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RESUMEN

En   efapas   adn   tempranas   de   desarrollo   de   un   cancer   de   mama,    ocurre

frecuentemente la migraci6n de c6lulas tumorales hacia la medula 6sea, evento que se ha

denominado  micrometastasis.  Estas  c6lulas  se  alojan  y  persisten  en  el  estroma  de  |a

m6dula  6sea  en  un  estado  de  dormancia  (equilibrio  entre  proliferaci6n  y  apoptosis)  y  no

migratorio.  Sin  embargo,  ocurren recaidas clinicas por   proliferaci6n y migraci6n  de estas

c6lulas,  lo  que  sugiere  que  la  actividad  bio]6gica  de  las  celulas  micrometastasicas  (CM)

estaria  controlada  por el  microambiente  en  el  que  se  alojan.  Un  jmportante  componente

celular  de  este  microambiente  en  la  medula  6sea  es  la  celula  troncal  mesenquimatica

(MSC).   En  esta  tesis  se  analiz6  usando  modelos  celulares  y  diferentes  met6dicas,   la

interacci6n     entre  CM  y  MSC,  en  un  intento  por  definir  un  cambio  de  la  CM  de  una

situaci6n de dormancia a una de alta proliferaci6n.

Los experimentos realizados en   esta tesis sefialan que las MSC generan  cambios

a  nivel  de  la  ultraestructura  en  las  CM  consistentes  en  un  incremento  del  cuociente  de

diametros  ndcleo/c6]ula,  predominante eucromatina  y  mss  mitocondrias  de  matriz  palida.

Estas  observaciones  han   sido   interpretadas   como   mayor  actividad   transcripcional     y

metab6lica,  lo que se confirm6 por la mayor proliferaci6n de las CM en presencia de MSC.

A su vez,  Ias MSC  inducen cambios en la modaljdad de crecimiento de las CM,  desde un

tipo de crecimiento en clusters a uno de celulas aisladas.  Este cambio,  que se asoci6  con

una   inhibici6n  de  la  expresi6n  de  E-cadherina   (Hombauer  y   Minguell  2000)   ha   sido

atribuido a factores solubles producidos y liberados por MSC.
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ABSTRACT

During eariy stages of breast cancer development, some cancer cells  may migrate

into distal organs,  like lungs and bone marrow (micrometastases).  In the case of the bone

marrow,  these  micrometastatic  cells  (MC)  interact  with  cellular  and  extracellular  matrix

components  (microenvjronment)  jn  the  bone  marrow  stroma  and  attain  a  condition  of

dormancy   (equilibn.urn  between   cell   proliferation   and   apoptosis).   Nevertheless,   under

circumstances   not   fully   understood,   MC   may   acquire   a   proliferative   and   migratory

condition which  results  in  tumour relapse.  Data  have  suggest that the  biological  behavior

of MC is under the control of components of the bone marrow microenvironment.  Since an

important   cellular  component   of  this   microenvironment   are   mesenchymal   stem   cells

(MSC),  in  this  thesis  we  studied  the  interaction  between  MC  and  MSC  in  an  attempt  to

elucidate changes in MC from a dormant into a fully proliferative status.  The results of this

work  show that  upon  interaction  between  MC  and  MSC,  several  ultrastructural  changes

(chromatin   and   mitochondrion   structlire)   occur   in   MC,   which   are   suggestive   of   an

increased transcriptional  and  metabolic activity.  In  addition,  the  interactions  of  MC  either

with   MSC   or  with   a   MSC-conditioned   medium   result  in   enhancement  of  tumour  cell

proliferation and in a modification in their growth pattern (from cluster into single cell type).

Thus,  we  assume  that  changes  in  MC  are  directed  by  soluble  factors  produced  and

released   by   MSC.   These   factors,   which   were   not   characterized   in   this.  work,   may

contribute  to  the  transition  of  the  tumoral  micrometastatic  cells  from  a  dormant  into  a

proliferative condition.
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lNTRODUCCION

Entre  el     25  y  60  %  de  los  pacientes  con  cancer  de  mama  que  adn  no  ha

desarrollado  metastasis,  pre`sentan  c6lulas  tumorales  individuales  en  la  m6dula  6sea  y

nodos  linfaticos   (Pantel  y  yon  Knebel  2000);  a  esta  condici6n  se   le   ha   denominado

micrometastasis.    Las    c6lulas    micrometastasicas    (CM)    persisten    tras    tratamientos

tradicionales contra el cancer, como lo son la qujmioterapia (Kasimir-Bauer y col. 2o01),  la

cirugia  y  la  radioterapia  y  constituyen  en  muchos  casos  un  factor  de  mal  pron6stico  y

recaida   (Braun   y   col.   2000).   La   presencia   de   c6lulas   micrometastasicas   (CM)   es

habitualmente  detectable  por  t6cnicas     inmunocitoquimicas,  que  reconocen  antigenos

propios de c6lulas epiteliales como citoqueratinas (CK),  el antigeno de membrana epitelial

(EMA) y varias mucinas (Pantel y von Knebel 2000),  (Braun y Harbeck 2001).

Se  han  encontrado  CM  en  la  m6dula  6sea  de  pacientes  con  cancer  mamario,

incluso habiendo sjdo tratados  15 afros antes (Mansi y cols.  1999),  lo cual  indica una alta

capacidad de estas  c6lulas para persistir.  Esto sugiere,  que  las  CM  pueden  permanecer

en    un    estado    de    equilibrio    entre   eventos    de    proliferaci6n    y   de    muerte    celular

("dormancia"),  generando un ndmero estable de celulas. Sin embargo,  en alrededor de un

25 %  de los casos  se ha detectado  recaida por la proliferaci6n,  movilizaci6n  y metastasis

de estas  c6lulas  hacia  nuevos tejidos  (Braun  y col.  2000).  Este evento  es  especialmente

comtin en pacientes con  micromefastasis dentro de los primeros 5 afios tras  el desarrollo

del tumor primario.

En  la  condici6n  de  dormancia  (estado silente)  es  importante  ademas  que  las  CM

no   invadan  otros  tej.idos.   Esto  se  asocia  con  una   capacidad  de  migrar  de   la   celula

cancerigena   epitelial.   La   capacidad   migraton.a  de   la   CM   depende   principalmente   de

cambios  en  la  expresi6n  y  localjzaci6n  de  e-cadherina  (tambi6n  llamada  uvomorulina),

como tambien de otras mol6culas de adhesi6n c6lula-c6lula,  usualmente concentradas  en
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los cinturones de adhesi6n homotipica de c6lulas epiteliales maduras.  Un primer efecto de

la   inhibici6n   de   e-cadherina   en   lineas   celulares   usadas   como   modelo   de   c6lulas

cancerjgenas,  es  el  predominante crecimiento aislado de estas  c6lulas,  que  reemplaza la

habitual formaci6n  de  c/usfers o grupos  conformados  por celulas  fuertemente  adheridas

entre  si  (Asgeirsson  y  cols  1998).    Asi,  la  p6rdida  de  adhesi6n  celiilar  mediada  por  e-

cadherina  es  una  etapa  limitante  para  la  progresi6n  de  adenomas  a  carcinomas  (Perl  y

cols  1998).  El fen6meno de crecimiento en clusters vs. el crecimiento celular aislado,  sera

denominado a lo largo de esta tesis como modalidad de crecimiento.

La capacidad de  las CM de salir del descn.to estado de dormancia para proliferar

e  invadir  nuevos  tejidos,  hace  suponer que  se  trata  de  un  proceso  determinado  por  el

microambiente  en  que  se  alojan,  el  cual  es  el  estroma  de  la  medula  6sea.  Este  esta

formado  por  varios  tipos  celulares  y  sus  productos,  entre  otros,  citoquinas,  factores  de

crecimiento y mol6culas de matriz extracelular.

Entre  las  celulas  del  estroma  de  la  m6dula  6sea,  existe  un  subtipo  de  c6lulas  no

hematopoieticas   denominadas   c6lulas   troncales   mesenquimaticas    (MSC)    o    celulas

progenitoras mesenquimaticas,  las  cuales son  multipotentes  y diferenciables tanto t-n  v7.vo

como  /.n  vt.fro  a  tipos  celulares  que  formaran  hueso,  cartilago,  tend6n,   mdsculo,  tejido

adiposo, c6lulas del llamado estroma hematopoi6tico de   la m6dula 6sea y probablemente

c6lulas neurales (Jiang y cols 2002).

Existen antecedentes que sugieren que las MSC,  al jnteractuar con CM,  regulan  la

proliferaci6n    y    capacidad    de    migraci6n    de    estas    dltimas.    Entre    los    principales

antecedentes estan:

-   Trabajos   previos   de   este   laboratorio   han   demostrado   una   inhibici6n   de   contactos

homotfpicos en  c6Iulas  tumorales de  la  linea  MCF-7  (como  modelo  de  cancer de  mama)

al  ser co-cultivadas  con  MSC humanas;  esta  inhibici6n  ha sido atribuida  a  la disminuci6n



3

de la expresi6n de e-cadherina y del antigeno especifico de superficie (ESA)  (Hombauer y

Minguell 2000).

-  Se  ha  descrito  que  un  gran  ndmero  de  citoquinas  que  causan  diversos  efectos  sobre

MCF-7.  Por ejemplo,  interleuquina  lp  (lL-1P)  inhibe  la  expresi6n  del  receptor de  insulina

en  MCF-7  inhibiendo  la  proliferaci6n  de  las  celulas  (Costatino  y cols  1996).  IL-6  inhibe  la

expresi6n  de  e-cadherina  en  MCF-7,  induciendo  el  crecimiento  aislado  de  las  c6lulas

(Asgeirsson  y  cols.1998).  Las  MSC  humanas  producen  citoquinas  (lL-1,  lL-6,  lL-7,  IL-8,

lL-11  y SCF)  (Prockop,1997),  (Pittenger y  cols  1999)  y otros factores  como  el  factor de

crecimiento  de fibroblastos  basico  (bFGF,  FGF-2)  y el factor de crecimiento  de  endotelio

vascular OVEGF)  (Benavente y cols. 2003).

En  consecuencia,  el   estudio  de  las  interacciones  entre  celulas  tumorales  y  una

poblaci6n de c6lulas progenitoras mesenquimaticas del estroma de la m6dula 6sea, como

lo  son  las  MSC,  constituye  un  tema  central  para  lograr  comprender  el  rol  de  algunos

factores involucrados en la regulaci6n de la micrometastasis en la m6dula 6sea.

EI objetivo general de esta tesis fue estudiar cambios en la estructura,  proliferaci6n

y  modalidad  de  crecimiento  (formaci6n  de  clusters  vs.  crecimiento  aislado  de  celulas),

relacionandola  con  la  expresi6n  de  e-cadherina  en  CM,  que  ocurren  en  contacto  directo

con  MSC  o  con  factores  solubles  producidos  y  liberados  al  medio  por  estas  tiltimas.

Tambi6n  fue  parte  de  esta tesis  evaluar el  efecto  de  bFGF  y VEGF  en  la  proliferaci6n  y

modalidad de crecimiento de las CM.

Empleando como  modelo de CM la  linea MCF-7,  se co-cultiv6 estas  c6Iulas  sobre

monocapas de MSC.  En estas condiciones, se evaluaron pafametros ultraestructurales de

MCF-7  que  dieran  cuenta  de  cambios  en  su  actividad  celular.  Estas  alteraciones  fueron

relacionadas con  los  efectos  medidos a  nivel  de proliferaci6n  y modalidad  de  crecimiento

de MCF-7.



