

Se ha descrito que algunas toxinas, como la toxina difteria y exotoxina A de
Pseudomonas aeruginosa, tiene la ventaja de ser altamente citotoxicas y faciles de
manipular por métodos de ingenieria genética. La ricina y la abrina son unas de las
substancias mas toxicas producidas por plantas, que han sido consideradas en el
disefio y uso de inmunotoxinas para aumentar la eficacia en el tratamiento del
cancer. En este trabajo construimos una inmunotoxina usando la cadena A de
abrina conjugada a la inmunoglobulina IgY, ya que la produccion de
inmunoglobulinas IgY es una técnica biotecnoldgica sencilla, de bajo costo y facil
extraccion a partir de la yema de huevo. En un trabajo previamente realizado en el
laboratorio se utilizaron técnicas de ADN recombinante para la produccion del
CD133 y la cadena A de abrina, se clonaron en un vector de expresioén de E. coli
pET28a. El anticuerpo IgY anti-CD133 se obtuvo mediante inmunizacion por via

intramuscular de gallinas.




Por lo que el objetivo de este proyecto es evaluar la efectividad in vitro de la

inmunotoxina en CSC-CD133+ de GBM.

Material y métodos: Los anticuerpos especificos anti-CD133 y la cadena A de
abrina, se aislaron por cromatografia de afinidad. El acoplamiento del anticuerpo
IgY anti-CD133 con la toxina de abrina, se realiz6 con reactivo SMPT (4-
sucinimidiloxicarbonil-a-[2-piridilditiol]tolueno). Se evalud la citotoxicidad de la

toxina, la IgY y la inmunotoxina mediante ensayo con cristal violetay MTT.

Resultados: El gel SDS-PAGE muestra la inmunoglobulina IgY anti-CD133
purificada, asi como la cadena A de abrina y el acoplamiento con SMPT (en un peso
150kDa). Se purificaron GSCs de la linea celular C6 y se determind viabilidad
celular, los resultados mostraron que la inmunotoxina a las 24 h redujo la viabilidad
51% con respecto al control, mientras que en 48 y 72 h la disminucién fue de 33%
y 55% respectivamente. El tratamiento con el anticuerpo IgY no induce toxicidad
celular ya que mostré un porcentaje de viabilidad celular de alrededor del 90%;
mientras que el tratamiento con la abrina redujo la viabilidad en la linea celular A-
172 hasta 33% con respecto al control a las 24. Los resultados obtenidos muestran
que la inmunotoxina IgY-abrina presenta actividad citotéxica especifica sobre CSC-

CD133+ de GBM.

Conclusiones: Los resultados mostraron que logramos producir la inmunotoxina
mediante el acoplamiento de la inmunoglobulina IgY-CD133 y la abrina. En los
ensayos de viabilidad la inmunotoxina IgY-abrina presenté actividad citotdxica

especifica sobre CSC-CD133+ de GBM.




2. ABSTRACT

Glioblastoma is the most common and malignant tumor in the Central Nervous
System in adult. Despite the multiple advances in therapeutics, the prognosis is poor.
Because of the diffuse nature of GBM, complete tumor resection is difficult and
therefore residual malignant cells cause relapse. Gioblastoma stem cells (GSCs) are
usually cited as the leading cause of treatment failure, as well as those responsible
for increasing tumor recurrence. Therefore, in this work we propose the use of toxins
directed towards the elimination of this subpopulation, for being highly cytotoxic and

easy to manipulate by genetic engineering methods.

Ricin and abrin are a type of ribosome inhibitor proteins (RIPs), one of the most toxic
substances produced by plants, which have been considered in the design and use
of immunotoxins to increase efficacy in the treatment of cancer. In this work for the
construction of immunotoxin we used A chain of abrin conjugated to the
immunoglobulin IgY, since the production of IgY immunoglobulins is a simple

biotechnological technique, low cost and easy extraction from egg yolk.

Material and methods: Anti-CD133 specific antibodies and abrin A chain were
isolated by affinity chromatography. The coupling of the anti-CD133 IgY antibody
with the abrin toxin was performed with SMPT reagent (4-succinimidyloxycarbonyl-
a- [2-pyridyldithio] toluene). The cytotoxicity of the toxin, IgY and immunotoxin was

assessed by crystal violet and MTT assay.




Results: Production of the immunotoxin was obtained by coupling the
immunoglobulin IgY-CD133 and abrin. SDS-PAGE gels showed purified anti-CD133
IgY immunoglobulin as well as the A-chain of abrin and coupling with SMPT (at a
150 kDa weight). CSCs were purified from C6 cell line and cell viability was
determined, the results showed that immunotoxin at 24 h reduced viability by 51%
with respect to control, whereas in 48 h and 72 h the decrease was 33% and 55%
respectively. Treatment with the IgY antibody does not induce cellular toxicity, since
it shows a viability of about 90%; while abrin treatment reduced cell viability by 33%

over control at 24 hours.

Conclusion: The results show that IgY-abrin immunotoxin has specific cytotoxic

activity on GSC CD133+.




3. ANTECEDENTES

3.1 Astrocitomas (Glioma)

Los gliomas forman un grupo heterogéneo de tumores del sistema nervioso central
(SNC) son clasificados con base a su tipo histolégico y grado de malignidad (Perry
& Wesseling, 2016). Por mucho tiempo, los gliomas han sido diagnosticados vy
denominados por sus caracteristicas y similitudes con las células de la glia (R.
Chen, Smith-Cohn, Cohen, & Colman, 2017). En el 2007 la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) los clasifico como grupo principal de tumores gliales, incluyendo
tumores astrociticos, tumores oligodendrogliales, tumores oligoastrociticos, tumores
ependimales, neuronales y tumores neuro-gliales mixtos. Este grupo se divide en
grado | como atrocitomas pielociticos, xantoastrocitomas pleomorficos vy
astrocitomas de células gigantes subependimales, grado Il incluyen
oligodendrogliomas y astrocitomas, grado Ill oligodendrogliomas anaplasicos,
astrocitomas anaplasicos, oligoastrocitomas anaplasicos y ependimomas

anaplasicos, y grado |V glioblastomas (GBM) (Louis et al., 2007).

Los gliomas malignos son caracterizados por presentar alteraciones genéticas,
activacion de vias de transduccidon de sefales e interrupcidn de la maquinaria del
ciclo celular, en estos procesos participan genes y proteinas implicados en la
regulacion de la diferenciacidn durante la citogénesis y pueden influir en el estado
de diferenciacion y desdiferenciacion de las células (Dai & Holland, 2003). En el
proceso de diferenciacion el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas

(PDGF), factor neutrdfico ciliar (CNTF), el factor de crecimiento de insulina (IGF), el

5




homdlogo Sonic hedgehog (SHH), son mitogénicos para la proliferacion celular, la
sefializacion de RAS/proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) y también
influyen en el numero de astrocitos y en la muerte celular por apoptosis (Bergmann,

Tugentman, Shilo, & Steller, 2002).

3.2 Glioblastoma

El Glioblastoma (GBM) es el tumor mas comun del SNC con una supervivencia
media de 10 a 12 meses (Chaichana, Parker, Olivi, & Quifiones-Hinojosa, 2010). Es
un tumor heterogéneo en cuanto a las poblaciones celulares, se pueden observar
células gliales madura e inmaduras (McLendon & Rich, 2011). El GBM sigue siendo
principalmente un diagndstico histolégico, consistiendo en astrocitos neoplasicos
poco diferenciados, sus caracteristicas histoldgicas incluyen atipia celular y nuclear,
incremento en la actividad mitética, neoangiogénesis, trombosis vascular y necrosis
con pseudoempalizada (Reardon, Rich, Friedman, & Bigner, 2006).

Es mas frecuente en pacientes entre 55 y 87 afios (Daga, Bottino, Castriconi,
Gangemi, & Ferrini, 2011), esta enfermedad es mas comun en hombres que en
mujeres y es menos comun entre las poblaciones negras comparadas con las
caucasicas (Wen & Kesari, 2008). Solo menos del 5% de los pacientes presentan
antecedentes familiares (Farrell & Plotkin, 2007) y el unico factor de riesgo conocido
es la exposicion a radiacion ionizante (Fisher, Schwartzbaum, Wrensch, & Wiemels,
2007).

Los signos y sintomas mas frecuentes de presentacion para los pacientes con este
tumor son dolores de cabeza progresivos, convulsiones y déficits neurologicos

focales. No hay recomendaciones estandar de deteccion en individuos




asintomaticos. Estos tumores crecen agresivamente, invadiendo rapidamente el
parénquima cerebral y dando lugar a sintomas clinicos (Kanu et al., 2009).

3.3 Clasificacioén y etiologia del glioblastoma

La hipotesis principal sobre el origen del cancer y también de los gliomas se basa
en la teoria de la mutacién somatica (Boveri T: Zur Frage der Entstehung maligner
Tumoren. Gustav Fisher, Jena. 1914). El origen celular de los gliomas sigue siendo
una cuestion de discusion. Una de las hipétesis principales sobre la patogénesis del
GBM es la “hipdtesis de las células troncales”, la cual postula que las células
tumorales se originan a partir de células troncales especificas y describe una cierta
jerarquia de las células en el tumor (Gursel et al., 2011). Las CSCs son las de mayor
jerarquia y se considerada que se originan a partir de la transformacién de células

troncales neuronales (NSCs) (Dimov, Tasi¢-Dimov, Conic¢, & Stefanovic, 2011).

El GBM puede ser primario o secundario (Bralten & French, 2011). El GBM primario,
es una lesién de novo, son mas frecuentes y usualmente se presentan en pacientes
>50 anos. Se caracteriza por presentar alteraciones genéticas como delecion de
genes homologo de fosfatasa y tensina (PTEN) (Kleihues & Ohgaki, 1999) en el
cromosoma 10 y delecién de p16, pérdida de heterocigosidad en cromosomas 10q
y 17p (Yoshida, 1996). Sobreexpresa el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y su ligando independiente mutante EGFRuvIll (Frederick, Wang,
Eley, & James, 2000).

