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Introduccioén. El cancer es un término usado para definir
un conjunto de enfermedades en el que las células se
caracterizan por tener: potencial ilimitado para replicarse,
resistencia a la apoptosis, evasi6on inmune 'y
reprogramacion metabdlical. El estudio de la resistencia
hacia generar muerte celular programada (apoptosis) ha
permitido el establecimiento de nuevas dianas
terapéuticas para el tratamiento de varios tipos de cancer2.
La linea celular MCF7 es un ejemplo de modelo in vitro de
cancer de mama en el que se ha observado que el gen de
caspasa-3 no se encuentra expresado. Por ello, dicho
linaje celular servird para comprobar el restablecimiento
de la funcion de esta proteina por medio de una
transgénesis terapéuticas. Asi, el objetivo de este trabajo
presentar la caracterizacion de adenovirus de primera
generacion que expresan caspasa 3 (Ad5-Casp3) en la
célula de cancer de mama MCF-7 para inducir muerte
celular programada, con la finalidad de considerar su uso
como potencial biofarmaco para terapia génica*.

Metodologia. La construccién del vector Ad5-Casp3 se
realiz6 con el kit Adeno-X™ Expression System 1
(CLONTECH) (Cat.631513). El gen Casp3 fue amplificado
por PCR a partir del pldsmido de expresion pcDNA3-
Casp3-myc (Addgen #11813), el gen Casp3 fue clonado
en los plasmidos pshuttle2 y pAdeno-X del Adeno-X™
Expression System 1. La cepa competente de E. coli
DH5« fue transformada con cada plasmido y la seleccion
de los clonas positivas fue hecha por PCR, patron de
digestion y secuenciacion. Posteriormente el plasmido fue
purificado por miniPrep (THERMOSCIENTIFIC). Las
células HEK293 fueron transfectadas con Lipofectamina
2000 (INVITROGEN) Y el pAdeno-Casp3 para generar la
primera generacién de adenovirus recombinantes que
expresan Casp3 (Ad5-Casp3) amplificados por
subcultivos subsecuentes hasta el pase 6. Se midié la
viabilidad de cultivos de células MCF-7 transducidos con
el vector Ad5-Casp3 por el método colorimétrico MTS
(PROMEGA) y la muerte celular apoptotica por citometria
de flujo, fragmentacion de ADN vy microscopia de
epifluorescencia.

Resultados. Por PCR se amplificé el gen Casp3 en
colonias positivas de E. coli DH5« correspondientes a las
construcciones moleculares pShuttle-Casp3 (4.9 kb) y
pAdeno-Casp3 (32 kb) (Fig. 1). La transfeccion en células
HEK293 permiti6 generar y amplificar el vector Ad5-
Casp3. La medicion de muerte celular apoptotica por
citometria de flujo demostré que la transduccioén de células
MCF-7 con el vector Ad5-Casp3 tuvo un efecto sobre la
viabilidad de estos cultivos (Figura 1).
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Fig. 1. Citometria de flujo. Ensayo de Anexina V de cultivos de células

MCF-7 transfectados con los plasmidos pcDNA3-Casp3-myc y
pcDNA3-Casp3 C163A-myc y transducidos con Ad5/casp3 a las 72 h.

Conclusiones. La construccion molecular del pShuttle-
Casp3 y posteriormente el pAdeno-Casp3 permitio
generar el vector Ad5-Casp3 con la capacidad de inducir
muerte celular en cultivos transducidos de células MCF-7.
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