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RESUMEN

E1 presente trabajo de tesis estuvo dedicado al estudio de la
1Tnea celular de tumor de mama humano MCF-7 considerando su
heterogeneidad celular, sus caracteristicas de crecimiento en un
medio quimicamente definido y su respuesta a diversos factores de

crecimiento, hormonas y agentes moduladores de la diferenciacidn.

A. Heterogeneidad celular

La 1inea celular MCF-7 en crecimiento exponencial se separd,
utilizando gradientes de densidad de Percoll, en 6 subpoblaciones
distintas (A a F). Estas subpoblaciones se subcultivaron y carac-
terizaron en base a distintas propiedades: capacidad de generar
todas las subpoblaciones, velocidad de crecimiento, capacidad de
sintesis de ADN, eficiencia clonogénica, y expresidn de diversos
marcadores: proteina p2l, producto del gen ras, receptores
estrogénicos, antigeno carcinoembrionario y 17pidos tefiidos con el
colorante "oil red 0",

La subpoblacidn E constituyd el 5% de la poblacidn total; fue
la Gnica subpoblacidon capaz de generar todas las subpoblaciones y
ninguna otra subpoblacidn la origind; fue la de mayor capacidad
proliferativa, determinada a través de curvas de crecimiento y de
sTntesis de ADN, y fue la de mayor eficiencia clonogénica
(6,62+1,18)%. E1 andlisis cariotipico de la subpoblacidn E reveld
la presencia de los mismos marcadores descriptos para la linea

celular parental MCF-7. Este resultado permitid descartar la posi-

bilidad de que dicha subpoblacidn correspondiera a un clon obte-



nido en forma aislada, a la vez que sugirid que su mayor velocidad
de crecimiento se debe a que estd enriquecida en células "stem".
Dicha subpoblacidn resultd imprescindible para mantener el creci-
miento de la 1Tnea celular dado que en su ausencia, el crecimiento
observado a las 48 horas correspondido al 60% del control y fue de
apenas el 20% al cabo de 6 dias de cultivo. El crecimiento se
recuperd al agregar medio condicionado por la subpoblacidn E
diluido con medio fresto (1:1).

La subpoblacidon F resultd ser la mas densa y la de mayor
grado de diferenciacidon dado que fue la de menor capacidad proli-
ferativa, constituyd el estadio terminal o "punto final" de las
demd@s subpoblaciones y presentd el mayor porcentaje de cé&lulas

cuyos 17pidos se tifieron con el colorante "oil red 0".

En base a los resultados presentados en este trabajo se pudo
deducir la siguiente secuencia de aparicidn de las subpoblaciones:
E>A> B> C—»> D> F.

Las subpoblaciones también se caracterizaron en base a la
expresion de receptores estrogénicos, siendo las subpoblaciones C
y F las de mayor contenido.

La subpoblacidn C resultd ser la de mayor expresidon de 1la
proteina p2l1, producto del gen ras.

La expresidn de antigeno carcinoembrionario no varid signifi-
cativamente en las distintas subpoblaciones cultivadas durante 24
horas.

Se analizdo la respuesta de 1las subpoblaciones aisladas a
diversos factores de crecimiento, tales como insulina, PDGF, EGF,

trombina y PgFp . El agregado de insulina, PDGF, EGF o trombina



estimuld el crecimiento de las subpoblaciones con mayor grado de
diferenciacidn (D y F). La PgFp ¢ tuvo efecto mitogénico sobre las
subpoblaciones C y D e 1inhibid el crecimiento de la subpobla-
cion B.

E1l tratamiento de la subpoblacidn D con trombina permitid
ademds la supervivencia de las células en un medio libre de suero,
mientras que los controles cultivados en ausencia de trombina no
sobrevivieron en el medio quimicamente definido por mds de 8-10
dias. La supervivencia de la subpoblacidon C en un medio libre de
suero fue posible por tratamiento de las células con PgFo X «

También se estudiaron las interacciones entre las distintas
subpoblaciones, para 1o cual se ensayd el efecto de los medios
condicionados por 1las distintas subpoblaciones sobre el creci-
miento de las subpoblaciones E y F,

E1 crecimiento de la subpoblacidon E resultd inhibido por el
agregado de 1los medios condicionados por las distintas sub-
poblaciones, siendo el de 1a subpoblacidn F el de mayor efecto
inhibitorio.

E1 crecimiento de la subpoblacidn F resultd estimulado por el
agregado de los medios condicionados de las subpoblaciones A y E
mientras que los correspondientes a las subpoblaciones B, C y D no
indujeron cambios significativos. El1 medio condicionado por la
subpoblacidon E fue capaz de inducir el crecimiento en agar blando
de la subpoblacidn F, con una eficiencia clonogénica del 1% y con
colonias cuyo tamafio promedio fue de 800 células/colonia.
Similares resultados se obtuvieron por tratamiento de las cé&lulas

con EGF, 1o que indujo a pensar en la posibilidad de la presencia



de TGF-o en dicho medio condicionado.

B. Crecimiento en el medio quimicamente definido

Se estudid el comportamiento de la 17nea celular en un medio de
cultivo 1libre de suero, analizando sus cambios morfoldgicos,
requerimiento de factores de crecimiento, eficiencia clonogénica y
expresibn de proteinas tales como citoqueratinas, antigeno car-
cinoembrionario, proteina p2l, producto del gen ras y receptores
estrogénicos.

En ausencia de suero y a baja densidad celular (£2.500
células/cm?), las cé&lulas requirieron el aporte exGgeno de insu-
lina, EGF y trombina. Cuando las células alcanzaron una densidad
de 12,000 - 13,000 cé]u]as/cmz, s610 requirieron insulina para su
Optimo crecimiento. En este medio de cultivo (medio quimicamente
definido) se modificd la morfologia hacia un fenotipo celular
menos diferenciado. Estos cambios morfoldgicos se acompafaron de
cambios en la distribucidn topoldgica de varias proteinas, como
las queratinas y el antigeno carcinoembrionario.

Observadas al microscopio electrdnico, las células cultivadas
en el medio quimicamente definido presentaron un aparato de Golgi
voluminoso y muy desarrollado; se observaron tambi&n modifica-
ciones en 1la membrana plasmdtica ("coated pits" y vesiculas
recubiertas), probablemente relacionadas con la actividad secre-
tora de estas células.

Las células cultivadas en presencia de suero, por el contrario,
no presentaron un complejo de Golgi desarrollado y las modifica-

ciones en la membrana plasmatica fueron poco frecuentes.



En ambas condiciones de cultivo se evidencid® la presencia de

uniones estrechas, desmosomas y tonofilamentos.

En el medio quimicamente definido se verificd una mayor libera-
cion de proteinas al medio de cultivo y se comprobd la aparicidn
de una proteina de 56,000 daltons. Estos cambios cuali y cuan-
titativos podrian correlacionarse con 1la mayor eficiencia clo-
nogénica que presentaron las c&lulas cultivadas en un medio libre
de suero y podrian reflejar tambié&n 1las diferencias observadas
luego del tratamiento de las c&lulas CHEF/18 con los medios con-
dicionados por las células MCF-7 cultivadas en presencia o ausen-
cia de suero. SO0l1o el medio condicionado por 1las células MCF-7
cultivadas en presencia de suero fue capaz de inducir la diferen-
cjacidon de las células CHEF/18 a adipocitos.

Las células cultivadas en ausencia de suero presentaron un
enriquecimiento en las subpoblaciones de mayor capacidad proli-
ferativa a expensas de una disminucidn en las subpoblaciones con
mayor grado de diferenciacion.

La expresidn de la proteina p2l, producto del gen ras, fue mas
intensa en presencia de suero y mads difusa en el medio quimica-
mente definido.

E1 contenido de receptores estrogénicos sufri6 un incremento
transiente a los 10 dias de cultivo de las células en el medio
quimicamente definido y dicho incremento se correlaciond con el
requerimiento hormonal que manifestaron las cé&lulas en ese

momento.
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C. Efecto de hormonas y agentes moduladores de la diferenciacifn

C.l. Estrbgenos

E1 agregado de estradiol a las subpoblaciones quiescentes
incrementd 1la incorporacibn de timidina tritiada en la sub-
poblacidon C pero inhibid dicha incorporacidn en la subpoblacidn F.

E1 agregado de estrdgenos a las subpoblaciones aisladas
cultivadas en el medio quimicamente definido tuvo distintos
efectos: sobre las subpoblaciones A, B, C, D y F, el estradiol
ejercid un rapido y notable efecto diferenciante. Sobre la sub-
poblacidon E, por el contrario, indujo a las c&lulas a despegarse
de las placas de cultivo y permitid el crecimiento bajo la forma
de agregados multicelulares en suspensidn. Dicha 17Tnea celular

1leva mds de 2 afios de cultivo.

C.2. Dimetilsulfbxido

A partir de concentraciones de 0,5% de DMSO se inhibid el
crecimiento celular. Dicho efecto se manifestd a las 24 horas de
tratamiento y estuvo acompafiado por cambios morfoldgicos irrever-
sibles. E1 efecto inductor de la diferenciacidon del DMSO se veri-
ficd al analizar la distribucidn de las c&lulas en gradientes de
densidad de Percoll; se comprobd que el DMSO induce un enriqueci-
miento en las subpoblaciones con mayor grado de diferenciacidn (D
y F) a expensas de la disminucidn en las subpoblaciones con mayor
capacidad proliferativa pero sin afectar a la subpoblacidn de

células "stem".



C.3. Butirato de sodio

Al igual que el DMSO, el butirato de sodio ejercid un efecto
inhibitorio del crecimiento que estuvo acompafiado por cambios mor-
foldgicos y alteraciones en el perfil del gradiente de densidad de
Percoll. Las células cultivadas en el medio quimicamente definido
fueron mas sensibles al efecto del butirato de sodio mientras que

las células en suspensidn resultaron ser las mds resistentes.

C.4. 13-cis-retinal

A concentraciones del orden de 10'8 - 10'7 M, este derivado
de la Vitamina A estimuld el crecimiento de las células cultivadas
en presencia o ausencia de suero,

Ademas, en este trabajo se describid un efecto novedoso del
13-cis-retinal: la estimulacidon de la sintesis y acumulacibn de
proteinas nucleares en las células cronicamente tratadas. Las pro-
teinas citoplasmaticas y liberadas al medio de cultivo se modifi-
caron transiente y opuestamente. Las c&lulas cronicamente tratadas
presentaron mayor eficiencia clonogénica en agar blando.

El 13-cis-retinal actud como modulador negativo de 1la
diferenciacion,

- incrementando la contribucidon de las subpoblaciones con mayor
capacidad proliferativa a expensas de la disminucidn en el

aporte de las subpoblaciones mds diferenciadas;

- retardando la obtencidn de las subpoblaciones mas diferenciadas

a partir de las subpoblaciones A, B y E;



- protegiendo a las células del efecto inductor de 1la

ciacibn ejercido por el butirato de sodio.



INTRODUCCION

1. Heterogeneidad tumoral

Desde 1977, diversos grupos de investigacidon han descripto 1la
existencia de distintas subpoblaciones celulares dentro de un
mismo tumor (Fidler y Kripke, 1977; Dexter y col., 1978; Mackillop
y Buick, 1981; Dexter y Calabresi, 1982; Woodruff, 1983; Heppner,
1984). Estas subpoblaciones se caracterizan por la expresidn de
distintos marcadores de diferenciacidon (Podhajcer y col., 1986),
distinta velocidad de <crecimiento, distinta capacidad de dar
metdstasis (Puricelli y col., 1984) y distinta sensibilidad a los
agentes terapéuticos.

Esta heterogeneidad celular también se ha descripto en lineas
celulares tumorales del sistema hemopoyético (Till y McCulloch,
1980) y en la 1inea celular de tumor de mama humano MCF-7 (Yang y
col., 1977; Barkley Buttler y col., 1986).

La heterogeneidad celular puede deberse a:

- la inestabilidad genética de las células tumorales, por la cual
se producen mutaciones puntuales en el ADN, rearreglos cromoso-
males, pérdida de cromosomas o amplificacidon genética (Cifone y
Fidler, 1981; Isaacs y col., 1982);

- la existencia de subpoblaciones en distinto estadio de diferen-
ciacidon originadas a partir de una célula "stem" (Bennett vy
col., 1978; Hager y col., 1981; Rudland y col., 1982).

Los tumores pueden considerarse sistemas de "autorenovacidn",
en los cuales una pequefia proporcion de células (células "stem")

tienen la capacidad de autogenerarse y de originar células desti-



10

nadas a la diferenciacidon. Estas cé&lulas, denominadas células

transicionales, tienen una capacidad proliferativa limitada que
disminuye a medida que las células se van diferenciando (Mackillop
y col., 1983; Buick y Pollak, 1984).

En la Fig. I.1 se presenta un esquema de la jerarquia celular.

Las distintas subpoblaciones celulares se comportan de manera
diferente <cuando estan aisladas que <cuando crecen juntas e
interactiuan entre s7 (Heppner y col., 1984). Las interacciones
entre las subpoblaciones afectan 1la velocidad de crecimiento
(Miller y col., 1980), la inmunogenicidad (Miller y Heppner,
1980), la sensibilidad a drogas (Miller y col., 1981) y la capaci-
dad de dar metastasis (Wang y col., 1982). Esta interaccidn puede
estar mediada por factores difusibles o puede requerir el contacto
celular (Miller y col., 1983). Aln no se ha descripto un mecanismo
general para explicar 1las interacciones entre 1las distintas
subpoblaciones; dichas interacciones complican el estudio
bioldgico y bioquimico de los tumores dado que las propiedades de
un tumor no pueden deducirse de la simple adicidon de las propieda-
des de cada una de las subpoblaciones que 1o componen,

Por 10 tanto, para estudiar cOmo evolucionan estos sistemas es
necesario estudiar la biologia celular de cada subpoblacidn por

separado y del conjunto.

2. Regulacidn del crecimiento celular

E1l estimulo para la regulacidon del crecimiento en cé&lulas de
mamiferos proviene del medio extracelular, a través de los fac-

tores de crecimiento, que son moléculas de naturaleza poli-



Fig.

I.1: Esquema de l1a jerarqufa celular, producto de la

11

la diferen-

ciacidon de la célula "stem".

A medida que se desciende en el esquema, disminuye

progresivamente la capacidad proliferativa y se

adquieren las caracteristicas propias .de células

diferenciadas (Buick y Pollak, 1984).
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peptidica. La mayorTa de estos compuestos actldan estimulando la
proliferacidon celular aungque se conocen otros, como el TGF- é o el
interferdn- @, que inhiben el crecimiento.

Los factores de crecimiento se diferencian de las hormonas por
el mecanismo de secrecidn involucrado. Mientras que las hormonas
actuan a través del sistema enddcrino (es decir, son producidas en
una célula especifica y se transportan a través del torrente
sanguineo hasta su sitio de accidn), para los factores de creci-
miento se han propuesto mecanismos de secrecidon paracrino o
autocrino. En el primer caso, el factor de crecimiento es produ-
cido por una célula y llega por difusidn hasta las células vecinas
sobre las que actda (James y Bradshaw, 1984). E1 mecanismo
autdceino, descripto por Sporn y Todaro (1980) implica que el fac-
tor de crecimiento es producido en la misma célula en la que
ejerce su efecto.

En la Fig. 1.2 se presenta un esquema de los tres mecanismos de
secrecidn.

Los factores de crecimiento actian a través de la unidon a
receptores especificos de alta afinidad presentes en la membrana
celular., Como consecuencia de esta unidn, 1la sefial mitogénica
generada se transmite desde el dominio extracelular (sitio de
unidn del factor de crecimiento) al dominio intracitoplasmatico
(donde reside 1la actividad de tirosina quinasa del receptor;
Hunter y Cooper, 1985). Se activan sefiales consideradas segundos
mensajeros (fosforilacion de proteinas, aumento del

Ca2+ intracelular, formacidon de diacilglicerol, inositol trifos-

fato vy AMPC) las que a su vez, activan genes involucrados en 1la
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Fig. 1.2: Diagrama de los mecanismos de secrecién enddcrina

(1),paracrina (I1) y autdcrina (III).

Las regiones semicirculares de 1la membrana celular

representan los sitios receptores (Sporn y Todaro,

1980).
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produccion de mARNs y proteinas necesarias para la replicacidn del
ADN. Estos eventos permiten la transicidon de la fase G; a la fase
S del ciclo celular, pudiéndose discriminar entre eventos tempra-
nos y tardios (Pardee, 1987 a y b). Los eventos tempranos se rela-
cionan con la sintesis de mARNs y proteinas; los eventos tardios
estan relacionados con la sintesis de componentes especificos que
permiten la replicacidon del ADN, tales como las enzimas timidina
quinasa y timidinasintetasa. Una vez que la célula ha entrado en
la fase de sintesis del ADN, los siguientes estadios del ciclo
celular dejan de estar regulados por factores externos.

Si las condiciones de cultivo son adversas, las cé&lulas pueden
detener su crecimiento en la fase previa a la sintesis de ADN y
entrar en un estado de quiescencia denominado "Ggp" (Baserga, 1976)
(Fig. I1.3).

Adn no estd resuelto si las células en Gg estdn fuera del ciclo
celular en un estado bioquimico distinto al de G (Baserga, 1976)
o bien si Gg corresponde a un estadio en el cual las células
ciclan en forma infinitamente lenta (Smith y Martin, 1973).

Las condiciones que reversiblemente 1inducen el estado de
quiescencia son:

- el crecimiento a alta densidad celular (Todaro y col., 1965;
Temin, 1971; Bartholomew y col., 1976; Robinson y Smith, 1976);

- la baja concentracidn de suero en el medio de cultivo (Holley y
Kiernan, 1974; Pardee, 1974; Martin y Stein, 1976);

- la baja concentracion de aminodcidos y nutrientes esenciales
(fosfatos, glucosa, biotina, vitaminas y 17pidos).

Las c8lulas transformadas tienen una regulacidon relajada del
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Fig, 1.3: Ciclo celular regulado.

Las 1Tneas gruesas indican las regiones del ciclo celu-
lar en las cuales tienen lugar los eventos regulatorios.
S: sTntesis de ADN.

M: mitosis

R: punto de restriccion
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crecimiento debido a mutaciones o rearreglos cromosomales que
afectan la expresidon de genes involucrados en el control de la-
proliferacidn.

E1 término "transformacion" en relacidn a células animales en
cultivo se asocia con propiedades tales como menor requerimiento
de suero, menor dependencia del anclaje a un sustrato para el cre-
cimiento y mayor densidad celular a la cual se verifica la deten-
cion del crecimiento (denominada densidad de saturacidon; Todaro y
col., 1965; Dulbecco, 1970).

Las 1ineas celulares transformadas generalmente conservan 1la
regulacidn de su crecimiento en la fase G; del ciclo celular ain
cuando requieren menor concentracidn de suero para proliferar
(Holley y col., 1976; Moses y col., 1978; Cherington y col., 1979;
Dubrow y col., 1979).

E1 menor requerimiento de suero probablemente se deba a 1la
pérdida del requerimiento de algin factor de crecimiento en par-
ticular, En 1978, Scher y <col. describieron 1la pérdida del
requerimiento de PDGF en células transformadas.

Cherington y col. observaron, en 1979, células transformadas
que habTan perdido el requerimiento de EGF mientras conservaban el

de insulina o somatomedinas.

3. Crecimiento autdcrino en c&lulas transformadas

El menor requerimiento de factores de crecimiento en células
transformadas puede deberse a wuna activacidon autbcrina de la

célula. En este caso, la célula sintetiza y libera al medio de

cultivo péptidos que mimetizan o son idénticos a hormonas o fac-
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tores de crecimiento y que utilizan para su efecto los receptores
presentes en la membrana de la célula (Shields, 1978).

De Larco y Todaro (1978, 1980) descubrieron un factor de creci-
miento (SGF) que es producido y secretado al medio de cultivo por
células transformadas con el virus del sarcoma murino o felino.
Este factor tiene la propiedad de competir con el EGF por la unidn
a los mismos receptores presentes en la membrana celular; mimetiza
al EGF en su efecto mitogénico pero lo supera en la estimulacidn
del crecimiento. E1 SGF (factor de crecimiento de sarcoma) permite
el crecimiento en agar blando de fibroblastos normales; es por
esta razon que se 1o ha denominado TGF- & dado que induce un feno-
tipo transformado en células normales, caracterizado por la capa-
cidad que adquieren estas células de crecer en forma independiente
del anclaje a un sustrato.

Existe otro factor de crecimiento con actividad transformante y
se ha denominado TGF-@. Este factor es un homodimero de 25.000
daltons de peso molecular que actla a través de la unidn a recep-
tores especificos (Frolik y col., 1984; Tucker y col., 1984;
Massagie y Like, 1985). Moses y col. (1985) y Roberts y col.
(1985) demostraron que el TGF- @ actua como modulador negativo del
crecimiento en células epiteliales. Sporn y Roberts (1985) postu-
laron que su efecto se debe a que interviene en la regulacidn de
la proliferacidn, evitando un crecimiento descontrolado.

En la 1inea celular de tumor de mama humano MCF-7 se ha
descripto la produccidon de factores de crecimiento semejantes a
PDGF, EGF e IGF-I (Bronzert y col., 1987; Mori y col., 1986; Huff

y col, 1986 y 1987), lo que explicarTa un crecimiento autdcrino de
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esta linea celular.

Existen otros mecanismos que explican un menor requerimiento de
factores de crecimiento por parte de las células transformadas.
Ellos son:

- sintesis de un receptor alterado para el factor de crecimiento

en cuestidon. Es el caso del oncogen viral erb-B (del virus que
produce la eritroblastosis de las aves) que codifica para el
receptor truncado del EGF. Este receptor carece del dominio
extracelular para la unidon del ligando y estd constitutivamente
activado dado que genera la sefal mitogénica independientemente

de la unidn del EGF (Downward y col., 1984);

- activacidn de 1os mecanismos intracelulares que tienen 1lugar

luego de la unidn del factor de crecimiento a su receptor. Los

trabajos de Mulcahy y col. en 1985 demuestran que la proteina
p2l codificada por el protooncogen ras estda involucrada en 1la
transduccion de la sefal mitogénica. La proteina p2l estda loca-
lizada en la cara interna de la membrana plasmatica y tiene
actividad GTPasica (Willingham y col., 1980; Furth y col., 1982;
McGrath y col., 1984).

Varios grupos de investigacidon postularon que la proteina p2l
actuartva acoplando el receptor de membrana con la fosfolipasa C,
que es la enzima que hidroliza el fosfatidil
inositol-4,5-difosfato (Cockeroft y Gomperts, 1985; Litosch y
col., 1985; Fleischman y <col., 1986; Preiss y <col., 1986;
Marshall, 1987; Wolfman y Macara, 1987). Sin embargo, los trabajos
del grupo liderado por Stacey (1988) demuestran que no es asT;

estos autores postulan que el metabolismo de fosfoinositidos ante-
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cede a la accion de la proteina p2l en la cadena de eventos nece-

sarios para la transduccidn de la sefial mitogénica al nicleo.

E1l gen ras activado presente en muchos tumores tiene una muta-
cion que lo estabiliza en la configuracidon activa, permitiendo la
transducci6n de la sefial mitogénica independientemente de la pre-
sencia del factor de crecimiento; es otro ejemplo de una activa-
cion constitutiva de la célula (Berridge, 1987). Otros oncogenes
de localizacidn nuclear estan involucrados en la transduccidn de
sefiales mitogénicas. Ellos son el fos, myc y myb, cuya transcrip-
cion aumenta por tratamiento de las células con PDGF (Kelly y
col., 1983; Cochran y col., 1984; Greenberg y Ziff, 1984). La
expresion constitutiva del oncogen myc altera la sensibilidad de
las células a los factores de crecimiento. En presencia de EGF
estas células son capaces de formar <colonias en agar blando

mientras que eso no ocurre con las cé&lulas normales (Roberts y

col., 1985).

4. Cultivo de l17neas celulares tumorales humanas

Al mantener células en cultivo se busca reconstruir el microam-
biente extracelular que requieren las células en su localizacion
de origen. Para eso, se consideran los requerimientos hormonales,
nutricionales y del estroma, éstos Ultimos relacionados con 1la
matriz extracelular y los fendOmenos de adhesion.

Durante mucho tiempo, el medio de eleccidn para el cultivo de
células fue el suero, que contiene una mezcla compleja e indefi-
nida de sustancias, cuyas concentraciones pueden variar de lote en

lote de suero.
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El suero contribuye al crecimiento y sobrevida celular apor-

tando componentes de la membrana basal como fibronectina que pro-
mueve la adhesidon celular y el estiramiento de las cé&lulas sobre
el sustrato de cultivo (Yamada y Olden, 1978). E1 suero humano
presenta una crioglobulina semejante a la fibronectina plasmatica
mientras que en el suero fetal bovino, la principal proteina pro-
motora de la adhesidon es la vitronectina (Hayman y col., 1985). EIl
suero también aporta nutrientes de bajo peso molecular
(aminoacidos, l1ipidos, vitaminas, trazas minerales), factores de
crecimiento, hormonas y proteinas transportadoras de iones y meta-
les (transferrina y albdimina).

La transferrina actda como proteina detoxificante para la eli-
minacidon de trazas de metales toxicos presentes en el medio. Tiene
la capacidad de ligar hierro y transportarlo dentro de la célula.
Las células transformadas requieren transferrina durante todo el
ciclo celular, por lo tanto no actla como factor regulatorio del
crecimiento sino como nutriente (Cherington y col., 1979; Young y
col., 1979).

Otra proteina transportadora es 1la albimina, que transporta
hormonas esteroideas y vitaminas. El suero fetal bovino contiene
fetuina (Ham y McKeehan, 1979) que tiene la capacidad de wunir
sustancias toxicas o labiles y actlia como buffer.

A partir de 1980, Barnes y Sato promueven el reemplazo de suero
como suplemento de los medios de cultivo por una mezcla conocida
de nutrientes. A partir de entonces, empezaron a aparecer en la
literatura numerosos trabajos en los cuales se disefiaban distintos

medios libres de suero para el cultivo de diversas lineas celu-
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lares. En muchos de ellos se ha utilizado el medio F-12 disefiado
por Ham en 1965 como suplemento del medio Dulbecco (Hayashi y
Sato, 1976; Bottenstein y col., 1979).

Los trabajos de Barnes y Sato en 1979 y de Jozan y col. en 1982
concuerdan en que la insulina es el componente mds importante e
indispensable del medio quimicamente definido que mantiene el cre-
cimiento de la 1inea celular de tumor de mama humano MCF-7.

La utilizacion de medios quimicamente definidos permite estu-
dios de regulacidon del crecimiento, del metabolismo y de 1la
diferenciacion celular, a la vez que permite conocer los ver-
daderos requerimientos de las células en cuanto a hormonas y fac-

tores de crecimiento.

5. Factores de crecimiento

Muchos factores de crecimiento estan presentes en el suero
(1iberdndose de 1las plaquetas durante el proceso de coagulacidn
sanguinea) o bien se encuentran en el plasma pobre en plaquetas.

Algunos factores actfian sinérgicamente en la estimulacidn de la
sTntesis de ADN, indicando mecanismos de accidn distintos pero
complementarios.

Otras combinaciones de factores de crecimiento resultan en
efectos aditivos, indicando que estimulan los mismos eventos
intracelulares que conducen finalmente a la sintesis de ADN.

Los factores de crecimiento actian en distintas fases del ciclo

celular, pudiendo definirse tres tipos de factores:

- Factores tipo I: factores de competencia.

Actian sobre c&lulas quiescentes (detenidas en la fase G)/G, del
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ciclo celular) induciendo un estado de competencia, en el cual
las células son sensibles al efecto de otros factores de creci-
miento.

Ejemplo de factor de competencia: PDGF (factor de crecimiento

derivado de plaquetas).

- Factores tipo II: factores de progresidn.