Los GMB secundarios surgen de gliomas de grado inferior y durante algunos afos

progresan a GBM, estos tumores son mas comunes en jovenes. Suelen tener




mutaciones el gen supresor tumoral p53 (Field & Shenton, 1975), anomalias en las
vias de p16 y retinoblastoma y aberraciones en el numero de copias de ADN. El
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) también esta
frecuentemente sobreexpresado, por lo que produce la activacién de las mismas

vias EGFR y EGFRVII (Lokker, Sullivan, Hollenbach, Israel, & Giese, 2002).

3.4 Células troncales carcinogénicas

Las CSCs son definidas como células indiferenciadas con capacidad de
autorenovacion, diferenciacion en multiples linajes e iniciar tumores que imitan el
tumor de origen. Los vinculos entre el cancer y las células troncales se han
propuesto durante afos, porque diversas vias que se alteran en las células
cancerosas regulan las funciones normales de las células troncales embrionarias y
adultas. Sin embargo, aun no esta claro si las CSCs derivan de células troncales
adultas, o si las mutaciones en células progenitoras o incluso una célula
diferenciada conducen a una célula tumoral con caracteristicas de células troncal

(Gilbert & Ross, 2009).

El descubrimiento de las CSCs en tumores solidos malignos (Sell, 2004) y
hematopoyéticos (Lapidot et al., 1994) influyd en el entendimiento de la
carcinogeénesis tumoral (Dean, Fojo, & Bates, 2005). En este modelo se plante6 que
las células madre son un pequefio subgrupo de células tumorales, las cuales
constituye un reservorio de células con capacidad de autosustento vy
autorenovacioén, y que ésta poblacibn es la responsable de la iniciacion,

mantenimiento y progresion tumoral (Clarke et al., 2006). Células con estas




propiedades, han sido aisladas de diferentes tipos de cancer incluyendo leucemia
(Bonnet & Dick, 1997), mama (Al-Hajj, Wicha, Benito-Hernandez, Morrison, &
Clarke, 2003), prostata (Collins, Berry, Hyde, Stower, & Maitland, 2005), pancreas
(C. Lietal., 2007), colon (O'Brien, Pollett, Gallinger, & Dick, 2007), hueso (Gibbs et

al., 2005) y cerebro (Galli et al., 2004)

Evidencias recientes sugieren que las CSCs poseen un incremento en la activacion
de puntos de control de dafios del ADN y un sistema de reparacion de ADN mas
eficaz (S. Bao et al.,, 2006). En consecuencia, CSCs han mostrado una mayor
resistencia a las actuales estrategias de tratamiento convencionales, como la
quimioterapia (Dean et al., 2005) y radioterapia (Hambardzumyan, Squatrito,

Squartro, & Holland, 2006).

3.4.1 Células madre carcinogénicas de GBM

Durante muchos afos, se supuso que el cerebro contenia células mitéticas solo
durante el desarrollo temprano. Sin embargo, actualmente se ha visto que la
neurogénesis persiste a lo largo de la vida, debido a la presencia de NSCs. En el
cerebro adulto, las NSCs se localizan principalmente en la zona subventricular
(ALTMAN, 1963) y en el giro dentado (Altman & Das, 1965). NSCs y CSCs
comparten muchas caracteristicas, ambos tipos de células expresan marcadores de
células troncales, migran a través del tejido cerebral normal y son capaces de
autorenovacion. Ademas, la composicion heterogénea de tumores cerebrales, que
puede incluir multiples linajes neuronales, postula la presencia de CSCs (Gilbert &

Ross, 2009).




Las células troncales carcinogénicas de GBM (GSCs) fueron las primeras CSCs
descritas en tumores solidos. La existencia de GSCs actualmente es ampliamente
aceptada y se les considera como las responsables de la tumorigénesis, progresion
y recidiva del GBM (Galli et al., 2004; Singh et al., 2004). Fueron denominadas asi
debido a sus caracteristicas semejantes a las células troncales mesenquimales,
como autorenovacion, alta habilidad de proliferacién, expresién de marcadores de
células troncales neurales y capacidad de diferenciarse en linajes neuronales (Dirks,
2008) (Sulman, Aldape, & Colman, 2008) (Piccirillo, Binda, Fiocco, Vescovi, & Shah,
2009). Las GSCs incrementan el crecimiento vascular mediante la expresion de
altos niveles del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) debido a hipoxia

(S. Bao et al., 2006).

Las GSCs expresan marcadores especificos como nestina, CD133, Musashi-1,
Sox-2 y CD44 (Cho et al., 2013); (Dimov et al., 2011) (Sanai, Alvarez-Buylla, &
Berger, 2005) (Motaln et al., 2012). CD133 o prominina-1, es una proteina de
superficie conocida originalmente como un marcador de células troncales
hematopoyéticas que posteriormente fue considerada como marcador de células

troncales en otros tejidos sanos (Singh et al., 2003) (Richardson et al., 2004).

3.5 Prominina

Prominina es una glicoproteina de membrana pentamérica caracterizada en 1997
(Weigmann, Corbeil, Hellwig, & Huttner, 1997) (Miraglia et al., 1997). Debido a que
fue considerada como un importante marcador de superficie celular (Bhatia, 2001)
(Corbeil, Roper, Fargeas, Joester, & Huttner, 2001), se ha utilizado ampliamente
para identificar y aislar células troncales de diferentes tejidos, incluyendo SNC y
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hematopoyético (Yin et al., 1997) (Uchida et al., 2000). Se han reportado varias
secuencias relacionadas con prominina, incluyendo diferentes variantes de

empalme (Tabla 1).

Tabla 1. Tipos de Prominina

Grupo ortélogo Especie Variante de empalme
(cromosoma) (nombre alternativo)
Prominina-1 humano (4p16.2-p12) | prominina-1.s1 (CD133.s1)
prominina-1-.s2 (CD133-S2)
ratén (5B3) prominina-1.s1, prominina-1.s2

prominina-1.s3, prominina-1.s4
prominina-1.s5, prominina-1.s6
prominina-1.s7, prominina-1.s8

rata (14q11) prominina-1-s1

Prominina-2 humano (2q11.1) prominina-2.s1
raton (2F1) prominina-2.s1

prominina-2.s2

rata (3935) prominina-2.s1

3.5.1 Prominina-1

Prominina-1 (CD133) es un marcador de superficie que fue originalmente
descubierta en células troncales neuroepiteliales de raton (Weigmann et al., 1997).
En humanos fue identificada como un marcador antigénico expresado en células
troncales hematopoyéticas y progenitoras referido como antigeno AC133 (Miraglia
et al., 1997) (Yin et al., 1997). Una vez que se demostré que tanto la prominina de
raton como el antigeno AC133 humano muestran una distribucion celular similar y
una localizacidn subcelular, se propuso que el antigeno AC133 se denominara
“prominina-like 17 (PROML1) (Corbeil et al., 2000). Posteriormente se designé como
“CD133". Y se reportd que la proteina CD133 tiene un 60% de homologia con la

prominina-1 de raton (Weigmann et al., 1997).




El cDNA de CD133 codifica un polipéptido de 865 (aa) aminoacidos con un tamafo
aproximado de 97 kDaP (Miraglia et al., 1997). La estructura predicha consiste de
un dominio extracelular de 85 aa N-terminal, cinco dominios transmembranal con
dos grandes bucles extracelulares que contienen ocho sitios potenciales de

glicosilacion unidos a N y una cola citoplasmatica de 50aa (Weigmann et al., 1997).

CD133 se ha usado principalmente para aislar poblaciones de CSCs con fenotipo
de células troncales de multiples tipos de cancer de cerebro, sin embargo, también
se ha investigado el uso de epitopos CD133 como marcadores para CSCs en otros
tipos celulares como ependimomas (M. D. Taylor et al., 2005), cancer de prostata
(Collins et al., 2005), cancer de colon (Eramo et al., 2008), cancer de pulmoén
(Suetsugu et al., 2006), carcinoma hepatocelular (Ma, Lee, Zheng, Chan, & Guan,
2008), carcinoma laringeo (Zhou, Wei, Cheng, Tian, & Jiang, 2007), melanoma
(Monzani et al., 2007), cancer de ovario (Ferrandina et al., 2008) y cancer de
pancreas (Hermann et al., 2007). En el 2003 Sigh aislé una poblacion de células
con propiedades de CSC (mayor capacidad de proliferacion, autorenovacion y
diferenciacion) provenientes de tumores cerebrales humanos (Singh et al., 2003).
Los estudios de seguimiento posteriores mostraron que esta subpoblacién que
expresa el epitopo CD133 tiene una capacidad dramaticamente aumentada para

iniciar tumores en cerebro de raton inmunodeficientes (Singh et al., 2004).

Se desconoce su funcidn exacta, sin embargo, su localizacién transmembranal
sugiere una posible participacién en los mecanismos que influyen en la polaridad
celular, la migracion y la interaccion de células troncales con las células vecinas y/o

la matriz extracelular (M. Zhang et al., 2008); (Beier et al., 2008). En modelos in vitro
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se observd que células CD133+ aisladas de higado fetal y de sangre de corddn
umbilical mostraron capacidad de diferenciacién hacia células neuronales y células
gliales, incluyendo astrocitos (Uchida et al., 2000) (Kania et al., 2005). Las células
CD133+ de GBM son capaces de diferenciarse en diferentes linajes y tienen una
alta capacidad de formar neuroesferas. Ademas las células CD133+ aisladas de
GBM expresan niveles significativamente mas altos de genes de células troncales
neuronales, apoyando asi el genotipo de CSC CD133+ y sugiriendo que similares
vias de sefalizacion pueden estar involucradas en células troncales neuronales

normales y de canceres cerebrales (Liu et al., 2006).

También se observé que las CSC CD133+ son resistentes a agentes
quimioterapéuticos y a la radiacién (Blazek, Foutch, & Maki, 2007; Facchino,
Abdouh, & Bernier, 2011) debido a que expresan genes resistentes a farmacos
como BCRP1 y MGMT (O6-metilguanina-DNA metiltransferasa) genes
antiapoptoticos como FLIP, BCL-2 Y BCL-XL y altos niveles de mRNA de

transportadores ABC (Liu et al., 2006)

Se ha propuesto que la coexpresion de nestina y CD133 se asocia con un mal
prondstico de gliomas malignos e incluso se observd una mejor correlacion con el
curso clinico que con la clasificacion histologica (M. Zhang et al., 2008). Por otra
lado, se ha demostrado que la coexpresion de CD133 y Ki 67 es un importante factor
prondstico en la progresion de la enfermedad y un mal resultado clinico (Pallini et

al., 2008).