Para  determinar  si  los  efectos  observados  tanto  a  nivel  de  ultraestructura,  como

proliferaci6n,    modalidad   de   crecimiento   y   expresi6n   de   e-cadherina   en   MCF-7   co-

cultivadas  con  MSC,  se  deben  o  no  a factores  solubles  producidos  por estas  ultimas,  se

siguieron dos aproximaciones:

-  Usando  medios  condicionados  por MSC  (por previa  incubaci6n  de  MSC  con  el  debido

medio de cultivo).

-  Usando  sistemas  bicamerales,  los  que  permiten  el  permanente  intercambio  de factores

entre las c6lulas, pero evitando el contacto directo entre ambos tipos celulares.

Como control no maligno de c6lula epitelial mamaria se utiliz6 la linea MCF-10.



HIPOTESIS

Las c6lulas troncales  mesenquimaticas participan en  el control  de  la actividad que

adoptan c6lulas micrometastasicas en la m6dula 6sea.

OBJETIVO CENTRAL

Analizar  cambios  en  la  ultraestructura,  proliferaCi.6n,  modalidad  de  crecimiento  y

mol6culas de adhesi6n en  c6lulas tumorales,  que ocurren por su  contacto  directo  y/o  con

factores producidos por MSC.

OBJETIVOS ADICIONALES

Establecer  un   modelo   celular  que   permita   estudiar  el   efecto   del   conjunto   de

factores solubles producidos por las  MSC,  sobre la proliferaci6n  y sobre su  modalidad de

crecimiento de las celulas tumorales.  En particular, estudiar el efecto de los factores bFGF

y VEGF sobre la proliferaci6n y modalidad de crecimiento de las c6lulas tumorales.



MATERIALES Y METODOS

1.    Anticuerpos

-      Anti-citokeratina 18 (CK-18), rat6n lgG1, Santa cruz Biotechnology,  SC-6259

-      Anti-e-cadherina, rat6n lgG, Santa cruz Biotechnology, SC-8426

-Anti-lgG de rata, mol6cula completa, conjugado a FITC, Sigma,  F6258

-      Anti-lgG de rat6n, mol6cula completa, conjugado a FITC, Santa cruz Biotechnology,

SC-2010

-      Anti-lgG de rat6n, molecula completa, conjugado a FITC, Sigma,  F-3008

-      Anti-lgG de rat6n,  EM grade adsorbido a particulas de oro de 10nm, Aurion, 25148

-      Anti-Uvomorulina   (e-cadherina),  rata lgG1, Sigma u-3254

-     Anti-lgG rat6n,  molecula completa, conjugado a peroxidasa, Amersham Life science

NIF 825.

2.    Factores y hormonas

-      bFGF,  recombinante humano. Sigma F-0291

-      Factorde crecimiento epidermal (EGF), Sigma E-4127

-      Hidrocortisona, Sigma H-0888

-      lnsulina de pancreas de bovino (lB), Sigma I-6634

-      Toxina del c6]era, Sigma c-9903

-     VEGF, recombinante humano, Sigma v-7259

3.    Reactivos para cultivo celular



-      Albtimina s6rica de bovino (BSA), fracci6n v, Sigma A-2153

-      Estreptomicina,  Laboratorio Bestpharma 20001105

-      Penicilina G. S6dica,  Laboratorio chile 22866

-      Suero de caballo (HS), Gibco288476

-      Suero Fetal Bovino (SF), Gibco BRL 1600-044

-      Suero Fetal Bovino (SF), Hyclone sH 30070-03

4.    Medios

-      Dulbecco's Modified Eagle Medium (D-MEM), Gibco BRL 12800-058

-      F-12 Ham, Sigma N-6760

-      Minimum  Essential Medium Alpha (er-MEM),  Gibco BRL 12000-022

-      Minimum  Essential Medium  Eagle (MEM-E), Sigma M-3024

5.    Enzimas

-      Ribonucleasa A (EC 3.1.27.5), Sigma R-2153

-      Trjpsina de pancreas de bovino 1:250 (EC 3.4.21.4), Sigma T-0646

6.    Tampones biol6gicos

-      PBS:  15mM KH2P04, 81mM Na2HP04,1,4M Nacl, 27mM Kcl, pH 7,4.

-      TBS: 0,14M Nacl, 2,68mM Kcl, 25mMTris base, pH 8.

7.    Reactivos Qufmicos

-     Acetate de uranilo,  p.  a. Merck, 8473

-Acetona p. a., Merck,100014

-      Acido clorhidrico fumante 37% p. a., Merck 113386



-      Acrilamida, Sigma A-9099

-     Azidadesodio, Sigmas 8032

-Azul debromofenol,  USB,  US12370

-      Azul Tripan, tinci6n o,4%, Sigma T-6154

-      Bis-benzamida (Hoechst 33342) Trihydrochloride, Sigma B-2261

-      Citrato de plomo,  Eastman 11534

-      Cloriiro de magnesio,  Merck 5833

-      Cloruro de sodio (Nacl), Merck 101540

-      DTT,  USBiological,  Cat.  D8070

-      Dimetilsulf6xido  (DMSO),  Sigma  D-5879

-      Dodecil sulfate de sodio (SDS),  Calbjochem, Cat. 428023

-      Etanol absoluto, p. a. Merck 1.00983

-      Etilendiamino tetraacetico dis6dico dihidratado (EDTA), Sigma E-4884

-      Formaldehido 37%,  Merck 6404

-      Glicina, Sigma G-7126

-      Glutaraldehido, 25% Sigma G-5882

-      Hidr6xido de  potasio  (KOH),  Merck 105021

-      Hidr6xidode sodio (NaoH), p. a.,106495

-      Histopaque-1077, Sigma,1077-1

-      lodurode propidio (Pl),  Sigma p4170

-      Leupeptina.  USBiological,  Cat.  L2050

-      L-glutamina, Sigma G-3126

-      LR-Gold,  London Resin company Ltd 14371

-      Marcadores de p. M.  de proteinas pretefiidos, Amersham RPN800

-      Medio de Montaj.e,  lMMCO Diagnotics, 2505

•      2-Mercaptoetanol,  Merck 15433



-      Metanol,TCL

-      p-formaldehido,  Merck 104005

-      Pepstatina At usBiological, Cat.  P3280.

-      Per6xido de benzoilo, Sigma B-5907

-      Piruvato, sal de sodio, Sigma p-2256

-Spurr.  Resina compuesta por:

- 4-vinylcyclohexene dioxido (ERL 4206)

- resina epichlorohydrin-polyglycol epoxy (DER 736)

-anhidrido 2-nonen-1 -yl-succinico (NSA)

- 2-dimetilaminoetanol  (DMAE)

-     Tetr6xido de osmio (Os04),  Electron Microsopy sciences,  PA 19034

-      Tris (Trizma), Sigma. T-1503

-     Tween20, Sigma p-8492

-      Western Blot,  kitde detecci6n. Amersham RPN2109.

8.    Otros:

-      PDVF,  membranas para immunoblot,  BioRad,  Cat.162-0176

-      lnsertos bicamerales Transwell,  Costar MC 3460.

1.    Cultivos celulares

1.1   Los tipos celulares

209

129

529

0,89

C6lulas troncales mesenquimaticas MSC.

Se   obtienen   a   partir  de  remanentes   de  aspirados   de   m6dula   6sea   (donantes

normales  para  trasplantes  alogeneicos  de  m6dula  6sea,  Laboratorio  de  Criopreservaci6n,
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Clinica Las Condes).  Las  MSC se preparan   segdn protocolo  (Conget y Minguell  1999),  que

en terminos generales contempla separar celulas mononucleadas,   sembrarlas en  medio de

cultivo ct-MEM con 20% suero fetal y cultivar hasta generaci6n de una monocapa adherente.

Despu6s de 34 subcultivos,  esta capa adherente queda formada por c6lulas homog6neas

con   caracteristicas   morfol6gicas,   inmunofenotipicas   y   funcionales   de   celulas   troncales

mesenquimaticas (Minguell y cols 2001).

MCF-7

Es  una  linea  celular  de  cancer  de  mama  que  mantiene  las  caracteristicas  del

epitelio   diferenciado   original   incluyendo   su   capacidad   de   unir   estradiol   a   trav6s   de

receptores  intracelulares  de  estr6geno  (Brooks  y  cols  1973)  (Levenson  y  Jordan  1997).

Reaccionan en inmunocitoquinica e inmunohistoquimica con anticuerpos de citoqueratina

(CK)  17,18 y 19,  mucina y el antigeno especffico de superficie (ESA).  Fue adquiri.da de la

American Type Culture Collection (ATCC).

MCF-10A

MCF-10  es  una  linea  celular  humana  no  cancerigena,     obtenida  del  epitelio  de

mama contenido en muestras de una mastectomia efecfuada por enfermedad fibrocistica

de  un  paciente.  En  inmunocitoquimica  se  ha  demostrado  que  estas  celulas  reaccionan

con   anticuerpos   de   sialomucinas   epiteliales   (MC-5   y   EMA),    de   queratinas    (KA-4,

AE1/AE3)  y  citoqueratinas  (17,   18  y  19),  (Tait  y  cols  1990).  Tambi6n  fue  adquirida  de

ATCC.
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1.2.       Condiciones de cultivo

El  medio  de  cultivo  utilizado  para  cada  tipo  celular  se  indica  en  la  Tabla  1.  Las

celulas son  sembradas  a  densidades  variables  (entre  5.000  y 30.000  c6lulas/cm2),  como

se indica en cada caso y segl]n el experi.mento realizado.

El  medio  de  cultivo  se  cambia  cada   3  dias,  previo 2  lavados  con  PBS.  Las  celulas  son

cultivadas en incubador a 37°C,  con atm6sfera controlada conteniendo 5% de C02.

Tabla 1. Composici6n de los medios de cultivo.

Tipo Medio % y Origen Otros suplementos* Caracteristias generales
celular base de Suero de las c6lulas
MCF-7 MEM-E 10 % suero lnsulina de bovino  (18) Forma redonda,

fetal bovino 10Hg/ml, crecimiento en clusters.
(SF) Gybco piruvato  lmM,glutamina2mM. ~40 prm de diametro.

MCF-10 D-MEM 5% suero de 1810prg/ml, hidrocortizona Forma fibroblastoide
+HAM caballo (HS) 0,5 Ltg/ml, toxina del c6Iera Crecimiento aislado

100ng/ml, factor decrecimientoepidermal (EGF)20ng/ml. ~20 prm de diametro.

MSC er-MEM 10% SF Forma alargada o
Hyclone triangular,  crecimientoaislado~100Ltmdediametro.

* Todos los medios son suplementados con penicilina y estreptomicina 0,1% v/v

1.3.       Subcultivo de c6Iulas

Para  subcultivar  c6lulas  que  han  alcanzado  niveles  cercano  a    confluencia,  las

celulas se liberan de la placa mediante un tratamiento suave (por 7 a  10 minutos a 37° C)

con  una  soluci6n de tripsina-EDTA en  PBS   (0.25°/o tripsina,    70mM  EDTA).  El  efecto  de

tripsina-EDTA  se  bloquea  por adici6n  de  dos  voltimenes  de  medio  de  cultivo  completo.

Tras   centrifugar  a   500x  g   durante   10   minutos   a  temperatura   ambiente,   el   pellet   se



12

resuspende  en  el  medio  correspondiente  y  las  celulas  se  siembran  a  las  densidades

indicadas en cada caso.