Actlian sobre células competentes permitiendo la entrada a la
fase S del ciclo celular,
Ejemplo de factores de progresidn: insulina,

somatomedina C.

Los factores mencionados estan contenidos en el plasma pobre en

plaquetas.

- Factores tipo III.

Son factores que actdan sinergisticamente con la insulina en la
estimulacion de la sintesis del ADN.

E1 hecho de haber sido agrupados en la misma seccidn no implica
que actden por el mismo mecanismo, disparando las mismas sefiales
que conducen finalmente a la sintesis de ADN. Por el contrario, el
hecho de que puedan actuar sinergisticamente unos con otros
sugiere mecanismos cooperativos de accidn que transcurren por
distintas vias. Se han considerado juntos para su discusidon debido
a que su mecanismo de accidn en relacidn al crecimiento no se
conoce tanto como el del PDGF o el de la insulina.

Estos factores son: EGF (factor de crecimiento epidérmico).

Trombina.

Prostaglandina F2 o
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Otras proteasas: tripsina, pronasa.
Glucocorticoides, como la dexametasona.
Vasopresina.

En este trabajo se analizaran los primeros tres factores men-

cionados.

5.1. Factores tipo I

PDGF: E1 factor de crecimiento derivado de plaquetas ha sido

purificado a homogeneidad por el grupo de investigacidn de
Antoniades, en 1979, Tiene 31.000 daltons de peso molecular y esta
compuesto por dos cadenas (A y B), unidas entre si por puentes
disulfuro., La cadena B presenta homologia de secuencia con la pro-
tefna p28, producto del oncogen sis del virus que produce el sar-
coma en los simios (Devare y col., 1983; Doolittle y col, 1983;
Waterfield y col., 1983).

Las células quiescentes expuestas a PDGF adquieren un estado
de "competencia" en el cual son sensibles a otros factores de cre-
cimiento que estimulan la sintesis de ADN (por ejemplo, 1la
insulina).

Varios investigadores han estudiado el efecto mitogénico de
PDGF sobre fibroblastos (Pledger y col., 1977; Antoniades y col.,
1979; 0'Keefe y Pledger, 1983). La unidon del PDGF a su receptor
provoca una disminucion de la densidad del receptor en la membrana
celular debido a una internalizacion del complejo receptor-PDGF
por endocitosis (James y Bradshaw, 1984)., Se activa la tirosina-
quinasa del receptor que provoca la fosforilacion del mismo y de

otras proteinas (Ek y Heldin, 1982; Nishimura y col., 1982;
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Frackelton y col., 1984),

E1 PDGF activa la fosfolipasa C provocando la hidrdlisis del
fosfatidil inositol-4,5-difosfato, con formacidn de
1,2-diacilglicerol e inositol-1,4,5-trifosfato (Habenicht y col.,
1981). E1 inositol trifosfato induce movilizacidon de calcio de los
depositos del reticulo endoplasmico provocando un incremento del
ca?* intracelular (Streb y col., 1983; Berridge e Irvine, 1984;
Moolenaar y col., 1984a). E1 diacilglicerol en presencia de
calt activa la proteinaquinasa C (Nishizuka, 1984; Rodriguez-Pefia
y Rozengurt, 1985). Esta induce fosforilacidon de la proteina que
interviene en el transporte de Nat/H*, determinando un eflujo de
Ht* y un influjo de Na*. se produce asi una alcalinizacion del
citoplasma (Cassel, 1983; L'Allemain y col., 1984) que cumple un
rol permisivo de la mitogénesis dado que las células no se dividen
si el pH del citoplasma es acido (Poysségur y col., 1984).

Por otro lado, el diacilglicerol en presencia de la fos-
folipasa Ap se hidroliza dando acido araquiddnico, que es el pre-
cursor de las prostaglandinas (Habenicht y col., 1981). Se produce
principalmente prostaglandina E que es un potente mitdgeno y que
induce a la adenil ciclasa con acumulacidn de AMP. (Rozengurt y
col., 1983).

Asimismo, el PDGF induce reorganizacidon del citoesqueleto
provocando alteraciones en la distribucidon de vinculina y actina
(Herman y Pledger, 1985).

E1 tratamiento de fibroblastos con PDGF provoca a los 45
minutos un incremento en los niveles de ARNp del gen c-fos

(Greenberg y Ziff, 1983; Cochran y col., 1984; Kruijer y col.,
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1984; Miiller y col., 1984); a las 2 horas, se induce el gen c-myc
(Kelly y col., 1983) y mucho mds tarde, se inducen los ARN, de
@ -interferdn y de 2', 5'-oligoadenilatociclasa que actlan como
mecanismo de control de la proliferacidon, evitando un crecimiento
excesivo.

Los fibroblastos estimulados con PDGF presentan un aumento
transiente en los niveles de ARNp correspondientes a la cadena A
del PDGF, con sintesis del homodimero de cadena A. Esto quiere
decir que el mismo factor de crecimiento induce la transcripcidn
de genes involucrados en su sintesis, desencadenando un mecanismo
de retroalimentacidon positiva en la mitogénesis (Paulsson y col.,
1987).

En 1987, Bronzert y col., demuestran que las células de tumor
de mama humano MCF-7 secretan un factor de crecimiento bioldgica e
inmunoidgicamente semejante al PDGF. E1 medio condicionado por
estas células es capaz de inducir un estado de competencia en las
células Swiss 3T3 quiescentes, que se manifiesta por un incremento
en la incorporacidon de (3H)-timidina. La secrecidn de este factor
estaria hormonalmente regulada dado que el tratamiento de las
células MCF-7 con 17 &-estradio] aumenta la secrecidon del factor.

Peres y col. (1987) demuestran tambi&n que las células MCF-7
producen y secretan un factor de crecimiento semejante al PDGF,
siendo esta linea celular la mds alta productora eri relacidon a
otras lineas celulares de tumor de mama humano estudiadas. Estos
autores observan que estas células presentan altas cantidades de
ARN, correspondientes a las cadenas A y B del PDGF, con alta pro-

duccidon del homodimero de cadena A que se secreta al medio de
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cultivo. Dado que no se verifica una unidn especifica de
(1251)-PDGF a las células MCF-7, estos autores deducen que estas
células no presentarian receptores para este factor de creci-
miento, por 1o cual descartan que el factor secretado al medio de

cultivo intervenga en el crecimiento autdcrino de estas células.

5.2. Factores tipo II

Son los factores que actuando sobre células competentes per-
miten la progresidn de la fase Gy a la fase S del ciclo celular.

Dentro de estos factores tenemos la familia de las somatome-
dinas, presentes en el suero y en la fraccidon del piasma pobre en
plaquetas. Son 1la somatomedina C (IGF-I) y 1la somatomedina A
(IGF-11) (Rinderknecht y Humbel, 1978 a y b). Estos péptidos son
factores de crecimiento semejantes a insulina y presentan con-
siderable homologia de secuencia entre s y con la proinsulina.

“In vivo", 1las somatomedinas coordinan el «crecimiento y
desarrollo de los tejidos; "in vitro", tienen efecto mitogénico
sobre cé&lulas en cultivo, siendo mas potente la somatomedina C
(Schoenle y col., 1982).

Para ejercer sus efectos deben unirse a receptores especifi-
cos de membrana. Se han identificado dos receptores fisicoquimica-
mente distintos:

- el receptor tipo I es un heterotetrdamero compuesto por dos gru-
pos de subunidades distintas unidas entre s7 por puentes
disulfuro. Su peso molecular es de 330 kilodaltons (Kasuga y
col., 1981; Massague y Czech, 1982; Stuart y col., 1984). Es

estructuralmente semejante al receptor de insulina y podrian
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estar evolutivamente relacionados (Roth y <col., 1983). Este

receptor presenta mayor afinidad por IGF-1 que por IGF-II. La
insulina se une a &1 sdlo a altas concentraciones.

- E1 receptor tipo Il es una cadena polipeptidica de 220 kilo-
daltons de peso molecular. Presenta mayor afinidad por IGF-II
que por IGF-I pero no 1liga 1insulina ni aln a altas con-
centraciones.

Las células MCF-7 de tumor de mama humano presentan recep-
tores tipo I para somatomedinas (Furlanetto y Di Carlo, 1984). La
somatomedina C tiene efecto mitogénico sobre estas c8lulas; se
requieren concentraciones de 10 a 100 veces mayores de insulina
para lograr el mismo efecto debido a que la potencia con que 1la
insulina se une al receptor tipo I es 1/10 a 1/100 que la que pre-
senta la somatomedina C. Esta observacidn ya hab7a sido descripta
por otros investigadores que estudiaron el efecto de insulina y
somatomedina C sobre fibroblastos (Stiles y col., 1979; Cherington
y Pardee, 1980). Esta teoria se opone a la de Osborne (1976) que
dice que la insulina interactia con receptores especificos de alta
afinidad y no con los receptores de somatomedinas.

Las células MCF-7 responden a la insulina con un incremento
en la sintesis de ARN y proteinas. Estas respuestas tempranas se
acompafian de cambios en el flujo de iones,aumento en los niveles
de fosforilacidon y estimulacidon del transporte de aminodcidos. La
progresion de la fase G] a la fase S del ciclo celular requiere
sTntesis de nuevos ARNm (tal como fue descripto por Shipley y col.
en 1984) y culmina en 1la divisidon y crecimiento celular. A

diferencia de lo que ocurre en fibroblastos, la insulina induce



sintesis de ADN en 1ineas celulares de tumor de mama humano sin
que se requieran otros componentes séricos. Su mecanismo de accidn
involucra el metabolismo de fosfolipidos; aumenta la sintesis "de
novo" de fosfoinositidos con un incremento en 1los niveles de
1,2-diacilglicerol, fosfatidil inositol-4,5-difosfato y acido fos-
fatidico (Farese y col., 1986). Asimismo estimula la actividad de
la proteinaquinasa C (pK C) provocando una translocacidn de la
enzima del citosol a la fraccidon particulada. Este efecto se mani-
fiesta s0lo en células quiescentes y es mayor para las células
MCF-7 que para la otra 1inea celular estudiada, T-47 D (GOmez y
col., 1988).

D'Ercolle y col. postularon en 1984 que la estimulacidn del
crecimiento en estas células ocurre por un mecanismo autdcrino o
paracrino. Sus resultados concuerdan con los trabajos de Clemmons
y col. (1981) y Adams y col. (1983) que describen la sintesis de
IGF-I en c&lulas humanas y en fibroblastos de rata en cultivo.

Mas recientemente, los trabajos de Huff y col. en 1986 y 1987
demuestran que las 1lineas celulares de tumor de mama humano son
capaces de secretar IGF-I al medio de cultivo. Dicha produccion
esta estimulada por el tratamiento de las células con

17@ -estradiol.

5.3. Factores tipo II1

Son los factores que actlan sinergisticamente con la insu-

lina, aumentando aiin md3s la sintesis de ADN en las cé&lulas sobre

las que ejercen su efecto.
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5.3.1, EGF: E1 factor de crecimiento epidérmico es un péptido de
6045 daltons de peso molecular, aislado de glandula submaxilar de
ratdn (Cohen, 1962) y de orina humana, de la cual se obtiene como
urogastrona (Cohen y Carpenter, 1975).

Actia estimulando la sintesis de ADN en células Balb/c 3T3
sobre las que ha actuado previamente el PDGF para inducir el
estado de competencia (Leof y col., 1983).

Se ha estudiado su efecto sinérgico con insulina en 1la
estimulacidn del crecimiento, observdndose que el EGF se requiere
durante la fase temprana de la progresidon (las primeras 8 horas)
mientras que la insulina se requiere durante toda la progresion
(Rose y col., 1975; Leof y col., 1983; Shipley y col., 1984).

E1 EGF tiene efecto mitogénico sobre células derivadas de
ectodermo, mesodermo y endodermo (Osborne y col., 1980). Se ha
postulado una estimulacion del crecimiento inducida por EGF en
células epiteliales de mama tanto normales como malignas, de ratdn
o humano.

E1l EGF a dosis de 10 ng/ml estimula el crecimiento de las
células MCF-7 cultivadas en un medio libre de suero, provocando un
aumento en la 1incorporacidon de timidina, uridina y leucina a
macromoléculas y aumentando el contenido de ADN y el crecimiento
celular (Fitzpatrick y col., 1984). Induce la transcripcidon de los
genes de P y ]{ -actina (Elder y col., 1984) y del gen c-fos
(Marshall, 1987).

Su mecanismo de accidn no involucra el metabolismo de

fosfoinositidos; provoca un aumento del Cal* intracelular como
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consecuencia de un efecto directo sobre los canales de calcio de

la membrana celular (Moolenaar y col., 1986).

E1l tratamiento de las cé&lulas con EGF induce autofos-
forilacidon de los residuos tirosina del receptor a la vez que se
fosforilan los residuos serina y treonina (Hunter y Cooper, 1981;
Cochet y col., 1984; Davis y Czech, 1984; Iwashita y Fox, 1984),
Esta reaccidn esta catalizada por la proteina quinasa C siendo la
treonina 654 el principal sitio de fosforilacidn (Hunter y col.,
1984; Davis y Czech, 1985a; King y Cooper, 1986). La fosforilacidn
del receptor mediada por la proteina quinasa C tiene por 1o menos
tres efectos:

- inhibe la actividad de tirosina quinasa (Cochet y col., 1984;
Friedman y col., 1984; Iwashita y Fox, 1984; Downward y col.,
1985; Chinkers y Garbers, 1986);

- disminuye la afinidad de unidn del receptor por EGF (Lee y
Weinstein, 1979; Shoyab y col., 1979; Davis y Czech, 1986);

- provoca internalizacidon del receptor (Beguinot y col., 1985;
Fearn y King, 1985; Chinkers y Garbers, 1986).

Factores como el PDGF que activan a la proteina quinasa C,
actian regulando la expresidn del receptor de EGF (Brown y col.,
1984; Davis y Czech, 1985b; Rozengurt, 1986). Fabbro y col. en
1986 postulan que de esta manera se regula el crecimiento de
células de tumor de mama humano.

Mori y col. demostraron en 1986 que las células MCF-7 sin-
tetizan y secretan al medio de cultivo un polipéptido inmunoldgi-
camente relacionado con EGF humano.

Dickson y col. (1986) demostraron que la produccidn de este
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polipéptido se induce por tratamiento de las células MCF-7 con 17
@>-estradiol; este factor estaria involucrado en el crecimiento

autocrino de estas células.

5.3.2. Trombina. Es una proteasa serinica altamente especifica que
juega un rol importante en la cascada de la coagulacidn sanguinea.

Varios grupos de investigacidn han estudiado su efecto
sobre cultivos primarios y 17neas celulares de origen mesodérmico,
observando que estimula la sintesis de ADN y la proliferacidn
celular tanto en presencia de suero como en medios quimicamente
definidos (Chen y Buchanan, 1975; Zetter y col., 1977; Carney y
Cunningham, 1978; Cherington y Pardee, 1980).

Trombina tiene efecto mitogénico por si misma sobre
fibroblastos de embridn de pollo quiescentes pero ademas potencia
el efecto de otros mitdgenos, como la prostaglandina Fpg, insulina
y EGF (Zetter y col., 1977; Carney y Cunningham, 1978;
Gospodarowicz y col., 1978).

E1 agregado de trombina junto con PgFp., y EGF aumenta la
densidad celular final que alcanzan 1los <cultivos. Holley vy
Kiernan han sugerido que la densidad celular final alcanzada por
un cultivo se relaciona con la capacidad de las células para acu-
mular nutrientes aportados por el medio de cultivo. En consecuen-
cia, este efecto de trombina podria relacionarse con un incremento
del transporte de nutrientes a través de la membrana celular o
bien, trombina podria actuar indirectamente, superando la barrera
de difusidn de nutrientes (Stoker, 1973). Los trabajos de Carney y

Cunningham (1978) y de Baker y col. (1979) postulan que trombina
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ejerce sus efectos a través de la unidn a receptores especificos
de membrana. Ni EGF ni insulina ni protrombina pueden competir con
trombina por 1la wunidn al receptor. Sin embargo, Low y col.
demostraron en 1985 que la unidn al receptor no es necesaria para
el efecto estimulatorio de trombina sobre la divisidon celular,
mientras que es imprescindible para dicho efecto la actividad pro-
teolitica de trombina, tal como habian observado Glenn y col. en
1980.

Para explicar el mecanismo por el cual trombina potencia el
efecto de otros mitdgenos se han postulado alteraciones en 1la
membrana celular con modificaciones en las proteinas de superficie
(Blumberg y Robbins, 1975; Baker y col., 1979) que se traducen en
una sensibilizacidon de las células a los demdas factores de creci-
miento, por una mayor exposicidn de los correspondientes recep-
tores de membrana.

Goldstein y col. en 1979 postularon para el caso de EGF e
insulina que trombina aumentaria la vida media del complejo factor
de crecimiento-receptor, disminuyendo la degradacidn por endocito-
cis.

Cherington y Pardee observaron en 1980 que trombina puede
reemplazar al EGF en su actividad. Describieron células transfor-
madas que habian perdido simultaneamente 1los requerimientos de
ambos factores de crecimiento y postularon que los mecanismos
involucrados en la estimulacidon del crecimiento celular por parte
de EGF y trombina estarlan relacionados. Sin embargo, trabajos mas
recientes demuestran que el efecto mitogénico de trombina se rela-

ciona con una activacion del metabolismo de fosfolipidos. Carney y
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col. (1985) y L'Allemain y col. (1986) observaron que trombina
ejerce un efecto dosis dependiente en la activacidn de la fos-
folipasa C en fibroblastos de hamster.

Ruggiero y Lapetina demostraron en 1985 que trombina activa
la proteina quinasa C en plaquetas.

Se requiere una proteina con actividad GTPasica para la
transduccidon de la sefal mitogénica generada por trombina, dado
que cuando se bloquea la proteina G con la toxina de pertussis, se
bloquea también el efecto mitogénico de trombina (Paris y
Pouysségqur, 1986).

A pesar del considerable progreso alcanzado en el estudio
del mecanismo de accion de trombina en células de origen mesodér-
mico, poco es 1o que se conoce sobre su efecto en células epite-
liales. En 1987, Medrano y col. describen por primera vez su
efecto mitogénico sobre una 1inea celular de tumor de mama humano,
T-47D, de origen epitelial. Observan que trombina estimula 1la
sintesis de ADN en células quiescentes por ayuno de suero, ejer-
ciendo un efecto mitogénico por sT misma pero potenciando también
los efectos de EGF. Comprueban que trombina puede compensar en
parte los requerimientos de EGF pero no los de insulina. Ademas,
trombina provoca wuna activacion de la proteina quinasa C con
translocacidn de la enzima del citosol a la membrana (GOmez y

col., 1988).
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5.3.3. Prostaglandina Fo o

Las prostaglandinas constituyen un grupo de moléculas
lipidicas sintetizadas a partir del acido araquiddnico. Pueden
modificar la velocidad de proliferacidon y diferenciacidn de una
gran variedad de «células en cultivo. En particular, 1la Pg
Fao¢ tiene efecto mitogénico sobre fibroblastos (Jiménez de Asia y
col., 1975), cultivos de células "stem" hemopoyéticas (Feher y
Giraldi, 1974) y sobre explantos de glandula mamaria de ratdn
(Rillema, 1975).

La Pg Fgc(a dosis bajas (300 ng/ml) estimula una serie de
eventos que preceden a la sintesis de ADN y a la divisidn celular
en cultivos confluentes de cé&lulas Swiss 373 detenidas en la fase
G1/Go del ciclo celular (Jiménez de Asla y col., 1975 y 1979;
O'Farrell y col., 1979). Entre los cambios bioquimicos observados
se verifica una estimulacidn del metabolismo de fosfoinositidos
con un incremento del contenido celular de 1,2-diacilglicerol
(Macphee y col., 1984) y movilizacidn de calcio de los depdsitos
con un incremento del Ca2+ intracelular, como consecuencia de la
formacidn de inositol-1,4,5-trifosfato (Moolenaar y col., 1984a;
Hesketh y col., 1985). E1 diacilglicerol formado interviene en la
activacion de 1la proteina quinasa C y en la produccidn de

prostaglandinas a través de la formacidn de acido araquiddnico.
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6. Efectores o moduladores del crecimiento celular

Son moléculas de bajo peso molecular (menor de 500 daltons) que
controlan la proliferacidn y diferenciacidon celular.
Dentro de estos compuestos se incluyen: el dimetilsulfdxido
(DMSO),
el butirato de so-
dio,
los derivados de la

vitamina A.

6.1. Dimetilsulfoxido

En 1971, Friend y col. demostraron que el dimetilsulfdxido
estimulaba la diferenciacidon eritroide en células de leucemia de
mono infectadas con virus. A partir de entonces, se utilizd el
DMSO como inductor de la diferenciacidon en células leucémicas y
principalmente en dos 1ineas celulares: la eritroleucemia murina
de Friend y la leucemia promielocitica HL-60 (Collins y col.,
1978).

E1l tratamiento de las células de la eritroleucemia murina de
Friend con DMSO induce la aparicion de marcadores de
diferenciacidn: sintesis de hemo, hemoglobina y espectrina y
aparicion de antigenos de membrana (Ross y col., 1972).

En 1a 1inea celular HL-60, el DMSO induce diferenciacidn ter-
minal con aparicion de granulocitos maduros con poder fagocitico.

Distintas teorias se han formulado para explicar su mecanismo

de accidon. Debido a su utilizacidn en la criopreservacidon de las
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células, se ha propuesto que su mecanismo de accidn involucra
alteraciones en la membrana (Lyman y col., 1976). Otra teorfa
indica que el DMSO actuaria en el nicleo, alterando la confor-
macion del complejo ADN-cromatina, permitiendo la iniciacidn de 1la
transcripcidon de 1los genes involucrados en la diferenciacidn
(Tanaka y col., 1975).

El hecho de que el DMSO induzca diferenciacidn en células
humanas y murinas hace pensar que pueda actuar a través de meca-

nismos comunes en una gran variedad de células animales.

6.2. Butirato de sodio

Es un agente inductor de la diferenciacidn, mas potente que
el DMSO (Leder y Leder, 1975).

Tsao demostrd en 1982 que el butirato de sodio inhibe el cre-
cimiento de células epiteliales de mamifero y aumenta el contenido
de antigeno carcinoembrionario (CEA) en adenocarcinomas de colon
humano.

Se estudid su efecto también sobre las c&lulas HL-60 y sobre
la eritroleucemia murina de Friend.

Abe y Kufe (1984a) comprueban que el butirato de sodio inhibe
la proliferacion de las células MCF-7 de tumor de mama humano y
aumenta la expresion del CEA. Este efecto es dosis dependiente y
se manifiesta a partir de una concentracidon de 1 mM; el maximo
efecto se logra con una concentracidon de 4 mM. Observan también
alteraciones morfoldgicas con wun agrandamiento del citoplasma.
Estos autores buscaron 1la aparicidon de otros marcadores de

diferenciacidn en c&lulas MCF-7 que fueran mds especificos que el
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CEA para obtener una mejor correlacion entre el tratamiento con
butirato de sodio y la aparicidon de un fenotipo diferenciado.
Desarrollaron un anticuerpo monocional en ratdn (DF3) que reac-
ciona con un antigeno presente en los bordes apicales de 1las
células de epitelio de mama mas diferenciadas y con capacidad
secretoria; este antigeno también estd presente en 1la leche
humana, por lo tanto 1o usan como marcador bioquimico especifico
de la diferenciacidon. Luego del tratamiento de las cé&lulas MCF-7
con butirato de sodio, estos autores observaron un aumento en la
produccidn de este antigeno, pudiendo correlacionar el efecto del
butirato de sodio con la induccidon de un fenotipo diferenciado en
estas células (Abe y Kufe, 1984b).

Los trabajos de Bryant en 1986 demuestran que el butirato de
sodio reduce la expresidn de receptores para laminina presentes en
las c€lulas MCF-7. La laminina es una glicoproteina localizada en
la membrana basal e involucrada en el <crecimiento <celular,
diferenciacidn, morfogénesis, migracidon, adhesidon celular y
metdstasis. E1 butirato de sodio, en consecuencia, interferiria
con estos fenOmenos.

En 1984, Stevens hab7a descripto que el tratamiento de 1las
células de tumor de mama humano con butirato de sodio resultaba en
una menor expresidon de receptores estrogénicos y de progesterona
por parte de estas células.

Se ha postulado que el butirato de sodio afecta proteinas
nucleares y que induce hipermetilacidn del ADN (de Haan y col.,
1986).

Mas recientemente, Giancotti y col. (1988) demuestran que el
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butirato de sodio provoca inhibicidn de las deacetilasas con 1la

consiguiente aparicidon de histonas hiperacetiladas y cambios en 1la
conformacidon del ADN. Como resultado de la hiperacetilacidn, el

ADN se vuelve mds sensible a la accidn de la DNAsa I.

6.3. Compuestos retinoideos: derivados de la vitamina A

Involucran a una familia de moléculas de origen natural o
sintético, analogas a la vitamina A.

Durante de m3ds de 60 afos, estas moléculas demostraron ser
potentes agentes de control de la diferenciacidon y proliferacidn
celular.

En 1925, Wolbach y Howe describieron efectos diferentes en la
diferenciacidon y proliferacidon celular de epitelio de ratas defi-
cientes en vitamina A. Observaron una excesiva proliferacidn celu-
lar en el epitelio acompafada de una altisima acumulacidn de
queratina (producto de la diferenciacidn de los queratinocitos).
No pudieron dilucidar los mecanismos moleculares involucrados Yy
ain hoy no se ha logrado una explicacidon satisfactoria.

Se ha propuesto su uso como agentes en la prevencidn del
cancer a partir de que inhiben o retardan el crecimiento de
tumores murinos y humanos. Sin embargo, los resultados obtenidos
en el tratamiento de pacientes con tumor de mama no han sido
auspiciosos, para 1o cual se esgrimen razones de tipo far-
macoldgico (Gold y col., 1981; Goodman y col., 1982; Kerr y col.,
1982; Clamon y col., 1985).

E1l empleo de 1ineas celulares sigue arrojando resultados

contradictorios, en los cuales influyen la susceptibilidad de 1las
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células, el medio de cultivo empleado para su crecimiento y la
dosis administrada. En 1979, Lotan describe la distinta suscep-
tibilidad que presentan diferentes lineas de tumor de mama y de
melanoma humanos al tratamiento con compuestos derivados de 1la
vitamina A,

En 1983, Hiragun y col. observan estimulacidon de la proli-
feracion celular por efecto de acido retinoico en células Balb/c
373 transformadas por los virus que producen el sarcoma de Moloney
y de Kirsten. Esta estimulacidn se manifiesta sdlo cuando 1las
células se cultivan en un medio 1libre de suero y es dosis
dependiente; el pico de maxima estimulacidon se observa con dosis
de 108 a 10-7 M. Concentraciones por encima de 10°% M resultan
toxicas para las células, provocando una disminucidon de la viabi-
lidad celular. En 1980, Lotan ya habia mencionado la influencia de
la dosis administrada sobre explantos cutdaneos humanos y cultivos
primarios de epidermis de rata, ratén o humano. En este caso, la
administracidon de bajas dosis de vitamina A (tanto "in vivo" como
aportada al medio de cultivo) provocaba un aumento del 7ndice
mitotico, de la divisidon celular y de la velocidad de sintesis del
ADN. Estos efectos desaparecian al administrar altas dosis de
vitamina A.

Jetten y col. observaron en 1985 que el acido retinoico
inhibTa el crecimiento independiente del anclaje en células de
hamster que expresaban el oncogen v-src mientras que se eviden-
ciaba un efecto estimulatorio cuando la misma linea celular expre-
saba el oncogen v-Ha-ras.

