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Resumen

Introduccion: Hoy se sugiere que la teoria de carcinogénesis establecida en las tltimas décadas, segtin la cual el cancer se
produce por el acimulo de mutaciones en proto-oncogenes y genes supresores de tumores podria cuestionarse, a favor
de una teorfa mas completa que incluya la participacion de las denominadas células stem tumorales. Estas células pose-
erfan la capacidad de iniciar y mantener el tumor, ademas de su propia capacidad de diferenciacion y autorrenovacion.

Objetivo: Determinar el fenotipo de marcadores de diferenciacion y la posible existencia de células inmaduras (tal
vez células stem) en las lineas celulares de tumores del sistema nervioso.

Material y métodos: Se estudio el nivel de expression de los genes CD133, nestina, Musashi-1, FAS, NCAM1 y
GFAP en 27 lineas celulares de tumores del sistema nervioso mediante RT-PCR semicuantitativa y citometria. La
linea de neuroblastoma IMR-32 fue sometida a separacion celular mediante SAFFFE.

Resultados: Hemos podido separar diferentes subclones o células en diferentes estadios de diferenciacion en la li-
nea de neuroblastoma IMR-32. La correcta tipificacion de estas lineas celulares podria ser relevante para estable-
cer tratamientos quimioterapicos o de terapia génica, especificamente dirigidos contra los subclones celulares mas
inmaduros, que podrian corresponder (o no) a células stem tumorales.

Palabras clave:

Células madre tumorales, tumores cerebrales, neuroblastoma, CD133, SdFFE.

Abstract

Introduction: Nowadays it is suggested that the theory of carcinogenesis established along the last decades, accor-
ding to which cancer is produced by the accumulation of mutations in proto-oncogenes and tumor suppressor ge-
nes might be questioned in favor of a more complete theory that includes the participation of the so called tumor
stem cells. These cells would represent those in charge of initiating and maintaining the tumor; with their own ca-
pacity of differentiation and autorenewal.

Objective: To determine the phenotype of differentiation markers and the possible existence of immature cells
(maybe stem cells) in cell lines of tumors of the nervous system.

Material and methods: The level of expression of CD133, nestine, Musashi-1, FAS, NCAM1 and GFAP genes was
studied in 27 cell lines of tumors of the nervous system by semiquantitative RT-PCR and cytometry. The neuro-
blastoma cell line IMR-32 was subjected to cell separation by SdFFE.

Results: We could separate different subclones or cells in different stages of differentiation in the neuroblastoma cell line
IMR-32. The correct description of these cells might be relevant to set up chemoterapeutic or gene therapy treatments
specifically targeted against the most immature subclones, that might correspond (or not) to tumor stem cells.
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I Introduccion

Los tumores del sistema nervioso debido a su rdpido
crecimiento y tendencia a metastatizar son tumores dificil-
mente tratables, y frecuentemente conducen a la muerte
del paciente. Por ejemplo, el tiempo medio de superviven-
cia de un paciente con glioblastoma multiforme, tumor ce-
rebral maligno mds frecuente en adultos, es de tan s6lo 10
a 12 meses. En el caso del meduloblastoma, tumor cere-
bral maligno mas frecuente en nifios, el prondstico es mas
favorable. Tratamientos combinados de quimioterapia y
radioterapia junto con la cirugia consiguen salvar a mas
de la mitad de los enfermos [1]. Asimismo, el neuroblasto-
ma, tumor s6lido maligno extracraneal mas frecuente du-
rante la infancia, produce el 15 % de las muertes debidas
al cancer en nifos [2].

Desde hace algunos anos se viene desarrollando la hip6-
tesis de las «células madre tumorales», segtn la cual no
todas las células presentes en un tumor tienen la misma
capacidad de proliferar y mantener el crecimiento del mis-
mo. Tan s6lo una pequena fraccion de células del tumor,
denominadas «células madre tumorales», poseerian una
elevada capacidad de proliferacion y autorrenovacion. El
resto de células perderian dicha capacidad, diferencidndo-
se hacia células tumorales cuyo fenotipo seria el caracte-
ristico del tumor [3]. Se ha determinado la presencia de
estas células en cancer de mama, leucemia y tumores cere-
brales, entre otros [4-6]. Se cree que estas células madre
tumorales al igual que las células madre son resistentes al
tratamiento quimioterapico, de ahi la importancia de su
estudio para poder disefar tratamientos mas eficaces que
erradiquen completamente el tumor y eviten las recidivas
[7-10].