Wang y colaboradores demostraron que células CD133- aisladas de cerebro

humano, tienen la capacidad de producir tumores en ratones y pueden originar
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células CD133+ (Wang et al., 2008). Otro estudio reporté la presencia de
poblaciones de células CD133- con propiedades semejantes a las GSC (Beier et
al., 2007); (Ogden et al., 2008). Sin embargo, Singh y cols. reportaron que solo las
células CD133+ son tumorigénicas, y su expresion esta asociada con un pobre
prondstico (Singh et al., 2004). Dado el complejo microambiente y otros factores
que afectan en la expresion del epitopo CD133 in vitro, existen algunos informes
contradictorios en la literatura con respecto a la presencia_de las GSC CD133-.
Estas discrepancias pueden también ser el resultado de diferencias experimentales

o variaciones entre o dentro de los tumores cerebrales (Dimov et al., 2011).

Por otro lado, la variabilidad de citocinas, factores de crecimiento e indicadores de
estrés oxidativo podrian alterar irreversiblemente el genotipo y fenotipo de las GSC,
dando lugar a diferentes subpoblaciones similares a las células troncales. Algunos
estudios indican que la expresion de CD133 puede ser regulada por hipoxia, asi
como por disfuncién mitocondrial (genética y quimica). Por lo que, la expresion de
CD133 entre las células de glioma podria reflejar una respuesta de estrés ambiental

(Griguer et al., 2008).

3.6 Tratamiento del GBM

La terapia actual para el GBM incluye la cirugia citorreductora seguida de
quimioterapia (temozolamida) y radioterapia de haz externo fraccionada, la mejoria
en la supervivencia incrementa de 13.4-19 meses (Stupp et al., 2009); (Delgado-
Lopez & Corrales-Garcia, 2016) (Feng, Sui, Wang, & Sun, 2017) con un intervalo

libre de progresion de solo 6.9 meses (Stupp et al., 2005).




La reseccion quirurgica es un gran problema debido a la naturaleza infiltrativa y
difusa del GBM que impide la remocion completa de las células que infiltran el
parénquima cerebral, por lo que se sugiere que las células malignas residuales
invariablemente causan recidivas (Hou, Veeravagu, Hsu, & Tse, 2006), asi como la

presencia de CSC (Singh et al., 2004).

Después de la extirpacidon quirurgica de la masa tumoral, la recidiva se manifiesta a
2-3 cm de la cavidad de la reseccion en mas del 95% de los casos (Giese, 2003).
Actualmente no se ha determinado si la recidiva se debe a la migracion o infiltracion
de las CSCs 0 a la reseccion incompleta de las CSCs que se encuentran dentro del
tumor (Persano, Rampazzo, Della Puppa, Pistollato, & Basso, 2011) (Nduom,

Hadjipanayis, & Van Meir, 2012).

Otros fendbmenos que pueden contribuir a la falla en la terapia estandar del GBM
son la barrera hematoencefalica (BHE) y el concepto de “privilegio inmunolégico” en
el cerebro. A pesar de la creencia que la BHE impide el paso de moléculas y células
en el parénquima cerebral (Bechmann, Galea, & Perry, 2007), se ha demostrado
que células del sistema inmune (Bechmann et al., 2001) y anticuerpos (Poduslo et
al., 2007) se infiltran en el SNC. Por otro lado, algunos estudios sugieren que la BHE
representa una limitante en el tratamiento del GBM, ya que los farmacos y otras
macromoléculas terapéuticas tienen una penetracion extremadamente limitada en

el SNC cuando se administran sistémicamente (Kanu et al., 2009)

Ante esta controversial problematica y debido a que la radioterapia y quimioterapia
conllevan un considerable dafo residual localizado y toxicidad sistémica. Se han

explorado multiples modos de terapia intratumoral para GBM, incluyendo la
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instilaciéon de quimioterapia, induccion de respuesta inmunoldgica, terapia génica,
quimioterapia intersticial de obleas, administracién de nanoparticulas (Engelhard,
2000) (Sampson et al., 2011). Otra terapéutica que se encuentra en investigacion
son las terapias moleculares dirigidas, las cuales son tipicamente inhibidores de

moléculas pequenas, dentro de estas se encuentran las toxinas blanco.

3.7 Inmunotoxinas

Basados en el concepto de “bala magica”, se desarrollaron investigaciones en
moléculas farmacolégicamente activas ligadas a acarreadores contra blancos
especificos. Diferentes moléculas acarreadoras o ligandos especificos han sido
exploradas tales como: anticuerpos, factores de crecimiento, citocinas, hormonas,
antigenos y lectinas. Y como agentes toxicos: radioisotopos, toxinas, enzimas

humanas (Y. M. Li & Hall, 2010).

Debido a que los anticuerpos son los ligandos mas utilizados por su estabilidad en
sangre, avidez y afinidad por su antigeno diana (Polito, Djemil, & Bortolotti, 2016).
Surge el termino inmunotoxinas también llamadas citotoxinas o toxinas blanco, y se
definen como proteinas quiméricas o conjugados de un anticuerpo monoclonal
(mAb) o fragmento de anticuerpo y toxina que se generan por fusion del anticuerpo
con toxinas bacterianas o vegetales (Y. M. Li & Hall, 2010) (Pastan, Hassan,
Fitzgerald, & Kreitman, 2006) (Bosch & Rosich, 2008), estas moléculas se unen
especificamente a antigenos de superficie o receptores sobreexpresados en el

cancer, (Pastan et al., 2006). Dentro de los receptores mas comunmente




sobreexpresados esta el receptor del EGF, receptor de tranferrina (TfR), receptor

de IL-13 o IL-14 P (Y. M. Li & Hall, 2010).

Se han utilizado toxinas bacterianas como vegetales. Las toxinas bacterianas mas
usados son la exotoxina de Pseudomonas, la toxina de Difteria y la toxina de antrax
(Potala, Sahoo, & Verma, 2008). Entre las toxinas vegetales usadas estan las
proteinas inhibidoras de ribosomas (RIPs): ricina, gelonina y saporina (Piascik,

1999) (Polito et al., 2016).

El uso de toxinas como fragmentos farmacolégicamente activos de conjugados
tiene algunas ventajas en comparacion con farmacos, radioisotopo y enzimas: a
diferencia de los farmacos que actuan solo en células en division, las toxinas ejercen
su accion de una manera catalitica, no inducen resistencia a los farmacos y son
capaces de destruir células tanto en estado de divisibn como en estado inactivo.
Los radioisétopos tienen toxicidad inespecifica y dificultades con su estabilidad y
manipulacion. En comparacion con las enzimas humanas, los conjugados con
toxinas tiene mas estabilidad y actividad contra las células blanco (Polito et al.,

2016).

Un anticuerpo y la toxina se pueden conjugar mediante enlaces quimicos o
mediante ingenieria genética para obtener conjugados recombinantes (FitzGerald,
Wayne, Kreitman, & Pastan, 2011). El ligando debe de cumplir con requisitos
basicos como: no intervenir con la capacidad de union del antigeno del portador,
ser estable en el plasma, no liberar la toxina en el ambiente extracelular y liberar la

toxina intacta en el compartimiento celular donde puede ejercer su actividad




enzimatica. Con este fin un puente de disulfuro es el enlace quimico mas
comunmente utilizado ya que se presenta entre las subunidades téxicas y lectinas
de las toxinas. La presencia de enzimas tio-disulfuro oxidorreductasa en el lisosoma
permiten romper enlaces y la posterior liberacidén de la carga util toxica. Se obtiene
un puente de disulfuro tras la reaccion del anticuerpo y la toxina, previamente
activados (adicion de grupo sulfidrilo) usando reactivos heterobifuncionales que son
capaces de inducir grupos reactivos con tiol en dos moléculas. Los reactivos
heterobifuncionales mas comunmente utilizados, son 2-iminotiolano y succinimidil
3-(2-piridilditio) propionato. Estos reactivos se unen a grupos amino de las
proteinas, formando enlaces amida o imino estables (Fracasso, Bellisola, Castelletti,

Tridente, & Colombatti, 2004)

La eficacia de una inmunotoxina en la muerte celular depende de las propiedades
especificas de la toxina, del portador y de las caracteristicas de la célula diana,
incluyendo la densidad del antigeno, afinidad de unién y transporte celular. Esta
especificidad tiene como resultado menos efectos secundarios para las células no
diana y una mayor citotoxicidad hacia los clones celulares resistentes a la

quimioterapia y la radioterapia (Polito et al., 2016).

3.7.1 Inmunotoxinas en gliomas

A principios de 1970 se demostro que las inmunotoxinas eran potentes asesinos de
células cancerosas, inicialmente se inyectaron toxinas no modificadas de forma
topica en metastasis de canceres refractarios. En los tumores cerebrales las

inmunotoxinas fueron relativamente resistentes al tratamiento debido a un menor




acceso a la inmunotoxina y un sistema inmunitario intacto (Frankel, Tagge, &

Willingham, 1995) (Hall & Fodstad, 1992).

La eficacia de inmunotoxinas dirigidas contra lineas celulares de tumores del SNC
se publicaron en 1987 (Zovickian, Johnson, & Youle, 1987), posteriormente se
desarrollaron diferentes inmunotoxinas (Tabla 2). La inmunotoxina IL-4 (38-37)-
PE38KDEL (CplL-4 o NB-3001), formada por la unién de la IL-4 con una forma
mutada de exotoxina de Pseudomonas spp (PE), fue disefiada contra el receptor IL-
4 debido a que se encuentra sobreexpresado en gliomas malignos y tumores
astrociticos malignos, la importancia de la expresion de IL-4 en las células de glioma
maligno aun no esta clara, sin embargo, participa en la inhibicién de la proliferacién
celular y la induccion de transduccién de sefiales a través de la via JAK/STAT

(Pernis et al., 1995).

La inmunotoxina de fusién recombinante IL-13-PE38QQR, esta compuesta de IL-13
y una forma mutada de PE, esta inmunotoxina mostro citotoxicidad en lineas
celulares de glioma in vitro, actividad antitumoral significativa y regresion parcial de

los GBM humanos (Kunwar, 2003) (Shimamura, Husain, & Puri, 2006).