Los derivados de la vitamina A a altas dosis (10"6 M) han
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sido utilizados como agentes inductores de la diferenciacidn en
células de teratocarcinoma murino Fg (Strickland y Mahdavi, 1978)

y en la 1inea celular de leucemia promielocitica HL-60 (Breitman y

col., 1981).
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OBJETIVOS DE ESTA TESIS

E1 concepto de heterogeneidad tumoral, segin fue introducido
por Heppner en 1984, implica la presencia de distintas sub-
poblaciones dentro de wun mismo tumor. Buick y Pollak (1984)
postularon la existencia de la jerarquifa celular, con la cé&lula
“stem" capaz de autogenerarse y de originar células con distinto
grado de diferenciacion.

E1l presente trabajo de tesis considera de crucial importancia
investigar la naturaleza de 1la célula "stem", su crecimiento
autdcrino y su regulacidn por hormonas y factores de crecimiento
exb6genos.

E1 objetivo de esta tesis comprende:

- obtener en forma purificada las diferentes subpoblaciones que
componen la 1inea celular de tumor de mama humano MCF-7. Dicha
purificacion implica la puesta a punto de la técnica de separa-
cidn de subpoblaciones celulares mediante centrifugacid6n en gra-

dientes de densidad de Percoll;

- estudiar el efecto de factores de crecimiento tales como insu-
lina, trombina, PDGF, EGF y PgFp « sobre las subpoblaciones
aisladas. Analizar los posibles mecanismos bioquimicos implica-

dos en la regulacidn del crecimiento celular.

- estudiar el efecto de agentes moduladores de la diferenciacidn
celular, tales como el 13-cis retinal, el DMSO y el butirato de

sodio.

- analizar 1la posibilidad de secrecidon de factores proteicos

autocrinos que modulan el crecimiento celular.
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MATERIALES Y METODOS

1. Células

Se utilizdo la 1inea celular de tumor de mama humano MCF-7 obte-
nida en la Michigan Cancer Foundation, Detroit, MI., USA, a partir
de una efusidn pleural de una paciente con tumor diseminado (Soule
y col., 1973). La 1linea utilizada en el laboratorio no ha sido

clonada.

2. Medios de cultivo

2.1. Dulbecco/F~-12: mezcla de Dulbecco/F-12 (1:1) suplementada

con 4 mM de glutamina, 50 U/ml de penicilina, 50 ug/ml de
estreptomicina y 10 ug/ml de insulina (Sigma Chemicals
Co., St. Louis, MO., USA).

2.2. Dulbecco/F-12/FBS: mezcla de Dulbecco/F-12 suplementada

también con 10% de suero fetal bovino (Laboratorios
Gibco).

2.3. Dulbecco/F-12/BSA: mezcla suplementada de Dulbecco/F-12 en

la cual el agregado de suero fetal bovino se reemplaza por
1 mg/ml de serocalbimina bovina fraccidn V (Sigma Chemicals

Co., St. Louis, MO., USA).

3. Medios de cultivo libres de metionina

3.1, Dulbecco sin Met: Dulbecco libre de metionina suplementado

con 4 mM de glutamina, 50 U/ml de penicilina, 50 ug/ml de

estreptomicina y 10 ug/ml de insulina.

3.2. Dulbecco sin Met/FBS: medio Dulbecco sin metionina suple-
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mentado ademds con 0,5% de suero fetal bovino.

3.3. Dulbecco sin Met/BSA: medio Dulbecco sin metionina suple-

mentado ademds con 35 ug/ml de seroalbimina bovina frac-

cidon V.

Factores de crecimiento

4,1, Insulina: provista por Collaborative Research, Watham,
MA., USA, Se ensayaron distintas concentraciones a partir
de una solucidn madre de 10 ug/ml, conservada a -20°C.

4.2. EGF: provisto por Collaborative Research, Watham, MA,,
USA. Se ensayaron distintas concentraciones a partir de
una solucidn madre de 10 ug/ml, conservada a -20°C.

4,3, Trombina: minimo 3.000 unidades NIH/mg (Sigma Chemitals
Co, St. Louis, MO., USA). Se prepararon distintas dilu-
ciones a partir de una solucidon madre de 250 U/ml, conser-
vada a -20°C,

4.4, PDGF: obtenido por gentileza del Dr. Charles Stiles, del
Dana Farber Cancer Institute, Boston, MA., USA. Se ensaybd
a una concentracidn de 1 ug/ml preparada a partir de una
solucidon madre de 200 ug/ml, conservada a -20°C.

4.5. Pg Fooe: prostaglandina provista por Sigma Chemicals Co.,
St. Louis, MO., USA. Se prepararon distintas diluciones a
partir de una solucidon madre de 20 ug/ml, conservada a

-20°C.
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5. Moduladores de la diferenciacidon celular

5.1, 13-cis-retinal: derivado 2-cis de la Vitamina A, tipo XV

(Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO., USA). Se prepararon
distintas diluciones en dimetilsulfoxido a partir de una
solucidn madre 10°2 M, conservada a -70°C. Todas las mani-
pulaciones se efectuaron en la oscuridad.

5.2. Estradiol: (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO., USA). Se
ensayaron distintas diluciones preparadas a partir de una
solucidn madre 10-° M, conservada a -20°C.

5.3, Butirato de sodio: (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO.,

USA). Se ensayaron distintas diluciones preparadas a par-

tir de una solucidon madre 100 mM.

5.4, Dimetil sulfdxido: (Merck, Alemania Occidental).

6. Cultivo celular

Las <células MCF-7 (no clonadas) se cultivaron en medio
Dulbecco/F-12/FBS a 37°C en atmdsfera humidificada conteniendo 5%

de COp. E1 medio de cultivo se cambid cada 3 dias.

7. Curvas de crecimiento celular

Las c&lulas MCF-7 se sembraron en placas de pldastico de 35 mm
con medio de cultivo suplementado con 10% de suero fetal bovino.
Cuatro horas después, las células se pasaron a 1los distintos
medios de cultivo, segin lo indicado. E1 ndmero de cé&lulas se
determind por duplicado luego de tripsinizar las células con

tripsina-EDTA (2,5 g/1; 0,2 g/1; Laboratorios Gibco) a 37°C. El
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recuento celular se efectud en hemocitdometro; la viabilidad de las
células se determind por el ensayo de exclusidon del colorante azul

tripan.

8. Marcacidn de proteinas con (3°S)-metionina

Las células se marcaron durante 3 horas con 100 uCi de
(355)-metionina (1.000 Ci/nmol, New England Nuclear, Boston, MA.,
USA) por cada placa de plastico de 35 mm, en medio libre de

metionina.

8.1. Determinacidn de las proteinas marcadas con

{3%s)-metionina secretadas al medio de cultivo. Al cabo de

la idncubacidon con el material radiactivo, el medio de
cultivo de las células fue aspirado con pipeta Pasteur. Se
centrifugd para remover las células flotantes y se preci-
pitd con 10% de TCA en hielo. Las proteinas precipitadas
se lavaron 2 veces con acetona fria (Merck) para remover
el TCA y se resuspendieron en 50 ul de buffer muestra (2%
de SDS, 20% de glicerol, 0,125 M de Tris HC1 pH 6,8; 2,5%
de (3 -mercapto etanol y 0,1% de azul de bromofenol). Se
contd una alicuota usando Tolueno Omnifluor como solucidn
de centelleo. Las muestras se conservaron a -70°C hasta el
momento de correrlas en una electroforesis monodimensional
en geles de poliacrile -a (segin Laemmlii, 1970), usando
10% de acrilamida. Las muestras se hirvieron durante 2
minutos antes de ser sembradas. Los geles se revelaron

usando la técnica descripta por Bonner y Laskey, 1974;
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Laskey y Mills, 1977.

8.2.1.

8.2.2.

Determinacidn de las proteinas intracelulares marcadas

con L35$)-metionina. Luego de 1la incubacidn con el

material radiactivo, se removid el medio de cultivo y
las c&lulas se lavaron 2 veces con PBS-Ca2*/Mg2* frio.
Se agregaron 40 ul de SDS 0,3% hirviendo y luego, 10 ul
de DNAsa/RNAsa en hielo. Los extractos obtenidos se pre-
cipitaron con 10% de TCA en hielo. Se contd una alicuota
utilizando Tolueno Omnifluor como solucidn de centelleo.
Las muestras se conservaron a -70°C hasta el momento de
correrlas en una electroforesis bidimensional en geles
de poliacrilamida. La primera dimensidn fue un
isoelectroenfoque, efectuado segun O'Farrell (1975),
para lo cual se utilizd una solucidon de anfolitos al 2%,
de pH 3,5 a 10. La segunda dimensidn se corrid segin

Laemmli (1970), usando 10% de acrilamida.

Determinacidn de las proteinas intracelulares (nucleares

y citoplasmaticas) marcadas con i3551-metionina. Luego

de la incubacidn con el material radiactivo, se removid
el medio de cultivo y las células se lavaron 2 veces con
PBS-Ca2*/Mg2* frio. Luego se cosecharon raspindolas con
escobilla de goma y se centrifugaron durante 2 minutos
en una centrifuga Eppendorf. Las células se resuspen-
dieron en 50 ul de buffer TNN (50 mM de Tris pH 8; 250
mM de NaCl; 0,5% de NP-40; 1 mM de PMSF) y se agitaron

en un aparato Vortex varias veces durante los 4 minutos
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de tratamiento con el buffer., Las muestras se pasaron 10
veces por un homogeneizador Dounce y se centrifugaron
durante 2 minutos en centrifuga Eppendorf para separar
la fraccidn nuclear de la citoplasmdtica. Las proteinas
citoplasmaticas y nucleares se precipitaron con 10% de
TCA en hielo y se solubilizaron con 0,1 N de NaOH. Se
contd una alicuota usando Bray como solucidon de cen-

telleo.

9. Determinacidn de proteinas

Se efectud sobre c8lulas MCF-7 plaqueadas en placas de plastico
de 35 mm. Se determind el contenido total de proteinas y se
discrimind entre la fraccidn nuclear y la citoplasmatica.

Se utilizd el método descripto por Lowry y col. en 1951,

10. Medicidn de transporte

Las c@lulas MCF-7 cultivadas en placas de plastico de 35 mm se
marcaron con 100 uCi de (355)-metion1na (1.000 Ci/nmol; New
England Nuclear, Boston, MA.,, USA) a distintos tiempos, segin lo
indicado, para hacer una cinética de la reaccion.

Al cabo de cada incubacidn, las células se lavaron 3 veces
rapidamente con PBS-Ca2+/Mg2+ frio; las proteinas se precipitaron
con 10% de TCA en hielo durante 20 minutos y se recogido la frac-
cion soluble en TCA. Las proteinas precipitadas se disolvieron con
0,5 ml de SDS 0,3% durante 30 minutos a 37°C. Se contd wuna
alfcuota de cada fraccidon (soluble y precipitable en TCA) usando

Bray como solucidn de centelleo.
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11. Determinacidn de queratinas

11.1. Se efectud por andlisis de Western blot

Luego de marcar las proteinas celulares con (355)-metionina,
se obtuvieron los extractos celulares (tal como fue descripto en
la seccidn 8.2.1.,) y se corrieron en una electroforesis monodimen-
sional en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, usando
12,5% de acrilamida. Posteriormente, las proteinas se trans-
firieron electroforéticamente a nitrocelulosa (Schleicher y
Schull, BA 85, tamafio del poro: 0,45 u). Las citoqueratinas se
revelaron por la técnica de la inmunoperoxidasa, utilizando anti-
cuerpos obtenidos en conejo y dirigidos contra queratinas humanas
(Neal Burnette, 1981). Se procedid de la siguiente manera: luego
de bloquear la peroxidasa enddgena y los sitios inespecificos de
reaccidon, se 1incubd con el anticuerpo antiqueratinas humanas
diluido 1/100 durante 2 horas 30' a temperatura ambiente. Luego de
lavar con PBS, se incubd con el segundo anticuerpo (IgG de cabra
anti IgG de conejo) diluido 1/450 durante 60' a temperatura
ambiente. Luego de lavar con PBS, se incubd con el complejo PAP
(peroxidasa complejada con 1gG de cabra anti I19gG de conejo)
durante 30' a temperatura ambiente. El1 revelado se efectud por el
método de la diaminobencidina/agua oxigenada durante 7 minutos en

la oscuridad.
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11.2. Se efectud por la té&cnica inmunocitoquimica

Las células cultivadas en placas de plastico de 35 mm se
fijaron en etanol absoluto durante 10 minutos. Se conservaron a
-20°C hasta su uso. En el momento de ser usadas, se rehidrataron
con PBS y se procedid tal como se describid en la seccidn 11.1.
Luego del revelado con diaminobencidina/agua oxigenada, 1los
nicleos de las células se tifieron con hematoxilina de Harris
durante 20 segundos. El colorante vird con agua caliente. Las
células se lavaron y se montaron con glicerol para su observacidn

microscdpica.

12. Marcacidn de proteinas con (32P)-ortofosfato

Las cé&lulas se marcaron durante 3 horas con 150 uCi de
(32P)-0rtofosfato por cada placa de plastico de 35 mm, en medio
libre de fosfato. Para las células cultivadas en presencia de
suero fetal bovino, se utilizd0 suero dializado durante la mar-

cacidn.

12.1. Determinacidn de 1as proteinas marcadas con

132£l-ortofosfato secretadas al medio de cultivo. Se

procedid tal como fue descripto en la seccidn 8.1. para
las proteinas marcadas con (355)-metionina.

12.2. Determinacidn de las proteinas celulares marcadas con

132P)-ortofosfato. Se procedid siguiendo el mismo proto-

colo descripto en la seccidon 8.2.1. para las proteinas

marcadas con (355)-metionina.
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13. Separacidn de las c€lulas MC--7 en subpoblaciones

Las células MCF-7 se separe-on en subpoblaciones usando gra-
dientes de densidad de un polirzro de coloide de sTlica (Percoll,
AB Pharmacia, Uppsala, Suecia).

Se prepararon 7 soluciones ce densidades 1,035; 1,040; 1,050;
1,060, 1,065; 1,070 y 1,080 :/1 en 2,5 M de sacarosa y se
sembraron 2 ml de cada solucidn. Las c@lulas en crecimiento expo-
nencial se tripsinizaron y se sembraron encima del gradiente
(3.106 células en 1 ml de PBS-C32+/M92+). El gradiente se centri-
fugd a 800 g durante 45 minutos a temperatura ambiente en una
centrifuga de angulo movil.

Se <colectaron fracciones <cada 0,5 ml <comenzando desde el
extremo superior del gradiente y se lavaron 2 veces con 5 volume-
nes de PBS-Cal*/Mg2*. Se efectud el recuento del nimero de células
en cada fraccion, determinando la viabilidad celular por el ensayo
de exclusidon del azul tripan. Se obtuvieron 6 subpoblaciones (A a
F) que corresponden a las siguientes fracciones: A (fraccidn 1 a
fraccidon 15); B (fraccidn 16 a fraccidn 19); C (fracciones 20 y
21); D (fraccidn 22); E (fraccidn 23) y F (fraccidon 24 a fraccion
30 = precipitado).

Estas subpoblaciones aisltadas fueron plaqueadas separadamente

y utilizadas para su estudio.
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14, Ensayos clonogénicos en agar blando

Se prepard un agar base (0,5% de concentracidn final en 1 ml
por placa de plastico de 35 mm; BioRad, Richmond, CA., USA) con
medio Dulbecco/F-12 suplementado con 10% de suero fetal bovino o 1
mg/ml de seroalbimina bovina fraccidn V (de Cohn). Encima se
sembraron 104 c&lulas por placa en 1 ml de medio de cultivo con-
teniendo 1los factores en ensayo y agar (0,4% de concentracidn
final). Al cabo de 10 dias, se agregaron 0,5 ml de una solucidn
estéril de cloruro de
2-p-iodofenil-3-p-nitrofenii-5-feniltetrazolio (0,5 mg/ml en agua)
y las placas se incubaron en la oscuridad durante 24 horas. Se
efectud el recuento de colonias viables (tefiidas con el colorante)
bajo el microscopio. Las colonias se fotografiaron usando pelicula

Polaroid.

15. Determinacidon del efecto de factores de crecimiento sobre

células quiescentes

Las células se plaquearon en presencia de 10% de suero fetal
bovino. Cuatro horas después, se Tlavaron exhaustivamente con
PBS-Ca2+/Mg2+ y se pasaron a medio Dulbecco/F-12/BSA pero sin el
aporte de insulina para inducir la entrada de 1las células al
estado de quiescencia. Luego de 48 horas, se agregaron los fac-
tores de crecimiento en estudio por 24 horas, al cabo de 1las
cuales se efectud una marcacidon con meti]-(3H)-timidina, 1 uCi/ml
(actividad especifica = 1 uCi/ul) durante 2 horas a 37°C. Al cabo

de la incubacidn se aspird el medio de cultivo. Las células se



52

lavaron con PBS-Ca2+/Mg2% frio; se precipitaron las proteinas con
10% de TCA en hielo y se disolvieron con 0,3% de SDS durante 30
minutos a 37°C. Se contd una alicuota usando Bray como solucidn de

centelleo.

16. Determinacidon del "TLI": porcentaje de nicleos mitdticos mar-

cados con metil-(?ﬂl-timidina

Las células se marcaron con 10 uCi/ml de metil-(3H)-timidina
(actividad especifica=1uCi/ul) durante 2 horas a 37°C. Las células
se lavaron 2 veces con PBS-Ca2+/M92+ frio y se fijaron con
metanol:acido acético (2:1) durante 25 minutos a temperatura
ambiente. Se lavaron 2 veces con metanol y se cubrieron con
emulsidon NTB-2 Kodak Nuclear Track Emulsion. Se expusieron durante
7 dias a -70°C en la oscuridad dentro de un desecador y se reve-
laron con revelador D19 de Kodak. Los nlcleos se tifieron con hema-
toxilina y se determind el porcentaje de nicleos marcados en un

nimero de células superior a 500.

17. Determinacidn de receptores estrogénicos (RE) por inmunocito-

quimica

Se utilizd el kit del Laboratorio Abbott ER-ICA que contiene
el anticuerpo monoclonal obtenido en rata y dirigido contra el
receptor estrogénico humano.

Las c&lulas cultivadas en placas de plastico de 35 mm se

fijaron durante 12 minutos en paraformaldehido al 3,7% en PBS a

temperatura ambiente; 4 minutos en metanol enfriado a -20°C y 2

minutos en una mezcla de metanol:acetona (1:1) a -20°C. Las placas



se guardaron a -20°C hasta el momento de ser usadas, en presencia
de una solucidn conservadora (4,3 g/1 de sacarosa y 0,33 g/1 de
cloruro de magnesio anhidro en una mezlca de PBS:glicerol (1:1)).
En el momento de ser usadas, las células se rehidrataron por
sucesivos pasajes por PBS. Se bloqued la peroxidasa endbgena con
metanol y 0,6% de Hp02 100 volimenes, durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente y en 1la oscuridad. Se bloquearon los sitios
inespecificos de reaccidn incubando las células con suero de cabra
al 10% en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente y en
camara himeda. Se incubd con el anticuerpo monoclonal obtenido en
rata y dirigido contra el receptor estrogénico humano, durante
toda la noche a 4°C en camara himeda. Las cé&lulas se lavaron 3
veces con PBS y se incubd con el segundo anticuerpo (Ig G de cabra
antilg6 de rata) durante 30 minutos. Luego de lavar las células,
se incubd con el complejo PAP (peroxidasa complejada con Ig G de
cabra anti Ig G de rata) durante 30 minutos. El revelado se efec-
tud por el método de la diaminobencidina/agua oxigenada utilizando
los reactivos provistos por el Laboratorio Abbott, durante 6 minu-
tos en la oscuridad. Los nicleos de las células se tifieron con
hematoxilina de Harris al 10% durante 5 segundos. El1 colorante
vird con agua caliente; las células se lavaron y se montd con gli-
cerol para la observacidn microscOpica. Se determind el porcentaje
de células con nicleos tefiidos con la diaminobencidina. Dado que
se observaron distintas intensidades de tincidn nuclear, se deter-

minaron 2 grados de positividad: tincidn intensa y tincidn débil.
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18. Determinacidn de antigeno carcinoembrionario (CEA) por inmuno-

citoquimica

Se utilizd el anticuerpo dirigido contra CEA provisto por
Dakopats, Copenhaguen, y la técnica del complejo avidina-biotina
(Vectastin ABC, Laboratorios Vector, Burlingame, CA., USA).

Las células cultivadas en placas de plastico de 35 mm se
fijaron con etanol absoluto durante 10 minutos. Se conservaron
hasta su uso a -20°C. En el momento de ser usadas, las células se
rehidrataron con PBS; se bloquearon la peroxidasa endGgena y los
sitios inespecificos de reaccidn segin fue descripto para 1la
determinacidn de receptores estrogénicos.

Se incubd con el anticuerpo antiCEA diluido 1/500 durante 1
hora a temperatura ambiente en camara himeda. Luego de lavar con
PBS, se incub® con el segundo anticuerpo biotinilado durante 30
minutos. En este momento se prepard la dilucidon del tercer anti-
cuerpo (reactivo ABC) para que se estabilizara durante 30 minutos.
Finaimente, se incubd con el reactivo ABC durante 60 minutos a
temperatura ambiente y en camara hiimeda.

El revelado se efectud por el método de la
diaminobencidina/agqua oxigenada 30 volimenes, tal <como fue
descripto para la determinacidn de receptores estrogénicos. Luego
de tefiir los nilicleos celulares con hematoxilina de Harris, las

células se montaron con glicerol para su observacidn microscdpica.
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19. Determinacidn de 1a proteina p2l codificada por el oncogen ras

utilizando la técnica inmunocitoquimica

Se wutilizd el anticuerpo monoclional Y13-259, gentilmente
cedido por el Dr. Furth (Furth y col., 1982).

Las células plaqueadas en placas de plastico de 35 mm se
fijaron tal como fue descripto para la determinacidn de receptores
estrogénicos. Luego de rehidratar las células con PBS y de blo-
quear la peroxidasa enddgena, se bloguearon los sitios
inespecificos de reaccidon incubando las células con suero de
conejo al 10% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
lavaron las células con PBS y se incubd con el anticuerpo monoclo-
nal Y13-259 (a una concentracidn final de 5 ug/ml) durante 45
minutos a 37°C en camara hdmeda. Luego de lavar con PBS, se
incubd con el complejo PAP (peroxidasa conjugada a Ig G de conejo
anti Ig G de rata), (Dako Immunoglobulin, Copenhaguen) diluido
1/50, durante 45 minutos a 37°C en camara himeda.

E1 revelado se efectud tal como fue descripto para la deter-
minacidn de receptores estrogénicos. Los ndcleos celulares se
tiferon con hematoxilina, luego de 1o cual se montaron las células

con glicerol para la observacidn microscdpica,

20, Tincidn de 17pidos con "0il red 0"

Las células cultivadas en placas de plastico de 35 mm se
tifieron durante 10 minutos con una solucidn de oil red 0 0,5% P/V
en isopropanol. Se lavaron las cé&lulas y se tifieron los niicleos

durante 15 segundos con hematoxilina de Harris. Las gotas de
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lipidos se observaron como manchas de color rojo brillante, en

contraste con los niicleos de tincidn azulada.

21, Obtencidn de los medios condicionados

Los medios condicionados por las células MCF-7 se centrifu-
garon para eliminar restos celulares y se filtraron por membrana
de 0,22 u (Millex, Millipore Corp., Bedford, MA., USA). Se conser-
varon congelados a -20°C en presencia de 0,2% V/V de aprotinina
(Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO., USA) hasta el momento de ser

usados.

22, Microscopia electrdnica

La preparacidn de las muestras para la microscopia electrdnica
fue efectuada por Silvana Ragone, perteneciente a la Comisidn
Nacional de Energia Atomica.

Las cé&lulas MCF-7 se fijaron in situ" con 2,5% de glu-
taraldehido en 0,1 M de buffer cacodilato pH 7,4 a temperatura
ambiente durante 10 minutos y 2,5% de glutaraldehido: 2% de
tetroxido de osmio (1:2) en buffer cacodilato a 4°C durante 15
minutos. Posteriormente, se tifieron con wuna solucidn acuosa de
acetato de uranilo. Luego de deshidratar con concentraciones cre-
cientes de etanol, se agregd Oxido de propileno para despegar la
monocapa de c&lulas, la cual fue concentrada en pequeiios precipi-
tados y embebida en Maraglas. Secciones ultrafinas se contrastaron

con una solucidn de acetato de uranilo y se fotografiaron en un

microscopio electrdnico Phillips 300,
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23. Analisis citogenético

Este estudio fue efectuado por las Dras. Irene Larripa e Irma
Slavutsky pertenecientes a la Academia Nacional de Medicina.

Las c8lulas MCF-7 en crecimiento exponencial y la subpoblacidn
E (en este caso, menos de 24 horas luego de haber sido obtenida)
se expusieron durante 1 hora a 0,1 ug/ml de colcemid. E1 medio de
cultivo se removid y las células se despegaron por tratamiento con
0,25% de tripsina-0,2% EDTA. Luego se centrifugaron a 1.000 rpm
durante 5 minutos y el precipitado se resuspendid en una solucidn
hipotonica 0,075 M de C1K durante 15 minutos. Las cé&lulas se
fijaron con metanol:acético glacial (3:1) y se prepararon 1los
extendidos. Los cromosomas se tiferon con Giemsa y se bandearon
con tripsina-Giemsa, segin Seabright (1971). Los cromosomas se
identificaron seglin el Sistema Internacional de Nomenclatura

Citogenética Humana (ISCN, 1978).
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RESULTADOS

ESTUDIO DE LA LINEA CELULAR MCF-7

A. Analisis de la heterogeneidad celular

A.l. Distribucidn de las células en gradientes de densidad

Luego de someter las células MCF-7 cultivadas en presencia
de suero fetal bovino a una centrifugacidn en gradientes de den-
sidad en coloide de silica (Percoll), se obtuvieron 6 sub-
poblaciones. La Fig. 1 muestra la distribucidon de las c&lulas a
partir de un cultivo en crecimiento exponencial. La subpoblacidn C
resultd ser la mds abundante mientras que la D y la E fueron las
minoritarias. E1 porcentaje de 1la subpoblacidn E se mantuvo
constante en todas 1las determinaciones efectuadas y fue del
(5,8+0,2)%. La contribucidon de las demds subpoblaciones sufrid
variaciones dentro de un rango mas amplio; asi por ejemplo, la
subpoblacidon A contribuyd con el 14-20% y la subpoblacidn C, con
el 28-35% segin los cd@lculos correspondientes a mds de 60 experi-
mentos distintos. En la Fig. 1, la densidad aumenta desde la sub-
poblacidn A ( 3: 1,035-1,050) hasta la subpoblacidn F (d :
1,070-1,080).

Para demostrar que la heterogeneidad observada en las células
MCF-7 no era un artefacto de la técnica utilizada, se sometieron
las células de tumor de mama humano T-47D clon 11 (receptor
estrogénico-positivas) a una centrifugacidn en gradientes de den-
sidad de Percoll. En este caso, se obtuvo un solo pico, como se

observa en el inserto de la Fig. 1, tal como hab7an obtenido
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Figs 1: Distribucidn de las células MCF-7 y T-47D (inserto) en

gradientes de densidad de Percoll. -

Se sometieron 3.10% cé&lulas en crecimiento exponencial a
una centrifugacion en gradientes de densidad, tal como se describe
en la seccidon materiales y métodos. Los resultados obtenidos para
las células MCF-7 corresponden al promedio de 60 experimentos
distintos; los valores correspondientes a las células T-47D pro-
vienen de 3 experimentos distintos.
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Podhajcer y col. en 1986 utilizando gradientes de seroalbiimina

bovina.

A.2. Andlisis de las distintas subpoblaciones

Las 6 subpoblaciones aisladas fueron sometidas a diversos
ensayos tendientes a su caracterizacion.