1.4.       Criopreservaci6n

La suspensi6n de c6lulas se centn.fuga a 500x g durante  10 minutos a temperatura

ambiente  y  el   pellet  se   resuspende  en  una  soluci6n  de  criopreservaci6n  fria,   a   una

densidad de 106 c6lulas/ml.  En cada criotubo se distribuye 1  ml de la suspensi6n celular y

se la congela mediante un descen§o gradual de temperatura desde temperatura ambiente

hasta   -196°C,    utilizando    un   ascensor   (Taylor-Wharton);   finalmente   las    c6lulas    se

almacenan en  N2` liquido  (-196  °C).  Las soluciones de criopreservaci6n para  las  MCF-7 y

MCF-10 estan constituidas por 85% medio base,  10%  SF y 5%  DMSO.  Para MSC se usa

80% medio base,10% SF,10%  DMSO.

1.5.       Recuento y viabilidad celular

EI  ndmero de  c6Iulas  se determina mediante  recuento  en  hemocit6metro  (camara

de  Neubauer).  Las  celulas  son  tefiidas  con  azul  tripan,  lo  que  permite  reconocer  celulas

vivas (refringentes) de c6lulas muertas (tefiidas de azul).

2.    Co-cultivos celulares

Celulas  MSC  suspendidas  en su  medio  de  cultivo  habitual  (er-MEM  con  10%  SF),

son sembradas en pozos de 2,0, 3,8 6 9,6 cm2 en densidades que van de 15.000 a 20.000

c6Iulas/cm2,  segdn  el   experimento y se  incuban  por 24  horas  con  el fin  de  generar  una
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monocapa  confluente de  celulas.  Luego  de  lavar dos veces  con  PBS,  se  siembran  sobre

ellas  celulas  MCF-7  6  MCF-10  suspendidas  en  medio  tt-MEM  con  10%  SF.  Cada  co-

cultivo   se   realiza   por   el   periodo   de   tiempo   sefialado   en   la   leyenda   de   las   figuras

respectivas.   En   experimentos  de  co-cultivos  menores  a  4  dias  de  duraci6n,   s6lo  se

cambi6  el  medio  24  horas  despues  de  sembradas  las  celulas;  en  estudios  de  mas  de 4

dias, los cambios de medio se efectuaron cada 2 dias.

3.    Generaci6n de medios condicionados par MSC

La obtenci6n de medio condicionado "ex6geno" se realiza, cultivando celulas MSC en

alta densidad (aprox. 20.000 MSC/cm2) par 24 horas en a-MEM con 1 % SF. EI medio de

incubaci6n (medio condicionado "ex6geno") se retira, se filtra y se preserva  por un maximo

de 6 dias a -8o oc.

4.     Cultivos de c6lulas MCF-7 6 MCF-10 en presencia de medios condicionados por

MSC

Las  c6lulas  MCF-7  6   MCF-10  son  sembradas  en   baja  densidad   (aprox.   7000

c6lulas/cm2)   usando   su   medio   de   cultivo   habitual.   Tras   24   horas,   se   determina   el

porcentaje  de  c6lulas  adheridas,  a  trav6s  del  conteo  de  c6lulas  de  pozos  (tiempo  0)  y

compafandose con el  ndmero  inicial  de c6lulas sembrado.  Los cultivos  se  lavan  con  PBS

y se agrega  una soluci6n de  media  condicionado por MSC  con Ch-MEM  1%  SF fresco  en

diferentes   diluciones.   De   no   indicarse   otra   cosat   el   medio   condicionado   por   MSC

administrado es 50% er-MEM  1% SF y 50% medio condicionado por MSC.
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5.      Cultivos mixtos en sistemas bicamerales

Este  sistema  se  compone  basicamente  de  un  pozo  inferior  de  poliestireno  y  un

pozo  interior o  inserto,  cuyo fondo es  una membrana  porosa  de policarbonato  (pores  de

diametro de entre 0,4 y 12pm),  los cuales permiten el  libre movimiento de particulas tanto

desde el  inserto hacia el pozo  inferior,  como viceversa.  Las  celulas  MSC  son  sembradas

en   el   pozo   inferior  a  una  alta   concentraci6n   (sabre   16.500  c6lulas/cm2).   De  manera

paralela,  se siembran  en  el inserto las c6lulas  MCF-7 o MCF-10,  a  una concentraci6n  de

5.oo0  a  10.000  c6Iulas/cm2.  Al  cabo  de  24  horas  tras  sembrado,  se  colocan  el  inserto

sobre su pozo inferior respectivo.  El medio de cultivo comtln para ambos pozos es er-MEM

5%   SF.   Se   cultiva   por  tiempos  variables   (se   indica   en   la   leyenda   de   cada   figura),

realizando cambios de medio cada 2 dias.

Figura 1. Esquema del sistema de bi-camaras.
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6.      Inmunocitoquimca

6.1.       Estudios de inmunocitoquimica mediante microscopia de epifluorescencia

Las  c6lulas  que  han  sido  cultivadas  sobre  cubreobjetos  redondos  de  vidrio  de  2

cm2,  se  lavan  dos  veces  con  PBS  y  se  fijan  con  formaldehido  al  0,5%  en  PBS  por  20

minutos a temperatura ambiente.  Luego de dos lavados de 5 minutos con PBS, las c6lulas

se  permeabilizan  con  etanol  70%  frio  durante  10  minutos  a  0-4°C.  Luego  de  bloquear,

Iavando  dos veces por 10  minutos  con  PBS 2%  SF,  se incuba  con  el  primer anticuerpo

(anti-citokeratina  18  diluida  1 :100  par  1  hora  a  temperatura  ambiente;  anti-e-cadherina,

diluida  1:100 por toda la noche a 4°C). Tras 2 lavados de  10 minutos con  PBS 2% SF,  se

incuba con el segundo anticuerpo (anti lgG de rat6n conjugado a  FITC  1 :100) por 1  hora a

4°C. A continuaci6n se lava  una vez con  PBS 2% SF.  De  modo optativo,  se  pueden tefiir

los ndcleos con bis-benzamida lprg/ml por 3 minutos a temperatura ambiente,  seguido por

lavados  con  PBS  2%  SF,    PBS  y  agua  destilada.  Finalmente,  los  cubreobjetos  con  las

celulas inmunomarcadas se depositan  sobre portaobjetos usando  medio  de  montaje  con

retardador de  desvanecimiento  de  la fluorescencia   y  se  analizan  en  un  microscopio  de

epifluorescencia Zeiss Axioskop.

La  intensidad  de  fluorescencia  fue  semi-cuantificada  lisando  el  programa  Adobe

Photoshop versi6n 6.0. Se evalu6 en fotografias digitales de epifluorescencia la intensidad

de  color  verde  de  al  menos  20  pixeles  diferentes,  calculandose  luego  un  promedio  de

ellos.  Este  valor  fue  comparado  entre  las  diferentes  condiciones,  siempre  y  cuando  el

valor de intensidad de fluorescencia  del fondo  (regiones sin c6lulas) fuese  igual entre las

fotografias a comparar.
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6.2.       Estudios de inmunofluorescencia mediante citometria de flujo

Esta  t6cnica  fue  empleada  para  reconocer c6Iulas  CK18+  (MCF-7  o  MCF-10)  en

co-cultivos  con  MSC.  Para  ello,  las  c6lulas  del co-cultivo en suspensi6n son  contadas en

hemocit6metro,   determinando   el   porcentaje   de   c6lulas   vivas   totales.   Luego   de   dos

lavados  con  PBS  y   centrifugaci6n  (5  min.  a 600 g),  las c6Iulas se   fijan  y   permeabilizan

con 7o%  etanol a 0-4°C  por 10 min,  seguido de lavados con PBS 2% SF.   Las c6lulas se

incuban  por  una  hora  con  el  anticuerpo  pn.mario  (anti  CK-18)  a  temperatura  ambiente.

Luego de lavar dos veces con PBS 2% SF, se incuban por 1  hora a tempeiatura ambiente

con  el  segundo anticuerpo (anti  lgG de rat6n,  conjugado a  FITC).  For tiltimo se  lava  una

vez con PBS 2% SF. Se analiza par citometria de flujo, usando el programa Facscalibur.

I  Rfuapen5ldrr=cclar(etraenier[o a}n TAi.anaEDTA

+|Ccrmconmana{drrfu

Figura 2.  Esquema del procedimiento para determinaci6n de celulas epiteliales (CK18+) en
cocul{ivo con  MSC.
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7.    Expresi6n de e-cadherina par western Blot

La  extracci6n  de  proteinas  se  realiz6  lavando  las  c6lulas  con  PBS  y  agregando

buffer  de  lisis  (50mM  Hepes,150mM  Nacl,  1mM  EGTA,  2mM  Mgc12,  10%  Glicerol,  1%

Trit6n  X-100,  2mM  PMSF,  1Hg/ml  peptidasa,  1Hg/ml  leupeptina  y  lLig/ml  aprotinina,  pH

7,9)  e incubando  por 20  min.  a  0-4°C.  El  sobrenadante es  centrifugado  a  12.000 x  g  por

30  min.  a  4°C.  La  concentraci6n  de  protefnas  se  determin6  en  alicuotas  del  extracto,

usando el m6todo de Lowry.

Los extractos proteicos fueron tratados bajo condiciones reductoras.  Para esto,  se

calentaron las muestras  por 5 min. a  100°C en tampon simple  (240mM tris-Hcl,  80/o SDS,

40%  Glicerol,   0,001   %   indicador  azul  de  bromofenol,  5%  v/v  P-mercaptoetanol).     Se

cargaron 30 pug de proteinas por carril en geles de acrilamida al 8%.

La transferencia  electroforctica a una membrana de PDVF se  realiz6 a 50mA por

toda la noche a 4°C en tamp6n 50mM Tris,190mM glicina, 20% metanol, 0,1% SDS.

Luego  de  bloquear con  una  soluci6n  3%  BSA,  0,5%  Tween  20  en  TBS  por  una

hora  a  temperatura  ambiente,  se  lava  3  veces  con  TBS-Tween  (5  min.  cada  vez)  y  se

incuba  con  el  primer  anticuerpo  (anti-e-cadherina)  durante  toda  la  noche  a  4°C.  Al  dia

siguiente se vuelve a lavar con TBS-Tween  (10 min.  cada vez),  se incuba con el segundo

anticuerpo (anti-lgG de rat6n, conjugado a peroxida§a) y se lava 3 veces con  TBS-Tween

(5 min.  cada vez).  La  membrana fue  revelada usando un kit de quimioluminiscencia  ECL,

exponiendo a un film fotogfafjco por 1  a 5 min.

8.    Microscopia electr6nica de transmisi6n (MET)

Para    la    obtenci6n    de    material    observable    en    microscopio    electr6nico    de

transmisi6n (MET),  es necesario el desarrollo de las siguientes etapas:  Fijaci6n e inclusi6n
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del  material  en  resina  lo  que  permitifa  obtener y  tefiir cortes  ultradelgados,  los  que  son

inspeccionados y fotografiados en el MET.

a.    Fijaci6n e inclusi6n de muestras biol6gicas.

Esta  etapa  se  desarroll6  segtln  dos  protocolos  diferentes,  dependiendo  del  origen  de  |a

muestra biol6gica a estudiar:

-      Procesamiento de celulas crecidas sobre termanox

En   caso   de   cultivos   simples   y   co-oultivos   (MCF-7   con   MSC),   estos   pueden

realizarse  creciendo  las  celulas  sobre  discos Termanox.  Luego  de  fijar por  30  min.  con

glutaraldehido al 2,5% en buffer 0,1M fosfato,  pH 7,4,  se  lava tres veces  por 2  min.  cada

una con PBS. Se post-fijan con Os04 al 1% en PBS, para luego lavar tres veces con PBS.