En lo que respecta a los tumores del sistema nervioso
existen evidencias que indican que las células madre tu-
morales se originarian a partir de células madre neurales o
de precursores neurales [1, 11]. De hecho, existen estudios
que describen la presencia en tumores cerebrales de un pe-
quefo numero de células con propiedades similares a las
de las células madre neurales [12-16]. Estas células tienen
capacidad de proliferacién, autorrenovacion y diferencia-
cion «in vitro». La identificacion y caracterizacion «in vi-
tro» de células madre tumorales en tumores cerebrales hu-
manos se llevé a cabo por primera vez en funcion de la
expresion de CD133 [13], glicoproteina de membrana cu-
ya expresion fue descrita previamente en células madre
neurales [17]. Estas células, denominadas brain tumor
stem cells o BTSC, estan presentes en tumores cerebrales
tanto en nifios como en adultos [18]. Las BTSC expresan
ademds otros marcadores caracteristicos de las células
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madre neurales, como nestina, musashi-1, bmi-1 y sox-2
[1,13,14,19-21].

La mayoria de los estudios realizados hasta la fecha se
basan en el aislamiento y caracterizaciéon de células madre
tumorales a partir de tumores primarios. Sin embargo, re-
cientemente se ha observado la presencia de estas células
en lineas celulares tumorales de neuroblastoma, glioblas-
toma, tumor de prdstata y mama, entre otros, llegdndose
en muchos de los casos a su aislamiento [7, 13-25]. Se han
descrito diferentes técnicas que permiten el aislamiento de
células madre tumorales, como son: MACS, SAFFF y
FACS [13,26,27]. La SAFFF (sedimentation field flow
fractionation) es un método de separacion similar a la cro-
matografia. Basandose en las propiedades fisicas de las cé-
lulas (tamafio, densidad y forma) esta técnica permite se-
parar los distintos tipos celulares manteniendo integras
sus cualidades y su viabilidad. El principio fundamental
de esta técnica consiste en una elucion diferencial de las
células en un liquido (fase movil) que transcurre por un
canal. Los distintos tipos celulares, dependiendo de sus
caracteristicas fisicas, responden de distinta manera a la
aplicacion de una fuerza de gravedad mayor que la de la
Tierra, aplicada ésta perpendicularmente a la direccion del
flujo de la fase movil. En funcion de esta respuesta las cé-
lulas migran a distintas velocidades a lo largo del canal y
son recogidas a distintos tiempos. De este modo las célu-
las mds pequefas y de mayor densidad se recogen en pri-
mer lugar, mientras que las células de mayor tamario y
menor densidad son retenidas durante mds tiempo y son
recogidas al final [28-32].

Los objetivos de este estudio fueron los siguientes: 1) de-
terminar el grado de diferenciacion celular presente en line-
as celulares de neuroblastoma, glioblastoma y meduloblas-
toma; 2) determinar la presencia de células madre
tumorales en las lineas celulares tumorales en funcion de la
expresion de CD133; 3) Aislar las diferentes subpoblacio-
nes celulares presentes en la linea celular de neuroblastoma
IMR-32 mediante SAFFF.