A.2.1. Capacidad de generar otras subpoblaciones

Una de las propiedades de la célula "stem" es la capacidad
de generar todos los componentes de la jerarquia celular dado que
es la Unica célula del sistema que puede originarse a si misma y
generar células destinadas a la diferenciacidn. Por lo tanto, si
las 6 subpoblaciones aisladas correspondieran a distintos estadios
de la jerarquia celular, sdolo las células "stem" serian capaces de
generar todas las otras subpoblaciones.

Para determinar cud@l era la subpoblacidn que contenia las
células "“stem", las distintas subpoblaciones aisladas fueron sub-
cultivadas en presencia de suero y sometidas a distintos tiempos a
una centrifugacidn en gradientes de densidad. Un ejemplo tipico de
los resultados obtenidos se observa en la Fig. 2.

Las c@lulas de la subpoblacidn E fueron las Unicas capaces
de generar todas las demds subpoblaciones. A partir del dia 14, la
contribucidn de cada subpoblacidn a la poblacidon total fue 1la
misma que en la 1inea celular.

La subpoblacidon A fue capaz de originar las subpoblaciones
B, C, Dy F pero no la E; 1a B generd C, Dy F; 1a C origind D y
F; la D dio F y la F quedd como tal, habiéndose subcultivado

durante 30 dias (estos resultados no se muestran).
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Fig. 2: Distinta capacidad de las subpoblaciones E y A para dar
origen a todas las subpoblaciones que componen la linea parental

Las subpoblaciones E y A se aislaron a partir de la pobla-
cion total de células MCF-7 y se subcultivaron durante distintos
tiempos, al cabo de los cuales fueron sometidas nuevamente a una
centrifugacidon en gradientes de densidad de Percoll. Los grdaficos
presentados corresponden a experimentos efectuados por triplicado.
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La Fig. 2 permite deducir la siguiente secuencia de apari-
cion de las subpoblaciones: E = A > B = C —> D =» F. Asimismo,
puede suponerse que la subpoblacidon E estd@ enriquecida en células
“stem" dado que fue la dUnica capaz de generar todas las sub-
poblaciones, ninguna de ellas la origind y ademas contribuye con

una pequefna pero constante proporcidn a la poblacidn total.

A.2.2. Capacidad proliferativa

Las distintas subpoblaciones fueron subcultivadas en pre-
sencia de suero durante 8 dias, obteniéndose las curvas de creci-
miento que se presentan en la Fig. 3.

La subpoblacidn E resultd ser la de mayor velocidad de
crecimiento; al dia 8 de cultivo, el nimero de células aumentd 16
veces con respecto al ndmero inicial. La subpoblacidn F fue la de
menor capacidad proliferativa; no 1legd a duplicarse en 8 dias de
cultivo.

E1l andlisis de las velocidades de crecimiento se comple-
mentd con un detallado estudio de la capacidad de sintesis de ADN
de las distintas subpoblaciones durante los primeros 3 dias de
cultivo. Se eligid este intervalo porque a tiempos mas prolongados
las subpoblaciones comienzan a ser heterogéneas.

A las 24 horas de cultivo, el "TLI" (Tndice de marcacidn
con timidina) en las 6 subpoblaciones fue del 30%, como se observa
en la Fig. 4. En todas las subpoblaciones, a excepcidn de la E, el
"TLI" decayd a medida que transcurrieron los dias de cultivo. Al
tercer dia de cultivo, la relacidon entre el "TLI" de 1la sub-

poblacidn E (la de mayor capacidad proliferativa) y el de la sub-
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Fig. 3: Curvas de crecimiento de las distintas subpoblaciones.

Las subpoblaciones Sﬁ aislaron a partir de la 17nea celu-
lar MCF-7. Se sembraron 8.10% c&lulas/placa de culitivo de 35 mm y
se subcultivaron durante varios dias. A los tiempos indicados se
efectud el recuento celular. Los nimeros colocados entre parénte-
sis indican el incremento observado en el ndmero de células al

cabo de 8 dias de cultivo con respecto al nimero inicial. Los
valores obtenidos corresponden al promedio de 18 experimentos
distintos.
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Fig. 4: Indice de marcacidn con timidina (TLI) y expresidn de
diversos marcadores: proteina p2l, producto del gen ras (p217ds
receptores estrogenicos (RE) y antigeno carcinoembrionario (CE
en las distintas subpoblaciones, medidos al cabo de 1 y 3 dias de
cultivo.

Las subpoblaciones se aislaron a partir de las cé&lulas
MCF-7 por centrifugacidn en gradientes de densidad de Percoll. Al
cabo de 1 y 3 dias de cultivo, se analizaron varios parametros en
las subpoblaciones aisladas, tal como se describe en la seccidn
materiales y métodos. En el histograma correspondiente a la deter-
minacion de RE, las barras blancas simbolizan el porcentaje total
de células RE-positivas mientras que las barras negras representan
el porcentaje de células RE-positivas que dan una tincidn intensa.
Los resultados corresponden a experimentos efectuados en tripli-
cado.
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poblacién F (la de menor velocidad de crecimiento) fue de 8. Debo
aclarar que en la elaboracidn de esta figura no se ha considerado
que en la autoradiografia de la subpoblacidn F habia menos granos
de plata depositados por niicleo marcado.

Estos resultados fueron confirmados marcando las cé&lulas
con (3H)-timidina durante 2 horas y determinando la radioactividad
luego de precipitar el ADN., A las 24 horas de cultivo, la incor-
poracion de precursor radiactivo normalizada por el nimero de
células en la subpoblacion E fue 1,8 veces mayor que el valor
correspondiente a la subpoblacidn F. Para las subpoblaciones A, B,
C, Dy F, la incorporacidn de (3H)-timidina medida fue prdctica-
mente la misma (9.000 - 10.000 cpm/lO5 células).

Al cabo de 3 dias de cultivo, la relacidon entre la incor-
poracion de (3H)-timidina en la subpoblacidon E con respecto a la F
ascendido a 12 veces. En orden decreciente siguieron las sub-
poblaciones A, B, C, D y F.

En la Fig. 5.1 se muestra la autoradiograffa correspon-
diente a la subpoblacidn D marcada con (3H)-timidina, luego de 24

horas de cultivo.

A.2.3. Crecimiento independiente del anclaje

Las subpoblaciones obtenidas luego de someter la 1l7nea
celular a una centrifugacidon en gradientes de densidad fueron
cultivadas en un medio semisdlido (agar blando) en presencia de
suero durante 10 dias. En ese momento se determind el indice clo-
nogénico de cada subpoblacidn, tal como se presenta en la Tabla I.

Las subpoblaciones no sb6lo difirieron en su capacidad de
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Fig. 5: Determinacidn del f7ndice de marcacidn con timidina (I) y
expres1on de diversos marcadores: proteTna p2l, codificada por e]
gen ras (I receptores estrogénicos (TIT) y antigenocarcinoem-

brionario (IV) en las subpoblaciones aisladas.

21) Subpoblacidon D, dia de cultivo.
II) Subpoblacidon C, dia 1 de cultivo.

(ITI) Subpoblacidon C, dia 1 de cultivo.

Las flechas indican células intensamente (S) y débilmente
(W) tefiidas.
(IV) Subpoblacidn A, dia 1 de cultivo (x 360).
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Tabla I. Crecimiento independiente del anclaje de las subpoblaciones aisladas

Sub- Indice
poblacidn | clonogénico
A 1,67+1,25
B 0,39+0,17
C 0
D 0,054+0,034
E 6,62+1,18
F 0

Las subpoblaciones aisladas se cultivaron durante 10 dias en un medio semisdlido

(agar blando), tal como se describid en materiales y métodos.

Los resultados se expresan como el porcentaje de formacidn de <colonias (valor

medio+D.S.) y corresponden al promedio de 3 experimentos distintos, cada uno de

los cuales se efectud por triplicado.

Las diferencias son estadisticamente significativas; 1la relacidn E a A da p
€0,005; la relacidon E a B da p«<0,005.
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generar colonias sino tambi&n en el tamafio de las mismas. Asf¥, por
ejemplo, para las subpoblaciones A, B y E se obtuvieron colonias
grandes de mds de 3.000 cé&lulas/colonia al décimo dia de cultivo
mientras que la subpoblacidn D origind en ese mismo tiempo colo-
nias pequeias conteniendo aproximadamente 30 cé&lulas.

En la Tabla II se presentan los resultados obtenidos al
variar las condiciones de cultivo de la subpoblacidon E. La efi-
ciencia clonogénica se mantuvo en aproximadamente un 7% en presen-
cia de suero completo tratado o no con carbdn activado para
depletarlo de estr0genos pero ascendid al 9% al cultivar 1las
células en un medio libre de suero. E1 tamafio de las colonias no

varid significativamente en las tres condiciones de cultivo.

A.2.4. Expresidn de distintos marcadores celulares

A.2.4.1. Expresidn de la proteina p2l1 codificada por el oncogen

ras

Se analizd la expresidn de la proteina de 21.000 daltons
de peso molecular codificada por el oncogen ras debido a que los
trabajos de De Bortoli y col. en 1985 y Ohuchi y col. en 1986
describieron alteraciones en la expresidon de la proteina p2l en
tumores de mama humano. Por otro lado, Graham y col. demostraron
en 1985 una amplificacidn del gen N-ras en las células MCF-7.

La Fig. 4 muestra 1los resultados obtenidos 1luego de
determinar la expresidn de la proteina p21 por la té&cnica inmuno-
citoquimica en las distintas subpoblaciones a las 24 y 72 horas de

cultivo en presencia de suero.

Si bien todas las subpoblaciones expresaron la proteina
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Tabla II. Crecimiento independiente del anclaje de la subpoblacidn

E: influencia del suero y del aporte hormonal

Nimero de colonias

Condiciones

de Pequenas Grandes Totales
cultivo (€30 células) | (> 30 células) | (pequefias+grandes)
En presencia 653 116 769
de suero com-
pleto
(Dulbecco/
F-12/FBS)
En presencia 610 165 175

de suero de-
pletado de es
trogenos
(Dulbecco/
F-12/FBS char
colizado)

En ausencia 761 174 935
de suero y es
trdogenos
(Dulbecco/
F-12/BSA)

La subpoblacidn E se cultivd durante 10 dias en agar blando, tal
como se describid en materiales y métodos. Se evalul el efecto del
suero y del aporte estrogénico sobre la eficiencia clonogénica de di-
cha subpoblacidon. Los resultados que se presentan en esta tabla

corresponden a dos experimentos efectuados por triplicado.
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p2l1, el mayor porcentaje de c&lulas positivas y con la mayor

intensidad de tincidon se verificd en la subpoblacidn C.

En la Fig. 5 II se muestra la autoradiografia correspon-

diente a la subpoblacidn C a las 24 horas de cultivo. Puede apre-
ciarse que 1la proteina p2l se 1localiza preferentemente en el

citoplasma.

A.2.4.2. Determinacidn del contenido de receptor estrogénico (RE)

La determinacidn se efectud por el método inmunocito-
quimico en lugar de emplear el método bioquifmico para poder detec-
tar variaciones entre las cé&lulas, aiun de la misma subpoblacidn y
porque segin el trabajo de Thorpe en 1987, este método es el mds
sensible,

Se determind el contenido de RE en cada una de las sub-
poblaciones al primer y tercer dia de cultivo en presencia de
suero.

E1 nimero total de c&lulas positivas no varid significa-
tivamente en las distintas subpoblaciones; se observd la tendencia
a aumentar el contenido de RE a medida que transcurrian los dias
de cultivo.

Se distinguieron 2 niveles de positividad: intenso (s) y
débil (w), como puede apreciarse en la Fig. 5 IIIl para la sub-
poblacidn C.

En la Fig. 4 se muestra el porcentaje de células positi-
vas totales (intensas y débiles) indicado con barras blancas
mientras que el porcentaje de células que dan tincidn intensa se

indica con barras negras.
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A las 24 horas de cultivo, las subpoblaciones C y F
fueron las que presentaron mayor contenido de receptor estrogénico
(evaluado a través del porcentaje de células positivas totales),
siendo las c&lulas de 1la subpoblacidn C 1las de tincidn mas
intensa.

A los 3 dias de cultivo, el mayor porcentaje de células
positivas correspondid a 1la subpoblacidon F. E1 porcentaje de
células intensamente tefiidas no varid significativamente entre las

subpoblaciones C y F.

A.2.4.3. Expresidon de antigeno carcinoembrionario (CEA)

Los trabajos de Walker en 1980 y de Bravo y col. en 1985
demostraron que la produccidon de CEA varia segin el grado de
diferenciacidon en tumores colorectales y de mama humanos.

Se decidid, entonces, analizar la expresidn de CEA en las
subpoblaciones aisladas para lo cual se utilizd el método inmuno-
citoquimico.

En la Fige 4 se observa que el contenido de CEA en 1las
subpoblaciones fue mayor a las 24 horas que a los 3 dias de
cultivo. En ese momento, la subpoblacidn F hab7a perdido practica-
mente todo su contenido de CEA.

En la Fig. 5 IV se observa la autoradiografia obtenida

para la subpoblacidn A al primer d7a de cultivo.
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A.2.4.4, Contenido de 1ipidos

Para evaluar el contenido de 1ipidos se sometieron 1las
subpoblaciones aisladas a una tincidn con el colorante oil red O.

A las 24 horas de cultivo en presencia de suero, la sub-
poblacidon F resultd ser la que presentaba mayor contenido de
1ipidos, como se aprecia en la Fig. 6a. La subpoblacidn B tuvo un
bajo contenido lipidico y no se tineron las c&lulas de la sub-
poblacion E. En esta subpoblacidn se detectd aproximadamente un 8%
de niicleos mitéticos por campo observado (Fig. 6b). La tincidn se
repitio al sexto dia de cultivo de las subpoblaciones; la colora-
cion fue intensa en la subpoblacidon B debido a que esta sub-
poblacion habia generado células con mayor grado de
diferenciacidon. La subpoblacidn E se positivizd al cabo de 6 dias
de cultivo y la coloracion fue mas intensa luego de 14 dias de
cultivo (Fig. 6¢c), cuando ya se habTan generado todas las demds

subpoblaciones, tal como se aprecia en la Fig. 2.

A.2.5. Respuesta a distintos factores de crecimiento

La técnica de separacidon de las células MCF-7 en 6 sub-
poblaciones permitid estudiar los requerimientos de diversos fac-

tores de crecimiento en cada subpoblacidn.

A.2.5.1. Efecto de diversos factores de crecimiento sobre las sub-

poblaciones quiescentes

Las subpoblaciones aisladas fueron plaqueadas a baja den-

sidad celular (20.000 células/hoyo en una placa de 24 hoyos) en
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Fige 6: Tincidn de 17pidos con "o0il red 0" en las subpoblaciones
aisladas.

Se procedid tal como se describe en la seccidn materiales
y métodos.

(A) Subpoblacidon F, dia 1 de cultivo.

(B) Subpoblacidon E, d7a 1 de cultivo.

(C) Subpoblacidn E, d7a 14 de cultivo.
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presencia de suero. Al cabo de 4 horas, se lavaron 2 veces con
PBS-Ca2+/Mg2+ y se agregd medio Dulbecco/F-12 (1:1) con 1 mg/ml de
seroalbiimina bovina fraccidn V sin el aporte de factores de creci-
miento. Luego de 2-3 dias se agregaron los distintos factores de
crecimiento en estudio, ensayandose varias concentraciones de cada
uno de ellos. Al cabo de 24 horas, se efectud una marcacidn con
(3H)-timidina durante 2 horas.

Se evalud: (I) si todas las subpoblaciones detenian su
sintesis de ADN en ausencia de factores de
crecimiento, entrando en un estado de
quiescencia.

(IT) cuales de 1los factores de crecimiento
ensayados eran capaces de inducir la sintesis
de ADN en las células quiescentes.

En el caso (I), la medicidon de la incorporacidn de
(3H)-timidina en las c&lulas control de cada subpoblacidn, culti-
vadas durante 3-4 dias en ausencia de factores de crecimiento,
demostrd que las subpoblaciones son heterogéneas en cuanto a sus
requerimientos para la sintesis de ADN.

Las subpoblaciones D y F detuvieron la sintesis de ADN en
ausencia de factores de crecimiento y entraron en un estado de
quiescencia. La incorporacidon de precursor radiactivo fue de 860 y
450 cpm/lO5 células, respectivamente. En las subpoblaciones A, B y
E no se logrd detener 1la sinpesis de ADN en ausencia de factores
de crecimiento; la incorporacidn de (3H)-timidina fue de 6.000 a
10.000 cpm/105 células. Para la subpoblacidon C, la incorporacidn

de precursor radiactivo medida fue de 3,300 cpm/lO5 células.
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En el caso (II), para evaluar si los factores de creci-
miento eran capaces de inducir la sintesis de ADN en las cé&lulas
quiescentes, se compard la incorporacidon de (3H)-timidina en las
células tratadas con los factores con respecto a la incorporacidn
medida en las células control.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla III y

se analizan a continuacidn:

A.2.5.1.1. Efecto de insulina

E1 agregado de insulina indujo un notable incremento en
la sintesis de ADN en las subpoblaciones D y F pero no afectd a
las subpoblaciones A, B y E. Esto podria deberse a que estas tres
subpoblaciones no detuvieron su crecimiento en ausencia de insu-
lina. Una probable explicacion seria que estas células produzcan y
secreten al medio un factor de crecimiento semejante a insulina,
como ya fue descripto por Huff y col. (1986, 1987) para esta 17nea
celular,

La subpoblacidon C triplicd la incorporacidn de
(3H)-timidina en presencia de insulina. Este requerimiento se
manifestd sdlo cuando las células se plaquearon a baja densidad y
desaparecido al aumentar el nimero de células a 50.000

células/hoyo.

A.2.5.1.2. Efecto de trombina

La proteasa serinica trombina estimuld la sintesis de
ADN en las subpoblaciones D y F. En la subpoblacidon D aumentd 10

veces la incorporacidn de (3H)-timidina con la menor concentracidn
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de trombina ensayada (0,25 U/ml). Para 1la subpoblacidn F se

requirid una dosis de 1 U/ml para lograr el efecto miaximo.

A.2.5.1.3. Efecto de Pg Fo«

Este factor estimuld la sintesis de ADN en las sub-

poblaciones C y D.

A.2.5.1.4. Efecto de estradiol

La respuesta a esta hormona demostrd una vez m3s la
heterogeneidad de las cé&lulas MCF-7.

E1 estradiol indujo una estimulacion en la sintesis de
ADN en la subpoblacidon C. No afectd a las subpoblaciones A, B, Dy
E mientras que inhibid en un 50% la incorporacidn de (3H)-timidina
en la subpoblacidon F., Por 1o tanto, las subpoblaciones C y F a
pesar de responder de distinta manera, fueron las Unicas sensibles
al efecto de estradiol cuando se encontraron en un estado de
quiescencia. Curiosamente, fueron @estas 1las subpoblaciones que
presentaron mayor contenido de receptor estrogénico, tal como se

demostrd en la Fig. 4.

A.2.5.1.5. Efecto de PDGF, EGF y una combinacidn de ambos

Como ya se explicd en la introduccidn, el PDGF actda
sobre las células quiescentes induciendo un estado de competencia
en el cual las células son sensibles al efecto de otros factores,
conocidos como factores de progresidn (EGF, por ejemplo) que per-
miten que la serie de eventos desencadenados culmine en la sinte-

sis de ADN.
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Se ensayd el efecto de PDGF, EGF y una combinacidn de
ambos sobre las distintas subpoblaciones.

Las subpoblaciones A y E no se estimularon en presencia
de PDGF, EGF o la combinacidn de ambos.

La subpoblacidon B respondid al EGF y la combinacidn de
PDGF con EGF potencid el efecto.

La subpoblacidn C no respondid a una dosis de 50 ngr/ml
de EGF pero sin embargo, la combinacidn con PDGF indujo un incre-
mento de mas de 3 veces en la sintesis de ADN.

La combinacidn de PDGF con EGF potencid la estimulacidn
de la sintesis de ADN inducida por EGF en las subpoblaciones D y

Feo

A.2.5.2. Efecto de diversos factores de crecimiento sobre las sub-

poblaciones en activa proliferacidn

Las subpoblaciones aisladas se plaquearon a baja densidad
celular en presencia de suero. Al cabo de 4 horas, se lavaron 2
veces con PBS-Ca2+/Mg2+ y se agregd el medio de cultivo
quimicamente definido conteniendo los distintos factores de creci-
miento en estudio. Se evalud durante 5 d7as el efecto de los fac-

tores de crecimiento a través de curvas de crecimiento celular,

A.2.5.2.1. Efecto de trombina

Esta proteasa no modificd las velocidades de creci-
miento de las subpoblaciones A, B, C y E.
Al cabo de 5 dias, el agregado de 2 U/ml de trombina

duplic® el nidmero de células en la subpoblacidn D y cuadruplicd el
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de la subpoblacidébn F, en relacidn a los respectivos controles,

cultivados en presencia de insulina como Unico factor de creci-
miento regulatorio. Este efecto fue mayor cuando las células se
cultivaron en un medio libre de insulina; en estas condiciones,
trombina indujo un incremento de 4 veces para la subpoblacidn D y
de 6 veces para la subpoblacidén F, tal como se observa en la Fig.
7 (ay b). Estos resultados se obtuvieron habiendo agregado trom-
bina después de 4 horas de haber plaqueado las células y también
al segundo dia de cultivo. Sin embargo, cuando se agregd trombina
cada 24 horas, se verificﬁ un incremento del 30% en cada uno de
los casos anteriormente descriptos. Este resultado induce a pensar
que las subpoblaciones estarian liberando proteasas al medio que

jnactivarian a la trombina.

A.2.5.2.2. Efecto de PgFo X

Se ensayd el efecto de una dosis de 300 ngr/ml de Pg
Fo« sobre las subpoblaciones cultivadas en presencia de insulina.

E1 agregado de Pg F2 e no modificd las velocidades de
crecimiento de las subpoblaciones A, E y F.

E1 crecimiento de la subpoblacidn B resultd inhibido en
presencia de la Pg Fpec; al cabo de 5 dias de tratamiento, el
nimero de cé&lulas correspondid al 11% del control.

La Pg Fpw estimuld el crecimiento de 1las sub-
poblaciones C y D, siendo mayor su efecto sobre la subpoblacidn C.
Luego de 5 dias de cultivo, el incremento fue del 60% para la sub-
poblacion C y del 42% para la D.

Las correspondientes curvas de crecimiento celular se
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: Efecto de diversos factores de crecimiento (trombina, EGF
) sobre las subpoblaciones aisladas.

Fig. 7:
F

Las subpoblaciones se obtuvieron en forma aislada a partir
de la 17nea celular MCF-7. Se subcultivaron durante varios dias en

presencia de factores de crecimiento, tal como se describe en
materiales y métodos.

(A) Curvas de crecimiento para la subpoblacidn D.

(B) Curvas de crecimiento para la subpoblacidon F.
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presentan en la Fig. 8.

A.2.5.2.3. Efecto de EGF

E1 agregado de 100 ngr/ml de EGF no afectd las veloci-
dades de crecimiento de las subpoblaciones A, B, C y E.

Al cabo de 5 dias de cultivo en presencia de insulina,
el agregado de EGF logrd duplicar el nimero de células de la sub-
poblacion D con respecto al control no tratado. El incremento fue
de casi 5 veces cuando las células se cultivaron en ausencia de
insulina (Fig. 7a).

Cuando la subpoblacidn F se cultivdo durante 5 dias en
presencia de insulina y EGF la estimulacidn del crecimiento fue
superior a 3 veces el del control; el efecto fue mas acentuado

cuando el EGF se agregd en ausencia de insulina. (Fig. 7b).

A.2.5.2.4. Efecto de la combinacidn PDGF/EGF

La combinacidon de PDGF con EGF (1 ngr/ml: 50 ngr/ml) no
alterd el crecimiento de las subpoblaciones A, B y E.

La subpoblacidn C incrementd en un 50% su velocidad de
crecimiento a las 24 horas pero dicho efecto desaparecid al
segundo dia de cultivo.

La combinacidn de PDGF con EGF estimuld el crecimiento
de la subpoblacidon D aun mas que por agregado de EGF solamente. La
potenciacidon del efecto se manifestd hasta las 48 horas de cultivo
de las c&lulas en ausencia de insulina pero al cabo de 5 dias se
alcanzd la misma densidad de saturacidon (Fig. 7a). Para la sub-

poblacidon F, la potenciacidn del efecto estimulatorio lograda por
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Fig. 8: Efecto de PgF,¢x sobre el crecimiento de las subpoblacio-
nes B, Cy D.

Las subpoblaciones aisladas se sembraron a razdon de
2.104 c8lulas/placa de cultivo de 35 mm. Se cultivaron en un medio
libre de suero y se ensayd el efecto de PgFpec (300 ngr/ml) sobre
el crecimiento celular durante 5 dias.

o: subpoblacidn B; a: subpoblacibn C; O: subpoblacidn D.
Los simbolos cerrados corresponden a las subpoblaciones tratadas
con PgFo« ; los simbolos abiertos corresponden a los controles.
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la combinacidn de PDGF con EGF se manifestd a las 24 horas de
cultivo en presencia o ausencia de insulina. Al quinto dia, se
alcanzd la misma densidad de saturacidn con EGF sdlo o combinado

con PDGF (Fig. 7b).

A.2.5.3. Efecto de factores de crecimiento sobre 1a supervivencia

de las subpoblaciones cultivadas en un medio libre de suero

Si bien la poblacidon total de células MCF-7 tiene un cre-
cimiento Optimo en presencia de insulina como uUnico factor regula-
torio (como se verd en el capitulo B), las subpoblaciones aisladas
cultivadas en un medio libre de suero s6lo son capaces de crecer
por 10 dias. A partir de entonces, su crecimiento se detiene y
sobreviene la muerte celular.

En base a 1los resultados obtenidos y anteriormente
descriptos, se decidid agregar distintos factores de crecimiento
para ver si alguno de ellos era capaz de evitar dicha muerte celu-

lar,

A.2.5.3.1., Rescate con trombina

E1 agregado de 2 U/ml de trombina logrd estimular el
crecimiento de las subpoblaciones D y F. E1 efecto sobre la sub-
poblacidn F fue limitado dado que al cabo de 2 duplicaciones, las
células detuvieron su crecimiento y dejaron de ser sensibles al
efecto de trombina.

Al cabo de 5 dias de tratamiento, las células de la
subpoblacidn D se sometieron a una centrifugacidon en gradientes de

densidad de Percoll., En 1la Fig. 9 se observan los perfiles
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Fig.e 9: Distribucidn de las células de la subpoblacidn C tratadas

con PgF, o y de 1la subpob]acwn D tratadas con trombina durante 5
dias, en gradientes de densidad de PercolT.

Las subpoblaciones C y D se obtuvieron en forma aislada
luego de someter las células MCF-7 a una centrifugacidn en gra-
dientes de densidad de Percoll (barras blancas). Las sub-
poblaciones se subcultivaron en el medio quimicamente definido con
o sin el aporte de 300 ngr/ml de PgFpw (para la subpoblacidn C) o
2 U/ml de trombina (para la subpoblacidn D). Las células se sub-
cultivaron en estas coniciones durante 5 dias, al cabo de 1los

cuales se sometieron nuevamente a una centrifugacidn en gradientes
de densidad.

(a) C&lulas no tratadas con los factores de crecimiento.
(b) Células tratadas con los factores de crecimiento.

Los resultados obtenidos <corresponden al promedio de
experimentos efectuados por duplicado.
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obtenidos a partir de las células tratadas y del control. Se puede
apreciar que en presencia de trombina fue menor la progresidn de
la subpoblacidon D a la F. El agregado de trombina no sGlo estimuld
el crecimiento de la subpoblacidn D, disminuyendo la generacidn de
la subpoblacidn F, sino que permitid la supervivencia de 1las
células en el medio libre de suero. Esta subpoblacidn lleva mas de

2 meses de crecimiento en estas condiciones.