La inmunotoxina TP-38 es una proteina recombinante formada por PE-38 con TGF-
a que se dirige especificamente al receptor del EGF, ésta fue probada en pacientes
con tumores cerebrales primarios o metastasicos recurrentes, sin embargo, la media

de supervivencia fue de 31.9 semanas (Sampson et al., 2003).

La transferrina-CRM107 (Tf-CRM107) es una proteina conjugada de toxina difteria

con mutacién puntual (CRM107) unida por un enlace tioéster a Tf humano. Los




resultados con esta inmunotoxina mostraron una disminucion del >50% en el

volumen de aumento del tumor tratado y el tiempo de supervivencia fue de 37

semanas (Y. M. Li & Hall, 2010).

Tabla 2. Inmunotoxinas para el tratamiento de gliomas

Resultado

Efectos
adversos

Inmunotoxina  Antige Via de Fase Numeroy tipo
no adminis- clinic de tumor
diana tracion a
IL-4(38-37)- B
PE38KDEL IL-4R Intratumoral I 31 (25GBM y 6
(CED) AA)
IL-13- IL-13R | Intratumoral /1l Fase ll, 51 (46
PE38QQR (CED) GBM, 3AA, 2
otros)
Fase |Ill, 296
GBM
recurrente
TP-38 TGF-a. | Intratumoral | 20 (17 GBM, 3
(CED) otros)
Tf-CRM107 Tf Intratumoral I 44 (GBM, AA)
(CED)

Media de
supervivencia 8.2
meses; 6 meses de
supervivencia fue
52%

Infusién CIMT 0.5
pg/ml, media de
supervivencia 42.7
semanas para
GBM en fase Il, y
36.4 semanas in

fase Il

Media de
supervivencia 28
semanas

Media de

supervivencia 37

semanas

Dolor de cabeza,
convulsiones,
debilidad, disfasia,
hidrocefalia

Dolor de cabeza,
convulsiones,
debilidad, embolia
pulmonar
Hemiparesia, fatiga,
dolor de cabeza,
disfasia

Convulsiones, edema

cerebral

Se realizaron ensayos de fase | y Il de IL-4 (38-37) en 6 pacientes que mostraron

una respuesta parcial y un paciente mostré remision completa, pero presentaron

alto grado de citotoxicidad por lo que los estudios fueron abandonados (Rand et al.,

2000). En contraste, ensayos de fase | y Il en pacientes con GBM residual mostraron

mejor respuesta al tratamiento con IL13-PE38QQR y TGFa-PE38 (Sampson et al.,
2003). 2005; (Boskovitz et al., 2004; Sampson et al., 2005). A pesar de los diversos

estudios con terapias dirigidas para el tratamiento del GBM aun no existen reportes

que eliminen de manera eficaz las GCS.
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Las inmunotoxinas a base de ricina son probablemente estudiadas con mas
frecuencia hasta la fecha. Los ensayos clinicos que usan conjugados de ricina, se
enfocaron principalmente en neoplasias hematolégicas malignas (Pastan et al.,
20006); (Vallera & Myers, 1988). Posteriormente fue probado un MAb TfR conjugado
a la cadena A de ricina (454A12-rRa) en lineas celulares y cultivos primarios de
GBM y neuroblastoma mostrando una respuesta citotéxica (Martell, Agrawal, Ross,

& Muraszko, 1993)

3.8 Anticuerpo IgY

En el desarrollo de terapias dirigidas contra el cancer han sido utilizadas diferentes
moléculas acarreadoras o ligandos especificos tales como: anticuerpos
monoclonales (MABs), factores de crecimiento, citosinas, hormonas, antigenos y
lectinas. Los anticuerpos son los ligandos mas utilizados por su estabilidad en
sangre, avidez y afinidad (Polito et al., 2016). Sin embargo, los mABs son moléculas
complejas que requieren técnicas extensas de obtencion y purificacion que
conllevan costos de produccion elevados y limita su uso ampliamente, ademas
presentan bajas concentraciones que requieren la produccion en grandes
cantidades para lograr una eficacia clinica (Chames, Van Regenmortel, Weiss, &
Baty, 2009), por lo que se ha considerado el uso de los anticuerpos policlonales,

como la IgY.

La glucoproteina IgY fue identificada por primera vez por William (1962) como
gamma-globulina en la yema de huevo (10-25 mg/ml) asi como en sangre (5-6
mg/ml). En 1969 Leslie y Clem acufiaron el término “IgY” para referirse a anticuerpos

de aves de corral, incluyendo los encontrados en la yema de huevo, y sugirié que
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podria ser una fuente alternativa eficaz de inmunoglobulinas para usar como
ingrediente alimentario. Patterson et al. (1962), Rose et al. (1974) y Bar- Joseph y
Malkinson (1980) informaron que los anticuerpos IgY séricos de pollo inmunizados
fueron transportados eficientemente en la yema de huevo. Segun Polson et al.
(1980) y Altschuh et al. (1984), se mantuvieron altos niveles de actividad de los
anticuerpos en la vacuna durante varios meses mediante inmunizacion periddica

(WILLIAMS, 1962).

IgY es el mayor anticuerpo sérico de anfibios, reptiles y aves, comparte similitud
tanto con IgG como IgE de mamiferos (A. |. Taylor, Gould, Sutton, & Calvert, 2008).
La region Fab (fragmento de unién al anticuerpo) de la IgY no contiene la region
bisagra, dandole menos flexibilidad de union al antigeno con una amplia gama de
epitopos antigénicos (proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos). Comparada con
la IgG de mamifero, la IgY de pollo tiene una afinidad de 3 a 5 veces mas y reacciona
mas rapidamente a los mismos antigenos (lkemori, Peralta, Kuroki, Yokoyama, &

Kodama, 1993) (Lemamy et al., 1999) (Stuart, Pietrzyk, Furlanetto, & Green, 1988).

La proteina tiene un peso de 180,000 Da, la cual consiste de dos subunidades: una
cadena pesada de 67,000-70,000 Da y una cadena ligera de 22,000-30,000 Da
(Gassmann, Thommes, Weiser, & Hubscher, 1990). La IgY es estable a pH 4-9 y
hasta 65°C en estado acuoso. Sin embargo, la resistencia de IgY a rangos de pH
mas extremos aumenta en condiciones de alta salinidad o la estabilizacion con
reactivos tales como sorbitol (Shimizu et al., 1992).

El uso de IgY como un nuevo modo de inmunoterapia usando inmunoglobulina de

gallina oral para conferir inmunidad pasiva ha ganado interés como una alternativa
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no antibiotica barata para la profilaxis y el tratamiento de una amplia variedad de
enfermedades infecciosas. IgY se ha utilizado en el tratamiento o prevencion de
caries dental, periodontitis y gingivitis, gastritis y ulcera gastrica, aftas orales vy

diarrea (Rahman, Van Nguyen, Icatlo, Umeda, & Kodama, 2013).

La IgY como inmunoterapia ha sido muy atractiva debido a que la posee varias
ventajas, incluyendo: 1) falta de reactividad con el sistema del complemento
humano vy los receptores Fc humanos evitado asi la inflamacién no especifica, 2)
excluye el uso de compuestos toxicos o aditivos para su preparacion a partir de la
yema de huevo, 3) los colesteroles y triglicéridos de huevo pueden ser controlados
a niveles bajos y 4) IgY ejerce efectos benéficos antimicrobianos e
inmunoestimulatorios en conjunto con otras proteinas del huevo (Rahman et al.,
2013). Otra ventaja es que la inmunogenicidad de la IgY se incrementa contra las
proteinas de mamiferos debido a la distancia filogenética entre los organismos, por
lo que la produccidn de anticuerpos contra estas proteinas es mas exitosas en pollos
que en otros mamiferos, ademas, los anticuerpos IgY tienden a reconocer la misma
proteina en varias especies de mamiferos, haciéndolos mas ampliamente aplicables

(Gassmann et al., 1990).

3.9 Proteinas inhibidoras de ribosomas (RIPs)

El estudio de las RIPs se produjo en 1970, cuando se informo un efecto téxico in
vitro de abrina y ricina para las células tumorales en comparacion con células
normales, surgiendo asi la posibilidad de aplicarlas como tratamiento del cancer

(Lin, Tserng, Chen, Lin, & Tung, 1970).
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Las RIPs son una clase de enzimas tdxicas, que eliminan especificamente el resto
de adenina A4324 dentro de la secuencia GAGA en la region ricina/sarcina de ARN
ribosomal 28S en la subunidad 60S. La eliminacion de la adenina dafia los
ribosomas de una manera irreversible, causando la inhibicién de proteinas PMID:
16799768. En modelos in vitro las RIP también tienen actividad sobre otros
sustratos, tales como ADN, ARNm, ARNty poli (A) (Bolognesi et al., 2002) (Barbieri

et al., 2000) (Ferreras, Citores, Iglesias, Jiménez, & Girbés, 2011).

Las RIPs se clasifican en tipo 1 que consisten en una proteina de una sola cadena
con actividad enzimatica, y tipo 2 que consiste en una cadena A enzimatica unida a
una cadena B (Barbieri et al., 2000). Dentro de las RIPs tipo 2 se encuentran la

ricina y la abrina.

La abrina es una toxina aislada de semilla de la planta Abrus precatorius (Y. L. Chen,
Chow, Tsugita, & Lin, 1992), es altamente toxica con una dosis mortal humana
estimada de 0.1-1 ug/kg (Chaturvedi et al., 2015). Esta proteina consta de dos
subunidades unidad por un enlace disulfuro, la cadena A y B. La cadena B es una
lectina especifica de galactosa que facilita la unién de la abrina a la membrana
celular y permite una rapida endocitosis de la toxina en la célula. La cadena A
inactiva cataliticamente las subunidades ribosémicas 60S (Barbieri et al., 2000),
inhibiendo la sintesis de proteinas por su actividad N-glycosidasa (Barbieri, Battelli,
& Stirpe, 1993) (Barbieri et al., 2004) (Shih, Wu, Hung, Yang, & Lin, 2001). El enlace
disulfuro se reduce en el reticulo endoplasmico (RE) seguido por la translocacién
de la cadena A al citosol por la via de degradacién de las proteinas asociadas a RE

(Deeks et al., 2002). Ademas de la inhibicion de la sintesis de proteinas, se ha
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demostrado que la abrina induce apoptosis (Narayanan, Surolia, & Karande, 2004)

(Qu & Qing, 2004).