I Material y métodos

Lineas celulares

El estudio se llevd a cabo sobre un total de 12 lineas ce-
lulares de neuroblastoma (SK-N-DZ, SK-N-SH, SK-N-
Be(2), SK-N-FI, BE(2)C, MC-IXC, IMR-32, Kelly, SIMA,
SH-SY5Y, SK-N-MC, y MHH-NB-11), 9 de glioblastoma
(A-172, US7MG, T98G MOG-G-CCM, CCF-STTGI,
SW-1088, SW-1783, LN-405 y GOS3) y 6 de meduloblas-
toma (PESK-1, Daoy, TE671, TE671 sub2, SK-PN-DW y
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D283Med). Estas lineas celulares se obtuvieron desde la
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA), el Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkuturen Gmbh (DSMZ, Braunchsweig, Germany) y la
European Collection of Cell Cultures (ECACC, London,
UK). Fueron cultivadas en condiciones standard utilizan-
do DMEM o RPMI como medio de cultivo dependiendo
de la linea celular.

Extraccion de RNA

El RNA de las lineas celulares se extrajo utilizando el
QuickPrepTM Total RNA Extraction Kit (Amersham Bios-
ciences, Buckinghamshire, UK) siguiendo las instrucciones
del mismo.

RT-PCR

La retrotranscripcion se realizé partiendo de 1 Ig de
RNA total al que se le afiadio 1 ul (250 ng) de hexdmeros
aleatorios, 1 ul de 10 mM dNTPs y agua estéril hasta un
volumen final de 12 pl. Se incubé la mezcla a 65°C duran-
te 5 min. Posteriormente, se afadieron 4u de tampon 5X'y
2 ul de 0,IM DTT y se incub6 durante 2 min a 42°C, tras
lo cual se afiadio 1 ul (200 unidades) de la enzima Retro-
transcriptasa SuperscriptTM RT (InvitrogenTM, Life
Technologies, Carslbad, CA). Finalmente se inhibi6 la ac-
tividad enzimatica de la retrotranscriptasa a 70°C durante
15 min.

Se estudi6 el nivel de expresion de los genes CD133,
nestina, Musashi-1, FAS, NCAM1 y GFAP mediante RT-
PCR semicuantitativa. Para ello se diseniaron oligonucléo-
tidos especificos de cada gen con el programa Beacon De-
signer (Premier Biosoft Internacional, Palo Alto, CA,
USA), segun se describen en la Tabla 1. Las PCRs se reali-
zaron partiendo de 75 ng de cDNA que se amplificaron en
un volumen final de 25 pl junto con 1,5-2,5 mM MgCl2,
tampo6n 1X, 0,2 mM de cada dNTP, 5 pmoles de cada oli-
gonucleotido y una unidad de Amplitag GoldTM (Ap-

Tabla 1. Cebadores y condiciones empleados en las RT-PCRs.

Cebador sentido (5°-3)
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Cebador antisentido (5°-3’)

plied Biosystems, Foster City, CA, USA). La temperatura
de anillamiento vari6 entre 51 y 60°C dependiendo del
gen estudiado.

Citometria de flujo

Se estudio la expresion a nivel proteico de los genes
CD133, nestina, Musashi-1, FAS, NCAM1, GFAP y ,ftu-
bulin IIT mediante citometria de flujo.

En el caso de los marcadores de membrana CD133/1
(Miltenyi Biotec, 1:11), FAS (Serotec, 1:100) y NCAM1
(Chemicon, 1:100), se incubaron un millén de células en
presencia del anticuerpo primario diluido en PBS con un
0,5% de BSA y 2 mM de EDTA a 4°C durante 10-30 min.
Posteriormente, se centrifugd y lavo el precipitado celular
con la solucion de marcaje. En el caso de FAS y NCAM1
se incub6 con los anticuerpos secundarios Cy2-Donkey
anti-mouse IgG (Jackson Inmunoresearch) y FITC-Don-
key anti-rabbit IgG (Jackson Inmunoresearch) diluidos
1:100 en solucién de marcaje durante 30 min a 4°C. Fi-
nalmente, se centrifugd, se lavo el precipitado celular y se
resuspendid en PBS. La expresion de los marcadores intra-
celulares nestina (Chemicon, 1:100), Musashi-1 (Chemi-
con, 1:50), GFAP (Chemicon, 1:1000) y Btubulina III
(Chemicon 1:100) se analiz6 siguiendo las instrucciones
del Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Bioscien-
ces). Las células se analizaron en un citdémetro COULTER
EPIS XL de Beckman Coulter.