A.2.5.3.2. Rescate con Pg Fo

Se ensayd el efecto de una dosis de 300 ngr/ml de Pg
Feex s6lo sobre la subpoblacidon C cultivada en un medio libre de
suero.

Al cabo de 5 dias de tratamiento, las c&lulas fueron
sometidas a una centrifugacidn en gradientes de densidad, obte-
niéndose el perfil que se muestra en la Fig. 9.

E1 agregado de Pg Fp ¢ disminuybd la generacidn de sub-
poblaciones con mayor grado de diferenciacidn a partir de la sub-
poblacidon C y permitid ademas, la supervivencia de la subpoblacidn
C en el medio libre de suero, en el cual ya ha superado los 2

meses de cultivo.

A.2.5.3.3. Rescate con estradiol

El agregado de 10-10 M de estradiol indujo una rapida
diferenciacidn y posterior muerte de las subpoblaciones A, B, C, D
y F cultivadas durante 10 d7as en ausencia de suero y permitid que
la subpoblacidn E fuera capaz de sobrevivir en dicho medio de

cultivo bajo la forma de agregados multicelulares en suspensidn.
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Este fendmeno se explica detalladamente en el capitulo dedicado a
las c€élulas MCF-7 en suspensidn; aquil se comentd como un ejemplo
mds de factores de crecimiento u hormonas capaces de inducir la

supervivencia celular.

A.2.6. Fosforilacidn de las proteinas presentes en las sub-

poblaciones cultivadas en presencia o ausencia de suero

Teniendo en cuenta los trabajos de Heldin y Westermark
(1984) acerca de la correlacidn entre fosforilacion de proteinas
especificas y la morfologia y proliferacidon celular, se iniciaron
experimentos para determinar la capacidad de incorporacidn de
32p_ortofosfato a proteinas en las subpoblaciones aisladas.

Las subpoblaciones aisladas se plaquearon a baja densidad
celular en presencia de suero. Se efectuaron dos ensayos de fos-
forilacidn por duplicado y cultivando las células en presencia o
ausencia de suero. En este Gltimo caso, luego de que las células
se adhirieron al sustrato de las placas de cultivo, se lavaron 2
veces con PBS-Ca2+/Mg2+ Yy se agregd el medio libre de suero. Al
cabo de 3 dias de cultivo, se efectud 1la marcacidn con
(32P)-ortofosfato, tal como se describid en materiales y métodos.

En la Tabla IV se presentan l1os resultados obtenidos.

Como puede observarse, la incorporacidn de precursor
radiactivo fue siempre mayor cuando las subpoblaciones se culti-
varon en ausencia de suero.

La incorporacidn de (32P)-ort0fosfato medida en la sub-
poblacidon E fue 4 veces mayor que la correspondiente a la sub-

poblacidn F <cuando 1las células se cultivaron en presencia de



87

Tabla 1V. Fosforilacidn de las subpoblaciones cultivadas en presencia

0 ausencia de suero

Incorporacidn de (32P)-ortofosfato
a proteinas_celulares
(10 cpm/10° c&lulas)
Subpoblaciones En ausencia de suero En presencia de suero
A 1,55+0,11 5,2040,15
B 1,43+40,06 3,98+0,14
C 1,25+0,13 3,30+0,23
D 0,91+0,18 1,50+0,18
E 1,86+0,12 5,75+0,10
F 0,42+0,04 0,84+0,18

Las subpoblaciones aisladas se cultivaron durante 3 dias en presencia
o ausencia de suero. La fosforilacidn se efectud tal como se descri-
bid en materiales y métodos.

En la tabla se presentan las incorporaciones de precursor radiactivo
medidas en los extractos celulares obtenidos en dos experimentos dis-
tintos, cada uno de los cuales se efectud por duplicado.
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suero., Dicha diferencia aumentd a casi 7 veces cuando los culti-

vos se efectuaron en ausencia de suero.
El orden decreciente de incorporacidon de (32P)-ortofosfato
se mantuvo en presencia o ausencia de suero y fue E>A>B>C>D>F.
Numerosos inconvenientes surgidos luego de <correr 1los
extractos celulares en geles de poliacrilamida impidieron efectuar
un andlisis de las proteinas especificamente fosforiladas en cada

una de las subpoblaciones.

A.3. Andlisis citogenético de la subpoblacidon E y de la linea

parental

Para demostrar que la subpoblacidon E diferia del resto de las
subpoblaciones en su estadio de diferenciacidn pero no en su ori-
gen clonal, se decidid efectuar un analisis citogenético de 1la
subpoblacidon E y de la 1inea celular MCF-7 completa. Dicho estudio
fue realizado por las Dras. Irma Slavutsky e Irene Larripa, per-
tenecientes a la Academia Nacional de Medicina, y arrojdo 1los
siguientes resultados:

- en ambas poblaciones celulares se obtuvo el mismo nimero de cro-

mosomas con un rango de 79 a 81;

+ +

- en ambas muestras se observaron los mismos marcadores: 5p°, 7p°,
10p*, 14q*, 15p*, 16q%, 17q%, 18q*, 20p*, 22p*, xq*, Ml y M2, 1a
mayoria de los cuales ya habian sido descriptos en estas células
por Whang-Peng y col. en 1983;

- en ambas muestras se observd la translocacidon 14; 20;

- en ambas poblaciones se observaron monosomias de 1os cromosomas

19 y 20.
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Estos resultados demuestran que la subpoblacidn E tiene 1la
misma composicidn genética que la 17nea celular parental,
descartandose asi 1la posibilidad de que dicha subpoblacidn
correspondiera a un clon de mayor capacidad proliferativa obtenido

en forma aislada.

A.4, Interacciones entre las subpoblaciones

A.4.1. Contribucidn de l1a subpoblacidn E al crecimiento de 1la

1Tnea celular MCF-7

A partir de las subpoblaciones aisladas y considerando 1la
contribuci6én de cada wuna de ellas a la 17nea parental, se
reconstituyd la poblacibn total de cé&lulas MCF-7, a las cuales se
denomind MCF-7 “reconstituidas"“. Por otro lado, se reconstituyd la
poblacidn de c&lulas MCF-7 omitiendo el aporte de la subpoblacidn
E. Esta poblacibn celular se denomind "MCF-7(-E)". Se plaquearon
8.10% c&lulas MCF-7 parentales, “MCF-7 reconstituidas" y
"MCF-7(-E)" en placas de plastico de cultivo de 35 mm y se compard
su crecimiento durante 6 dias en presencia de suero.

Las curvas de crecimiento celular obtenidas para cada una
de las poblaciones se presentan en la Fig. 10,

Tal como se esperaba, el crecimiento fue 4digual para 1la
poblacidon parental y para las c&lulas "MCF-7 reconstituidas”.

A las 48 horas, el crecimiento de las células "MCF-7(-E)"
correspondid al 60% del control y al cabo de 6 dias de cultivo fue
de apenas el 20%. El1 crecimiento de estas células se recuperd al
agregar al tercer dia de cultivo medio condicionado de 1la sub-

poblacidn E con medio fresco (1:1).
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Fig. 10: Curvas de crecimiento de las células MCF-7 parentales,
"MCF-7 reconstituidas” y "MCF-7 (-E)".

Las células "MCF-7 reconstituidas" se obtuvieron por
recomposicidon de la poblacidn celular total a partir de las sub-
poblaciones aisladas. La contribucidn de cada subpoblacidon fue la
misma que la correspondiente a la poblacidn parental.

Las células "MCF-7 (-E)" se obtuvieron al reconstituir la pobla-
cidon total a partir de las subpoblaciones aisladas pero omitiendo
el aporte de la subpoblacidn, E.

Se sembraron 8.10% c&lulas MCF-7 parentales, "MCF-7
reconstituidas" y "MCF-7 (-E)" y se cultivaron durante 6 dias en
presencia de suero. A 1los tiempos indicados, se efectud el
recuento celular por triplicado. La flecha indica el momento a
partir del <cual se agregd el medio condicionado por 1la sub-
poblacidn E.

e: MCF-7 parentales; A: “"MCF-7 reconstituidas"; m: "MCF-7
(-E)"; O: "MCF-7 (-E)" + medio condicionado de (E).
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Al dia 16 de cultivo, las c&lulas "MCF-7(-E)" se sometieron
a una centrifugacidon en gradientes de densidad de Percoll y pudo
comprobarse que mas del 85% de las células correspondia a las sub-
poblaciones D y F.

E1 cultivo de la poblacion "MCF-7(-E)" mantuvo su viabili-

dad durante 28 dias.

A.4.2. Efecto de los medios condicionados

A.4.2.1. Efecto de los medios condicionados sobre 1a proliferacidn

celular

A.4.2.1.1. Efecto de los medios condicionados sobre 1a prolifera-

cidon de 1a subpoblacidn E

Se colectaron los medios condicionados por las distin-
tas subpoblaciones cultivadas en presencia de suero y se ensayo su
efecto sobre el crecimiento de la subpoblacidn E.

La subpoblacidn E se plaqued a baja densidad celular en
presencia de suero. Se ensayaron 1los distintos medios <con-
dicionados diluidos al 50% con medio de cultivo fresco. Las curvas
de crecimiento obtenidas en cada caso se presentan en la Fig. 11.

El crecimiento de la subpoblacidén E resultd inhibido en
presencia de los medios condicionados por las distintas sub-
poblaciones, siendo el medio condicionado por la subpoblacidn F el
de mayor efecto inhibitorio.

Cuando se agregd el medio condicionado por la poblacidn
“MCF-7(-E)", el nlmero de células al cabo de 3 dias de cultivo
correspondid al 65% del control. E1 medio condicionado por 1la

poblacidn total de c&lulas MCF-7 no modificd el crecimiento de 1la
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Fig. 11: Efecto de los medios condicionados por las distintas sub-
pob]ac1ones sobre el crecimiento de la subpoblacidn E.

La subpoblacidn E se sembrd a razdn de 2.104
células/placa de cultivo de 35 mm. Los medios condicionados por
las subpoblaciones aisladas se ensayaron a una concentracidn del
50%, dado que se diluyeron 1:1 con medio de cultivo fresco. Los
resultados obtenidos corresponden a 2 experimentos distintos, cada

uno de los cuales se efectud por duplicado.
o: (E) + medio condicionado de (A); e: (E) + MC (B); O

(E) + MC (C); m: (E) + MC (D); &: (E) + MC (E); &: (E) + MC (F);
: (E) + D/F12/FBS; ©: (E) + MC (MCF-7 totales); ¢: (E) + MC
(MCF-7 (-E)).
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subpoblacidn E.

A.4.2.1.2, Efecto de los medios condicionados sobre la prolifera-

cidn de 1a subpoblacidn F

Se ensayd el efecto de los medios condicionados por las
distintas subpoblaciones cultivadas en presencia de suero sobre el
crecimiento de la subpoblacidn F. Se procedid tal como se descri-
bid anteriormente para la subpoblacidn E. Las correspondientes
curvas de crecimiento se presentan en la Fig. 12.

E1 medio condicionado por la subpoblacidn A incrementd
en un 26% el crecimiento de la subpoblacidn F. El efecto estimula-
torio fue mayor (md@s del 60% a las 48 horas) en presencia del
medio condicionado por 1la poblacidn total. Cuando se agregd el
medio condicionado por la subpoblacidn E, las células de la sub-
poblacidn F casi triplicaron su crecimiento.

Los medios condicionados por las subpoblaciones B, C y
D no modificaron significativamente el crecimiento de la sub-

poblacidn F.

A.4,2.2. Efecto de los medios condicionados sobre el crecimiento

independiente del anclaje

A.4.2.2,1, Efecto del medio condicionado por la subpoblacidn F

sobre el crecimiento independiente del anclaje de la subpoblacidn

E
La subpoblacidn E se cultivd en un medio semisdlido
(agar blando) en presencia o ausencia del medio condicionado por

la subpoblacidn F, cuya concentracidon final fue del 25%. Al cabo
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Fig. 12: Efecto de 1os medios condicionados por las distintas sub-
poblaciones aisladas sobre el crecimiento de 1a subpoblacidn F.

La subpoblacidn F se sembrd a razdn de 2.10% células/pla-
ca de cultivo de 35 mm. Los medios condicionados se ensayaron
diluidos al 50% con medio de cultivo fresco. A los tiempos indica-
dos, se procedid a efectuar el recuento celular. Los resultados
obtenidos corresponden al promedio de 2 experimentos distintos,
cada uno de los cuales se efectud por duplicado.

o: (F) + medio condicionado de (A); e: (F) + MC (B); O:
(F) + MC (C); m: (F) + MC (D); a: (F) + MC (E); a: (F) + MC (F);
Q: (F) + MC (MCF-7 totales);1k4 (F) + D/F-12/FBS.
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de 10 dias de cultivo se efectud el recuento del nimero y tamaio
de las colonias. La eficiencia clonogénica de la subpoblacidn E
fue de aproximadamente el 7% alin en presencia del medio con-
dicionado por la subpoblacidn F. No se modificd el tamafio de las
colonias, con mds de 3.000 células/colonia. Las colonias presen-
taron la misma morfologia en presencia o ausencia de dicho medio

condicionado (foto que acompafa a la Tabla I).

A.4.2.2.2, Efecto del medio condicionado por la subpoblacidn E

sobre el crecimiento independiente del anclaje de la subpoblacidn

I

Se procedid tal como se describid anteriormente para la
subpoblacidn E; estos ensayos se efectuaron por triplicado.

El medio condicionado por la subpoblacidon E, en una
concentracidon final del 25%, logrd que 1las células de la sub-
poblacidn F generaran colonias en agar blando con una eficiencia
clonogénica del 1% determinada al cabo de 14 dVas de cultivo. EIl
tamafio promedio fue de 800 células/colonia, tal como se aprecia en
la Fig. 13 II.

No obstante, el crecimiento de las colonias fue limi-
tado ya que se detuvo al dfa 19.

Las c&lulas de la subpoblacidn F cultivadas en presen-
cia de suero pero sin el aporte del medio condicionado por la sub-
poblacidon E crecieron hasta formar muy escasas colonias de 8-10
células que perdieron rapidamente su viabilidad (Fig. 13 I).

Dado que el agregado de EGF también logrd estimular el

crecimiento en agar blando de la subpoblacidn F (estos datos no se
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Fig. 13: Efecto del medio condicionado por la subpoblacidn E sobre
el crecimiento independiente del anclaje de la subpob]ac1on F.

La subgoblac1on F se sembrd a razdon de 104 células/placa
de cultivo de 35 mm en medio de cultivo conteniendo 0,4% de agar,
tal como se describe en la seccidon materiales y métodos. Los
ensayos se efectuaron por triplicado.

(I): Subpoblacidn F (control).

(II): Subpoblacidn F en presencia del medio condicionado
por la subpoblacidn E (concentracidn final: 25%).




muestran), podria considerarse la posibilidad de que el factor

responsable de la estimulacidon del crecimiento presente en el

medio condicionado por la subpoblacidn E fuera el TGF- X,
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B. CRECIMIENTO DE LAS CELULAS MCF-7 EN EL MEDIO LIBRE DE SUEROD

B.l. Requerimiento de factores de crecimiento

Las células de mama humana y de ratdn requieren EGF e insu-
lina para su 0Optimo crecimiento, tal como fue descripto por
Osborne y col. en 1981, Imagawa y col. en 1982 e Imai y col. en
1982. Sin embargo, cuando se ensayd el efecto de diversos factores
de crecimiento sobre las cé&lulas MCF-7 cultivadas en un medio
libre de suero, se observd que el requerimiento de dichos factores

dependia de la densidad celular.

B.l1l.1. Requerimiento de factores de crecimiento manifestado al

plaquear las células a baja densidad

Se ensayd el efecto de diversos factores de crecimiento
(insulina, EGF, trombina y transferrina) sobre las c€élulas MCF-7
plaqueadas a baja densidad celular (6.104 células por placa de
cultivo de 35 mm).

Las células se plaquearon durante 4 horas en presencia de
suero, se lavaron 2 veces con PBS y se cultivaron durante 3 dias
en el medio quimicamente definido (con el aporte de insulina como
Gnico factor regulatorio y necesario para la supervivencia de las
células, como se vera mas adelante) antes del agregado de los fac-
tores de crecimiento.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla V.

Puede observarse que el crecimiento de las células durante
los primeros 3 dias fue mayor en el medio quimicamente definido
que en presencia de suero., Dicha estimulacidn desaparecido al

quinto dia de cultivo.
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fact

ores de

crecimiento

de las células

MCF-7 cuando se plaquean a baja densidad celular

Factores de
crecimiento
agregados al
medio quimica-
mente definido

(MQD)

factores de crecimiento

Tiempo transcurrido luego del agregado de 1los

3 dias

5 dias

N° de c8lulas x10° %

N° de célulasx10®

MQD

(Dulbecco/F-12

(1:1)

+ 1 mg/ml BSA

+ 10 ug/ml insu
lina)

MQD + trombina
(2 u/ml)

MQD + EGF
(100 ngr/ml)

MQD + EGF+ trom
bina

(100 ugr/ml

+ 2 U/ml)

MQD + transfe-

rrina
(5 ugr/ml)

1,

2,

1,

2,

1,

35+0,18

38+0,27
99+0,13

65+0,22

20+0,15

100,0

176,3

147,4

196,3

88,8

4,46+0,12

4,45+0,11
4,86+0,35

4,7040,17

4,50+0,11

100,0

99,7

100,0

105,4

100,1

Dulbecco/F-12

(1:1)
+ 10% FBS
+ 10 ug/ml insu

1ina

0,

98+0,11

72,6

4,39+0,11

98,4

Las células
cultivo de
distintos,
Resultados

cuales 1las

35

simi

MCF-7

mm.

lares

de cultivo de 35 mm.

Los

se obtuvi

resultados
cada uno de los cuales se

eron en

otros

se plaquearon a razon de 6x104 células/placa
corresponden a
efectud por triplicado.

experimentos,

células se plaquearon a razon de 2-2,5x10%

de

3 experimentos

en los

células/placa
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Por otro lado, el agregado de trombina logrd estimular el
crecimiento de las células cultivadas en el medio quimicamente
definido pero dicho efecto desaparecid al quinto dia de cultivo,
al alcanzar las células una alta densidad.

El agregado de EGF estimuld en un 50% el crecimiento celu-
lar y su efecto se potencid con el agregado de trombina.

Las cé&lulas no manifestaron el requerimiento de trans-
ferrina ni alin a baja densidad celular; probablemente se deba a
que las células produzcan y secreten al medio algin factor con

actividad de sideroforo que pueda reemplazar a la transferrina.

B.1.2. Requerimiento de factores de crecimiento manifestado al

plaguear las c€lulas a alta densidad celular

En la Fig. 14 se presentan los resultados obtenidos al
ensayar el efecto de diversos factores de crecimiento (insulina,
EGF y trombina) sobre las c&lulas MCF-7 plaqueadas a alta densidad
celular (105 c8lulas/placa de cultivo de 35 mm),

Los simbolos cerrados corresponden a las c&lulas que se
plaquearon durante 4 horas en presencia de suero para permitir la
adherencia al sustrato de las placas de cultivo; se lavaron 2
veces con PBS y se agregd el medio de cultivo libre de suero
suplementado con los distintos factores de crecimiento. En este
caso, las células crecieron rdpidamente en presencia de insulina
como Unico factor de crecimiento regulatorio; no se manifestd el
requerimiento de EGF o trombina.

Por otro lado se repitid el experimento plaqueando 1las

células directamente sobre las placas de cultivo previamente recu-
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Fig. 14: Curvas de crecimiento de las c&lulas MCF-7 cultivadas en
presencia de suero o en el medio gquimicamente definido.

STmbolos cerrados: Las c&lulas se sembraron a razdn de
10° células/placa de cultivo de 35 mm en presencia de 10% de suero
fetal bovino y 10 ug/ml de insulina. AJ cabo de 4 horas, las
células se lavaron 3 veces con PBS -Caé*t/Mgé* y se agregaron
distintos factores de <crecimiento para suplementar el medio
Dulbecco/F-12 (1:1):Y: 10% FBS + 10 ug/ml insulina; e: 10 ug/ml
insulina; o: 10 ug/ml insulina + 50 ngr/ml EGF; ®: 10 ug/ml insu-
lina + 2 U/ml trombina; ¢: 10 ug/ml insulina + 50 ngr/ml! EGF + 2
U/ml trombina.

STmbolos abiertos: Luego de despegar 1las células del
pldstico de la botella de cultivo, la accibn de la tripsina se
detuvo con inhibidor de tripsina de soja. Las cé&lulas se lavaron
cyidadosamente con PBS, se resuspendieron en los distintos medios
de cultivo suplementados con 1los factores de crecimiento y se
sembraron a razdn de 10° células/placa de cultivo de 35 mm, pre-
viamente recubierta con coldgeno. Los sTmbolos corresponden a las
mismas condiciones de cultivo explicitadas en el pdrrafo anterior.
Los recuentos celulares corresponden a 3 experimentos distintos,
efectuados cada uno de ellos por triplicado. El medio de cultivo
se renovd cada 3 dias.
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biertas con colageno. En este caso, las células no estuvieron en
contacto con el suero dado que el efecto de la tripsina se detuvo
con inhibidor de tripsina de soja. En estas condiciones, las
células crecieron mas lentamente pero mantuvieron el requerimiento
de insulina sin ser estimuladas por el agregado de EGF o trombina,
tal como puede apreciarse en la Fig. 14 (simbolos abiertos).

Shibata y Taylor-Papadimitriou describieron en 1981 que las
células cultivadas en presencia de suero se adhieren con menor
cohesidon a las placas de cultivo. En nuestro caso, cuando las
células MCF-7 alcanzaron una alta densidad celular en presencia de
suero comenzaron a despegarse de la placa de cultivo a partir del
quinto dia, tal como se observa en la Fig. 14. Es por esta razon
que las células cultivadas en presencia de suero deben trip-
sinizarse y replaquearse frecuentemente.

Las células cultivadas en el medio quimicamente definido
siguieron creciendo aln a alta densidad. Su adhesidon a las placas
de cultivo fue mucho md3s firme y en el caso de las células pla-
queadas en presencia de coldgeno se requirid una mezcla de trip-

sina y colagenasa (1:1) para poder despegarlas.

B.2., Ultraestructura de las células MCF-7 cultivadas en el medio

quimicamente definido

Al cabo de 16-20 horas de cultivo en el medio quimicamente
definido, las c&lulas cambiaron su morfologia epitelioide
adquiriendo un aspecto "ahusado" de célula menos diferenciada, tal
como puede apreciarse en la Fig. 15b. Este cambio morfoldgico se

revirtid rdpidamente en presencia de suero (Fig. 15a).



103

Fig. 15: Morfolog7a de las c&lulas MCF-7 cultivadas en presencia o
ausencia de suero.

A: en presencia de 10% de suero fetal bovino; B: en el
medio quimicamente definido, con el aporte de insulina como Unico
factor de crecimiento regulatorio.
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Se analizd el origen epitelial de las células MCF-7 cultiva-

das en presencia de suero y en el medio quimicamente definido.

B.2.1, Microscopia electrdnica de las c&lulas MCF-7 cultivadas en

presencia 0 ausencia de suero

Este andlisis fue efectuado gracias a la valiosa colabora-
cidn de Silvana Ragone y de la Dra. Beatriz Molinari pertenecien-
tes a la Comisidn Nacional de Energia Atdmica.

E1l andlisis de la ultraestructura de las células cultivadas
en presencia o ausencia de suero reveld la existencia de uniones
estrechas, desmosomas y tonofilamentos. Sin embargo, las células
cultivadas en el medio quimicamente definido se caracterizaron por
la existencia de un complejo de Golgi muy desarrollado con la pre-
sencia de sdculos distendidos distribuidos en los polos y alrede-
dor del nicleo celular (Fig. 16A). Por el contrario, las células
cultivadas en presencia de suero no presentaron complejo de Golgi
desarrollado; se detectaron escasos tonofilamentos y numerosas
microvellosidades (Fig. 16B).

En ciertas regiones de las células cultivadas en el medio
quimicamente definido se detectaron "coated pits" y "vesiculas
recubiertas", indicando un probable rol en la funcidn secretoria

de estas células (Fig. 16C).

B.2.2. Determinacidn de gqueratinas

En base a los cambios morfoldgicos experimentados por las
células en el medio quimicamente definido, se decidid analizar 1la
expresidon de citoqueratinas.

Luego de separar las proteinas celulares en un gel al 12,5%
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'Fig. 16: Microscopia electrdnica de las células MCF-7.

(A) Células cultivadas en el medio quimicamente definido.

Estas células estdan caracterizadas por la presencia de un
complejo de Golgi altamente desarrollado que ocupa una zona polar
(el complejo de Golgi se indica con una flecha). Es notable 1la
presencia de dictiosomas distendidos y vesiculas que conforman 1la
region del Golgi.

(B) Ceélulas cultivadas en presencia de suero. En esta
condicion de cultivo es evidente la ausencia de complejo de Golgi,
escasos tonofilamentos y abundantes microvellosidades. Barra: 1 u.

(C) C&lulas cultivadas en el medio quimicamente definido.
La membrana plasmatica presenta microfilamentos y "coated pits",
indicados con la flecha. Barra: 0,25 u.
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de acrilamida en presencia de SDS, se transfirieron a un filtro de
nitrocelulosa. Las queratinas se identificaron por la té&cnica de
la inmunoperoxidasa, utilizando un anticuerpo policlonal de conejo
antiqueratinas humanas. El revelado del Western blot no permitid
detectar diferencias en las queratinas de las células cultivadas
en presencia o ausencia de suero (Fig. 17.1).

Cuando la técnica inmunocitoquimica se empled sobre las
células fijadas, si bien se obtuvo una reaccidn intensa tanto para
las células cultivadas en presencia de suero como en el medio
quimicamente definido, la distribucidn topoldgica de 1las cito-
queratinas fue distinta. En la Fig. 17.I1 se puede apreciar que
las células cultivadas en el medio quimicamente definido presen-
taron un anillo perinuclear mientras que la distribucidn en las
células <cultivadas en presencia de suero asemeja a wuna red

fibrillar.

B.3. Andlisis de las protefnas marcadas con i35§l-metionina

B.3.1. Andlisis de las protefnas celulares

E1l andlisis de 1las proteinas <celulares marcadas con
(355)-metionina corridas en una electroforesis de geles bidimen-
sionales permitid observar las siguientes diferencias: a) cuando
se compararon las proteinas celulares de las células cultivadas en
presencia o ausencia de suero, se detectaron cambios en las inten-
sidades de las manchas inducidas en la placa fotografica debidos a
variaciones en la radioactividad incorporada a proteinas. Estas
diferencias se indican en la Fig. 18A y B, con los simbolos

abiertos; b) aparicidn de manchas que se manifestaron en una de
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Fige 17: Citoqueratinas reveladas por la técnica de la inmuno-

peroxidasa con anticuerpos de conejo dirigidos confra queratinas
humanas. ——

. Los detalles experimentales se describen en la seccidn
materiales y métodos.

I Revelado del Western blot.

Revelado de la técnica inmunocitoquimica.

Celulas cultivadas en presencia de suero.

Células cultivadas en el medio quimicamente definido.

e T o |
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Fig. 18: Electroforesis en geles bidimensionales de proteinas
celulares marcadas con (°°S)-metionina.

. Los detalles experimentales se explicitan en la seccidn
materiales y métodos.

(A) Células cultivadas en presencia de suero.
(B) Células cultivadas en el medio quimicamente definido.
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las dos condiciones de cultivo; se indican con simbolos cerrados

en la Fig. 18A y B.

B.3.2. Andlisis de las proteinas liberadas al medio de cultivo

Las células cultivadas durante 3 dias en el medio quimica-
mente definido incrementaron en un 50-60% la incorporacidn de
(355)-metionina a las proteinas liberadas al medio de cultivo, tal
como se observa en la Tabla VI.