A continuaci6n se deshidrata el material por pasajes,  de 20 min. cada uno,  por soluciones

al 10, 30, 50 y 70% de acetona en 0,14M Nacl.  Luego se pasa a 80 y 90% acetona/agua

destilada.  Finalmente  se  hacen  dos  tratamientos  con  acetona  ljbre  de  agua  de  20  min.

cada  uno.  La  inclusi6n  se  realiza  pasando  de  una  mezcla  Spurr/acetona  1:2  (20  min.)  a

una mezcla Spurr/acetona  1:1  (20 min.)  y finalmente a  una mezcla  Spurr/acetona 2:1  (20

min.). A continuaci6n se pasa a Spurr puro (tres veces; 30, 20 y 20 min.  respectivamente).

Se deja polimen.zando en moldes adecuados en una estufa  a 65°C durante 14hs.

-      Procedimiento para c6lulas cultivadas en sistemas bicamarales.

El  procedimiento  de  fijar y  post-fijar  es  identico  al  usado  en  c6[ulas  crecidas  en

discos termanox.  Sin  embargo  la deshidrataci6n de  la  muestra se realiza por pasajes  (10

min.  cada vez)  en etanol 35,  50,  70,  95  y dos veces  100%.  Luego  de  cortar el  fondo  del

pozo intemo  (membrana de policarbonato),  se incluye pasando por mezclas de  Etanol/LR

Gold 2:1  (15  min.),  Etanol/LR  Gold  1:1  (15  min.),  y  Etanol/LR  Gold  1:2  (15  min.).  Se  pasa

a  LR  Gold  puro  (dos  veces,  15  min.  cada  uno)  y  por dltimo,  se  incluye  en  capsulas  de
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gelatina  conteniendo  LR  Gold  con  per6xido  de  benzoilo  (0,8%)  y  se  deja  polimerizar  a

temperatura ambiente durante la noche.

b.    Obtenci6n y tinci6n de cortes ultradelgados

Una  vez  terminada  la  inclusi6n  en  Spurr  o  LR  Gold,  se  remueve  el  exceso  de

plastico  con  una hoja de afeitar o un dispositivo para  devastar (como el trimmer   Reichert

TM6o).  El  prop6sito  de  esta  operaci6n  es  obtener  una  pifamide  con  bordes  paralelos,

procurando  dejar la  muestra  en  el  centro.  Una  mayor precisi6n  se  obtiene  emparejando

con  un  cuchillo  de  vidn.o  en  el  ultramicr6tomo  Reichert Jung  Ultracut.  A  continuaci6n  se

procede  a  obtener  cortes  semidelgados  de  500nm  y  ultradelgados  de  70  a   80   nm,

respectivamente)   Lisando   una   cuchilla   de   diamante.   En   los   cortes   semidelgados   es

reconocible  ]a  presencia  de  material  biol6gico  a  traves  de  la  tinci6n  con  1%  azul  de

toluidina  o  azul  de  metileno  en  buffer borato.  Los  cortes  ultradelgados  se  colocan  sobre

grillas  de  ore  o  cobre  que  pueden  estar  recubiertas  de  pioloformo  y  que  poseen  mesh

definidos (too, 200 6 GOO/.

Las  c6lulas  en  el  corte  ya  contend fan  una  leve  tinci6n  inicial  si  fueron  posffljadas

con Os04.  El proceso de post-tinci6n consiste esencialmente en  el tratamiento secuencial

con sales de metales pesados como los son el acetato de uranilo y el citrato de plomo.  Si

bien  esta tinci6n  es  inespecifica ya que se debe a  reacci.ones tanto  con  acidos  nucleicos

como con lipidos y proteinas, favorece enormemente el contraste final en el MET.   Para la

tinci6n  con  acetato  de  uranilo,  se  deben  depositar  gotas  de  este  sobre  un  trozo  de

parafilm  limpio.  Sabre las  gotas  se flotan  las  grillas,  dejandoselas  en  la  oscuridad  por 30

min.   a   temperatura   ambiente.   Luego   los   especimenes   se   lavan   por   inmersi6n   en

abundante  agua  destilada  y se  los dej.a  secando.  A  contjnuaci6n  se  procede  a  la  tinci6n

con plomo, la cual utiliza una soluci6n citrato de plomo 2M en KOH IM.  Previo a su uso, la

soluci6n  se  centrifuga  por 5  min.  a  1800x  g.  Del  sobrenadante  resultante,  se  depositan
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gotas sobre una superficie limpia y luego se flotan sobre ellas las grillas.  La incubaci6n se

realiza a temperatura ambiente durante 4 min,  manteniendo una atm6sfera  ljbre de  C02.

Luego  se  lava  abundantemente  con  KOH  50mM  y  agua  destilada.  Se  deja  secando  |as

grillas por al menos una hora antes de inspeccionarlas bajo el MET.

c.    Observaci6n y Fotografiado en TEM

Las muestras fueron inspeccionadas en un Microscopio electr6nico de transmisi6n

Phillips CEM  100 trabajando a 60 u 80 kv de aceleraci6n.

Las  fotografias  se  obfuvieron  a  partir  de  negativos   Kodak  4489  expuestos  en  forma

automatica   en   el   microscopjo,   los   negativos   son    revelados   y   copiados   siguiendo

procedimientos habituales para fotografia en blanco y negro.
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RESULTADOS

1.   Analisis    par   microscopia    electr6nica    de    transmisi6n    (MET)    de    cambios

ultraestructurales   en   c6lulas  tumorales   MCF-7  al   co-cultivarlas   con   c6Iulas

troncales  mesenquimaticas  (MSC)  o  al  incubarlas  con  medios  condicionados

par MSC.

El   objetivo   central   de   esta   serie   de   experimentos,   fue   evalLiar   cambios   de

ultraestructura que puedan sugen.r alteraciones en la acftyidad de c6Iulas MCF-7 al ser co-

cultivadas  con  MSC  (cultivo  directo  c6lula-c6lula)  o  al  cultivarlas  con  cslulas  MSC  en

sistemas  bicameralest  en  los  cuales  factores  solubles  producidos  y  liberados  por  MSC

condicionan el medio de las celulas MCF-7 (cultivo jndirecto c6lula-c6lula).

1.1.   Alteraciones  en  la  ultraestructura  de  MCF-7  inducidas  al  co-cultivarse  con

MSC.

Al  examinar  por  MET  c6lulas  MCF-7  o  MSC  en  sus  respectivas  condiciones  de

cultivo (Figura  3), se observan las siguientes caracteristicas:

-   Las   c6lulas  MSC   (Figura  3a)  poseen  forma  alargada,   similar  a  la  fibroblastos,   con

prolongaciones.  El  ndcleo  celular  contiene  de  2  a  3  nucleolos.  El  citoplasma  contiene

numerosos organelos.  Los contornos son muy regulares y lisos.

-  Las  c6lulas  MCF-7  (Figura  3b)  presentan  contornos  predominantemente  redondeados,

pfacticamente  no  poseen  prolongaciones,  pero  los  bordes  son  bastante  irregulares.  EI

ndcleo  es  grande y contiene  varios  nucl6olos  (de 4 a 5).  El  citoplasma  tambj6n  contiene

numerosos organelos.



22

Al  evaluar por MET secciones  correspondientes a  cerca  de 20  diferentes  c6|u|as

MCF-7   co-cultivadas   con   MSC,   se   observ6   que   entre   las   celulas   MCF-7   contro|es

(cultivadas    sin    MSC)    (Figura    3b)    y    MCF-7    co-cultivadas    con    MSC    (Figura    3c)

aparentemente hay una serie de diferencias. Las mas relevantes son:

- La raz6n de diametros de ndcleo/celula para las MCF-7 co-cultivadas con MSC es mayor

(aprox.   un   50%)   que   en   las   MCF-7   cultivadas   sin   MSC.   Ademas   se   observ6   una

predominante  cromatina  decondensada  (eucromatina)  en  MCF-7  en  co-cultivo  con  MSC,

en tanto que en MCF-7 cultivadas sin MSC, predomina cromatina condensada.

-  Las mitocondrias de MCF-7 co-cultivadas con MSC, estan en mayor proporci6n con una

matriz   palida.    Es   decir,    estan   mss   dilatadas   y   se   pueden   distinguir   las   crestas

mitocondriales  facilmente  a  aumentos   bajos.   En   cambio,   MCF-7  controles  (sin   MSC)

poseen mitocondrias en un estado de matriz mss densa (oscura) y sus crestas son mucho

menos distinguibles.

Mitocondrias    de    morfologia    relajada    sugieren    un    mayor    stress    oxidativo

(Dvorakova  y  cols  2001).  0  sea,  probablemente  hay  una  mayor actividad  metab6lica  en

c6lulas MCF-7  co-cultivadas con  MSC  que en  las  MCF-7 controles.  Las  diferencias  entre

MCF-7 co-cultivadas con MSC o controles, se han resumido en la tabla 2 y 3.

Las caracteristicas a nivel de ultraestructura de c6Iulas MSC cultivadas solas o con

MCF-7,   son   similares   (datos   no   mostrados).   Es   probable  que   en   estas   condiciones

experimentales  no  se  observen  diferencias  debido  a  que  en  el  modelo  de  co-cultivo,  el

ndmero de c6Iulas   MCF-7 es s6Io un 10% de las c6lulas MSC.
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1.2.   Alteraciones en la ultraestructura de MCF-7 al cultivarlas con MSC en sistemas

bicamerales.

Factores producidos y ljberados al medio condicionado  por MSC y su efecto sobre

la   ultraestructura   de   MCF-7,   file   estudiado   usando   sistemas   bicamerales,   como   se

describe   en   Materiales   y   Metodos.   En   la   Figura   3   se   presentan   microfotograffas

representativas  tras  4  dias  de  cul{ivo  de  c6lulas  MCF-7  en   sistemas  bicamerales  en

ausencia  (controles)  (Figura  3b)  o  en  presencia  de  MSC  (Figura  3d).  Las  diferencias

observadas mas importantes fueron las siguientes:

-  MCF-7 cultivadas en  jnsertos  con  MSC,  presentan  una  raz6n  de diametro  nticleo/c6lula

mayor (aprox. un 35%) que las celulas controles (sin MSC).

-  De  manera similar al  caso  de  los  co-cultivos,  las  c6Iulas  MCF-7  cultivadas  en  sistemas

bicamerales    en    presencia    de    MSC,    presentan    predominantemente    ndcleos    con

eucromatina.

- Al  contar el  ntimero  de  mitocondrias  en  secciones  correspondientes  a  unas  15  c6lulas

MCF-7   diferentes,   llam6   la   atenci6n   el   mayor   ndmero   de   mitocondrias   en   MCF-7

cultivadas   en   sistemas   bicamerales  en   presencia   de   MSC.   Este   aumento   fue   muy

interesante en cuanto a mitocondrias de matriz palida, consecuente con las observaciones

realizadas en MCF-7 en co-cultivo con MSC.

-   En   muchas   celulas   MCF-7,   no   se   lograron   visualizar  fibras   de   stress   (haces   de

microfilamentos, fibras de actina). Sin embargo,  en los casos en que se visualiza este tipo

de formaci6n,  se observ6  un  mayor ntlmero de fibras en  MCF-7 cultivadas  en  presencia

de MSC.

Estos  resultados  sugieren  que  las  c6lulas  MCF-7  en   sistemas  bicamerales  en

presencia de MSC (y por lo tanto en contacto con  factores solubles producidos por estas)
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presentan una mayor actividad metab6lica,  sugerida par una predominancia de cromatina

descondensada y un mayor ndmero de mitocondrias  (en particular,  mitocondrias de matriz

palida).  El mayor ntlmero de fibras de actina,  sugiere que las c6lulas MCF-7  en  presencia

de MSC estan expuestas a alguna condici6n de stress.