SAFFF

La linea celular de neuroblatoma IMR-32 se cultiv) a
1/3 de confluencia durante 72 h para posteriormente ser
sometida a SAFFE. Las condiciones de separacion fueron:
10g; 1,2 ml/min; 4.106 células. Se recogieron tres frac-
ciones celulares a distintos tiempos de elucion dejando
un espacio de 15 segundos entre cada fraccion y la si-
guiente, para asi obtener una mayor pureza de separa-
cion (Figura 1).

T (°C) Ciclos

Tamaiio (pb)

CD133 GCTGATGTTGAAACTGCTTGAG TGGTGCCGTTGCCTTGG 152 5S 30
nestin GTGGCTCCAAGACTTCC GCACAGGTGTCTCAAGG 153 5S 30
Musashi-1  CCCTGGCTACACCTACC AGGCAGTGAGAGGAATGG 101 53 32
Fas GCCAATTCTGCCATAAGC TTGTCTGTGTACTCCTTCC 115 51 35
NCAM1 GAATGCCACCGCCAACC CAGCCTCGTCGTTCTTATCC 188 55 32
GFAP ACGCAGTATGAGGCAATGG CGGTAGTCGTTGGCTTCG 140 56 30
TFR GTCAATGTCCCAAACGTCACCAGA ATTTCGGGAATGCTGAGAAAACAGACAGA 298 60 30
122 Trauma Fund MAPFRE (2008) Vol 19 n° 2:120-127
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IMR32 ; 1,2 ml/min ; 10g; 4.10 6 I Resultados
RT-PCR
i A Mediante RT-PCR se observo expresion de CD133 en to-
- das las lineas celulares de neuroblastoma, a excepcion de

SK-N-FI y MHH-NB-11. Asimismo, estas lineas celulares
expresaron nestina, NCAM1, Fas y Musashi 1, mientras
que tan solo Kelly y Be(2)C mostraron expresion, aunque
. débil, de GFAP (Tabla 2, Figura 2). Todas las lineas celula-
002 - i F3 res de meduloblastoma mostraron expresion de CD133,

nestina, NCAM1, Fas y Musashi-1. Sin embargo, sélo se
' ‘ - ' : ; ‘ i observo expresion de GFAP en Daoy y TE671 (Tabla 2). En
lo que respecta a las lineas celulares de glioblastoma sélo
SW1088 mostrd expresion de CD133. Todas ellas expresa-
Fig. 1. Condiciones empleadas en la SAFFF. ron nestina y Musashi-1. No se observé expresion de

F2

0,04

Absorbance unit

retention time

Tabla 2. Expresion de CD133, nestina, NCAM1, Fas, Musashi-1 y GFAP mediante RT-PCR, en lineas celulares de
neuroblastoma, meduloblastoma y glioblastoma.

Linea celular CD133 nestin NCAM1 Fas Musashi-1 GFAP
Kelly + + + + + /+
SIMA + + + + + _
MC-IXC -/+ -/+ -/+ + + -
SK-N-FI ; N N N . )
SH-SYS5Y + + + -+ + -
SK-N-SH I+ + + ¥ + ;
SK-N-MC + -/+ -/+ + + -
IMR-32 -/+ + + + + _
MHH-NB-11 - + + + + _
SK-N-Be(2) I+ + + + + -
SK-N-DZ + + + + + -
BE(2)-C . . N R I
PFSK-1 + + I+ -+ -
Daoy -/+ -/+ + + + I+
TE671 + + + I+ + +
TE671 Sub2 + + + J+ + _
SK-PN-DW I+ -/+ + + + -
D283Med + + + + + -
A-172 - + + + " -
GOS 3 - + - + + +
T98G - + - + + _
LN405 - + ¥ + + _
SW1088 + + + - + -
SW1783 - + + + + -
MOG-G-CCM - + + + " .
CCF-STTG1 - + + + + +
U87MG - + + + + "

(-: 10 se expresa; +: se expresa; -/+: expresion débil)
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Tabla 3. Expresion de CD133, nestina, NCAM1, Fas, Musashi-1, GFAP y ,ftubulin IIT mediante citometria de flujo en
lineas celulares de neuroblastoma, meduloblastoma y glioblastoma.