Es posible que la abrina induzca multiples vias de sehfalizacién que resulten en la
muerte celular y, por tanto, diferentes lineas celulares pueden responder de manera
diferente con la abrina (Narayanan, Surendranath, Bora, Surolia, & Karande, 2005).
Una via alterna de induccion de apoptosis por abrina fue propuesta por Shih et. al.
Ellos encontraron que la apoptosis es independiente de su actividad glicosidasa y
se debe a su interaccion directa con una proteina mitocondrial llamada proteina-1
antioxidante (AOP-1). Demostraron que la abrina colocaliza con la AOP-1 en la
mitocondria, ademas que la abrina era capaz de provocar una disminucion de la
funcion antioxidante de AOP-1y, en consecuencia, un aumento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), y la liberacion de citocromo C en el citosol.

Este estudio propuso que la actividad

apopotogénica de la cadena A de la abrina podria ser independiente de su actividad

ARN-N-glicosidasa (Shih et al., 2001) (Narayanan et al., 2004).

La cadena A de la abrina se ha conjugado con anticuerpos monoclonales usando
moléculas ligantes que contienen disulfuro. Existe interés considerable en el uso
potencial de los conjugados o imunotoxinas en la quimioterapia contra el cancer (Y.
L. Chen et al., 1992). El estudio realizado por Gadadhar y Karande demostraron
efectividad de una inmunotoxina usando la cadena A recombinante de la abrina
conjugada a anticuerpos monoclonales producidos contra el receptor de la hormona

liberadora de gonadotropina humana (Gadadhar & Karande, 2013).
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3.10 Expresion y produccién de la proteina CD133

Estudios previos realizados en el laboratorio de neuroinmunologia del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia lograron producir la proteina CD133 de
forma recombinante. La secuencia codificante del antigeno CD133 se obtuvo de
forma comercial del epitopo AC133 (Bioclone Inc. Cat. RPV0119) que corresponde
a los aminoacidos 73 a 95 de la region altamente inmunogénica de la proteina
(CZEDTLRKFKQKAYESKIDYDKPET). EI cDNA fue clonado en un vector de expresion
de E. coli pET28a (Novagen Cat. No. 69337-3), el cual cuenta con una cola de seis
histidinas en su extremo N-terminal y una secuencia que codifica para un gen de

resistencia a kanamicina.

3.11 Produccién de IgY anti CD133

Una vez que se logro la sobreexpresion de la proteina CD133 con IPTG, se procedio
a realizar la inmunizacion de las gallinas. Se inmunizé una gallina (Gallus gallus,
variedad Hy LineBrown) de 14 semanas de edad con el antigeno CD133 y otra mas
con PBS. Se administré 0.5 ml (200ug/ml) de antigeno CD133 por via intramuscular
en la region pectoral, posteriormente se aplicaron 3 refuerzos. Se realizé la
recoleccion de los huevos a partir del dia 38 para realizar la extracciéon de los
anticuerpos IgY. El anticuerpo se aislé de la yema de huevos hiperinmunizados

basandose en el método de Polson y cols. (1980, 1985).
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3.12 Diseio y expresion de la cadena A de abrina

Se obtuvo la secuencia codificante para la cadena A de Abrina mediante
bioinformatica (GenBank: CAA54139.1) (EDRPIKFSTEGATSQSYKQFIEALRER
LRGGLIHDIPVLPDPTTLQERNRYITVELSNSDTESIEVGIDVTNAYVVAYRAGTQS

YFLRDAPSSASDYLFTGTDQHSLPFYGTYGDLERWAHQSRQQIPLGLQALTHGIS
FFRSGGNDNEEKARTLIVIIQMVAEAARFRYISNRVRVSIQTGTAFQPDAAMISLEN
NWDNLSRGVQESVQDTFPNQVTLTNIRNEPVIVDSLSHPTVAVLALMLFVCNPP).

El cDNA fue clonado en un vector de expresion de E. coli pET28a (Novagen Cat.
No. 69337-3). Para la produccion de la cadena A de Abrina se utilizé la cepa de E.

coli denominada BL21DE3pLysS, (Novagen Cat. No. 69451-4).




4. JUSTIFICACION
El estudio de la etiologia y fisiopatologia del GBM ha ayudado a comprender el
comportamiento de este tumor, sin embargo, la gran heterogeneidad genética,

fenotipica y celular contribuyen en la problematica del tratamiento.

En los ultimos afios la teoria de la CSC en el GBM ha representado una de las
principales causas del origen, resistencia y recidiva de la enfermedad, debido a que
esta subpoblacion posee alta capacidad de tumorigénesis y gran resistencia a radio-
quimioterapia. Estas observaciones sugieren la importancia de las CSC en el
desarrollo del GBM e implica que el tratamiento exitoso de este tumor sélo es posible

cuando se eliminan las poblaciones de CSG.

Se han aplicado diversas terapias en el tratamiento del GBM, entre las que se
encuentran: radioterapia, quimioterapia (temozolamida, carboplatino, vincristina y
cloroquina) inmunoterapia (vacunas, anticuerpos, inmunotoxinas,
radioinmunoconjugados), terapia génica (virus, vectores lipososmales,
nanoparticulas) y campos eléctricos alternos, todas estas terapias se han dirigido
contra diferentes blancos terapéuticos, sin embargo, estas no consideran la

eliminacion de CSG.

Basados en el concepto de terapias dirigidas, en este proyecto propusimos construir
una inmunotoxina formada por un anticuerpo IgY anti-CD133 unida a la cadena A
de la toxina abrina. Con el objetivo de eliminar selectivamente la subpoblacion de
CSG, dicha inmunotoxina se dirigio contra la proteina CD133 expresada en CSG, lo
que podria en un futuro permitir el incremento en la sobrevida y mejorar la calidad

de vida de los pacientes.
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5. HIPOTESIS

La inmunotoxina eliminara de forma selectiva células troncales carcinogénicas
CD133+ de glioblastoma

6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la efectividad de la inmunotoxina in vitro en células troncales carcinogénicas

CD133+ de glioblastoma.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Purificar el anticuerpo IgY especifico anti CD133+.
- Unir mediante acoplamiento quimico la cadena A de Abrina con IgY
antiCD133+.
- Purificar células troncales carcinogénicas CD133+ de glioblastoma.
- Evaluar la citotoxicidad de la inmunotoxina en células troncales
carcinogénicas CD133+ de glioblastoma.
8. MATERIAL Y METODOS
Se utilizo el anticuerpo IgY especifico anti CD133+, extraido de huevos de gallina
inmunizadas previamente con la proteina obtenida de forma recombinante con
CD133+ (Bioclone Inc. Cat. RPV0119) en la cepa de E-coli BL21DE3pLysS

(Novagen Cat. No. 69451-4).

La cadena A de abrina, se obtuvo de lisados bacterianos de cepas E-coli
BL21DE3pLysS (Novagen Cat. No. 69451-4) transformadas con el plasmido de la

secuencia codificante para la cadena A de Abrina (GenBank: CAA54139.1).
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8.1 Purificacién del anticuerpo IgY anti CD133+

Los anticuerpos especificos IgY anti-CD133, fueron aislados mediante
cromatografia de afinidad, utilizando columnas de sefarosa (Pierce NSH-Activated,
Agarose Spin Columns, Thermo Scientific) acopladas a la proteina CD133.
Posteriormente se recuperaron de la fraccion de elucion las inmunoglobulinas. La
purificacion se evalué mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes con

gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) al 12 %.

1. Se hidrato la resina de agarosa NHS-activada con buffer de acoplamiento (0.1M
fosfatos de sodio, 0.15M NaCl, pH 7.2). Se agregd 2 ml del buffer en 150 mg de
resina de agarosa seca y se dejo hidratar durante 30 minutos.

2. La resina de agarosa NHS-activada se coloc6 en una columna de Thermo
Scientific Pierce de Spin.

3. Se preparo la proteina CD133 con buffer de acoplamiento y se agregd a la
columna, se dejo por 30 min. Se removi6 el exceso de proteina no acoplada a la
resina mediante lavados con buffer y centrifugaciéon 1000x g por 1 minuto.

4. Se bloquearon los sitios inespecificos de la columna con buffer de amortiguacion
(10mM tris pH 7.5, 50 mM KCly 20 mM EDTA) durante 20 minutos, se centrifuga
a 1000x g durante 1 minuto y se lava la columna con buffer de acoplamiento.

5. Se equilibro la columna a temperatura ambiente.

6. Se agregd 1 ml de buffer de union (TBS o PBS) y se removi6 centrifugando a

1000x por 2 minutos (se repitio este paso).
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7. Seincubd la columna con la muestra de anticuerpos totales IgY, durante 2 horas

a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se centrifugd a 1000 x
g durante 2 minutos.

Se lavo la columna con 3 ml de PBS y se centrifugd 1000 x g durante 2 minutos.
Se guardo cada una de las fracciones.

Se agrego 8 ml de buffer de elucion (01-0.2M glicina*HCI, pH 2.5) y se fue

recolectando 1 ml de fraccion por tubo.

8.2 Purificacion de la cadena A de abrina

Para la purificacion de la cadena A de abrina se usaron columnas de afinidad

HisPur™ Ni-NTA Purification Kit (Pierce Biotechnology IL 61105 USA Cat. No.

88229), siguiendo las indicaciones del proveedor.

1.

Se lisaron cultivos bacterianos de cepa E-coli transformadas con el plasmido
para la cadena A de Abrina, en buffer de lisis (PBS con 1.3 png/ml de inhibidores
de proteasas cocktail SIGMAFAST ™ Sigma-Aldrich).

Se equilibro la columna de afinidad HisPur con 6 ml de buffer de equilibrio: 1ml
PBS, 10mM (50 pul/ml) imidazol y agua. Y se centrifugé a 700g durante 2 min.
Se agrego el extracto de las proteinas a la columna y se incubé durante 30 min.
Una vez transcurrido el tiempo se centrifugo a 700g durante 2 min.