Las  principales  caracteristicas  de  MCF-7  {anto  en  co-cultivo  como  en  sistemas

bicamerales con MSC son presentadas en las Tablas 2 y 3.

2.    Proliferaci6n  de  c6lulas  epiteliales  (MCF-7  y  MCF-10):  efecto  de  contactos  con

MSC o de cultivos con medios condicionados por MSC.

En  los  resultados  anteriores  (1.1  y  1.2)  se  describi6  como  celulas  MCF-7  en  co-

cultivo  con MSC  o  en  cultivo  con  medic  condicionado  par MSC,  comparadas  con  MCF-7

contro[es,    presentan    cambios   en    la   ultraestructura   que   sugieren    mayor   actividad

transcripcional   (al  predominar  eucromatina)  y  mayor  respiraci6n   celular  (dado  por  un

incremento del  ndmero relativo  de mitocondrias relajadas).  Estas  observaciones  sugieren

una  mayor  proliferaci6n  de  c6lulas  MCF-7.   For  consiguiente,   el  siguiente  obj.etivo  fue

estudiar si habian cambios en  la proliferaci6n de c6lulas MCF-7 al  co-cultivarlas  con  MSC

o al cultivarlas con medio condicionado por MSC.

En  un  intento  por  definir  la  especificidad  de  los  efectos  de  MSC  sobre  c6lulas

tumorales  (MCF-7),  se  realizaron  estudios  similares  utilizando  la  linea  celular epitelial  no

tumoral MCF-10.

2.1.  Proliferaci6n de c6Iulas MCF-7 y MCF-10 en co-cultivos con MSC.

Para  evaluar  como  contactos  directos  entre   c6lulas   MCF-7  y  MSC  afectan   la

proliferaci6n  de  MCF-7,   se  sembr6   un  ndmero  fijo  de  MCF-7  sobre   concentraciones
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variables de MSC.  Los co-cultivos se incubaron por 3 dias. Como se observa  en la  Figura

4,  el ndmero de MCF-7 en todas las condiciones de Co-cultivo, aument6 con  respecto a |a

condici6n  control  (MCF-7/MSC  =  1/0).  Sin  embargo,  la  magnitud  del  efecto  proliferativo

fue mayor en  aquellos  casos en que las MCF-7 fueron  sembradas  sobre monocapas  no

confluentes  de  MSC  (Figura 4,  barras  con  rayas vs.  barras  con  puntos).  Ademas  estos

resultados sugieren que el  ndmero de subcultivos de MSC (como referente de  la  edad de

las celulas) tambi6n afecta la  magnitud del efecto proliferativo sobre MCF-7.  Asi,  MSC  de

pocos  pasaj.es  (SC  n°  6  (Figura  4,  barra  1/4)  ejercen  un  mayor  efecto  proliferativo  en

MCF-7 que subcultivos mayores (SC n° 12  (Figura 4,  barra  1/3).  En  la condici6n  de MSC

confluentes,  ni  la  relaci6n  MCF-7/MSC  (Figura  4,  barras  con  puntos)    ni  el  ntimero  de

subcultivos de las MSC  (no mostrado) afectan la magnitud del efecto proliferativo,  que sin

embargo es significativamente mayor (P = 0,049 en test de  U-Mann Whitney)  que  MCF-7

controles.

En experimentos  similares, pero usando cultivos de  MCF-10 sobre  una  monocapa

de  MSC,  se  observ6  que  MCF-10  en  co-cultivo  con  MSC  (en  relaci6n  1/10),  proliferaron

1,5 ± 0,3. veces mss, tras 6 dfas de cultivo.

Cuando se estudi6 la capacidad en el tiempo de monocapas confluentes de  MSC

de estimular la proliferaci6n de MCF-7,  se observ6 que tanto a 2,  4 y 6 dias de co-cultivo,

las  MCF-7  se  mantienen  viables y proliferativas,  al  igual  que  cuando  son  crecidas  sobre

plastico.  Sin  embargo,  Ia  magnitud  de la  proliferaci6n  de  MCF-7  co-cultivadas  con  MSC,

desde  el  dia  4  es  mayor  que  cuando  son  cultivadas  por  el  mismo  tiempo,  pero  en

ausencia de MSC (Figura 5).

De  este  modo,  los  resultados  de  esta  secci6n,  sobre  efecto  de  MSC  sobre  la

proliferaci6n de MCF-7 y MCF-10, demuestran que:

-Las  c6lulas  epiteliales  MCF-7  y  MCF-10  proliferan  mss  al  crecer sobre  monocapas  de

MSC, que al crecer sobre plastico.
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-Pareciera  que  el  efecto  proljferativo  de  las  MSC  es  mayor  en  MCF-7  que  en  MCF-|o,

pues  en  tan  s6lo 3 dias  de co-cultivo,  el  incremento en  MCF-7  es  de  un  40%  mayor con

respecto  a  MCF-7  crecidas  sobre  plastico.  Esto  representa  un  aumento  en  el  tiempo  de

duplicaci6n de 1,5 veces.  En cambio,  en MCF-10 se alcanza un incremento similar s6|o  a|

cabo  de 6  dias  de  cultivo,  lo  que  equivale  a  6  veces  el  tiempo  de  duplicaci6n  para  esta

linea.

-  Monocapas  semi-confluentes  de  MSC  inducen  una  mayor proliferaci6n  de  MCF-7  que

monocapas confluentes de MSC.

-  El  efecto  proliferativo de MSC sobre MCF-7 depende del tiempo de co-cultivo.  Tiempos

de  co-cultivo  mayores a 6 dias no se estudiaron pues la monocapa  de  MSC,  empieza a

retraerse y soltarse.

2.2.       Efecto de medios condicionados por MSc en la proliferaci6n de c6Iulas MCF-

7 y MCF-10.                                                                                                                  '

Los resultados anteriores no dejan en claro si el efecto de MSC sobre cambios en

la  proliferaci6n  de  MCF-7  y/o  MCF-10  se  deben  a  contactos  celulares  directos  y/o  a

factores solubles producidos y liberados par las c6lulas MSC.  Para dilucidar lo anterior,  se

hicieron experimentos  donde  se establecieron  dos tipos de estudios:  en  el  primer estudio

se  midi6  el  efecto  de  medio  condicionado  por  MSC  ("ex6geno")  en  la  proliferaci6n  de

MCF-7.  En  el  segundo,  se  usaron  sistemas  bicamerales  de  MCF-7  6  MCF-10  con  MSC

(medio condicionado por MSC "end6geno").

El medio condicionado .'ex6geno" fue obtenido por el cultivo de celulas MSC por 24

horas  en  orMEM   1%   SF.   Para  estudiar  el  efecto  de  este  medio  condicionado  en  la

proliferaci6n   de   MCF-7,    diferentes   voldmenes   de   este   medio   condicionado   fueron

mezclados   con   ci-MEM   1%   SF  fresco.   En  la   Figuras  6a,   se  observa   que   el   medio
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condicionado por MSC  estimula  la proliferaci6n de celulas MCF-7,  de una  manera que  es

proporcional a la concentraci6n de medio condicionado.  El uso de medio condicionado sin

di|uir  (1o0%)  tambien  favorece  el  crecimiento  de  MCF-7  (no  mostrado),  pero  este  efecto

es  mss  modesto,  probablemente  debido  al  agotamiento  de algunos  nutrientes  durante  el

proceso  de  preincubaci6n  de  celulas  MSC,  para  la  preparaci6n  del  medio  condicionado

"ex6geno".

Similares exper].mentos demuestran que medio condicionado por MSC no estimula

la proliferaci6n de MCF-10 (Figura 6b).

El segundo estudio para determinar el efecto de factores solubles  producidos por

MSC  en  la  proliferaci6n  de  MCF-7,   se  us6  el  sistema  de  cultivo  en  bicamaras.   Este

permite   liberaci6n   de   factores   producidos   por  un   tipo   celular  (MSC)   y   la   constante

exposici6n  a  ellos  de  un  segundo  tipo  celular  (MCF-7).  Con  este  sistema  se  evitan  los

efectos   negativos   sobre   la   proliferaci6n   por   agotamiento   de   nutrientes,   como   fue

observado al  usar 100%  media condicionado #ex6geno".  Como se aprecia en  la  Figura 7,

las MCF-7 cultivadas en  el sistema bicameral proliferan cerca de un 50°/a  mss cuando en

el otro compartimiento hay MSC.

A su vez,  cuando se realizaron estudios similares con  c6lulas MCF-10,  se observ6

que  estas  proliferan  un  40°/o  menos  en  presencia  de  MSC,  que  en  ausencia  de  ellas

(control)  (Figura 7).

Los resultados de esta serie de experimentos, sugieren que:

-   Las   celulas   MSC   producen   y   exportan   factores   solubles,   los   cuales   estimulan   la

proliferaci6n de las c6lulas epiteliales MCF-7.

-  Estos  factores  tienen  un  efecto  diferente  segdn  sea  el  tipo  de  las  c6lulas  expuestas,

puesto que eri MCF-7 se observa un incremento en la proliferaci6n, mientras que en MCF-

10 se produce una inhibici6n de la proliferaci6n.
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- Los factores producidos por las MSC no son t6xicos  o dafiinos para  las c6lulas MCF-7 y

MCF-10, ya que la viabilidad de estas,  no se vio afectada durante los 3 dias de estudio.

3.     Modulaci6n  de  contactos  celulares  entre  c6lulas  MCF-7,  al  ser    co-cultivadas

con  c6lulas  MSC  o  al  cultivarlas  en  presencia  de  medios  condicionados  por

MSC.

Como  se  ha  demostrado anteriormente,  al  co-cultivar c6lulas  MCF-7  con  MSC  se

observan  diferencias  a  nivel  de  ultraestructura  y  en  proliferaci6n  de  c6Iulas  MCF-7,  con

respecto  al  cultivo  de  MCF-7  en  ausencia  de  MSC.  Estos  efectos  han  sido  atn.buidos  a

factores solubles producidos y liberados por MSC.  Existe ademas, un tercer aspecto en el

que  las  c6lulas  MCF-7  alteran su  patr6n  morfogen6tico por efecto  de  MSC  y este  es  el

contacto de las c6lulas MCF-7 entre si. Datos anten.ores de este laboratorio han mostrado

que  disminuye  cuando  las  MCF-7  cultivadas  sobre  una  monocapa  confluente  de  MSC,

mientras  que  en  MCF-7  cultivadas  sobre  plastico  o  sobre  una  monocapa  de fibroblastos

3T3 predomina el crecimiento en grupos o clusters celulares (Hombauer y Minguell 2000).

Esta  observaci6n  se  relaciona  con  una  disminuci6n  en  la  expresi6n  de  e-cadherina,  que

es la principal proteina jnvolucrada en el proceso de adhesi6n entre celulas epiteliales.

Con  los  siguientes  experimentos  se  caracteriz6  la  naturaleza  de  los  contactos

entre  c6lulas  MCF-7  al  ser  co-cultivadas  con  MSC  y/o  al  cultivarlas  en  presencia  de

medios  condicionados  por MSC.  Este analisis  se  realiz6  a  nivel  celular y  subcelular  (por

MET)  y  se  us6  microscopia  6ptica  para  cuantificar  la  relaci6n  entre  celulas  aisladas  vs.

formaci6n  de  clusters.  Ademas,  se  estudi6  la  expresi6n  de  e-cadherina  en  MCF-7,  por

ensayos de inmunofluorescencia y  western blot.
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3.1.       Modalidad de crecimiento (formaci6n de clusters vs.  crecimiento aislado) de

MCF-7 al ser co-cultivadas con MSC.