Linea celular CD133 nestin NCAM1 Fas Musashi-1 GFAP B Tubulin III
Kelly 0 31,7 21,5 0 1,4 0 82,3
SIMA 33 62,8 57,3 4,2 84 0 81,6
MC-IXC 0 2,3 0,9 0 16,6 0 21
SK-N-FI 0 39,4 20,9 0 3 0 47,1
SH-SYS5Y 2,7 63,2 7,9 5 11 0 24
SK-N-SH 8,2 92,3 3,7 4,7 0 0 83
SK-N-MC 6,4 9,3 3,9 0 0 0 25,8
IMR-32 0 27 29 0 3 0 27
MHH-NB-11 0 49,4 29,4 0 1 0 53,8
SK-N-Be(2) 0 88 9,3 0 5,1 0 90
SK-N-DZ 28,3 53,4 53,5 0 87,8 0 75,5
BE(2)-C 0 17,5 13,9 0 7,3 0 46,1
PFSK-1 0 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Daoy 1,2 n.a. 5,4 3,8 0 0 n.a.
TE671 65,8 87,7 n.a. n.a 1,5 6,4 48,6
TE671 Sub2 38,4 48,5 3,3 n.a 0 0 40,6
SK-PN-DW 0 9,9 n.a. n.a. n.a n.a 23,6
D283Med 82,9 76,3 1,6 0 64,6 3,1 68,1
A-172 n.a. n.a. n.a. 3,9 n.a. n.a n.a.
GOS 3 0 n.a. 0 0 n.a. n.a n.a.
T98G 0 n.a. 0 0 n.a. n.a n.a.
LN405 0 n.a. n.a. + n.a. n.a n.a.
SW1088 0 n.a. 0 n.a n.a. n.a n.a.
SW1783 n.a n.a. 0 n.a n.a. n.a n.a.
MOG-G-CCM n.a n.a. n.a. n.a. n.a. n.a n.a.
CCF-STTG1 n.a. n.a. 0 0 n.a. n.a n.a.
U87MG 0 n.a. 0 n.a. n.a. n.a n.a.

Datos expresados como porcentaje de células que expresan los diferentes marcadores.

n.a.: no analizada

NCAMT1 en GOS 3 y T98G. La linea celular SW1088 no
mostrd expresion de Fas. Por dltimo, cuatro de las nueve li-
neas celulares de glioblastoma expresaron GFAP (Tabla 2).

Citometria de flujo

La expresion a nivel proteico de los diferentes marcadores
se estudio por citometria de flujo. Los resultados variaron
dependiendo de las lineas celulares estudiadas y de los mar-
cadores (Figura 3). Los resultados se resumen en la Tabla 3.

SAFFF

Se sometid a la linea celular de neuroblastoma IMR-32 a
SAFFF obteniéndose 3 fracciones celulares con caracteristicas
morfologicas diferentes. La fraccion 1 poseia células pequenias
y redondas con morfologia de neuroblasto. La fracciéon 2 con-

tenia los dos tipos celulares caracteristicos de la linea celular,
es decir tanto células con aspecto de neuroblasto como células
fibroblastoideas. Por tltimo, en la fraccion 3 predominaban
las células fibroblastoideas de mayor tamario (Figura 4).

I Discusion

Funcionalmente, las células madre se definen como célu-
las multipotenciales capaces de autorrenovarse y dar lugar
por diferenciacion a los mas de 200 tipos de tejidos diferen-
tes que forman un organismo [33-35]. La existencia de cé-
lulas madre neurales en el cerebro adulto se puso definitiva-
mente en evidencia en la pasada década [36-38], aunque los
primeros descubrimientos se remontan a los afos 60 cuan-
do se sugeria la posibilidad de que existiera neurogénesis en
el cerebro adulto [39]. El sistema de cultivo de neuroesferas

124
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TFR
(298 pb)

CDI133
(152 pb)

nestin
(153 pb)

NCAM1
(188 pb)

Fas
(115 pb)

Musashi-1
(101 pb)

GFAP
(140 pb)

24 horas de
cultivo tras FFF

48 horas de
cultivo tras FFF

96 horas de
cultivo tras FFF

F1 F2 F3

Fig. 2. Expresion de CD133, nestin, NCAM1, Fas, Musashil y
GFAP en lineas celulares de neuroblastoma.