Se lavo la columna tres veces con buffer de lavado: 1ml PBS, 25mM (50 pl/ml)
imidazol y agua. Se centrifugé a 700g durante 2 min y se recolectaron las

fracciones por separado.




6.

Posteriormente se agrego el buffer de elucion: 1ml PBS, 250mM (50 pl/ml)
imidazol y agua. Se centrifugé a 700g durante 2 min y se repitié este paso 2
veces mas recolectando de igual forma las fracciones por separado.

Las fracciones obtenidas fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 15%.

8.3 Western Blot

Mediante western blot se analizo la especificidad del anticuerpo purificado IgY para

el reconocimiento de CD133, y para determinar la presencia de la cadena A de

abrina. Se utilizaron proteinas extraidas de lisados bacterianos de E. coli que

expresan CD133 y la cadena A de abrina.

. Se tomaron 30 ug/ml de proteinas y se le agrego buffer de carga 2X (Tris-HCI

100mM, pH 6.8, SDS 4%, azul de bromofenol 0.2%, glicerol 20% y B-
mercaptoetanol 10%).

Las muestras se cargaron en geles SDS/PAGE al 12% y se corrieron por un
periodo de entre 1y 2h a 120 V. Y se transfirieron por 2 h a 0.02 Amp.

Las membranas fueron bloqueadas con 2.5 gr de leche descremada en 50 ml de
PBS, durante una hora.

Se lavaron las membranas 3 veces con PBS por 10 min cada lavado, una vez
terminados los lavados se incubd con el anticuerpo primario en PBS (1:3000),
durante una noche. Anti-histidina (Santa Cruz)

Se realizaron 3 lavados y se incubo con el anticuerpo secundario (anti-conejo

1:3000) durante 2 h
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6. Las membranas fueron lavadas con PBS y reveladas por quimioluminiscencia

con KitECL Plus Wastern Blotting Detection System (GE Healthcare,

Amsersham).

8.4 Formacion de los conjugados

Para realizar el acoplamiento del anticuerpo IgY anti-CD133 con la abrina, se utilizd

el reactivo SMPT (4-succinimidiloxicarbonil-metil-a-[2-piridilditio] tolueno, Thermo

Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante y de acuerdo al protocolo

descrito por Thorpe, cols. 1987 (Thorpe et al., 1987). El SMPT es un ligante

heterobifuncional con dos grupos reactivos, un sulfidrilo y un grupo amino.

1.

El anticuerpo IgY anti-CD133+ (1.6 mg/ml) previamente obtenido se incub6 con
SMPT (6 mM) disuelto en 5% de DMSO. Se elimin6 el SMPT sobrante mediante
dialisis, se colocé dentro de un casete de dialisis (Slide-A-Lyzer®, Thermo
scientific) para ser dializado con PBS-EDTA (acido etilendiaminotetra acético)
durante 24 h en refrigeracion.

La toxina abrina 1mg/ml en PBS se incub6 con 2.5mM de ditiotreitol (DTT)
durante 1h a temperatura ambiente.

Posteriormente se agrego la toxina al anticuerpo activado con SMPT, se incub6
durante 8 h en una camara de nitrégeno a temperatura ambiente. El exceso de
sitios activos piridil-disulfuro se bloquearon con 25 ug/ml de cisteina durante 6
h.

Por ultimo, el acoplado fue filtrado y analizado mediante electroforesis en

condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE al 12 %.




8.5 Cultivos celulares

Se usaron las células de glioma A-172, U373, LN-18 y U87 derivadas de GBM
humano y C6 de GBM de rata, obtenidas de la American Tissue Culture Collection
(ATCC). Estas fueron cultivadas en condiciones estériles a 37°C en una atmésfera
humeda controlada con CO; al 5% en medio DMEM (Medio de Eagle modificado de
Dulbecco, GIBCO BRL, Grandisland, NY, USA) suplementado con 10 % de suero
fetal bovino (GIBCO, BRL), 4 mM de glutamina, 100 u/ml de penicilina, y 100 mg/ml

de estreptomicina.

Las GSC se obtuvieron mediante separacion por perlas magnéticas, estas fueron
cultivadas en esferoides, usando medio preparado de acuerdo al protocolo
publicado por Guerrero-Cazares y cols. 2009. DMEM F-12 con 1% de penicilina/
estreptomicina, suplementado con B-27 (Miltenyi Biotec), 20 ng/ml de factor de

crecimiento epidermal (EGF, Human EGF-Miltenyi Biotec®) y 20ng/ml de factor de

crecimiento fibroblastico (FGF, Human FGF-2- Miltenyi Biotec®).

8.6 Separacion de CSG

La linea celular C6 contiene una poblacion heterogénea incluyendo GCS CD133+,
por lo que se realiz6 la separacion de esta subpoblacién mediante columnas MACS
(MACS Miltenyi biotec®) y perlas magnéticas CD133 MicroBead kit (MACS Miltenyi
biotec®), siguiendo las indicaciones del proveedor y la metodologia empleada por

Otvos y cols (Otvos et al., 2016).
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1. Se incubaron 1x10” células de C6 con 100 pl PBS estéril y 10 pl de anticuerpo
IgY anti CD133 durante 30 min a TA. Se lavo con 1 ml de PBS estéril y se
centrifugdé 300xg por 5 min.

2. El pellet se resuspendié en 100 ul de buffer desgasificado (PBS esteéril pH 7.2,
0.5% BSA, 2 mM EDTA para diluir el reactivo autoMACS™ Rinsing Solution en
relacion 1:20), y 10 ul de anticuerpo conjugado a FITC (CD133 MicroBead Kkit,
Miltenyi Biotech), se incub6é durante 10 min a 4°C en la obscuridad,
posteriormente se lavé con 2 ml de buffer desgasificado y se centrifugd 300xg
por 10 min.

3. Se resuspendio el pellet en 500 ul de buffer desgasificado y la columna es
acondicionada con 500 ul del mismo buffer. Se coloco la mezcla de las células
en la columna previamente montada en la base con un magneto.

4. Se dej6 que pasaran las células no CSG y se realizaron 3 lavados con medio
DMEM-F12 con 1% de penicilina/estreptomicina.

5. Se retird la columna del magneto y las CSG fueron extraidas de la columna
usando medio DMEM-F12 con 1% de penicilina/estreptomicina, EGF (20 ng/ml)
y FGF (20ng/ml). Por ultimo, las CSG fueron cultivadas usando dicho medio.

8.7 Determinacioén de la expresién de CD133+

Para determinar el porcentaje de expresion de CD133+ de células troncales
recuperadas por separaciéon con perlas magnéticas, las células se tifieron con

anticuerpo anti-CD133 y se analizaron mediante citometria de flujo.




1.

500,000 GSC de cultivos de esferoides y C6, se incubaron con 200 pl de dilucidon
de anticuerpo CD133/2-APC human Miltenyi Biotec-PBS (1:1000) por 30 min en
la obscuridad.

Posteriormente las células se lavaron con 1 ml de PBS, se centrifugaron a 300
xg por 5min. y se fijaron con paraformaldehido (PFA) 1%.

El porcentaje de CD133+ se determind mediante citometria de flujo
(FACSCalibur instrument BD Biosciences), evaluando 10,000 eventos. Los
datos se analizaron utilizando el programa Cell QuestPro and Flow Jo ver. 7.6.1.

el software CellQuest (Becton Dickinson, San José, CA, USA)

8.8 Evaluacion de la citotoxicidad por cristal violeta

Se evalud la actividad de la toxina abrina y el anticuerpo IgY en las lineas celulares

A-172, LN-18, U373, C6, VERO vy fibroblastos mediante un ensayo con cristal

violeta. Las células se trataron con el anticuerpo IgY a la concentracion de 34 ug/ml

y con la abrina a dosis decrecientes a partir de 34 a 0.34 34 ug/ml.

1.

Se sembraron 10,000 células de las diferentes lineas celulares en placas de 96
pozos una vez que alcanzaron el 80% de confluencia, se trataron por triplicados
con la inmunoglobulina IgY y la abrina por separado, a las concentraciones ya
mencionadas y se incubaron 24 h a 37°C en una atmosfera humeda con 5% de
COs..

Posteriormente se retird el tratamiento y las células se lavaron con PBS, se
fijaron con PFA 1% durante 15 min y se elimino el PFA.

Se adicion6 100 pl de cristal violeta (1% en PBS) e incubd durante 25 min a

temperatura ambiente. Se elimino el colorante y se lavé con PBS.
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4. Posteriormente se coloco 200 ul de acido acético 10% por 5 min y se analizaron
en un lector de Elisa a 570 nm.

8.8.1 Ensayo de MTT

Para determinar el efecto de la inmunotoxina, abrina e IgY sobre GSC, se utiliz6 la
prueba de MTT (3-[4,5dimethylthiazol-2-yl]- 2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
(Sigma-Aldrich). EI MTT es una sal amarilla que es reducida por células
metabdlicamente activas con ayuda del succinato deshidrogenasa para generar

formazan de color purpura.

1. En cajas de 96 pozos fueron sembradas 10,000 células por pozo y tratadas con
la inmunotoxina, IgY y abrina a la concentracion de 34 ug/ml. Se incubaron
durante 24,48y 72 h.

2. Posteriormente se adiciono el reactivo MTT a una concentracion de 0.5 mg/ml
por pozo. Después de 4 h de incubacion, se agregaron 100 ul de buffer de
solubilizacion (0.04 N de Hcl en isopropanol) y se incubaron durante 12 h a 37°C.

3. Por ultimo, se cuantifico el formazan utilizando un lector de ELISA

(Microelisa®Minireader MR590 A Dynatech Product) a una longitud de onda de
540 nm.

8.9 Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico se utilizé la prueba de analisis de varianza ANOVA de
un factor seguida de Tukey usando el paquete estadistico SPSS ver 15 (Inc.
Chicago IL.). Las diferencias se consideraran como estadisticamente significativas

si tienen un valor de p<0.05.