En  la  Figura  8.  se  observan fotografias de  c6lulas MCF-7  que fueron  sembradas

sabre  plastico  o  sobre  una  monocapa  confluente  de  MSC.  En  co-cultivo,  las  MCF-7  se

distinguen  con  bastante  claridad  de  las  MSC  por  diferencias  morfol6gicas  previamente

mencionadas  (ver  1.1).   En  la  Figura  8  se  observa  que,  MCF-7  ciiltivadas  sobre  una

monocapa  de  MSC  crecen  de  manera  predominantemente  aislada  y  no  en  grupos  o

"clusters", como es el caso de los respectivos controles. Este cambio en la modalidad de

crecimiento  empieza  a  notarse  al  cabo  de  3  dias  de  cultivo,  alcanzando  un  maximo  al

cabo de 6 dias.

Es mss exacto el reconocimiento de MCF-7 en co-cultivo,  a trav6s del marcaj.e de

citoqueratina  18 (CK18),  la cual es una proteina especifica para tipos celulares epiteliales

y no se expresa en c6lulas MSC.  En la Figura 9, se ve como ha cambiado la modalidad de

crecimiento:   MCF-7  co-cultivadas  con  MSC  crecen  en  un  80%  aisladas  entre  si.   Los

clusters (20% restante) se componen por 6 a  12 c6lulas.  En cambio,  MCF-7 cultivadas sin

MSC (control)  crecen en  un 90% con fuertes adhesiones  entre si,  formando clusters que

se componen de 8 a 24 c6lulas.

3.2..      Expresi6n de e-cadherina en MCF-7 al serco-cultivadas con MSC.

Al realizar experimentos similares de MCF-7 cultivadas en ausencia o presencia de

MSC,  pero  analizando  la  expresi6n  de  e-cadherina  por  inmunofluorescencia  se  observa

una  importante  disminuci6n  en  la  expresi6n  de  e-cadherina  en  c6lulas  MCF-7  cultivadas

sobre  una  monocapa de  MSC  (Figura  10).  AI  cuantifjcar la intensidad de  la fluorescencia
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(ver Materiales  y  M6todos),  se  observa  una  disminuci6n  en  la  expresi6n  de  e-cadherina

de aprox.  un 50°/o en  MCF-7 cultivadas sobre una monocapa de MSC  en  comparaci6n  a

MCF-7 controles (sin  MSC). Ademas se  marcaron  los  nt]cleos  con bis-benzamida,  lo que

permite reconocer el total de c6lulas y por lo tanto evaluar si  la  expresi6n de e-cadherina

es   variable   entre   ellas.   Ademas,   la   marcaci6n   nuclear   permite   determinar   mejor   la

distribuci6n de e-cadhen.na en  la  celula,  evaluando si  esta presente en  la  superficie de la

c6lula (s6lo el borde extemo) o el citoplasma.

3.3.      Efecto de medios condicionados par MSc en la expresi6n de e-cadherina en

MCF-7.

Para   determinar  si   la  disminuci6n   de   la  expresi6n   de   e-cadherina   en   MCF-7

observada   en   co-cultivos   de   MCF-7   con   MSC,   es   modulada   por   factores   solubles

producidos   por   MSC,   se   realjzaron   cultivos   de   MCF-7   con   medics   condicionados

("ex6genos")  producidos  por MSC.  Ademas,  se  evalu6  el  efecto  de  medio  condicionado

"end6geno"   a   trav6s   del   sistema   de   co-cultivos   de   MCF-7   con   MSC   en   sistemas

bicamerales (previamente descrito).

En  las  Figuras  11  y  13  se  observa  una  disminuci6n  en  la  formaci6n  de  clusters

celulares  cuando  MCF-7  son  cultivadas  en  presencia  de  medio  condicionado  por  MSC

"ex6geno"  y  "end6geno"  respectivamente.  Ademas,   se  observa  una  disminuci6n  en  la

expresi6n  de  e-cadherina  (aprox.  un  70°/a)  en  MCF-7  cultivadas  con  medio  condicionado

por   MSC   "ex6geno"   (Figura   11).   Cuando   MCF-7   fueron   co-cultivadas   en   sistemas

bicamerales con MSC (medio condicionado "end6geno") la disminuci6n en la expresi6n de

e-cadherina fue de aprox.  un 40% (Figura  13).
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3.4. Analisis   por   western   blot,   de   la   expresi6n   de   e-cadherina   en    MCF.7

cultivadas con media condicionado por MSC.

La  menor expresi6n de e-cadherina  en  MCF-7 cultivadas  con  medio condicionado

por  MSC  con   respecto  a  MCF-7  cultivadas  en  ausencia  de  medio  condicionado,   fue

confirmada  por ensayos  de western  blot  (Figura  12)  en  los  cuales  s6lo  se  ve  la  debida

banda inmunomarcada en extractos proteicos de MCF-7 cultivadas en ausencia de medio

condjcionado por MSC (controles).

3.5.       Estudio por microscopia electr6nica de transmisi6n de contactos entre MCF-

7 co-cultivadas con MSC en sistemas bicamerales.

Al  utilizar  el  sistema  de  cultivo  en  bicamaras,  se  observ6  con  MET  que  celulas

MCF-7 en presencia de MSC crecen generalmente aisladas entre si. Al comparar algunos

de  aquellos  eventos  poco  comunes  en  que  c6lulas  MCF-7  permanecen  muy  pr6ximas

entre  si,   con   MCF-7   controles   (cultivadas   en   ausencia  de   MSC)   (Figura   14),   no   se

observaron  mayores diferencias.  En  ambas  condiciones  las  uniones  estrechas  entre  las

celulas representan  una estructura poco frecuente.  No se observaron interdigitaciones,  ni

formaci6n  de  desmosomas.  El  intercambio  de  mol6culas,  podria  ser mediante  caveolas,

debido  a  que  se  observ6  la  formaci6n  de  vesiculas  con   la  forma  tipica  de  aquellas

formadas por caveolinas.  En la Figura 17, flechas indican este tipo de vesiculas (Figura  17

a y b) y la apariencia de una uni6n estrecha (Figura 17b).

De los experimentos relacionados a la expresi6n de e-cadherina en MCF-7 y de la

modalidad  de  crecimiento  de  c6lulas  aisladas  vs.  formaci6n  de  clusters,  se  concluye  lo

siguiente:
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- MCF-7 en co-cultivo con MSC o en presencia de factores solubles producidos par MSC,

tienden  a  crecer  de  manera  aislada.  Esto  no  es  lo  que  ocurre  en  MCF-7  cultivadas  en

ausencia de MSC y en ausencia de medios condicionados por MSC.  Esta observaci6n es

mss   notoria   en   el   caso   de   co-cultivos   de   MCF-7   con   MSC,   que   al   usar   medios

condicionados  por MSC.  Esto sugiere que  la formaci6n de  contactos  celulares de  MCF-7

es  inhibida  por  factores  solubles  producidos  por  las  MSC  pero  tambi6n  depende  del

contacto  directo  de  MSC  con  MCF-7.  La  predominancia  de  MCF-7  aisladas  entre  si,

tambi6n  puede  ser favorectda  por elementos  de  matriz extracelular de  MSC.  Par  t]ltimo,

esta observaci6n  puede deberse a que el efecto  de los factores producidos por MSC  no

estan siendo estudiados en las concentraciones debidas.

-  El  crecimiento aislado  de  celulas  MCF-7 en  co-cultivo  con  MSC  o  en  MCF-7  cultivadas

con medios condicionados por MSC,  empieza a notarse despu6s de 3 dias de cultivo.  Sin

embargo,  s6lo  al  cabo  de  6  dias  de  cultivo  se  alcanza  el  maximo  de  la  inhibici6n  de  la

formaci6n de clusters.

- MCF-7 en co-cultivo con MSC  a en presencia de factores solubles producidos por MSC,

expresan menores niveles de e-cadherina.  Esta observaci6n tambi6n es mss notoria en el

caso de co-cultivos de MCF-7 con MSC, que al usar medios condicionados por MSC.  Esto

se relaciona a lo observado en cuanto a la modalidad de crecimiento de MCF-7.

-  Las  c6lulas  MCF-7  crecen  habitualmente  muy pr6ximas  entre  si,  siendo  estas  uniones

principalmente   mediadas   por  e-cadherina.   Se  observaron  vesiculas   que   sugieren   un

intercambio    de    moleculas    entre    las    c6]u[as    via    caveolinas.     Uniones    estrechas,

desmosomas y hemidesmosomas son poco comunes.
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4.    Efecto de bFGF y VEGF en la proliferaci6n de MCF-7 y MCF-10 y efecto de bFGF

en la expresi6n de e-cadherina en MCF-7.

El factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) y el factor de crecimiento de

endotelio vascular (VEGF),  son  importantes factores producidos por MSC.  Es posible que

contribuyan  al  efecto  observado por medios  condicionados  producidos  por MSC  sobre  la

proliferaci6n,  modalidad  de  crecimiento  y  expresi6n  de  e-cadherina  en  MCF-7.  Por esto,

se analiz6 el efecto de ambos factores sobre estos pafametros.

4.1.       Efecto de bFGF y VEGF en la proliferaci6n de MCF-7 y MCF-10

Dado   que   el  suero  fetal   (SF),   contiene  bFGF  y  VEGF,   los  experimentos  se

realizaron buscando la minima concentraci6n de suero fetal, que permita evaluar el efecto

de los factores de crecimiento.

En  primer  lugar,  se  analiz6  el  efecto  de  bFGF  sobre  la  proliferaci6n  de  MCF-7

cultivadas por 4 dias  en  medio de cultivo conteniendo 5% 61%  SF.  Como se observa  en

la Figura  15, tanto en 5°/o como 1 % SF, las c6lulas proliferaron (comparando al ndmero de

c6lulas  sembradas  iniciales).  Sin  embargo,  se  observ6  que  con  respecto  a  la  condici6n

10%  SF  (condici6n  6ptima  de  crecimiento,  Figura  15,  barra  blanca),  las  c6lulas  en  5%  y   .

1%   SF   proliferaron   un   17°/o   y   un   57%   menos,   respectivamente.   Al   adicionar  bFGF

(20ng/ml)  al  medio  de  cultivo  (5%  61%  SF),  se  observ6  una  inhibici6n  atln  mayor en  la

proliferaci6n (49 y 35% comparadas con las condiciones sin bFGF respectivas).  Resalta la

completa  inhibici6n  de  proliferaci6n,  cuando  las  c6lulas  son  cultivadas  en  presencia  de

bFGF  en   medio   de   cultivo  conteniendo   1%  SF.     El   efecto  negativo  de   bFGF  en   la

proliferaci6n de MCF-7  se observ6  a  concentraciones  mayores a  10  ng/ml,  con  un efecto

maximo a 20 ng/ml (datos no mostrados).
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Al cultivar c6lulas  MCF-10 por 3 dias con  medio de cultivo con 2%  BSA y 2ong/m|

de  bFGF,  tambi6n  se  observa  que  MCF-10  Proljferan  menos  (21%),  que  en  ausencia  de

bFGF.