Las proteinas secretadas al medio de cultivo se corrieron
en un gel de acrilamida al 10% en presencia de SDS. El andlisis de
la autoradiografia reveld la existencia de una proteina de 56.000

daltons presente sdlo en el medio quimicamente definido (Fig. 19).

B.4. Andlisis de los medios condicionados obtenidos a partir de

las células cultivadas en presencia de suero o en el medio

quimicamente definido

Se ensayd el efecto de dichos medios condicionados sobre la
1inea celular CHEF/18 de fibroblastos diploides de embridn de
hamster que presentan la caracteristica de poder ser diferenciados
“in vitro" a preadipocitos, adipocitos, mioblastos y condrocitos,
tal como fue descripto por Sager y Kovak en 1982, Las diferencias
cuali y cuantitativas observadas en las proteinas liberadas al
medio por las células cultivadas en presencia o ausencia de suero
se reflejaron al agregar los medios condicionados a cultivos de
células CHEF/18 en crecimiento exponencial.

E1 medio condicionado de las cé&lulas MCF-7 cultivadas en pre-

sencia de suero estimuld el crecimiento de las células CHEF/18
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Tabla VI. Sintesis de proteinas en las cé&lulas MCF-7 cultivadas en

presencia de suero o en el medio quimicamente definido du-

rante 3 dias

Incorporacion de
Incorporacidn de (35s)-metionina
(355)-metionina a las proteinas
Condiciones a proteinas intra liberadas al medio
de cultivo celulares (A) de cultivo (B)
cpmx1073/105 c&lulas cprnx10-3/10% c&lulas | %B/A
En presencia
de suero 1,86 1,74 0,94
(Dulbecco/
F-12/FBS)
Medio quimi-
camente de-
finido 1,68 2,29 1,36
(Dulbecco/
F-12/BSA)

Las células se marcaron con (358)-metionina (100 uCi/ml1) durante 3
horas. La incorporacidon de material radiactivo medida se normalizd
por el niimero de <células presentes en cada placa de cultivo. Los
resultados <corresponden al promedio de 2 experimentos, cada uno de
1os cuales se efectud por triplicado.
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Fig. 19: Autorradiografia del gel monodimegsional de protefnas
secrefadas al medio de cultivo marcadas con (°’S)-metionina.

Se sembrd igual cantidad de proteinas radiactivas_en las
2 condiciones analizadas. E1 gel se expuso durante 5 dias. La

flecha indica la posicidon de la proteina de 56.000 daltons, pre-
sente s6lo cuando se cultivan las células en el medio quimicamente
definido.
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durante las primeras 48 horas (Tabla VII) pero luego indujo 1la

aparicidn de 17pidos que se tifieron con el colorante oil red 0; el
crecimiento se detuvo antes de que las células alcanzaran
confluencia. Al cabo de 20 dias de cultivo en presencia de dicho
medio condicionado, las células se diferenciaron a adipocitos, tal
como se observa en la Fig. 20B.

El medio condicionado de las células MCF-7 cultivadas en el
medio quimicamente definido inhibid, al cabo de 4 dias de cultivo,
un 50% el crecimiento de las cé&lulas CHEF/18 (Tabla VII) pero no
indujo la aparicidn de 1ipidos (Fig. 20C). Esta observacidn coin-
cide con la descripta por Sager y Kovak quienes demostraron en
1982 que el agregado de insulina como Gnico factor no es capaz de

inducir la diferenciacidn terminal de las células CHEF/18.

B.5. Crecimiento independiente del anclaje

Las células MCF-7 cultivadas en presencia de suero o en el
medio quimicamente definido se sometieron a un ensayo clonogénico
en agar blando.

En la Tabla VIII se presentan los resultados obtenidos.

Las células cultivadas durante 20 dias en el medio quimica-
mente definido presentaron una eficiencia clonogénica del 16 al
20%. Estas c&lulas originaron colonias conteniendo aproximadamente
8.000 células al cabo de 10 dfas de cultivo (Fig. 21A y B).

Las células cultivadas en presencia de suero detuvieron su
crecimiento luego de 2-3 divisiones y dieron colonias de menos de
10 células que al décimo dia de cultivo perdieron su viabilidad

(Fige 21, inserto C). En cuanto a las células cultivadas durante
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Tabla VII. Efecto de 1los medios condicionados de las células MCF-7

cultivadas en presencia o ausencia de suero sobre el cre-

cimiento de la 1inea celular CHEF/18

Tiempo transcurrido luego del agregado

Condiciones de los medios condicionados (horas)
48 96

5% FBS (2,87+0,13)x10% (2,35+0,17)x10°
2,5% FBS (2,50+0,21)x10% ‘ (1,8040,31)x103
5% FBS + MQD (1:1) (2,67+0,14)x10% (2,29+0,07)x10°
5% FBS + MC (FBS) (3,70+0,32)x104 (7,87+0,35)x10%
5% FBS + MC (MQD) (2,34+0,26)x10% (1,2240,09)x10°

Las células CHEF/18 se p]aguearon a razdn de 104 células/placa de
cultivo de 35 mm. E1 medio condicionado se ensayd a una concentracion

del 50% (Dulbecco + 10% FBS + MC (1:1)). Los resultados presentados
corresponden a dos experimentos distintos, cada uno de los cuales se

efectud por triplicado.
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Fig. 20: Diferenciacidn de las cé&lulas CHEF/18 mediada por el

medio condicionado de las células MCF-7 cuitivadas en presencia de
SuUero.

gA) Células CHEF/18 con morfologia de preadipocitos,
luego de dias de cultivo en presencia del medio condicionado por

las células MCF-7 en presencia de suero.

(B) Células CHEF/18 con morfologia de adipocitos, luego
de 20 dias de cultivo en presencia del medio condicionado por 1las
células MCF-7 en presencia de suero.

(C) Células CHEF/18 tratadas durante 15 dias con el medio
condicionado por las células MCF-7 en ausencia de suero. Las
células presentan distinta morfologia que las células no tratadas
(controles, no presentados aqui) a pesar de que no se detectan
caracteristicas de diferenciacion.
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Tabla VIII. Crecimiento independiente del anclaje de las células

MCF-7 cultivadas en el medio libre de suero

Condiciones de cultivo Nimero de colonias/placa de cultivo de 35 mm
10 células 30 células 300 células

En presencia de suero 2 -

MQD (10 dias) - 250

MQD (> 20 dias) - 825 786

Se sembraron 104 células en medio de cultivo conteniendo agar, a una
concentracion final de 0,4%. Las colonias se contaron al cabo de 10
dias de cultivo, procediéndose tal como se describid en materiales y
métodos. Los valores corresponden al promedio de 3 experimentos, cada
uno de los cuales se efectud por triplicado. En el caso del medio
quimicamente definido (MQD), 10 y > 20 dias corresponden a los dias de
cultivo de las <células en el medio libre de suero antes de some-
terlas al ensayo clonogénico.
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Fig. 21: Crecimiento independiente del anclaje de las células
MCF'70

Las células MCF-7 se cultivaron durante 20 dias en el
medio quimicamente definido antes de someterlas al ensayo clo-

nogénico en agar blando. Los detalles experimentales se explicitan
en la seccidn materiales y métodos.

) (A) Crecimiento en el medio quimicamente definido (40
X

- jB) Tamafio comparativo de una colonia creciendo en el
medio quimicamente definido en relacidon al de una colonia cre-
ciendo en presencia de suero (inserto C).

(C) Tamafo de una colonia creciendo en presencia de suero
(100 X).
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10 dias en el medio quimicamente definido, su eficiencia clo-
nogénica fue de (2,55+0,06)%. Dado que a los 10 dias de cultivo en
ausencia de suero las células manifestaron su requerimiento hor-
monal (tal como se explica en la seccidn D.2.1.), se decidid efec-
tuar el ensayo clonogénico en presencia de 10-10 n estradiol. En
estas condiciones se verificd un incremento del 80% en la capaci-
dad de generar colonias en agar blando (eficiencia clonogénica =
(4,6340,11)%) pero no se modificd el tamafio de las colonias (£30

células/colonia).

B.6. Distribucidon de las c&lulas en gradientes de densidad de

Percoll

Se sometieron las células cultivadas en presencia de suero o
en el medio quimicamente definido a una centrifugaci6n en gradien-
tes de densidad de Percoll. La distribucidn de las células en el
gradiente se presenta en la Tabla IX.

En el medio quimicamente definido se verificd un incremento
en la contribucidon de las subpoblaciones A y B a expensas de una
disminucion en el aporte de las subpoblaciones D y F mientras que
no se modificaron las subpoblaciones C y E. Los cambios descriptos
se acentuaron a medida que transcurrieron los dias de cultivo en

el medio quimicamente definido.

B.7. Expresion de marcadores celulares

B.7.1. Expresidn de antigeno carcinoembrionario (CEA)

Se utilizd la técnica inmunocitoquimica para analizar 1la

expresidn y distribucidn del antigeno carcinoembrionario en las
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Tabla IX. Distribucidn de las c&lulas MCF-7 en gradientes de densidad
de Percoll

Condiciones de cultivo

En presencia En el medio quimicamente definido
de suero (dias)
Subpoblaciones 3 7 10 19

% (%) (%) (%) (%)

A 17,0 19,3 20,8 20,0 24,6

B 21,7 24,5 25,2 26,8 28,8

c 30,0 29,0 29,2 33,0 30,3

D 4,5 4,2 3,9 3,3 3,4

E 5,8 5,7 5,3 5,5 5,4

F 21,0 17,3 15,6 11,4 7,5

Las <c&lulas MCF-7 en crecimiento exponencial_se sembraron en un gra-
diente de densidad de Percoll a razdn de 3x100 células/tubo, tal como
se describe en materiales y métodos.

Los resultados obtenidos corresponden al promedio de 2 experimentos.
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células cultivadas en presencia o ausencia de suero.

Se ensayd sobre células en crecimiento exponencial y pla-
queadas a la misma densidad dado que Kufe y col. demostraron en
1983 que la expresidon del CEA en células MCF-7 depende del ciclo
celular.

En la Fig. 22 puede apreciarse que la distribucidn del CEA
fue difusa cuando las células se cultivaron en presencia de suero.
En cambio, en las células cultivadas en el medio quimicamente
definido, el CEA se concentrd en un "casquete" prdximo al nilcleo

celular.

B.7.2. Expresidn de la proteina p2l codificada por el oncogen ras

En la Fig. 23 (A y B) se presentan los resultados obtenidos
luego de determinar 1a expresidn de la proteina p2l por la té&cnica
inmunocitoquimica.

Las células cultivadas en presencia de suero dieron wuna
reaccidn intensa; las c&lulas cultivadas en el medio quimicamente
definido, por el contrario, presentaron un bajo grado de positivi-

dad, con una distribucidn difusa de la proteina p2l.

B.7.3. Expresidn de receptores estrogénicos (RE)

Los resultados correspondientes a 1a determinacidn del con-
tenido de receptores estrog&nicos por la técnica immunocitoquimica
se presentan en la Figura 23 (C y D). Se detectaron 2 niveles de
positividad: intenso (s) y débil (w).

El contenido de RE se incrementd en las células cultivadas

durante 10 dfas en ausencia de suero, principalmente a expensas de
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Fig. 22: Expresidn de antigeno carcinoembrionario, revelado por la
técnica inmunocitoquimica.

Se procedid tal como se describe en la seccidn materiales
y métodos.

gA; Células cultivadas en presencia de suero.
B

Células cultivadas en el medio quimicamente definido
(X 560).




121

Fig. 23: Determinacibn de la proteina p2l, codificada por el gen

ras (A y B) y receptores estrogénicos (C y D) en células MCF-7.

A y C: células cultivadas en presencia de suero.

B y D: células cultivadas en el medio quimicamente defi-
nido durante 10 dias.

Las flechas indican células intensamente (S) y débilmente
(W) tefiidas (X 360).
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las c&lulas que daban una tincidn intensa (Tabla X). Dicho incre-
mento fue transiente dado que desaparecid al cultivar las cé&lulas
durante un tiempo mayor o menor a 10 dias en el medio quimicamente
definido; en estos casos, el contenido de RE se mantuvo como en

las células cultivadas en presencia de suero.
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Tabla X. Expresidn de receptores estrogénicos en células MCF-7 culti-

vadas en presencia o ausencia de suero

en medio quimica-

% de células RE-positivas | en presencia de suero mente definido
débilmente tefiidas (W) 27 56
intensamente tefiidas (S) 5 22
W+ S 32 78

Los valores obtenidos <corresponden al promedio de 2 experimentos
distintos, cada uno de los cuales se efectud por duplicado.

Las células MCF-7 se cultivaron durante 10 dias en el medio libre de
suero antes de someterlas a este andlisis.
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C. Efecto de moduladores de l1a diferenciacidn

Se ensayd el efecto de moduladores de la diferenciacifn (13-cis
retinal, dimetilsulfdxido y butirato de sodio) sobre las cé&lulas

MCF-7 cultivadas en presencia o ausencia de suero.

C.l1. 13-cis retinal

C.l.1. Efecto del 13-cis retinal sobre la proliferacidon celular

Se ensayd el efecto de este derivado de la vitamina A sobre
la proliferacidon de células cultivadas en presencia de suero o en
el medio quimicamente definido. Las curvas de crecimiento celular
en presencia de distintas dosis de 13-cis retinal se muestran en
la Fig. 24 (A y B). Paralelamente, se hizo un control cultivando
las células en presencia de dimetilsulfdxido para descartar que el
efecto del retinal se debiera en parte al DMSO usado como
diluyente. Los resultados obtenidos demostraron que 0,1% DMSO no
ejerce ningin efecto sobre el crecimiento celular. La mayor esti-
mulacidn del crecimiento celular se verificd a concentraciones
10°8-107 M de 13-cis retinal y se manifestd a partir de las 24
horas de cultivo. Cuando la concentracidn empleada fue del orden
de 10-® M, hubo una inhibicidn del crecimiento celular que se
manifestd hasta el tercer dia de cultivo; a partir de entonces, y
a pesar del agregado de 105 M de 13-cis retinal en cada cambio de
medio de cultivo (efectuado cada 3 dias), las células se recu-
peraron y crecieron con la misma velocidad que los controles.

Concentraciones de 13-cis retinal mayores de 1076 M
resultaron ser tdoxicas en todas las experiencias efectuadas.

Cuando se utilizd el acido retinoico en lugar del 13-cis
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Fig. 24: Efecto del 13-cis retinal sobre el crecimiento de las
células MCF-7.

Las cé&lulas se sembraron a razén de 8.10% células/placa

de cultivo de 35 mm. Se ensayaron distintas concentraciones de
13-cis retinal durante 10 dfias. Los resultados obtenidos

corresponden al promedio de 6 experimentos distintos, cada uno de

los cuales se efectud por triplicado.

(A) Células cultivadas en presencia de 10% de suero fetal
bovino.

(B) C&lulas cultivadas en el medio quimicamente definido.

e: controles; A: O0,1% DMSO; O: 10°® M retinal; m:
5x10=7 M retinal; o: 1077 M retinal; a: 10°8 M retinal.
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retinal se obtuvieron los mismos resultados.

Se ensayd el efecto del 13-cis retinal en otras 1l7neas
celulares de tumor de mama humano, como T-47D clon 11 (de origen
metastasico, obtenida por Keydar y col. en 1979 y tambi&n como
MCF-7, sensible a estrdgenos) y Hs-578 T, estrdgeno-independiente
(derivada de un carcinosarcoma mamario y obtenida por Hackett y
col. en 1977), habiéndose obtenido similares resultados.

También se reprodujeron los resultados obtenidos cuando el
13-cis retinal se prepard diluido en etanol. Las c&lulas tratadas
con O0,1% etanol no variaron su velocidad de <crecimiento con
respecto al control,

Debo agregar también que el reemplazo de suero fetal bovino
por suero de caballo no modificd el efecto inducido por el 13-cis

retinal en las 1ineas celulares estudiadas.

C.1.2. Efecto del 13-cis retinal sobre la sintesis de proteinas

celulares y liberadas al medio de cultivo

En la Tabla XI se muestra el efecto del 13-cis retinal
sobre la incorporacidn de (355)-Met a proteinas y sobre el con-
tenido proteico de células cultivadas en presencia de 10% de suero
fetal bovino.

E1 tratamiento de las células con 10°8 M de 13-cis retinal
durante 3 dias produjo una leve inhibicidn de la incorporacidn de
(355)-metionina a las proteinas celulares y a las proteinas
liberadas al medio de cultivo. Luego de 15 dias de tratamiento se
verificd un incremento del 50-60% tanto en la incorporacidn de

precursor radioactivo como en el contenido de proteinas intracelu-
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lares (de localizacidn citoplasmatica y nuclear). Las proteinas
liberadas al medio de cultivo sufrieron una leve inhibicidn.

E1 tratamiento crdonico de 1las c&lulas durante 60 dias
mostrd una diferencia notable: el contenido proteico de la frac-
cion soluble fue similar al del control pero fue en la fraccidn
nuclear donde se produjeron los cambios mds importantes, con un
incremento de casi 3 veces en el contenido de proteinas y en la
incorporacidn de precursor radioactivo. En cuanto a las proteinas
liberadas al medio de cultivo, se produjo un incremento del 40%.

Estos efectos se modificaron mas dramaticamente luego de 4
meses de tratamiento de las cé&lulas; se duplicd la incorporacidn
de (353)-metionina a la fraccidon soluble y se cuadruplicd en 1a
fraccidon nuclear; estos cambios se acompafaron de un incremento de
la masa proteica (167% para la fraccidn soluble; 381% para la
nuclear).

Para descartar que el efecto del 13-cis-retinal sobre 1la
incorporacidon de (355)-metion1na a proteinas se debiera a una
alteracidon en el transporte de precursor radioactivo, se efectud
una cinética para medir 1la incorporacidn de radiactividad al
material soluble en presencia de TCA. Los resultados obtenidos se
graficaron y se presentan en la Fig. 25. En esta figura se
demuestra que el incremento en la incorporacidon de (355)-metionina
a fracciones insolubles en presencia de TCA observado en 1las
células tratadas con 13-cis retinal, no se debid a un aumento del
transporte del aminodcido marcado. Por el contrario, luego de una
incubacidon de 60 minutos, fue mayor la radiactividad en la frac-

cion soluble en presencia de TCA medida en los controles con
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Fig. 25: Incorporacidn de (355)-metionina al material soluble en
presencia de TCA en células MUF-7 controles y cronicamente tra-

tadas con 13-cis retinal.

Las c&lulas _se sembraron en placas de cultivo de 35 mm,
tal como se describid para la determinacidn de la sintesis de

proteinas. La incorporacidn de precursor radioactivo al material
soluble en presencia de TCA se efectud tal como fue descripto en

la seccidon materiales y métodos.
Los valores graficados corresponden a 6 experimentos

distintos, cada uno de los cuales se efectud por triplicado.
e: controles; m: células cronicamente tratadas con 13-cis

retinal 10-8 M(durante 110-120 dias).
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respecto a las células cronicamente tratadas con 13-cis retinal.
E1 andlisis de l1os geles no reveld cambios cualitativos en
las células tratadas con 13-cis retinal. S6lo cuando se corrieron
las proteinas nucleares de las células tratadas durante 15 dias
con retinal se observd la aparicidn de una proteina de 32.000
daltons de peso molecular que no se encontrd en las cé&lulas no
tratadas. No se continud con el andlisis de esta proteina ya que
no siempre los geles dieron resultados reproducibles respecto a su

presencia.

C.1.3. Efecto del 13-cis retinal sobre el crecimiento indepen-

diente del anclaje

Cuando las células cronicamente tratadas con 13-cis retinal
se cultivaron en un medio semis6lido (agar blando) en presencia de
suero fetal bovino, aproximadamente un 20-30% de las cé&lulas fue
capaz de dar macrocolonias de c@lulas, viables aln después de 14
dias de cultivo en esas condiciones. Los controles de células no
tratadas, por el contrario, fueron incapaces de dar colonias en
ese medio, como ya se describid anteriormente.

En la Fig. 26 se muestra un ejemplo del tipo de colonias

que indujo el 13-cis retinal en agar blando.

C.1.4, Efecto del 13-cis retinal sobre la distribucidn de 1las

células en gradientes de densidad
El tratamiento de las células con 10-8 M de 13-cis retinal
en presencia de suero fetal bovino indujo modificaciones en 1la

contribucidn de las distintas subpoblaciones, tal como se muestra



131

Fig. 26: Crecimiento independiente del anclaje de cé&lulas MCF-7
cronicCamente tratadas con 13-ci1s retinal. ;

8 Las células MCF-7 se trataron con 13-cis retinal
10°® M durante 60 dias antes de someterlas al ensayo clonogénico
en agar blando, tal como se describe en la seccidon materiales y

métodos.
La fotografia muestra una colonia de mads de 0,5 mm? (X

100).
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en la Tabla XII.

Ya a los 4 dias de cultivo, se observd una disminucidn en
el porcentaje de las subpoblaciones C y F, a expensas de un incre-
mento en las subpoblaciones con menor grado de diferenciacidn (A y
B). Este efecto se acentud a medida que transcurria el tratamiento
con 13-cis retinal y fue mdximo a los 120 dias. En ese momento, se
alcanz® la mayor contribucidn de las subpoblaciones A y B a expen-
sas de la disminucidn de las subpoblaciones C, D y F. La contribu-
cion de la subpoblacidon de células ‘“"stem" (E) permanecid

invariable,

C.1.5. Efecto del 13-cis retinal sobre las subpoblaciones aisladas

Para comprobar que el 13-cis retinal actuaba como modulador
negativo de la diferenciacidon, se decidid probar su efecto sobre
las subpoblaciones con menor grado de diferenciacidon (A,B,E).

En la Fig. 27 (a y b) se observan los perfiles de los gra-
dientes obtenidos luego de 7 dias de cultivo de la subpoblacidn A
en ausencia o en presencia de 10-8 M de 13-cis retinal.

Al cabo de 7 dias, el 13-cis retinal detuvo la diferen-
ciacidn de la subpoblacidn A; el 65% de las c&lulas quedd como A,
el 28% como B y el porcentaje restante se distribuyd entre C, D y
F. Para el control no tratado, s6lo el 17% se conservd como A.

Cuando el tratamiento de las c&lulas se prolongd durante 47
d7as, aproximadamente el 70% de las células quedd como A mientras
que las células no tratadas terminaron en la subpoblacidn F.

Resultados similares se obtuvieron para las subpoblaciones

By E. En el primer caso, el tratamiento de las c&lulas durante 7
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del 13-cis retinal sobre

la

distribucidn de

las células MCF-7 en gradientes de densidad

Dias de tratamiento

Subpoblacidn
(%)
0 4 26 68 120

A 16,0 20,0 20,0 24,0 20,0
B 23,0 24,7 25,4 28,9 35,0
C 33,5 30,0 31,6 27,8 32,0
D 4,5 4,5 4,7 3,4 2,5
E 5,8 5,8 5,9 5,7 6,0
F 17,2 15,0 12,4 10,2 4,5

Las células fueron tratadas con

distintos tiempos.

gacidn en gradientes de densidad, tal

y métodos.

Segin se indica, fueron sometidas a una
como se describe en

10-8 M de 13-cis retinal durante

centrifu-
materiales
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Fig. 27: Efecto del 13-cis retinal sobre las subpoblaciones A, B y

E Sl

Las subpoblaciones A y B se trataron con 13-cis retinal

10°8 M durante 7 d7as y se sometieron a una centrifugacidn en gra-
dientes de densidad de Percoll. Para la subpoblacidn E, el trata-

miento con 13-cis retinal 10°° M se pro]on?é durante 47 dias.
(a),(c),(e): Células no tratadas (controles).

(b),(d),(f): Cé&lulas tratadas con 13-cis retinal 10-% M,
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dias detuvo la generacidn de subpoblaciones con mayor grado de
diferenciacion, quedando el 84% de las cé&lulas como B. El control
no tratado generd C, Dy F y sO0lo el 16% de las células permanecid
como B (Fig. 27 ¢ y d).

E1 tratamiento de la subpoblacidn E durante 47 dias provocd
un notable incremento en la contribucidn de las subpoblaciones A y
B al total (78% versus 38% en el control) a expensas de la dismi-
nucidn del aporte de las subpoblaciones C, D y F (14% versus 56%
en el control). En las células tratadas con retinal hubo un 8% de
E mientras que en el control disminuyd al 5,8% (Fig. 27 e y f).

Estos resultados demuestran que 10°8 M de 13-cis retinal
actlia en estas células como modulador negativo de la diferen-

ciacifn.

C.2. Dimetilsulfdxido

C.2.1. Efecto del dimetilsulfdoxido sobre 1a proliferacidn celular

Se ensayd el efecto de distintas dosis de DMSO sobre 1la
proliferacion de las células cultivadas en presencia de suero.

Las correspondientes curvas de crecimiento <celular se
muestran en la Fig. 28. Se puede apreciar que 0,1% DMSO no ejercid
ninglin efecto sobre el crecimiento, tal como se habTa comprobado
anteriormente cuando se utilizd esta dosis como control en 1las
curvas del 13-cis retinal (Fig. 24A).

Una concentracidn del 0,5% produjo una inhibicidon del 50%
del crecimiento celular que se manifestd ya a las 24 horas de tra-
tamiento.

Cuando la dosis ensayada fue del 2%, hubo una inhibicion
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Fig. 28: Efecto del DMSO sobre el crecimiento de las células MCF-7.

Las c€lulas MCF-7 se sembraron a razdn de 8.104 células/
placa de cultivo de 35 mm y se cultivaron durante 4 dias en pre-
sencia de distintas concentraciones de DMSO. Cada 24 horas se

efectud el recuento celular por triplicado.
e: control; Ao: 0,1% DMSO; m: 0,5% DMSO; o: 2% DMSO.

En el inserto de la figura se observa la morfologia que
adquirieron las células luego de 48 hs de tratamiento con 0,5% de

DMSO.
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del 50% del crecimiento celular durante las primeras 48 horas; a
partir de entonces se detuvo el crecimiento.

En el inserto de la Fig. 28 puede observarse la morfologia
que presentaron las células tratadas con 0,5% DMSO durante 48
horas. Las c&lulas se redondearon y adquirieron un aspecto mas
pequefio y mas oscuro que las células no tratadas.

Estos cambios morfoldgicos fueron irreversibles; las célu-
las perdieron su viabilidad y se colorearon con el colorante azul
tripan.

A partir de las curvas de crecimiento obtenidas, se decidi®d
elegir la concentracidon de 0,5% DMSO para los sucesivos experimen-

tos.

C.2.2. Efecto del DMSO sobre la diferenciacidn celular

Para comprobar que el DMSO actuaba como inductor de 1a
diferenciacidon en estas células, se sometieron las células trata-
das durante 4 dias con 0,5% DMSO a una centrifugacidn en gradien-
tes de densidad de Percoll. La Tabla XIII muestra los resultados
obtenidos para las células tratadas y para un control de cé&lulas
MCF-7, sin tratar,

El efecto del tratamiento con 0,5% DMSO durante 4 dias fue
notable: la distribucidn de las células en el gradiente sufrid
alteraciones, con un importante enriquecimiento en las sub-
poblaciones m3s diferenciadas (D y F) a expensas de la disminucidn
de las subpoblaciones con mayor capacidad proliferativa. La sub-
poblacidn de cé&lulas “"stem" (E) no resultd afectada por este tra-

tamiento.
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Tabla XIII. Efecto del dimetilsulfdxido sobre la diferenciacidn de

las células MCF-7

Células
Subpoblacidn
(%)
Control Tratadas
A 15,5 4,4
B 23,0 9,0
C 33,5 14,0
D 4,2 17,0
E 5,8 5,5
F 18,0 50,1
-

Las <células cultivadas en presencia de suero fueron tratadas durante
4 dias con 0,5% DMSO. Se sometieron a una centrifugacidn en gradien-
tes de densidad, tal como se describe en materiales y métodos.
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Estos resultados demuestran que el DMSO ejerce un efecto

inductor de la diferenciacidn en las c&lulas MCF-7.