9. RESULTADOS

9.1 Purificacion de la cadena A de abrina

Se realizé la purificacién de la cadena A de abrina mediante columnas de afinidad.
Las fracciones obtenidas de los lavados y las eluciones, asi como el lisado total de
las proteinas obtenidas de cultivos bacterianos sobreexpresados con IPTG, fueron
analizados mediante electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes
SDS-PAGE 12%. En el lisado total se observo la sobreexpresion de una banda de
31 kDa que corresponde a la cadena A de abrina, y en las fracciones
correspondientes a las eluciones se muestra la purificacion de la proteina (Fig. 1A).
Para corroborar la presencia de la proteina abrina se realizé western blot, en donde
se corrieron las proteinas totales de los lisados bacterianos, se realizd la
transferencia y la membrana se incubd con anticuerpo anti-histidinas (Santa Cruz).
Los resultados mostraron la expresién y el reconocimiento de una banda de 31 kDa

que corresponde a la proteina A de abrina (Fig. 1B).
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Figura 1. Purificacion de la cadena A de abrina. A) Electroforesis en condiciones desnaturalizantes SDS-
PAGE 12%, muestra los productos del proceso de purificacion de abrina inducida con IPTG: carril 1; proteinas
del lisado bacteriano total, carril 2; proteinas no adheridas a la columna de afinidad, 3 y 4; lavados, carril 5;
proteinas 1° elucion, carril 6; proteinas 2° elucion y carril 7; proteinas 3° elucion. B) Wb de la abrina: 1 proteinas
del lisado bacteriano total, 2; proteinas no adheridas a la columna de afinidad, 3 y 4; lavados, 5; proteinas 1°
elucion y 6; proteinas 3° elucion. PM: peso molecular.

8.2 Purificacién del anticuerpo IgY anti CD133+

La purificacién de la proteina CD133 se realizé mediante cromatografia por afinidad
HisPur™ Ni-NTA Purification Kit y se analiz6é en un gel SDS-PAGE 15%. En el gel

se observo una sola banda en un peso aproximado de 18 kDa (Fig. 2A).

Los anticuerpos policlonales especificos IgY anti-CD133 obtenidos mediante
cromatografia de afinidad se analizaron por electroforesis en condiciones
desnaturalizantes SDS-PAGE al 12 %, se puede observar en el gel dos bandas
correspondientes a la cadena pesada (55-77 kDa) y ligera (23-26kDa) de la
inmunoglobulina IgY (Fig. 2B). La especificidad del anticuerpo se observé mediante
WB, la figura 2C mostré que los anticuerpos policlonales IgY anti CD133 obtenidos

de las yemas de las gallinas inmunizadas reconocieron a la proteina CD133 (banda
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de 18 kD). Por otro lado, las membranas que fueron incubadas con anticuerpos IgY
no especificos para la proteina CD133, reconocieron otras proteinas que no son de

interés.

Figura 2. Purificacion de IgY CD133+. A) Gel SDS-PAGE 15% en el cual se muestran los productos de las
eluciones de la proteina CD133+, en el carril 2 se observa la proteina purificada (flecha). B) Electroforesis en
condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE 12%, muestra la purificacion de los anticuerpos IgY CD133+, cadena
pesada (55-77 kDa) y ligera (23-26 kDa) de la inmunoglobulina IgY (flechas). C) WB del lisado bacteriano que
expresa la proteina CD133. La flecha muestra una banda de 18kD que corresponde a la proteina reconocida
por el IgY anti-CD133+, el segundo film fue incubado con anticuerpo IgY no CD133. PM: peso molecular.

8.3 Formacion del conjugado IgY anti-CD133 con la abrina

Se analiz6 el acoplamiento del anticuerpo IgY anti-CD133 con la abrina, fue
analizado mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE al
12 %. Se observo en el gel una disminucion en la intensidad de la cadena pesada

de la IgY (banda 50-70 kDa, carril dos), asi como una banda de aproximadamente
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150 kDa correspondiente al acoplamiento de la toxina abrina con la cadena pesada

de la IgY (ultimo carril Fig. 3).

Figura 3. Electroforesis en
condiciones desnaturalizantes
SDS-PAGE 12%. El carril
corresponde al anticuerpo IgY
CD133+, el carril tres a la abrina (31
kDa) y en el ultimo carril se observa
una banda de aproximadamente 150
kDa que corresponde al acoplamiento
de la inmunotoxina (flecha negra).

8.4 Efecto de IgY, abrina y de la inmunotoxina en GBM

La citotoxicidad de la abrina se determiné mediante la técnica de cristal violeta. Las
lineas celulares A-172, LN-18, U373, C6, fibroblastos y VERO, se trataron con la
abrina a dosis decrecientes a partir de 34 a 0.34 mg/ml e incubadas 24 h. Los
resultados mostraron actividad toxica de la abrina, especificamente en las lineas
celulares A-172 y VERO que en el resto de lineas de GBM, asi mismo se observé
un porcentaje mayor de muerte celular a la dosis de 34 mg/ml (Fig. 3A), con una

disminucion de la viabilidad de hasta el 27% en A-172 y 28% en VERO.

Por otro lado, estas lineas celulares de GBM, VERO vy fibroblastos humanos fueron
tratadas con el anticuerpo IgY a la concentracion de 34 mg/ml durante 24h, y se
observo que el tratamiento con el anticuerpo no indujo disminucién en el porcentaje

de viabilidad celular en las diversas lineas celulares evaluadas (fig. 3B).
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Figura 3. A) Evaluacion de citotoxicidad de IgY en las lineas celulares de GBM (A-172, U373, LN-18 y C6) y en
lineas celulares de fibroblastos y VERO. Los cultivos celulares fueron tratados con la inmunoglobulina 1gY por
24 h. La grafica no muestra diferencias significativas con respecto al control. B) Evaluacion de citotoxicidad por
cristal violeta de la abrina en las lineas celulares de GBM, en donde se observé disminucién significativa de la
viabilidad celular solo en la linea A-172. Prueba ANOVA de un factor seguida de Tukey, *p< 0.05 vs control.
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Posteriormente se realiz la purificacion de las células troncales carcinogénicas de
la linea celular C6 mediante perlas magnética. Una vez que las células fueron
recuperadas de la columna, se cultivaron en medio DMEM-F12 suplementado con
B-27, FGF y EGF. Los resultados de la observacién por microscopia de luz,
mostraron la presencia de células con morfologia redonda y la formacion de

esferoides (fig. 4).

20x

Figura 4. Separacion de GSC con perlas magnéticas MicroBead kit (MACS Miltenyi biotec®)
y cultivos de células troncales carcinogénicas de glioblastoma.

Se determino el porcentaje de expresion de la proteina CD133 mediante citometria
de flujo de C6 y cultivos de esferoides. Se observo un porcentaje de expresion en
la linea celular C6 de 10% y de 30.75% en la GSC cultivadas como esferoides (fig.

5).
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Figura 5. Expresion de CD133 en GSC mediante citometria de flujo

En placas de 96 pozos se sembraron 1 x 10* CSC de GBM en cada pozo,
posteriormente se coloco el tratamiento con la abrina, IgY CD133+ y con la
inmunotoxina y se determind la viabilidad celular mediante ensayos de MTT. El
tratamiento con la inmunotoxina a las 24 h redujo la viabilidad celular 51% con
respecto al control, el efecto se mantuvo a las 48 y 72 h con una disminucién de la
viabilidad de 33% y 55% respectivamente. Por otro lado, los resultados también
mostraron dafo celular en los tratamientos con la abrina, sin embargo, se observé
mayor dafio en los tratados con la inmunotoxina (fig. 6A). El tratamiento con el
anticuerpo IgY no induce toxicidad celular a los distintos tiempos mostrando un
porcentaje de viabilidad celular de alrededor del 90%; mientras que el tratamiento
con la abrina redujo la viabilidad celular 33% con respecto al control a las 24 h, sin

embargo, a tiempos posteriores no mostro citotoxicidad (fig. 6B).
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Figura 6. Cultivos de células troncales carcinogénicas de C6 tratadas con la cadena A de abrina,
el anticuerpo IgY CD133+ y la inmunotoxina. A) Las imagenes de microscopia muestran una
disminucion en el ndmero de células y en la formacion de esferoides, asi como dafio celular en el
tratamiento con la inmunotoxina a las 48 y 72h, en el caso de la abrina solo se observaron cambios a las
72 hy con el anticuerpo no mostro diferencias significativas. B) Evaluacion de viabilidad celular por MTT.
En la grafica se observa una disminucién de la viabilidad celular a partir de las 24 h hasta las 72 de hasta
un 55% en el tratamiento con la inmunotoxina.
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10.DISCUSION

El GBM es uno de los tumores cerebrales mas frecuentes del SNC. La sobrevida de
los pacientes es pobre debido a que es un tumor heterogéneo, difuso y altamente
infiltrante. A pesar de los multiples tratamientos actualmente disponibles, la recidiva

es alta.

La participacion de las GSCs en la gliomagénesis (Kong et al., 2013) y la regresion
del GBM continua siendo ampliamente estudiada, asi como el desarrollo de
alternativas terapéuticas para la eliminacién de las GSCs, que ha sido complicado
por la fuerte resistencia a la radioterapia y quimioterapia de estas células (Liu et al.,
2006) (Dean, 2005) (S. Bao et al., 2006; Dean et al., 2005). Con la finalidad de
eliminar de manera selectiva esta subpoblacion disefiamos una inmunotoxina con

la toxina abrina y la inmunoglobulina IgY.

En los ultimos afos la biotecnologia se ha implementado en el desarrollo de nuevas
terapias contra el cancer con el objetivo de crear agentes con alta afinidad y
especificidad. Los anticuerpos por ser un componente vital del sistema inmune
adaptativo de los vertebrados, y debido a su habilidad para reconocer multiples
agentes ajenos o anormales han sido usados en el desarrollo de terapias dirigidas
(Kennedy, Oliveira, Granja, & Sarmento, 2017), como en el caso de las

inmunotoxinas.
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Las inmunotoxinas son consideradas agentes potentes por ser selectivas y por su
capacidad citotdxica. Estas se han aplicado en diversas neoplasias malignas,
incluyendo el glioblastoma (Y. Zhang et al., 2015). Especificamente, en el
tratamiento del GBM la produccion de inmunotoxinas se ha dirigido contra diversos
blancos terapéuticos tales como: receptor de transferrina (Tf-CRM 107, conjugado
de transferrina humana (Tf) y la toxina difteria (Weaver & Laske, 2003), receptor de
IL-13 (PE38QQR o Cintredekin besudotox, disefiada con IL-13 y exotoxina de
Pseudomonas) (Debinski, Obiri, Powers, Pastan, & Puri, 1995), receptor de IL-4
(IL4-PE4E, 1L-4(38-37)-PE38KDEL, fue creada usando IL-4 exotoxina de
Pseudomonas mutada) (Puri et al., 1996), y EGFR (TP38, fusion de una fragmento
unico variable del anticuerpo monoclonal D2C7 con la exotoxina Pseudomonas) (X.
Bao, Pastan, Bigner, & Chandramohan, 2016). Estos estudios reportaron que las
inmunotoxinas mostraron una respuesta citotoxica en pacientes con tumores
cerebrales malignos refractarios al tratamiento convencional, sin toxicidad sistémica
ni neurolégica grave (Weaver & Laske, 2003) (Laske, llercil, Akbasak, Youle, &
Oldfield, 1994). Sin embargo, no existe una terapéutica contra las GSCs y se ha
reportado que muestran fuerte resistencia a diversos agentes quimioterapéuticos

como temozolamida, VP16, carboplatino y taxol (Liu et al., 2006).