Geles de agarosa al 2,5% tefiido con bromuro de etidio (0,1
ug/ml). M: marcador de peso molecular (1Kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen). 1: cDNA de tejido pulmonar normal o de cerebro
normal (control positivo de expresion normal). 2: Kelly. 3: BE(2)-
C. 4: SK-N-MC. 5: SK-N-FI. 6: SK-N-Be(2). 7: IMR-32. 8: MC-
IXC. 9: SH-SYSY. 10: SK-N-SH. 11: MHH-NB-11. 12: SIMA.
13: SK-N-DZ. 14: DNA gendémico. 15: agua.

A)CD133 D) Fas

18G CD133 IeG

B) nestin E) Musashi-1

i Ig(f i nestin Musashi-1

C) O Tubulin IIT F) NCAMI

1eG O Tubulin I 1gG

Fig. 3. Estudio por citometria de flujo de la expresién de CD133,
nestina, BTubulin III, NCAMT1, Fas y Musashi-1 en la linea celu-
lar de neuroblastoma IMR-32.

Fig. 4. Morfologia de las diferentes fracciones obtenidas de la li-
nea celular IMR-32 mediante SAFFF tras 96 horas de cultivo.

[40] ha permitido la identificacion y caracterizacion de las
células madre neurales «in vitro». Asimismo, en los tltimos
afios se estan aislando estas células en funcion de la expre-
sion de marcadores presentes en la membrana celular [17].

El concepto de célula madre tumoral surge tras la obser-
vacion de una elevada similitud entre los mecanismos de
autorrenovacion de las células madre y de las células tumo-
rales [34,41]. En tumores hematoldgicos como la leucemia
y el mieloma multiple [42,43], al igual que en tumores soli-
dos como el cdncer de mama [4], se han aislado un peque-
fio namero de células dentro de la masa tumoral con un ele-
vado potencial de autorrenovacion, siendo estas células las
linicas capaces de originar y mantener el tumor. Debido a
que las células madre somdticas pueden autorrenovarse y
mantener un equilibrio entre la autorrenovacion y la dife-
renciacion, el cancer podria definirse como una patologia
causada por una disregulacion del proceso de autorrenova-
cion [34].

En el caso de los tumores del sistema nervioso se habla de
las brain tumor stem cells o BTSC. Estas células estarian
presentes tanto en tumores infantiles como en tumores de
adultos, presentando capacidad de proliferacion, autorre-
novacion y diferenciacion «in vitro». Ademas expresan
marcadores tipicos de células madre neurales como la nesti-
na y CD133. La existencia de estas células podria explicar
la resistencia de estos tumores al tratamiento con algunos
farmacos y la aparicion de recidivas. Por ello, el aislamien-
to y caracterizacion de estas BTSC es necesaria para crear
nuevas drogas mds eficaces y encontrar nuevas dianas tera-
péuticas [44-46] mas eficaces contra estos tumores.
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Nuestros resultados sugieren la existencia de diferentes
subpoblaciones celulares con distintos grados de diferencia-
cion, en lineas celulares de glioblastoma, meduloblastoma y
neuroblastoma. En el caso de las lineas de neuroblastoma y
meduloblastoma casi todas mostraron expresion de CD133
e incluso algunas de ellas revelaron por citometria de flujo
la existencia de dos subpoblaciones diferentes. Estos datos
parecen indicar la presencia de células madre tumorales o
al menos de células tumorales inmaduras en lineas celulares
de tumores del sistema nervioso, lo que concuerda con di-
versos estudios que afirman la presencia de este tipo de cé-
lulas en lineas celulares [7, 22, 24, 25].1
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