C.3. Butirato de sodio

C.3.1, Efecto del butirato de sodio sobre 1a proliferacidon celular

Se ensayd el efecto de distintas concentraciones de
butirato de sodio sobre la proliferacidon de las c&lulas cultivadas
en presencia de 10% de suero fetal bovino o en el medio quimica-
mente definido. Las correspondientes curvas de crecimiento celular
se presentan en la Fig. 29 (a y b).

En presencia de suero, concentraciones de butirato de sodio
de 1 y 2 mM resultaron inhibitorias del crecimiento celular (65% y
73%, respectivamente, al 3° dia de cultivo) mientras que con-
centraciones de 3 y 4 mM tuvieron efectos tdxicos; quedaron el 18
y 11%, respectivamente, de las células presentes en el control al
cabo de 3 dias de cultivo.

En el medio quimicamente definido, las células fueron mds
sensibles al efecto del butirato de sodio. Concentraciones de 1 y
2 mM resultaron ser tOxicas; a partir de las 24 hs se detuvo el
crecimiento celular cuando la concentracidon empleada fue 1 M.
Concentraciones de 3 y 4 mM tuvieron un importante efecto tdxico.
Al cabo de 3 dias de cultivo y en presencia de butirato de sodio 4
mM, el nimero de células fue de apenas el 5% del control.

E1 butirato de sodio indujo cambios morfoldgicos en las
células, que se manifestaron a las 36 horas cuando la dosis
empleada fue 1 mM; 1los cambios morfoldgicos observados fueron

similares a los descriptos anteriormente para el DMSO.
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E.

29: Efecto del butirato de sodio sobre el crecimiento de las

células MCF-7,.

Las células se sembraron a razdn de 5.10% células/placa
de cultivo de 35 mm y se cultivaron durante 3 dias en presencia de
distintas concentraciones de butirato de sodio. Cada 24 horas se
efectud el recuento celular por triplicado.

(a): Células cultivadas en presencia de suero.

(b): C8lulas cultivadas en el medio quimicamente defi-

nido.
0: control; e: 1 mM But; A: 2 mM But; m: 3 mM But; 4
mM But.
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C.3.2., Efecto del butirato de sodio sobre la diferenciacidn

celular

Las c@lulas MCF-7 cultivadas durante 2 dias en presencia de
suero y 1 mM de butirato de sodio fueron sometidas a una centrifu-
gacion en gradientes de densidad. E1 perfil del gradiente obtenido
a partir de las células tratadas y del control se observa en 1la
Fig. 30.

El tratamiento de las células durante 2 dias fue suficiente
como para observar un cambio en la distribucidon de las c&lulas en
el gradiente. Tal como fue descripto anteriormente para el DMSO,
se incrementd la contribucidn de las subpoblaciones mds diferen-
ciadas (en este caso, el incremento mds importante se registrd
para la subpoblacidn D) a expensas de la disminucidn de las sub-
poblaciones A, B y C. No se alterd el porcentaje de la sub-

poblacidon E, que contiene las células "stem",

C.4. Combinacidn de moduladores de la diferenciacidn

C.4.1. Efecto sobre la proliferacidon celular

Se decidio estudiar el efecto producido por 1a combinacidn
de 13-cis retinal 10°8 M con butirato de sodio, a concentraciones
de 1 y 4 mM, sobre la proliferacidn de las c&lulas cultivadas en
presencia de suero y en el medio quimicamente definido (en ambos
casos adheridas a las placas de cultivo) y en c&lulas crecidas en
suspension. En la Fig. 31 se graficaron las curvas de crecimiento
celular, correspondientes a cada caso.

E1 andlisis de esta figura permitid concluir que:
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Fig. 30: Efecto del butirato de sodio sobre la distribucidn de 1las
Celulas MCF-7 en gradientes de densidad de Percoll.

Las células MCF-7 se cultivaron durante 2 dias en presen-
cia de 1 mM butirato de sodio. Posteriormente, se sometieron a una
centrifugacidon en gradientes de densidad de Percoll.

CELULAS CONTROL +13- CIS-RETINAL(IO'S M) +BUTIRATO DE SODIO (1mM)
60 60r 601

E E A B C D E F A B C D E F

SUBPOBLACIONES CELULARES
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Fige 31: Efecto del 13-ci retinal y del butirato de sodio
1a9regados or separado o en combinacidn) sobre el crecimiento de

as celulas MCF-7 adheridas al sustrato, en presencia 0 ausencia
de suero, y en suspension.

Las células MCF-7 se sembraron a razdon de 5.10% cé&lu as/
placa de cultivo de 35 mm. Se ensayd el efecto de retinal 10-9 M;
butirato de sodio 1 mM y 4 mM agregados por separado o en com-
binacién con 13-cis retinal 108 M sobre el crecimiento de las
células durante 4 dias de cultivo.

Las c@lulas MCF-7 adheridas al sustrato se sembraron en
presenc1a de suero. Al cabo de 4 horas, se lavaron con
PBS-Cal® /Mg2 se agregd el medio quimicamente definido.

Las cé@&lulas MCF 7 en suspensidn se cultivaron directamente en el
medio quimicamente definido; la accidbn de la tripsina se detuvo
con inhibidor de tripsina de soja, tal como se describe en la sec-

cidon materiales y métodos.

(a): Células cultivadas en presencia de suero.

(b): C&lulas cultivadas en el medio quimicamente defi-
nido, adheridas al sustrato.

(c): Células en suspensidn.,

e: controles; o: 10-8 M Ral; O: 10‘8 M Ral + 1 mM But; A:
10-8 M Ral + 4 mM But; m: 1 mM But; a: 4 mM But.

Los resultados corresponden al promedio de 2 experimentos

efectuados por triplicado.
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el 13-cis retinal estimuld el crecimiento de las c&lulas que
crecian adheridas al sustrato de 1las placas de plastico de
cultivo pero no logrd estimular el crecimiento de las cé&lulas
que crecian en suspensidn;

los efectos del butirato de sodio fueron mds dramaticos sobre
las c@lulas que crecian adheridas al sustrato de las placas de
cultivo;

resultd sumamente interesante el efecto observado por la com-
binacidon de los dos moduladores ya que el 13-cis retinal tuvo un
efecto protector sobre las células, disminuyendo su sensibilidad

al butirato de sodio.
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D. Crecimiento de la linea celular en suspensidn

D.1. Obtencidn de la 1inea celular en suspensidn

(1

Las células MCF-7 se sometieron a una centrifugacid6n en gra-
dientes de densidad. Las subpoblaciones aisladas se plaquearon en
presencia de suero durante 3 horas para permitir la adherencia a
las placas de cultivo y luego de aspirar el medio, se lavaron 2
veces con PBS y se agregd medio libre de suero. En estas con-
diciones las subpoblaciones crecieron muy poco y sobrevivieron
durante 8-10 dias. E1 agregado de 10-10.10-9 M estradiol acelerd
la muerte de las subpoblaciones A, B, C, D y F al inducir una
rdpida diferenciacidn de las cé&lulas, con aparicion de la misma
morfologia provocada por tratamiento con DMSO o butirato de sodio.
En la Fig. 32 se observa la morfologia que presentaron las células
de la subpoblacion B luego de 24 horas de tratamiento con 10-10
estradiol. La subpoblacidn B se muestra a modo de ejemplo de lo
que ocurrido tambié&n con las subpoblaciones A, C, D y F.

Con respecto a la subpoblacidon E, el agregado de 10-10 u
estradiol al dia 10 indujo un nuevo fenOmeno: esta hormona per-
mitiéo la supervivencia de las c&lulas luego de 3 dias de trata-
miento (es decir, al dia 13 después de haber sido plaqueadas) pero
con la aparicidn de un nuevo fenotipo debido a que las células se
desprendieron espontaneamente de la placa de cultivo, creciendo en
forma de agregados multicelulares en suspensiodn.

Este fendmeno no fue un hecho aislado sino que se reprodujo
en todas las oportunidades ensayadas (6 veces), siempre que las
subpoblaciones aisladas se cultivaran en el medio quimicamente

definido e independientemente de que la poblacidn total hubiera
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32: Morfologia que presenta la subpoblacidn B de las células
7 luego del tratamiento con estradiol o DMSO.

=

CF

Las <células MCF-7 se sometieron a una centrifugacidon en
gradientes de densidad para aislar las subpoblaciones A a F.

La subpoblacidn B se muestra en esta figura como ejemplo
de 1o que ocurrid con el resto de las subpoblaciones, a excepcidn
de la subpoblacidn E.

I: Células no tratadas (control).
II: C8lulas tratadas durante 24 horas con 10-10 M estra-
diol.

III: Células tratadas durante 72 horas con 0,5% DMSO,
Las fotografias se obtuvieron con una camara Polaroid (X

100).
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crecido en presencia o ausencia de suero. Hasta el momento, las
células 1levan md@s de 2 anos creciendo en suspension.

A partir del momento en que las c@lulas adquirieron la capa-
cidad de crecer en forma independiente del anclaje, dejaron de

requerir estradiol para su crecimiento o supervivencia.

D.2. Andalisis de las células

(1]

D.2.1., Curvas de crecimiento celular

(1]

En la Fig. 33 se graficaron las curvas de crecimiento para
las células en suspensidn y para el control, cultivado en presen-
cia de suero. Se puede apreciar que las c&lulas en suspensidn
tienen una mayor velocidad de crecimiento que el control. En el
inserto de la Fig. 33 se observan 1los agregados multicelulares

creciendo en suspensidn.

D.2.2. Distribucidn de las células en gradientes de densidad

Cuando las células que crecen en suspensidon se sometieron a
una centrifugacion en gradientes de densidad de Percoll, se
observd que la poblacidn total estaba enriquecida en las sub-
poblaciones A y B (juntas sumaron el 86% de las c&lulas) a expen-
sas de la disminucidn de las subpoblaciones D y F, cuya
contribucidon fue del 4%. Por el contrario, en presencia de suero,
las subpoblaciones A y B constituyeron el 38% del total mientras
que las subpoblaciones D y F aportaron el 22%. Esta alteracidn en
la distribucidon de las células en el gradiente explicaria la mayor
velocidad de crecimiento observada en las c@lulas en suspension

con respecto a las células cultivadas en presencia de suero. Por
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Fi 33: Curvas de crecimiento de las c&lulas MCF-7 en suspensidn

Y en presencia de suero.

Las células se sembraron a razdn de 2,5.10% células/placa
de cultivo de 35 mm. Las células MCF-7 adheridas al sustrato se
cultivaron en medio Dulbecco/F-12/FBS (e). Las células MCF-7 en
suspensidon se cultivaron en medio Dulbecco/F-12 (1:1) sin suple-
mentar (4A). Los resultados obtenidos corresponden al promedio de 2
experimentos distintos, cada un uno de los cuales se efectud por
duplicado.

El inserto de la figura muestra las células MCF-7 cre-
ciendo como agregados multicelulares en suspensidon. La fotograffia

{gg)tomada con una camara Polaroid asociada al microscopio Wild (X
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la misma razdon se explicaria la mayor velocidad de crecimiento de
estas células con respecto a las que crecen en el medio quimica-
mente definido pero adheridas al sustrato de 1las placas de

plastico de cultivo.

D.2.3. Crecimiento independiente del anclaje

Obviamente, por su capacidad de crecer en suspensidn, estas
células dieron facilmente colonias en un medio semisSlido de
cultivo como el agar blando. Al cabo de 7 dias de cultivo en estas
condiciones, las colonias fueron grandes con mas de
10° células/colonia mientras que las c&lulas cultivadas en el
medio quimicamente definido adheridas a las placas de cultivo
generaron colonias en agar blando con un tamafo promedio de 4.000

células/colonia medido al séptimo dia de cultivo.

D.2.4. Contenido de receptores estrogénicos

Se determind el contenido de receptores estrogénicos por el
método inmunocitoquimico.

A los 3 dias de cultivo en el medio quimicamente definido,
el RE se detectd en el 33% de las célutas. Al dia 10, el 80% de
las c@lulas dieron reaccidn positiva para el RE; esto se correla-
ciond con el requerimiento de estradiol que manifestaron 1las
células. Al difa 13, cuando las c&lulas ya crecian en suspensidn,
el RE se detectd sGlo en el 10% de las células y coincidid con una
falta de requerimiento de estrdgeno por parte de las mismas. No
s0lo se modificd el porcentaje de células RE-positivas sino tam-

bién la intensidad de la tincidon. Al dia 3, el 19% del total de
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las células RE-positivas dieron una tincidn intensa; al difa 10, el

porcentaje ascendid al 30% mientras que al dia 13 disminuyd al 8%.

D.2.5. Respuesta a factores de crecimiento

Se ensayd el efecto de diversos factores de crecimiento
sobre estas células. Ninguno de ellos (PDGF, EGF, trombina, trans-
ferrina e insulina) logrd modificar la velocidad de crecimiento de
estas células, que demostraron tener un crecimiento autdcrino.

Incluso se ha 1logrado cultivar las c&lulas en un medio
Dulbecco/F-12 (1:1) sin el aporte de albumina, insulina y estra-

diol.

D.2.6. Efecto de moduladores de la diferenciacidn celular

D.2.6.1. Efecto del 13-cis retinal

Tal como puede apreciarse en la Fig. 31C, el 13-cis reti-

nal no logrd estimular el crecimiento de estas células.

D.2.6.2. Efecto del butirato de sodio

En base a los resultados obtenidos y presentados en la
Fig. 31C, se deduce que las células en suspensidn resultaron ser
mds resistentes a la inhibicidn del crecimiento inducida por el

butirato de sodio.
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DISCUSION

1. Heterogeneidad celular

La linea celular MCF-7 utilizada en este trabajo no ha sido
previamente clonada y conserva las caracteristicas que fueron
descriptas en el momento de su obtencidn por Soule y col. en 1973.

Varios investigadores han descripto su heterogeneidad celular
(Yang y col, 1977; Barkley Butler y col., 1986) pero la han atri-
buido a la coexistencia de distintas sublineas, cada una de las
cuales presenta diferentes propiedades. La pregunta crucial era
dilucidar si cada una de las subpoblaciones obtenidas luego de
someter la 17nea celular a una centrifugacidn en gradientes de
densidad correspondia a distintos clones o sublineas o bien si
todas ellas se originaban a partir de una misma subpoblacidn de
células "“stem" y por 1o tanto correspondian a distintos estadios
de diferenciacidon. Este trabajo apoya la segunda hipdtesis dado
que:

- cuando las subpoblaciones se cultivan en forma aislada, dan ori-
gen a otras subpoblaciones, a excepcidn de la subpoblacidn F que
queda como tal;

- las subpoblaciones con mayor capacidad proliferativa originan
subpoblaciones con menor velocidad de <crecimiento. Este
resultado es justamente el opuesto al que se podria esperar si
coexistieran 2 subpoblaciones no relacionadas con distinta capa-
cidad proliferativa.

La subpoblacion E cumple con los requisitos indispensables para

ser considerada una subpoblacidn enriquecida en c&lulas "stem":
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- contribuye con un pequeifio pero constante porcentaje (5,810,2)%
a la poblacidn total;

- es la’}ubpoblacién de mayor capacidad proliferativa, determinada
por las curvas de crecimiento celular y la capacidad de sintesis
de ADN;

- es la subpoblacidn con mayor eficiencia clonogénica en agar
blando;

- tiene la capacidad de autorenovarse y de originar a las demads
subpoblaciones sin que ninguna de ellas pueda generarla.

E1l hecho de que posea la misma composicidn genética y 1los
mismos marcadores cromosomales que la 17Tnea celular parental con-
firma que su distinta capacidad proliferativa se debe a su con-
tenido de <células "stem" y descarta 1la posibilidad de que
corresponda a un clon de mayor velocidad de crecimiento obtenido
en forma aislada.

Por otro lado, cabe agregar que si bien las 1ineas celulares
tumorales tienen cierta tendencia a sufrir variaciones genéticas
espontdaneas en cultivo, los resultados citogenéticos obtenidos
para la l1inea celular MCF-7 de nuestro laboratorio coinciden con
l1os descriptos por Soule y col. (1973) y Whang-Peng y col., (1983).

Las subpoblaciones A, B, C y D (mencionadas en orden decre-
ciente de capacidad proliferativa) constituyen las cé&lulas tran-
sicionales, dentro de la jerarqufa celular propuesta por Buick y
Pollak en 1984,

La subpoblacifn F contiene las cé&lulas mds diferenciadas dado
que la misma no alcanza a duplicar su nimero de células al cabo de

8 dias de cultivo; tiene bajo indice de marcacidn con timidina
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tritiada; es incapaz de generar otras subpoblaciones; corresponde

a la subpoblacidn de mayor densidad (1,070-1,080 gr/ml) y es 1la
que presenta mayor produccidn de lipidos, tefiidos con el colorante
0il red 0. Estas caracteristicas descriptas para la subpoblacidn F
coinciden con las observadas por Mackillop y Buick (1981) en
células diferenciadas de carcinoma de ovario humano. Estos autores
caracterizaron a las células diferenciadas por su baja incor-
poracidon de timidina tritiada, por ser cé&lulas densas y por su
contenido de 17pidos, revelados como gotas de color rojo brillante
en el citoplasma de células tenidas con o0il red 0. Asimismo, estas
células son incapaces de generar colonias en medio semisdlido.

La expresidn de marcadores tan diversos como la proteina p2l
codificada por el gen ras, receptores estrogénicos y el antigeno
carcinoembrionario no permite establecer wuna relacidn precisa
entre la expresidn de los mismos y el estadio de diferenciacidn.
La proteina p2l se expresa principalmente en la subpoblacidn C,
siendo menor su expresidn en la subpoblacidn E que corresponde a
la de mayor capacidad proliferativa. Por lo tanto, estos resulta-
dos contradicen la hipdtesis formulada por el grupo de investiga-
cidon liderado por Schlom (Horan-Hand y col., 1984; Thor y col.,
1984; Viola y «col., 1985 y 1986) acerca de la correlacidn
existente entre altos niveles de expresidn de esta proteina y alta
capacidad proliferativa. Mas recientemente, Garin Chesa y col.
(1987) demostraron en tumores humanos que la expresidon de la pro-
tefna p2l se correlaciona con la diferenciacidn celular y no con
la capacidad proliferativa. Estos autores analizaron tumores con-

teniendo <c&lulas en distintos westadios de diferenciacidn y
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encontraron que las células mds diferenciadas correspondian a las

de reaccidn inmunocitoquimica mds intensa. Correlacionaron estas
observaciones con las anteriormente descriptas por Cotton y Brugge
(1983) y Brugge y col., (1985) para la expresidn de una proteina
codificada por otro oncogen; en este caso, l1o0os mayores niveles de
expresidn de la proteina pp60 codificada por el gen src se detec-
taron en las células diferenciadas.

Clair y col. (1987) demostraron en tumores humanos hor-
monodependientes la existencia de una correlacidn entre mayores
niveles de expresidn de receptores estrogénicos y mayor expresidn
de la proteina p2l. Los resultados presentados en este trabajo
coinciden con dichas observaciones por cuanto la subpoblacidon C es
la que presenta mayor contenido de receptores estrogénicos y mayor
expresidon de la proteina p2l.

De Bortoli y col. (1985) y Ohuchi y col. (1986) demostraron en
carcinomas de mama humanos una expresidn aumentada de la proteina
p2l, con 1localizacidn citoplasmdtica. Correlacionaron la mayor
expresidon de este marcador con propiedades bioldgicas, tales como

la capacidad invasiva y el crecimiento in vivo". Al respecto,
podria mencionar que resultados preliminares indican que la sub-
poblacidn C, con mayor expresidn de la proteina p2l, seria la de
mayor tumorigenicidad en vratones atimicos. Dicho estudio se
efectia en presencia de aporte estrogénico y coincidentemente,
dicha subpoblacidn es la de mayor respuesta al estimulo hormonal.
La subpoblacidn E, enriquecida en c&lulas "stem" y la de mayor

crecimiento independiente del anclaje, curiosamente no resultd la

mds tumorigénica en estos ensayos preliminares. Estas obser-
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vaciones probablemente puedan explicarse a partir del trabajo de

Nicolson y col. (1988) en el cual los autores demuestran que 1la
eficiencia clonogénica en agar blando es wun pardmetro que no
correlaciona con la tumorigenicidad "in vivo". Por otro lado, el
ensayo en los ratones atimicos requiere del aporte hormonal y como
se menciond anteriormente, la subpoblacidn E es la de menor con-
tenido de receptores estrogénicos y responde a dicho estimulo "in
vitro" sG6lo en condiciones muy particulares (como se explica mds
adelante, en la seccidn 3.3).

Con respecto al contenido de receptores estrogénicos en 1las
distintas subpoblaciones, en el presente trabajo se observa una
mayor expresidon de este marcador en las subpoblaciones C y F.
Podhajcer y col. describieron en 1986 que el contenido de recep-
tores estrogénicos en tumores primarios de mama humanos se deb7a a
la expresidon de este marcador exclusivamente en las cé&lulas mas
diferenciadas. Sin embargo, sus resultados contradicen a los de
Huseby y col. (1984) y Osborne y col. (1984) por cuanto descartan
la expresidon de receptores estrogénicos en células proliferativas,
oponiéndose al efecto directo de los estrdgenos sobre la proli-
feracidon celular en 17ineas celulares tumorales humanas RE-positi-
vas. Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio coinciden con
los de Podhajcer y col. (1986) en cuanto a la expresidn en las
células mds diferenciadas (en nuestro caso, la subpoblacidn F)
pero tambi&n coinciden con los trabajos de Huseby y col. (1984) y
Osborne y «col. (1984) en cuanto al contenido de receptores
estrogénicos en células proliferativas (como son las células de la

subpoblacidn C). La discrepancia observada en los distintos traba-
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jos probablemente se deba a que las 1ineas celulares tumorales
humanas no representen fielmente 1o que sucede en los tumores "in
vivo".,

Los cambios tan drdsticos que se manifiestan en el 7indice de
marcacidon con timidina ("TLI") cuando las subpoblaciones se culti-
van en forma aislada sugieren que cuando estan juntas, en la
poblacidon total de cé&lulas MCF-7, interactian entre s7. Dichas
interacciones enmascaran el real comportamiento que presenta cada
subpoblacidon por separado. Cuando se originan todas las sub-
poblaciones a partir de las células "stem", se reestablecen 1las
interacciones entre las distintas subpoblaciones y se pierden las
caracteristicas de cada una de ellas, comportandose como la 17nea
celular parental. Esto se manifiesta a partir del dia 14 de
cultivo de la subpoblacidon E (Fig. 2). Los resultados presentados
en dicha figura sugieren un proceso de diferenciacidon unidirec-
cional en las células MCF-7, siguiendo este orden: E» A > B~ C
—~ D= F. La tincidn de 17pidos con 0il red 0 resultd un método
valioso para el seguimiento de este proceso. A las 24 horas de
cultivo de 1la subpoblacidn E, no se detectaron 17pidos pero en
cambio se observd aproximadamente un 8% de nidcleos mitdticos por
campo analizado (Fig. 6b). Cuando la tincidn se repitid al cabo de
14 dias de cultivo, la coloracidn fue intensa y correlaciond con
la aparicidon de las subpoblaciones diferenciadas (Figs. 2y 6 c).

El estudio de las interacciones entre 1las distintas sub-
poblaciones aportd informacidn sumamente interesante. Como cabfia
esperar por su condicidn de célula "stem", el aporte de l1a sub-

poblacidn E resultd imprescindible para el Optimo crecimiento de
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las células MCF-7. En ausencia de dicha subpoblacidn, el creci-
miento observado a los 6 dias fue de apenas el 20% del control
pero se recuperd al agregar el medio condicionado por las cé&lulas
"stem" (Fig. 10). Dicho medio condicionado, ensayado a una con-
centracidén final del 50%, fue capaz de triplicar el crecimiento de
la subpoblacidn F. Mas impactante alin fue su efecto sobre el cre-
cimiento en agar blando dado que a wuna concentracidn final del
25%, logrd que las células de la subpoblacidn F generaran colonias
con una eficiencia del 1% (Fig. 13 II). Este efecto podria deberse
al contenido de TGF-X en el medio condicionado dado que mimetiza
el efecto inducido por el EGF en estas células. Actualmente, en el
laboratorio se estd trabajando en la purificacidn de TGF- &« a par-
tir del medio condicionado de las células "“stem". Por el
contrario, el medio condicionado por la subpoblacidn F probable-
mente contenga TGF- @ dado que tiene efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de la subpoblacidn E (Fig. 11) pero no afecta su efi-
ciencia clonogénica en agar blando. Estos resultados e hipdtesis
concuerdan con los trabajos de Salomon y col. (1984) y Knabbe y
col. (1987) por los cuales demuestran la presencia de TGF- @ en el
medio condicionado de las cé&lulas MCF-7. Estos autores indican
ademas que la 1linea celular MCF-7 es heterogénea, tal como se
demuestra en el presente trabajo, y postulan que dicha heteroge-
neidad se manifestaria también en la distinta produccidn de TGF- &
) G’ por parte de las células.

Por otra parte, la diferente produccidn de estos factores por
parte de las células de las subpoblaciones E y F explicaria su

distinta capacidad de generar colonias en un medio semisdlido. Por
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lo tanto, la alta eficiencia clonogénica que presenta la sub-

poblacion E se explicarfa por la presunta existencia de TGF- %« en
su medio condicionado; dicho factor actuarfa como modulador posi-
tivo del crecimiento autdcrino., Asimismo, la incapacidad de las
células de la subpoblacidn F para crecer en forma independiente
del anclaje corelacionaria con la produccidn de TGF- ﬁ por parte
de estas células. La mayor contribucidn de 1las células F con
respecto a las células "stem" en la poblacidn total cultivada en
presencia de suero explicaria la bajisima eficiencia clonogénica
de las células MCF-7, debido a que predominaria el efecto inhibi-
torio sobre el crecimiento ejercido por el TGF-@ . Knabbe y col,
(1987) postularon que dicho factor actuaria como modulador nega-

tivo del crecimiento autdcrino y paracrino de las células MCF-7.

2. Crecimiento de las cé&lulas en el medio libre de suero

2.1. Requerimiento de factores de crecimiento

Una vez considerada la validez del modelo de las células
MCF-7 y sus subpoblaciones aisladas, la siguiente pregunta que
debfa ser contestada era averiguar qué factores de crecimiento
estaban verdaderamente involucrados en la regulacidn de la proli-
feracidn de estas c&lulas de tumor de mama humano.

Barnes y Sato describieron en 1979 un medio libre de suero
para el crecimiento de las cé&lulas MCF-7 que inclufa ademds de
nutrientes e insulina, otros factores de crecimiento como EGF,
transferrina y PgFoi . En el presente trabajo, se describen las
modificaciones fenotTpicas que experimentan 1las células MCF-7

cuando se cultivan en un medio quimicamente definido, con el



159

aporte de insulina como Unico factor regqulatorio. La morfologia de
las células cultivadas en ete medio minimo de cultivo es muy seme-
jante a la que presentaban las cé&lulas descriptas por Barnes y
Sato en 1979. Sin embargo, ciertas deficiencias se hacen evidentes
cuando se siembran las células a baja densidad. Los factores de
adhesidon provistos por el suero fetal bovino serTan una de 1las
deficiencias criticas del medio quimicamente definido empleado.
Las células MCF-7 se adhirieron al sustrato de 1las placas de
cultivo previamente tratadas con co]égepo pero su crecimiento fue
m3s lento que el observado al sembrar las células en presencia de
suero durante 4 horas antes de transferirlas al medio quimicamente
definido. Al respecto, Karey y Sirbasku (1988) comentan que si
luego de plaquear 1las cé&lulas en presencia de suero, se hacen
lavados con buffers de pH neutro no se consigue eliminar el efecto
residual del suero en cuanto a su aporte de hormonas y factores de
crecimiento. Para lograr que las células pierdan la "memoria" del
suero, se requieren lavados con buffers de pH acido. Esta obser-
vacidn explicaria la menor velocidad de crecimiento observada al
sembrar las células sobre placas recubiertas con coldgeno y pro-
bablemente se deba a que las células requieran otras glicopro-
teinas involucradas en la adhesidn <celular y que serian
normalmente provistas por el suero. En ausencia de suero, las
células deberian sintetizar dichos factores, retardando asT su
velocidad de crecimiento.