Por lo que en el presente proyecto disefiamos una inmunotoxina contra GSCs,
utilizando CD133 como antigeno para la generacion de anticuerpos IgY, ya que este
epitopo se ha expresado como un marcador tumoral en la identificacion de la
subpoblacion de GSCs (Fatoo, Nanaszko et al. 2011). Y debido a que las GSCs

que expresan la proteina CD133 han sido fuertemente asociadas con la capacidad
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de autorenovacion y capacidad de iniciar tumor (Singh et al., 2004), propusimos la
proteina CD133 como posible blanco terapéutico. Para la expresion de la proteina
CD133 y de la cadena A de abrina se utilizé la cepa de Escherichia coli BL21DES3,

debido a su alto rendimiento, eficacia y por ser un cultivo econémico.

Logramos producir y purificar un anticuerpo IgY anti-CD133. Los resultados
mostraron dos bandas, de 25 y 70 kDa, que corresponden a la cadena ligera y
pesada de la IgY respectivamente. Ademas, se observaron otras proteinas en el gel
SDS-PAGE que podrian corresponder a productos de escision de vitelogeninas
(Klimentzou et al., 2006; Mann & Mann, 2008), sin embargo, se ha reportado que
estas proteinas no interfieren con la inmunoglobulina IgY. Realizamos ensayos de
citotoxicidad mediante cristal violeta y confirmamos que la inmunoglobulina no es
toxica en las diversas lineas celulares de GBM humano y de rata, sugiriendo que la
union del anticuerpo IgY anti-CD133 a su receptor no activa vias de muerte celular.
Por otro lado, corroboramos por WB que la IgY anti-CD133 purificada tiene la

capacidad de reconocer especificamente a la proteina CD133.

De igual manera disefiamos, produjimos y purificamos la cadena A de la toxina
abrina. Analizamos la sobreexpresion de la cadena A de abrina con IPTG por SDS-
PAGE y observamos una banda de 18 kDa correspondiente a la abrina. La
purificacion de ésta fue eficiente usando columnas de afinidad Ni-NTA, ya que
nuestra proteina cuenta con una cola de histidinas que le permite unirse al Ni. Por
otro lado, el WB incubado con el anticuerpo anti-histidinas mostro la expresion de la
banda de 18 KDa confirmando asi la presencia y purificacién de la cadena A de

abrina. El uso de la abrina en diferentes estudios ha ido incrementando en los
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ultimos afos debido a la alta toxicidad a bajas concentraciones (0.2-10 pg/kg)
(Fredriksson et al., 2015). En nuestro estudio probamos la actividad de la cadena A
de abrina en diferentes lineas celulares de GBM humano y de rata y observamos
una disminucién en la viabilidad celular de la linea A-172, sugiriendo que esta linea
celular posee mayor capacidad de endocitosis de la cadena A de abrina que el resto

de las lineas de GMB usadas.

La construccion de la inmunotoxina se realiz6 mediante el acoplamiento de la
cadena A de la toxina abrina con el anticuerpo IgY selectivo contra la proteina
CD133. En el estudio realizado por Thorpe y colaboradores usaron la cadena A de
la abrina en la construccidén de una inmunotoxina y mostraron efectos antitumorales
en un modelo animal de linfoma (Thorpe et al., 1987). Otros estudios reportaron que
la abrina inhibe la sintesis de proteinas (Barbieri et al., 1993; Barbieri et al., 2004),
e induce muerte celular (Narayanan et al., 2004) (Narayanan et al., 2005),
especificamente se observd apoptosis en cultivos celulares de HelLa y células Jurkat
(Narayanan et al., 2004) (Qu & Qing, 2004). El tratamiento con nuestra
inmunotoxina IgY CD133-abrina mostrd un incremento del porcentaje de muerte

celular hasta un 55% en cultivos de GSCs.

El porcentaje de GSCs en lineas celulares ha sido controversial. La linea mejor
estudiada es la linea C6 y se reporto valores de 0.4 a 30% (Shen et al., 2008; Zheng,
Shen, Yang, & Liu, 2007), estas variaciones podrian atribuirse a los diferentes
métodos de aislamiento, condiciones de cultivo celular, o marcadores de células
madre, nuestros cultivos celulares de C6 expresaron un 10% de CD133. A pesar

que la expresidon de la proteina CD133 varia en GSCs por los niveles de oxigeno
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(Bidlingmaier, Zhu, & Liu, 2008), nuestros cultivos de esferoides de GSCs

expresaron 30.75% de CD133.

Las inmunotoxinas pueden usarse contra tumores sélidos y no solidos pero tienen
una mejor respuesta frente a los segundos, ya que resulta complicado pasar a
través del tejido tumoral, ademas existen otras dificultades que podrian impedir
alcanzar una mejor eficacia, tal como la inmunogenicidad, toxicidad en tejidos sanos
y la inestabilidad de la molécula. Sin embrago, se han desarrollado alternativas para
superar estas dificultades, incluyendo el uso de inmunosupresores, la reduccion del
tamano de la molécula, y la humanizacion de ciertos componentes (Wolf & Elsasser-
Beile, 2009). El efecto de nuestra toxina se encuentra restringido, debido a que no
cuenta con la cadena B de la abrina, la cual es una lectina especifica de galactosa
que facilita la entrada a las células, y al estar unida quimicamente mediante el
entrecruzador SMPT a la IgY, permite reconocer unicamente a las células CD133+.
Por lo que nuestros resultados sugieren que la inmunotoxina es significativamente

efectiva en la eliminacion de GSCs CD133+.




11.CONCLUSION

Actualmente no existe una terapia efectiva contra las GSCs, el constante estudio de
esta subpoblacion ha mostrado que poseen diversas caracteristicas que le
confieren la capacidad de evadir la respuesta inmune, activacion de mecanismos
anti-apoptéticos, supervivencia, autorrenovacion y por tanto resistencia a las

terapias.

La eliminacién de esta subpoblacion se ha convertido en un problema en el
tratamiento del GBM. El uso y desarrollo de inmunotoxinas contra blancos
especificos podria producir un gran progreso en las terapias oncologicas. La
inmunotoxina que producimos mostré efectividad citotoxica, por lo que, podria ser

considerada como tratamiento contra GSCs CD133+.

Dado que la produccion de inmunoglobulinas IgY es una técnica biotecnologica
sencilla y de bajo costo por su facil extraccion a partir de la yema del huevo, podria
ser considerada y usada como una terapia especifica en el tratamiento de diversas
patologias. El desarrollo y uso de esta inmunotoxina se encuentra sometida bajo

patente nacional (MX/a/2015/44554).
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12. ANEXO

11.1 Ensayo in vivo

Se realiz6 un primer ensayo in vivo con el objetivo de evaluar la inmunotoxina. Para
el implante subcutaneo de células GSCs provenientes de la linea celular C6 (GBM
de rata) se utilizaron ratones machos nude (nu/nu) de seis semanas de edad, que
fueron alimentados ad livitum con dieta de roedores estéril y agua, se mantuvieron
en microaisladores a una temperatura regulada (25 + 2 °C) y humedad (40-50%

aproximadamente).
11.1.1 Modelo de implantacion subcutanea

El implante se realiz6 siguiendo el modelo propuesto por Yin Zhu y cols. (Zhu et al.,
2017). Se inocularon 1x10° células de GSCs resuspendidas en 100 ul de medio de
cultivo DMEM-F12, el implante se colocé de forma subcutanea en el lomo de los

ratones.
11.3 Tratamiento con la inmunotoxina

Posterior al implante (15 dias), los animales fueron divididos en tres grupos de 6
ratones y de acuerdo al tratamiento: grupo 1 ratones sin tratamiento (control), grupo
2 ratones tratados con la inmunotoxina IgY-abrina (1.34 ug/Kg) aplicada via
intratumoral (IT), y grupo 3 ratones tratados con la inmunotoxina (1.34 ng/Kg)
aplicada via intraperitoneal (IP). Se administr6 una sola dosis IT y 3 dosis
intraperitoneal, los tumores fueron medidos con un vernier a partir del dia 14, 21, 28

y al dia 35 fueron medidos y sacrificados.




11.4 Resultados preliminares

Los resultados mostraron que los cultivos de GSCs purificadas de la linea celular
C6 con perlas magnéticas, posee la capacidad de generar tumores en los ratones
nude. En el grupo control se observo un mayor volumen tumoral con respecto a los

grupos tratados (fig.7 A).

Los grupos tratados mostraron una tendencia favorable en la reduccion del volumen
tumoral. El grupo tratado con la inmunotoxina IP tuvo una mayor reduccion con
respecto a los tratados via IT (fig. 7 B). En ambos grupos se observa un patron de
crecimiento semejante, sugiriendo que la inmunotoxina podria tener un efecto en la
inhibicion del crecimiento, sin embargo, se requiere realizar mas estudios que
permitan conocer el mecanismo de accion de la inmunotoxina, asi como incrementar

el numero de poblacion.
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Figura 7. Modelo In vivo en ratones nude. A) Implante subcutaneo de células GSC y
protocolo del tratamiento con la inmunotoxina. B) Evaluacién del volumen tumoral del grupo
contro y los tratados IP e IT, en el grafico se observa una disminucion del volumen tumoral
en los tratados con la inmunotoxina.
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