Al analizar el efecto de VEGF sobre la proliferaci6n de MCF-7 cultivadas por 4 dias

en  medio  de  cultivo  conteniendo  5%  6  1%  SF  (Figura  16),  se  observ6  que  tanto  en  5%

como en  1°/a SF,  las c6lulas proliferaron,  pues el ndmero de celulas contado fue mayor al

ndmero de c6lulas sembradas.  Pero esta proliferaci6n fue menor que en la condici6n  10%

SF  (condici6n  6ptima  de  crecimiento,  Figura  16,  barra  blanca).  Al  adicionar  VEGF  (10

ng/ml)  a  los  medios  de  cultivo  conteniendo  5%  61°/a  SF  se  observ6  un  estimulo  en  la

proliferaci6n (de un  10% y 46%, comparado con las respectivas condiciones sin VEGF).

De estos experimentos,  se concluye lo siguiente:

-      bFGF disminuye la proliferaci6n de las c6Iulas MCF-7 y MCF-10.

-      bFGF no afect6 la viabilidad de las c6lulas.

-      VEGF es un agente mitog6nico para MCF-7.

4.2.       Efecto de bFGF en la modulaci6n de contactos celulares y la expresi6n de e-

cadherina en MCF-7.

Se estudi6 el efecto de bFGF sobre la expresi6n de e-cadherina en celulas MCF-7.

Como se observa en la Figura 17,  las c6lulas MCF-7 no cambian su patr6n de crecimiento

en clusters,  ni presentan una inhibici6n de la expresi6n e-cadherina por efecto de bFGF.

No   se  han  hecho   cultivos  de  MCF-7  con  VEGF,   evaluando  su  efecto  en   la

modalidad de crecimiento ni en la expresi6n de e-cadhen.na.
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Figura  3.  Analisis  por  MET  de  MSC  y  de  celulas  MCF-7  en  diferentes  condiciones  de

cultivo.

(a)  C6Iula   MSC   pertenecientes   a   un   cultivo   de   8.000   c6lulas/cm2   sembradas   sobre

termanox y cultivadas por 4 dias. x 2.200.

(b)   C6lulas  MCF-7  pertenecientes  a  un  cultivo  de  1.000  c6lulas/cm2  fueron  sembradas

sobre termanox y cultivadas por 4 dias. x 3.900.

te)   MCF-7   co-cultivadas   con   MSC.   Se   sembraron   3.000   MCF-7/cm2   en   pozos     que

contenfan 7.500 MSC/cm2 y se cultivaron por 5 dias. x 6.600.

(d)   MCF-7  cultivadas en  sistemas  bicamerales  en presencia de MSC.15.000 MCF-7/cm2

fueron  cultivadas  en  sistemas  bicamerales,  en  presencia  de  15.000  MSC/cm2  en  los

pozos inferiores. Se cultiv6 por 4 dias en estas condiciones. X 3.900.

Todas  las  muestras  fueron  procesadas  para  MET,   segdn  se  indica  en   Materiales  y

M6todos.



Condici6n
tamafio c6lula tamajio ndcleo relaci6n

(llm) (LLm) ntlcleo/c6Iula
desv desv desv

promedio      stand promedio    stand promedio   stand
MCF-7 control

29,57           6,56 13,76          4,94 0,46             0 09
MCF-7 en co-cultivo conMSC

18,80            7,39 13,90          5,80 0,72               0,18
MCF-7 en sistemasbicameralesconMSC

35,38           9,97 22,05          7,93 0,62              0,16

Las  c6lulas  MCF-7 fueron  cultivadas  §egdn  se  indica  en  Figuras  2  y  3.  Con  una  escala

incorporada  al  microscopio  e[ectr6nico,  se  midieron  el  diametro  de  ndcleo  y  soma  de

;ecciones  correspondientes  a  aprox.  20  c6lulas  MCF-7  en  cada  una  de  la§  condiciones

descritas.

Tabla  3.  Efectos  del  co-cultivo  o  de  sistemas  bicamerales  con  MSC  sobre  el  ntlmero  y

morfo[ogia de las mitocondrias de c6lulas MCF-7.

•Condici6n m]tocondrias de m[tocondrias de n° total de              Cuociente mitocond.
matriz densa matriz |]al ida mitocondrias           mat. Dalida/in. densa

MCF-7 control 9 2 11                                  0,22
MCF-7 en co-cultivoconMSC

7 3 10                             0,42
MCF-7 en sist.bicameralescon  MSC

12 4 17                               0,33

C6Iula§  MCF-7  fueron  cultivadas  segtln  se  indjca  en  Figuras  3.  A  traves  de  MET,  fue

contado el  ndmero de mitocondrias/secci6n y evaluada su  morfologia,  la  que se catalog6

como   relajada   o   condensada.   Se   analizaron   aprox.    15   celulas   MCF-7   para   cada

condici6n.  Es  importante  destacar  que  los  valores  no  son  el  ndmero  de  mitocondrias/

celula,   sino   que   son   numero   de   mitocondrias   presentes   en   una   secci6n,   lo   que

corresponde a un corte ultradelgado (aprox. 70 nm) de una celula.
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Figura 4.  Efecto del co-cultivo con MSC sobre la proliferaci6n de celulas MCF-7.

Se sembraron  1.800  MCF-7/cm2 en  pozo§  que  contenian  densidades variables  de  MSC,

segt]n se indica por la raz6n MCF-7/MSC.  Los co-cultivos se incubaron durante 3 dias.  El

nt]mero  de  MCF-7  en  los  co-cultivos  se  determin6  como  porcentaje  de  celulas  CK18+,

segtin se indica en Materiales y Metodos.

*Los valores de proliferaci6n  relativos se calcularon  respecto a la condici6n control (MCF-

7/MSC =  1/0) al dia 3,   valor (=3.700 MCF-7/cm2), que se consider6 igual a 1.
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Figura  5.  Efecto  en  la  proliferaci6n  en  celulas  MCF-7 en  co-cultivo  con  MSC  a diferentes

tiempos.

Se sembraron MCF-7 en pozos que contenian una monocapa confluente de MSC (15.500

celulas/cm2)  y  se  co-cultivaron  hasta  6  dias.   Como  control,  se  usaron  c6lulas  MCF-7

cultivadas ausencia de MSC (barras blancas).

I  Los valores  de proliferaci6n  relativos  para  cada condici6n  se  calcularon tomando  como

referencia el dia 2, cuyo valor (=3.700 MCF-7/cm2) se consider6 igual a 1.
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Figura 6a.  Efectos sobre la proliferaci6n de MCF-7 de medics condicionados ("ex6genos")

por MSC

10.500   MFC-7   adheridas   por   pozo   fueron   cultivadas   en    presencia   de   diferentes

conce`ntraciones de medio "ex6geno" condicionado  por   MSC  (ver materiales y metodos).

EI   ndmero   de   MCF-7  despues   de  4  dias  de   cultivo,   se   determin6  por  recuento   en

hemocit6metro.   Las   barras   representan   los   valores   relativos   al   numero   de   MCF-7

cultivadas en medio no condicionado, cuyo valor (38.000 MCF-7/pozo) se igual6 a 1.

Figura  6b.  Efecto  de  medios  condicionados  ("ex6genos")  por  MSC  sobre  la  proliferaci6n

de MCF-10.

Se  cultivaron  2.800  MCF-10  adheridas/pozo,  en  presencia de diferentes  concentraciones

de medio condicionado por MSC (ver Materiales y Metodos). Al cabo de 3 dias de cultivo,

el  nLlmero  de  MCF-  10  se  determin6  con  un  hemocit6metro  y  se  expres6  relativo  al

ndmero inicial  (21.000 MCF-10/pozo), valor que se igua[6 a 1.
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Figura  7.  Efecto  sobre  la  proliferaci6n  de  MCF-7  y  MCF-10  cultivada§  en  sistemas  bi-

camerales en presencia de MSC.

Estos  estudios  se  realizaron  en  sistemas  bicamerales  (ver Materiales  y  M6todos)  en  los

cuales en el pozo inferior no habian c6Iulas (control) o habia una monocapa confluente de

MSC   (13.100/cm2)  y  en  el  inserto  se  sembraron  MCF-7  6  MCF-10   (13.600/cm2).   Los

sistemas.bicamerales se incubaron per 4 dias y el ndmero de ce]ulas se determin6 con un

hemocit6metro.  Los  valores  se  expresan  relativos  al  nt]mero  de  celulas  en  la  re§pectiva

condici6n     control,     cuyos     valores     (12.200     MCF-7/cm2     y     69.900     MCF-|o/cm2,

re§pectivamente) se igualaron a  1.
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Figura 9. Observacj6n por epifluoresoencia de c6lulas CK18, que muestra la modalidad de

crecimiento de MCF-7 al ser co¢ultivadas con MSC. 7.900 MCF-7/cm2, fueron sembradas

sobre vidrio o sobre una monocapa de MSC.  Los cultivos se inoubaron par 6 dias.  CK18

se  ve  con  fluorescencia  verde,  mientras  los  ndcleos fueron  tefiidos  con  bis-benzamida

(azul) (a) MCF-7 cultivadas sobre vidrio. (b) MCF-7 co¢ultivadas sobre MSC. x 200.
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Figure 10.  Expresi6n de e-cadherina en celulas MCF-7 al ser cx>cultivadas con MSC.  Se

sembraron  4.000  MCF-7/cm2,  sobre vidrio o sobre una  monocapa confluente de MSC y

se  oultjvaron  en  estas  condiciones  durante  6  dias.   Las   muestras  fueron  fijadas  e

incubadas con anti-ecadherina, como se indica en Materiales y Metodos.  Ecadherina se

distingue par la fluorescenda verde y los ntlcleos par la azul.

(a) MCF-7 crecidas sabre vidrio.  (b) MCF-7 en co-oultivo con MSC. x 200.



44

Figura  11.  Efecto de medio condidonado (aex6geno")  par MSC sobre la expresi6n de a

cadherina  en  c6lulas   MCF-7.      15.000   MCF-7/on2  fueron   sembradas  sobre  vidrio  y

oultivadas con a sin medio condicionado (aex6geno") par MSC (ver Materiales y Metodos).

Despu6s  de  6  dias  de  cultivo,   Ias  muestras  fueron  fijadas  e  incubadas  con  anti<>

cadherina,  coma se  indjca en  materiales y  m6todos.  La fluoresoencia verde  muestra  E-

cadherina y la azul,  Ios ntlc[eos. (a) MCF-7 cultivadas en 1% SF (sin medio condicionado),

(b) MCF-7 oultivadas en medio constituido en un   50%  par medio condictonado par MSC

(.ex6geno"). x 200.
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Figura  12.  Efecto  del  medio  condicionado  ("ex6geno")  por MSC sobre  la expresi6n  de e-

cadherina   en   MCF-7.   Analisis   por  Western   blot.   MCF-7   en   una  densidad   de   2.500

celulas/cm2,   fueron   sembradas   en   placas   y   cultivadas   sin   o   con   50%   de   medio

condicionado  por MSC  ("ex6geno"),  5 dfas.  La extracci6n de proteinas y Western  blot se

realizaron  segtln  se  indica  en  Materiales  y  Metodos.  La  marca  sefiala  el  peso  molecular

de   130kDa,   el   cual   corresponde   al   peso   molecular  de   e-cadherina.   Control:   MCF-7

cultivadas   en   er-MEM   con   1%   SF.   +MC:   MCF-7   cultivadas   con   medio   condicionado

("ex6geno")  producido por MSC.
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Figura 13. Co-cultivo de MCF-7 con MSC en sistemas bicamerales: efecto en la expresi6n

de  e-cadherina.  Estudios  realizados  en  sistemas  bicamerales en  los  ouales  en  el  pozo

inferior no se sembraron MSC  (control) o se sembraron  MSC generando una monocapa

confluente.   En   el   inserto  bicameral   se   sembraron   3.800   MCF-7/cm2.   Los   sistemas

bicamerales  se  incubaron  por  5  dias.   Las  celulas  se  fijaron  e  incubaron  Con  antj-e-

cadherina,  segdn  se indica en  Materiales y Metodos.  La fluoresoencia verde muestra  E-

cadherina y los nudeos se tifien azul.  (a)  MCF-7 cultjvadas sin MSC en pozo inferior.  (b)

MCF-7 oultivadas con una monocapa confluente de MSC en el pozo inferior. x 200.