El uso del medio libre de suero permite analizar los requeri-
mientos de factores de crecimiento y el rol que cumplen los mismos

en esta linea celular, Las células MCF-7 no experimentan requeri-
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miento alguno de transferrina, considerada un nutriente esencial

para la mayoria de las células., Esta falta de requerimiento pro-
bablemente se deba a que las células sinteticen y liberen al medio
de cultivo un factor con actividad de sideroforo, tal como descri-
bieron Kitada y Hays (1985) en 2 17neas celulares que no mani-
fiestan requerimiento de transferrina. Por otro lado, Lee y col.
(1987) describieron que la transferrina es una proteina mayori-
taria de la leche de ratdn, siendo producida por células epite-
liales de mama. Sin embargo, no se detectd produccidn de ARNm de
transferrina en las c&lulas MCF-7 (Zakin y Medrano, resultados no
publicados).

Con respecto al requerimiento de factores de crecimiento,
varios grupos de investigacidn (Osborne y col., 1981; Imagawa ¥y
col., 1982; Imai y col., 1982) describieron que EGF ejerce un
efecto estimulatorio del crecimiento en las cé&lulas MCF-7. En
nuestro caso, este efecto se manifiesta s6lo cuando las cé&lulas se
siembran a baja densidad (Tabla V). La falta de requerimiento de
EGF cuando las cé&lulas se encuentran a alta densidad celular pro-
bablemente se correlacione con la capacidad que presentan estas
células para producir TGF- & o EGF, tal como fue descripto por
Salomon y col. (1984) y Mori y col. (1986).

A baja densidad, las células tambié&n requieren trombina para
su optimo crecimiento. Dicho requerimiento desaparece cuando 1los
cultivos alcanzan una alta densidad celular y probablemente se
deba a que las células liberen inhibidores de proteasas al medio
de cultivo, tal como fue descripto por Gendler y col. (1982) y

Morisett y col. (1986).
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Zetter y col. (1977) y Gospodarowicz y col. (1978) observaron

que trombina tiene la capacidad general de potenciar el efecto de
otros factores de crecimiento. En este trabajo, se observd que
trombina potencia el efecto de EGF s8lo cuando las células se
encuentran a baja densidad. Uno de los mecanismos posibles para
explicar la potenciacidon del efecto postula que trombina induce
modificaciones a nivel de membrana celular, aumentando la sen-
sibilidad de las células al efecto de otros factores de creci-
miento. Blumberg y Robbins (1975) 'y Baker y col. (1979)
demostraron que trombina induce modificaciones en proteinas de
membrana y su accidn a nivel de membrana es suficiente para esti-
mular la sintesis de ADN y el crecimiento celular (Carney vy
Cunningham, 1978a). Dichos efectos consisten en una mayor exposi-
ci6n de receptores presentes en la membrana celular especificos
para otros factores de crecimiento.

El otro mecanismo de potenciacidn propuesto se basa en que
trombina aumentaria la vida media del complejo factor de
crecimiento-receptor, disminuyendo 1la -endocitosis mediada por
receptor (Goldstein, 1979) o la degradacidn intracelular de fac-
tores de crecimiento tales como insulina y EGF.

Por otro lado, Medrano y col. (1987) observaron que trombina
puede reemplazar casi completamente al EGF en otra l7nea celular
de tumor de mama humano, T-47D. Sin embargo, la relacidn entre
estos dos factores de crecimiento no se daria a nivel de membrana
dado que para cada uno de ellos existen receptores especificos y
por ende, estos factores de crecimiento no se unirfan al mismo

receptor (Carney y Cunningham, 1978b). En consecuencia, es posible
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que estimulen un segundo mensajero en comin que conduzca a la
sTntesis de ADN.

E1 agregado de trombina a las c&lulas MCF-7 resulta en una
ripida estimulacidén de la proteinaquinasa C, aunque su efecto es
menor que el inducido por insulina (GOmez y col., 1988).

En fibroblastos de hamster chino IIC 9, trombina estimula 1la
liberacion de 3acido araquiddnico y la sintesis de fos-
fatidilinositol (Raben 'y col., 1987). L'Allemain y col.
demostraron en 1986 que trombina induce formacidn de inositol fos-
fato en fibroblastos de pulmdn de hamster. Carney y col. (1985)
habTan descripto, anteriormente, que trombina estimulaba la incor-
poracidon de 32pj a fosfatidil inositol-4-fosfato en fibroblastos
de hamster.

Determinados los requerimientos de factores de crecimiento en
la 1Tnea celular MCF-7, el paso siguiente consistid en analizar
los requerimientos manifestados por cada subpoblacidn en par-
ticular,

En ausencia de insulina, las subpoblaciones mds diferenciadas
(D y F) detuvieron su crecimiento y entraron en un estado de
quiescencia. Las subpoblaciones A, B y E, por el contrario, con-
tinuaron proliferando probablemente debido a que estas células
produzcan algin factor semejante a la insulina. En este sentido,
Huff y col. (1986 y 1987) describieron la produccidn de factores
que pueden reemplazar a la insulina en c&lulas MCF-7.

En cuanto a la subpoblacidn C, estas células manifiestan el
requerimiento de insulina s6lo cuando se encuentran a baja

densidad; el mismo desaparece cuando los cultivos superan una den-
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sidad de 5 x 104 c&lulas/placa de cultivo de 35 mm.

E1 agregado de 10 ug/ml de insulina, que es la concentracidn
empleada para mantener los cultivos madres de células MCF-7, esti-
muld dramdticamente la incorporacidn de timidina tritiada en Jlas
subpoblaciones D 'y F quiescentes. Rechler y col. (1980)
demostraron que a estas concentraciones, insulina ejerce su efecto
mitogénico a través de la unidn a los receptores de IGF-I.

Trombina indujo un notable incremento en la incorporacidn de
timidina tritiada en las subpoblaciones mads diferenciadas (D y F)
cuando se encontraban en estado de quiescencia. Cuando las células
estaban en activa proliferacidn, trombina estimuld el crecimiento
de ambas subpoblaciones, siendo mayor su efecto en ausencia de
insulina. Sin embargo, el efecto sobre la subpoblacibdn F fue limi-
tado dado que se detuvo al cabo de 2 duplicaciones. Sobre la sub-
poblacidon D, por el contrario, trombina indujo la supervivencia de
las células en el medio quimicamente definido durante mds de 2
meses, demorando la diferenciacidn celular. Este efecto es notable
dado que en ausencia de trombina, las c&lulas no sobrevivieron mas
de 8-10 dias.

La prostaglandina Fpw estimuld la sintesis de ADN de las sub-
poblaciones C y D quiescentes y en cultivo. No ejercid efecto
alguno sobre las cé&lulas de la subpoblacidn B quiescentes; sin
embargo, tuvo un efecto inhibitorio del c¢recimiento cuando 1las
células de la subpoblacidon B se encontraban en activa prolifera-
cion (Fig. 8).

El tratamiento de las <células de 1la subpoblacion C con

PgFo ., permitid la supervivencia de las mismas en el medio libre
\
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de suero durante mas de 2 meses. Tal como se describid anterior-

mente para la subpoblacidn D tratada con trombina, en este caso
también el factor de crecimiento detuvo la diferenciacidn celular.
Las células controles no tratadas no pudieron sobrevivir en esas
condiciones por mas de 10 dfias.

Varios grupos de investigacion (Macphee y col., 1984; Davis y
col., 1987) demostraron que la PgFau actida estimulando el metabo-
lismo de fosfoinositidos. Sin embargo, aunque trombina y
PgFo« actiden a través del mismo segundo mensajero, la regulacidn
debe ser distinta en las subpoblaciones C, D y F dado que la sub-
poblacidn F s6lo es sensible a trombina; la subpoblacidn C sdlo
responde a PgFp« mientras que la subpoblacidn D es estimulada por
ambos factores. En este trabajo no se ha estudiado el metabolismo
de fosfoinositidos ni se ha identificado el mecanismo de accidn de
estos mitdgenos como para poder dilucidar por qué algunas sub-
poblaciones celulares manifiestan el requerimiento de un deter-
minado factor de crecimiento mientras que otras prescinden del
aporte exdgeno del mismo factor.

Las subpoblaciones celulares tambié&n resultaron heterogé@neas
en cuanto al requerimiento de PDGF y EGF. Las subpoblaciones A y E
no manifestaron requerimiento alguno de factores de crecimiento.
La subpoblacidon B respondid al EGF s8lo cuando se cultivaba en
ausencia de insulina. La subpoblacidn C respondid a la combinacidn
de PDGF/EGF cuando se encontraba en estado de quiescencia y sélo
durante 24 horas en activa proliferacidn.

Las subpoblaciones D y F respondieron al efecto de EGF, el

cual se potencid en combinacidn con PDGF tanto sobre las cé&lulas
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quiescentes como en activa proliferacidn.

La falta de requerimiento de EGF por parte de 1las sub-
poblaciones A y E probablemente se correlacione con la produccidn
enddgena de TGF-« . Los resultados presentados permiten establecer
una correlacion entre diferenciacidn y mayor requerimiento de fac-
tores de crecimiento aportados al medio de cultivo. Las células
con mayor capacidad proliferativa, por el contrario, son las que

presentan un .crecimiento autdcrino.

2.2. Ultraestructura de las células

Por microscoptia electrdnica se observa que las células culti-
vadas en el medio libre de suero, con el aporte de insulina como
dnico factor regulatorio, presentan una ultraestructura tipica de
célula secretora caracterizada por un aparato de Golgi muy grande
y distendido y por la presencia de vesiculas con cubierta en la
membrana plasmdatica. Franke y col. (1976) describieron a estas
vesTculas como vehiculos para la eliminacidn de Tlactosa, iones
inorgdnicos y agua en células de epitelio mamario de rata. Estas
vesTculas también se relacionan con el transporte selectivo de
proteinas solubles y de membrana y con la endocitosis mediada por
receptor.

La morfologia secretoria de las cé&lulas cultivadas en ausen-
cia de suero se correlaciona con una mayor liberacidn de productos
de naturaleza proteica al medio de cultivo y con la aparicidn de
una proteina de 56 kDa (Fig. 19). Asimismo, este hecho podria
explicar también un menor requerimiento de factores de crecimiento

y una mayor capacidad de originar colonias en agar blando que pre-
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sentan estas células en relacidn a las cultivadas en presencia de

suero. En este sentido, este trabajo concuerda con los de otros
autores (Chalbos y col., 1982; ZIwiebel y col., 1982; Ikeda vy
col., 1984; Salomon y col., 1984; Hiragun y col., 1985; Mori y
col., 1986) acerca de que varias proteinas contribuirian al cre-
cimiento autdcrino de las células de tumor de mama.

Los geles bidimensionales de 1las proteinas intracelulares
revelan cambios cualitativos pero queda por establecer el origen
subcelular de esas protefinas.

E1 andlisis de las citoqueratinas por la técnica de "“Western
blot" demuestra que las citoqueratinas son idénticas en ambas con-
diciones de cultivo ailn cuando la distribucidn topoldgica sea
diferente. Lo mismo ocurre con la expresion del CEA: es difusa en
las c&lulas cultivadas en presencia de suero mientras que se pre-
senta como un anillo perinuclear en las células cultivadas en el
medio quimicamente definido (Fig. 22). Resta dilucidar si existe
alguna relacidn entre la expresidn del CEA y la estructura del
Golgi en ambas condiciones de cultivo.

La mayor actividad secretoria de las c&lulas cultivadas en el
medio libre de suero no correlaciona con la expresidon de un feno-
tipo mas diferenciado por parte de las células, dado que 1las
c8lulas cultivadas en el medio quimicamente definido estan enri-
quecidas en las subpoblaciones con menor grado de diferenciacidn y
mayor velocidad de crecimiento (Tabla IX). M3s alin, el medio con-
dicionado de las células cultivadas en presencia de suero es el
que induce diferenciacion de las células CHEF/18 mientras que no

se logra ese efecto cuando se agrega el medio condicionado de 1las
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cé€lulas cultivadas en ausencia de suero. Por otro lado, Jlas

células cultivadas en presencia de suero presentan una intensa
reaccidn inmunocitoquimica para la proteina p2l, siendo menor la
positividad de la reaccidn cuando las c&lulas se cultivan en el
medio quimicamente definido (Fig. 23). Tal <como se comentd
anteriormente, haciendo referencia a los trabajos de Garin Chesa y
col. (1987), existe correlacidn entre la expresidn de este mar-
cador y el grado de diferenciacidn.

Katzenellenbogen y col. (1987) describieron un incremento de
3 veces en el contenido de receptores estrogénicos en células
MCF-7 cultivadas durante perfodos prolongados en ausencia de
estrdgenos. Sin embargo, el medio quimicamente definido empleado
en este trabajo contiene rojo fenol que ejerce efecto estrogénico,
segin fue descripto por Berthois y col. (1986).

De los resultados obtenidos puede concluirse que el suero es
una mezcla compleja de sustancias entre las cuales se cuentan hor-
monas, factores estimulatorios e inhibitorios del crecimiento que
pueden atenuar el metabolismo de las c&lulas MCF-7 y/o el efecto
que ejerce la insulina sobre esta 1Tnea celular.

Estos resultados coinciden con los de Hammond y col. (1984)
acerca del efecto inhibitorio que ejerce el suero sobre 1las
c8lulas epiteliales de mama humana. El suero enmascararia el feno-
tipo agresivo de las células MCF-7. En ese sentido resulta intere-
sante comentar los resultados presentados en la Tabla VIII donde
se observa la alta eficiencia clonogénica que presentan las célu-
las cultivadas durante m3s de 20 dias en el medio quimicamente

definido.
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El requerimiento hormonal que presentan las células al 10°
dTa de cultivo en el medio libre de suero coincide con el incre-
mento transiente en la expresidon de receptores estrogénicos. EI
agregado de estradiol incrementa en un 80% la eficiencia clo-
nogénica de estas células. Cabe mencionar que Stampfer y col.
describieron en 1980 un medio de cultivo para epitelio de mama
normal, en el cual la reduccidn de 10% a 1% de suero permitia una

mayor proliferacidn.

3. Moduladores de la diferenciacidn celular

3.1. Efectos de 13-cis retinal

Los resultados presentados en la Fig. 24 demuestran que el
13-cis retinal estimula la proliferacidon de las c&lulas MCF-7
independientemente del medio de cultivo empleado, obtenié&ndose
resultados similares tanto en presencia como en ausencia de suero.
Estos resultados no se restringen a esta lTnea celular sino que se
reprodujeron en las células T-47D de origen metastasico (obtenida
por Keydar y col. en 1979) y en la 1inea celular Hs-578T derivada
de un carcinosarcoma mamario (obtenida por Hackett y col., 1977).

En este trabajo se describe un efecto novedoso del 13-cis
retinal: 1la acumulacidn de proteinas nucleares en las células
cronicamente tratadas. Dicho efecto podria deberse a un incremento
en la sintesis y/o transporte de proteinas nucleares o a una mayor
estabilidad de estas proteinas. En este sentido, el efecto del
13-cis retinal se asemeja a la estimulacidn de proteinas intra-
nucleares inducida por el PDGF sobre fibroblastos 3T3 quiescen-

tes, tal como fue descripto por Kellermayer y col. (1984). Por
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otro lado, el 13-cis retinal ejerce un efecto transiente y opuesto
sobre las proteinas de la fraccidn soluble y las protefnas libera-
das al medio de cultivo. Estas variaciones podrian relacionarse
con la distinta capacidad que tienen las células crdnicamente tra-
tadas con retinal para dar origen a macrocolonias en agar blando.
Luego de 4 meses de tratamiento, el tamafo de las colonias en agar
disminuye con respecto al tamafio que presentan las macrocolonias a
los 60 dias de tratamiento. Este hecho probablemente refleje
variaciones en la concentracidn y calidad de las proteinas libera-
das al medio de cultivo.

La estimulacidn del crecimiento observada como consecuencia
del tratamiento de las cé&lulas con 13-cis retinal se debe a un
enriquecimiento en subpoblaciones con menor grado de diferen-
ciacion y mayor capacidad proliferatia, a expensas de la disminu-
cidn en la contribucidn de las subpoblaciones mas diferenciadas (D
y F). Estos efectos se acentian a medida que transcurre el trata-
miento (Tabla XII).

Los resultados presentados en la Fig. 27 demuestran que el
13-cis retinal actua como modulador negativo de la diferenciacidn,
retardando la generacidn de subpoblaciones diferenciadas a partir
de las que presentan mayor capacidad proliferativa (E, A y B). A
pesar de 1los trabajos publicados acerca de 1los efectos de 1los
derivados de la Vitamina A sobre la diferenciacidon, los resultados
obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que deben efectuarse
ensayos bioquimicos y celulares, incluyendo tratamientos prolonga-
dos, antes de poder considerar a los compuestos retinoideos como

agentes en la prevencidn del cancer. Al respecto cabe agregar que
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el uso de estos derivados de la Vitamina A éen el tratamiento de
pacientes con tumores avanzados no ha resultado auspicioso, tal
como comentan Goodman y col., 1982; Kerr y col., 1982 y Clamon y

col., 1985,

3.2. Efecto de agentes inductores de la diferenciacidn: DMSO y

butirato de sodio

Estos agentes inhiben el crecimiento de las c&lulas MCF-7,
induciendo cambios morfoldgicos irreversibles en las células, las
cuales adquieren un aspecto mas pequefio y oscuro. "Disparan" la
diferenciacidon terminal de forma tal que las células dejan de
dividirse y en caso de ser tripsinizadas, pierden la capacidad de
adherirse al plastico de las placas de cultivo. Su efecto inductor
de la diferenciacidn se manifiesta porque incrementan la contribu-
cidn de subpoblaciones mas diferenciadas (D y F) a expensas de la
disminucidn en el aporte de las subpoblaciones A y B. Dado que la
poblacidn de células "stem" no se ve afectada por este trata-
miento, cuando se remueven estos compuestos se recupera en parte
el crecimiento. La induccidn de la diferenciacidn va acompafiada de
un mayor contenido de 17pidos, tefiidos con el colorante oil red O.

Estos resultados coinciden con l1os descriptos por Abe y Kufe
(1984a y b; 1986) para 1a misma 1Tnea celular y con los resultados
presentados por Graham y Buick (1988) en otras lineas celulares de
tumores de mama humanos. Estos autores, ademds, describen 1la
expresidn de marcadores de diferenciacidn relacionados con el
gldbulo de grasa de la leche, como el antigeno DF3, Tuego del tra-

tamiento de las células con butirato de sodio.
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Varios son los efectos que induce el butirato de sodio a

nivel del ADN. Giancotti y col. (1988) describieron que el trata-
miento de fibroblastos con butirato de sodio resulta en una inhi-
bicion de las deacetilasas con aparicidn de histonas hiperacetila-
das que resultan mds sensibles a la accidn de la DNAsa I.

De Haan y col. (1986) describieron que el tratamiento de
fibroblastos de pulmdn humano WI-38 con este agente inductor de
la diferenciacidn induce hipermetilacidn del ADN. El sitio clave
("hot spot") de metilacidn del ADN se encuentra en el cromosoma
11. Utilizando una sonda de calcitonina, que mapea en dicho cromo-
soma, de Brestos y col. (1988) detectaron cambios en los niveles
de metilacidon del ADN como consecuencia del tratamiento de Jlas
células con butirato de sodio. En este momento, en nuestro labora-
torio se estdan efectuando los mismos experimentos con el fin de
dilucidar si este mecanismo de accidn del butirato de sodio tam-
bié&n ocurre en las c&lulas MCF-7.

E1l tratamiento combinado de butirato de sodio con 13-cis
retinal resultd particularmente interesante dado que el derivado
de la Vitamina A ejercid un efecto protector sobre las células,
disminuyendo su sensibilidad al butirato de sodio. Bryant y col.
(1986) describieron que el butirato de sodio interferfa con 1los
fendmenos de adhesidn celular por reduccidn en el nimero de recep-
tores de laminina.

Kato y De Luca (1987) demostraron que los derivados de 1la
Vitamina A incrementan la adhesidn celular de fibroblastos NIH
373, favoreciendo la sintesis de las glicoproteinas involucradas

en la interaccidn con la matriz extracelular. Estos autores obser-
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van un incremento en la adhesidn celular mediada por laminina y
coldageno de tipo IV. Considerando que las células MCF-7 requieren
laminina para su adhesidn e interaccidn con la matriz extracelu-
lar, puede pensarse que el efecto protector del 13-cis retinal
probablemente se deba a que neutraliza los efectos del butirato de
sodio a ese nivel. Por otro lado, los efectos inhibitorios del
crecimiento inducidos por el butirato de sodio son mds dramldticos
sobre las células que crecen adheridas a las placas de pldstico de
cultivo que sobre las células que crecen como agregados multicelu-
lares en suspensidn (Fig. 31 a, b y c). En consecuencia, es fac-
tible que su accidn a nivel de los receptores de laminina sea
importante para desencadenar la inhibicidn del crecimiento.

Abe y Kufe (1986) demostraron que el acido retinoico dismi-
nuye la expresidn de antigeno DF3 en c@lulas diferenciadas por
efecto del butirato de sodio. Estos experimentos conjuntamente con
los resultados presentados en este trabajo permiten concluir que
mientras agentes como el DMSO o el butirato de sodio son induc-
tores de la diferenciacibdn, los derivados de 1la Vitamina A no
pueden considerarse agentes protectores contra el cdncer en estas
células dado que todos sus efectos estan dirigidos a promover 1la

proliferacidn y neutralizar la diferenciacidn celular.

3.3. Efectos del estradiol
-10 M,

A una dosis de 10 el estradiol indujo un rapido efecto
inductor de la diferenciacidn en las subpoblaciones A, B, C, Dy F
cultivadas durante 10 d7as en el medio quimicamente definido.

Cuando se ensayd el efecto de esta hormona sobre las sub-
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poblaciones quiescentes, s8lo las células de las subpoblaciones C
y F, con mayor contenido de receptores estrogénicos, respondieron
al estimulo estrogénico. Pero si bien estas 2 subpoblaciones celu-
lares fueron las {nicas sensibles al efecto del estradiol, 1la
regulacidon hormonal ocurriria por distintos mecanismos en cada una
de ellas dado que la subpoblacidn C resultd estimulada mientras
que en la subpoblacidn F se inhibid la sTntesis de ADN.

E1l efecto del estradiol sobre 1la subpoblacidn E resultd
sorprendente dado que no s8lo permitid la sobrevida de las cé&lulas
en el medio qufmicamente definido sino que 1le confirid a las
células la capacidad de despegarse del sustrato de las placas de
cultivo y crecer como agregados multicelulares en suspensifn. El
requerimiento hormonal es transiente y se manifiesta al 100 dVa de
cultivo de las células en el medio libre de suero.
Coincidentemente, en ese momento es maxima la expresidn de recep-
tores estrogénicos. Al dia 13 de cultivo, cuando las células se
despegaron de las placas de <cultivo, deja de manifestarse el
requerimiento estrogénico y concomitantemente, 1la expresidn de
receptores  estrogénicos decae hasta alcanzar el nivel basal. Con
respecto a estos fendmenos, no he encontrado datos semejantes en
la bibliograffa.

Estas células llevan mds de 3 afnos de cultivo y presentan un
crecimiento mucho mds agresivo que la 1Tnea celular parental.
Tienen un crecimiento autdcrino dado que no requieren el aporte
ex6geno de ningin factor de crecimiento y se han cultivado,
incluso, en un medio minimo 1libre de albdmina, insulina y

estrdgenos. La mayor velocidad de crecimiento se correlaciona con
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un incremento en el porcentaje de subpoblaciones con alta capaci-
dad proliferativa a expensas de la disminucidn en el aporte de las
subpoblaciones D y F.

Esta nueva 17nea celular es mucho mds resistente al efecto
del DMSO o del butirato de sodio en relacidn a las células que
crecen en ausencia de suero pero adheridas al sustrato. El1 trata-
miento de las células "stem" con estradiol permitid la obtencidn
de una poblacidon celular con un crecimiento mds agresivo y asi-
mismo le dio la posibilidad al 1laboratorio de contar con otro
modelo para el estudio de la regulacibn del crecimiento y 1la

diferenciacion de las células "stem" de tumor de mama humano.
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CONCLUSIONES GENERALES

E1 presente trabajo de tesis aporta un sistema experimental que
permite obtener en forma aislada y purificada a la célula “"stem"
y a las diferentes subpoblaciones <celulares que componen la
jerarquifa celular de un tumor o de una linea celular, propuesta
por Buick y Pollak en 1984, Este modelo posibilitl el estudio
de las caracteristicas bioldgicas y bioquimicas de cada una de
las subpoblaciones y permitid analizar las modificaciones en la
expresidon de diversos marcadores de natura]eza' proteica ¥y
lipidica que acompafian al proceso de diferenciacidn celular. Se
determind l1a secuencia de aparicidén de las subpoblaciones y se
planted un proceso de diferenciacidn unidireccional. Se anali-
zaron las interacciones existentes entre las subpoblaciones,
responsables de que el comportamiento de la 1inea celular no
resulte de la simple adicidon de las caracteristicas que presenta
cada subpoblacidn por separado. Se definid el requerimiento hor-
monal y de factores de crecimiento que manifiesta cada sub-

poblacidon cuando se cuitiva en forma aislada.

En este trabajo se propone un medio de cultivo libre de suero,
con el aporte de insulina como Unico factor de crecimiento regu-
latorio. Se describe el crecimiento de la 17nea celular en dicho
medio quimicamente definido y se comprueba que el empleo de
suero como suplemento en el medio de cultivo enmascara el feno-
tipo agresivo de estas células. Este hecho probablemente se deba
a que el suero es una mezcla compleja de hormonas y factores
promotores e inhibidores del crecimiento que pueden atenuar el
metabolismo de las células y/o la actividad que ejerce la insu-

lina sobre esta 1inea celular.
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- Se describe un efecto novedoso para el 13-cis retinal, derivado
de la Vitamina A. Dicho efecto consiste en un notable incremento
en la sintesis y acumulacidn de proteinas nucleares en células
cronicamente tratadas. A pesar de que algunos grupos de investi-
gacion consideran el uso de compuestos retinoideos en la preven-
cion del cdancer, 1los resultados presentados en este trabajo
alertan sobre los peligros de su uso prolongado. Se comprueba
ademds que el 13-cis retinal actia como modulador negativo de 1la
diferenciacidn en esta 1inea celular ya que retarda la apariciodn
de subpoblaciones mas diferenciadas a partir de las de mayor
capacidad proliferativa y protege a 1las cé&lulas del efecto

inductor de la diferenciacidn ejercido por el butirato de sodio.

- Se describe tambi&n un efecto novedoso para el estradiol sobre
la subpoblacidon de células "stem" cultivadas durante 10 dias en
el medio quimicamente definido. El aporte hormonal dio origen a
la 17nea celular en suspensidon, caracterizada por un crecimiento
mucho mas agresivo y autdcrino, dado que es independiente del

aporte exdgeno de factores de crecimiento.

- E1 presente trabajo apoya la hipdtesis acerca de que varias pro-
tefnas contribuyen al <crecimiento autdcrino de las células.
Actualmente, en el laboratorio se esta investigando la presencia
de TGF- & en el medio de cultivo condicionado por la célula

“stem".

e
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