Figura   14.   Inspecci6n   de   contactos   entre   celulas   MCF-7,   co-cultivadas   en   sistemas

bicamerales con  MSC.  Las  MCF-7 fueron  cultivadas en  sistemas  bicamerales,  en  que se

s,embr6 0 615.000 MSC/cm2 en los pozos inferiores.  En los insertos se sembraron  15.000

MCF-7/cm2.  Se cultivaron  por 4 dias en estas  condiciones, tras  lo  cual se procesaron  las

muestras  segdn  se  indica  en  Materiales  y  Metodos.  (a)  MCF-7  cultivadas  sin  MSC  en

pozo inferior.  (b) MCF-7 cultivadas con una monocapa de MSC en el pozo inferior.

x 11.500.  Flechas indican   vesiculas (a y b) y una uni6n estrecha (b)
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Figura    15.    Efecto    de    20ng/ml    bFGF    en    proliferaci6n    de    MCF-7    cultivadas    en

concentraciones   variables   de   suero  fetal.   Se   cultiv6   durante  4   dias   en   condiciones

variables de suero fetal en presencia o ausencia de 20ng/ml bFGF.  El ndmero de MCF-7,

6e  determin6  por recuento  con  un  hemocit6metro  y  se  expres6  con  respecto  al  ndmero

inicial (12.400 MCF-7/cm2), valor que se igual6 a 1.



49

t=5±4®=3|J92i5E1aI0
a,0I

3,42

.es8se

.05

140

-VEGF       +VEGF       -VEGF       +VEGF
10O/a                                                             50yo1%

Concentraci6n de SF (%)

Figura  16.    Efecto  de  10ng/ml  VEGF  con  concentraciones variables  de  suero fetal  en  la

proliferaci6n de MCF-7.   Se cultivaron 20.000  MCF-7/cm2 durante 4 dias.  Se contaron en

hemocit6metro   y   los   resultados   se   expresaron   relativos   al   ndmero   inicial   del   cu]tivo

(20.000 MCF-7 /cm2), valor que se asign6 coma  1.



50

Figura  17.  Expresi6n de acadherina en c6lulas MCF-7 oultivadas en presencia de bFGF.

Se sembraron 12.000 MCF-7/cm2 sabre vidrio, en presencia o ausenda de 20ng/ml bFGF.

Se cultivaron por 6 dias y se maro6 e-cadherina segdn se indica en Materiales y Metodos.

Control: c6lulas MCF-7 oultivadas sin bFGF ex6geno. x 200.
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DISCUSION

Se  realizaron observaciones con un microscopio electr6nico de transmisi6n  (MET)

a  celulas  MCF-7  cultivadas  fanto  sobre  una  monocapa  de  MSC  (contacto  directo)  como

sobre plastico  (control).  En estas  condiciones de estlldio y su analisis,  las  celulas  MCF-7

en  co-cultivo,  en  comparaci6n  con  MCF-7  en  la  condici6n  control,  sufre  cambios  en  el

diametro celular y nuclear que implican un incremento de la raz6n  ndcleo/c6lula. Ademas,

en   estas   condiciones   de   co-cultivo   las-  c6lulas   MCF-7   exhiben   predominantemente

cromatina   descondensada   (eucromatina).   Un   aumento   en   la   raz6n   ndcleo/c6lula   en

c6lulas tumorales,  se ha asociado con un incremento transcripcional  (Sato y cols  1994)  y

con el paso  de un tumor benigno a  uno  maligno  (Perl y cols  1998;  Tan y cols 2001).  Por

otro lado,  cromatina descondensada se relaciona  con  una mayor actividad transcripcional

(Vanderbilt y cols.1982).  For otra parte,  usando MET se observ6  que  c6lulas  MCF-7  co-

cultivadas  con  c6lulas  MSC,  aparentemente  aumentan  el  cuociente  de  mitocondrias  de

matriz palida frente a mitocondrias de matriz densa. Aumentos en este cuociente nan sido

asociados  con  stress  oxidativo  en  otros  sistemas  (Dvorakova  y  cols  2001),  el  cual  es

probable que sea  consecuencia de  un aumento en  la  actividad  metab6lica  de  las  c6lu|as

(Genova y cols. 2003).

Los cambios estructurales descritos en MCF-7 cc+cultivadas con MSC,  pueden ser

la resultante de contactos celula-c6lula (MCF-7/MSC), de factores solubles producidos por

MSC  o  de  ambos.   Esta  interrogante  pudo  ser  en  parte  resuelta,  mediante  el  uso  de

sistemas bicamerales. Asi, al analizar por MET secciones de c6lulas MCF-7 cultivadas en

sistemas  bicamerales  con  MSC,   se  determin6  en   MCF-7  en   presencia   de  MSC   un

aumento en  la raz6n de diametros ntlcleo/c6lula,  un  predominio de  c6lulas con  cromatina

descondensada   y   un   aumento   del   cuociente   de   mitocondrias   de   matriz   palida   /

mitocondrias  de  matriz  densa  con  respecto  a  la  condici6n  control  (sin  MSC).  Dado  que
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estos  cambios  son  muy  similares  a  los  detectados  en  el  sistema  de  co-cultivo  (en  |os

cuales  hay  contacto  c6lula-c6lula).  he  concluido  que  son  factores  solubles  producidos  y

|iberados  por  MSC  los  que  producen  los  cambios  estructurales  descritos  en   la  c6|u|a

tumoral. Esto a su vez sugiere fuertemente que dichos cambios, no requieren del contacto

directo entre ambos tjpos celulares.

Dado  que  las  celulas  MCF-7  en  contacto  con  putativos  factores  provenientes  de

MSC  aparentemente  presentan  cambios  en  la  estructura  propios  de  celulas  con  mayor

actividad  transcripcional  y  metab6lica,  estudjamos  la  conducta  proliferativa  de  c6lulas

MCF-7  tanto  en  condiciones  de  contacto  djrecto  (co-oultivos)  como  indirecto  (sistemas

bicamerales  o  medios  condicjonados  por  MSC).  La  aseveraci6n  anterior  demostr6  ser

valida,   pues  la  proliferaci6n   de  celulas  MCF-7  aument6  en   presencia   de  MSC.   Este

resultado,  nuevamente  apoya  la  conclusi6n  de que  las  celulas  MSC  producen  algdn(os)

factor(es)  que  modula(n)  Ia proliferaci6n de  las c6lulas tumorales.  Ademas,  lo  anten.or se

reafirma  con  la  observaci6n  de  que  los  cambios  en  el  crecimiento  de  c6lulas  MCF-7

fueron   dependientes   del   estado   proliferativo   de   MSC   (cultivos   semiconfluentes   vs.

confluentes,  Figura 4).   La mayor actividad de MSC semiconfluentes en  el  crecimiento  de

MCF-7,  se  podria  deber  a  que  en  esa  cohdici6n  las  c6lulas  mesenqujmaticas  producen

mas factores mitog6nicos (bFGF y VEGF) que en la situaci6n de confluencia (Benavente y

cols.  2003).  El  o los factores  mitog6nicos  producidos  por MSC  resultaron  ser especificos

para c6Iulas tumorales MCF-7,  debido a que las c6lulas no tumorales MCF-10 ITait y cols

1990)   en   similares   condiciones   de   cultivo   indirecto   con    MSC   no   aumentaron   su

proliferaci6n.

Los factores producidos y liberados por MSC no s6Io inciden en las caracteristicas

de  estructura   y  de  proliferaci6n   de  MCF-7   descritas,   sino   que   ademas   modulan   la

modalidad  de  crecimiento  de  estas  celulas  tumorales.  Asi,  al  estudiar  la  modalidad  de

crecimiento   de   celulas   MCF-7   (formaci6n   de   "clusters"   vs.   crecimiento   aislado),   se
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observ6  que  estas   en   tanto   en  cultivos  bicamerales,  Como   en  presencia   de   medio

condicionado  por MSC,   dejan  de crecer formando grupos  o  "clusters''  y tienden  a  crecer

en  forma  de  celulas  aisladas.  Debido  a  que  estas  observaciones  en  cultivos  indirectos,

tambi6n  fueron  detectadas  en  cultivos directos  con  MSC,  nuevamente  se  concluye  que

son factores solubles producidos y liberados por MSC los que generan dichos cambios en

las celulas MCF-7.

Asgeirsson  y  cols  (1998)  y Wong  y  Gumbiner  (2003)  entre  o{ros,  han  demostrado

que  la  modalidad de  crecimiento  en forma  aislada  de  c6lulas  tumorales  se  relaciona  con

una   djsminuci6n   en   la   expresi6n   de   e-cadherina,   una   de   las   principales   proteinas

involucradas   en   adhesiones   homotipicas   en   c6lulas   epiteliales   (revisado   por   Perez-

Moreno  y  cols  2003).  Esto fue  confirmado  en  c6lulas  MCF-7  las  que  en  cultivo  indirecto

con   MSC   experimentan   una   inhibici6n   de   la   expresi6n   de   e-cadherina   en   MCF-7,

evaluados por inmunofluorescencia y ensayos  de Western  blot.  Como  se ha descrito  en

condiciones experimentales anteriores,   la disminuci6n en la expresi6n de  e-cadherina  en

MCF-7 tambien se detect6 en sistemas de co-cultivo con MSC.

La  disminuci6n  de  adhesiones  mediadas  par  e-cadherina  constituyen  una   etapa

limitante  para  la  progresi6n  de  un  tumor  definido  coma  adenoma  a  uno  tipo  carcinoma

(Perl y cols  1998).  Lo anterior,  debido  a  que una  celula  aislada  en  comparaci6n  con  una

c6lula pertenecien{e  a  un  cluster,  tiene mayor capacidad de migrar y por ende  de  invadir

nuevos tej.idos.

Usando diferentes condiciones de cultivo, en esta tesis se ha propuesto que factores

solubles   producidos   y  liberados   por  MSC   generan   en  las   celulas   tumorales   MCF-7,

cambios  en  su  estructura  (sugerentes  de  un  aumento  de  la  actividad  transcripcional  y

metab6lica),  aumentos   en su actividad proliferativa y una jnhibici6n de la expresi6n de e-

cadherina. Asi,  la c6lula tumoral adquiriria  un fenotipo descrito como propio de una c6Iula

tumoral mss agresiva.
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En  estas  tesis  no  se  abord6  en  detalle  la  identificaci6n  de  los  factores  solub|es

producidos   y   liberados   por  las  celulas   MSC   que  tendrian   efecto   en   c6lulas   MCF-7.

Muchos  son  los  factores  de  crecimiento  y  citoquinas  producidos  por  las  c6lulas  MSC

(Prockop  1997,  Majumdar  y  cols  1998).  Para  varios  de  ellos  ya  se  ha  determinado  un

efecto  en  la  proljferaci6n  de  celulas  MCF-7.  Asi,  GM-CSF,  LIF  e  lL-6  han  sido  descritos

como factores  mitog6nicos  (Honma S y cols. 2002,  Kamohara  H y cols.  1997),  en  cambjo

lL-P,  lL-3,  lL4  y TNF-cr,  nan  sido  descritos  como inhibidores  de  la  proliferaci6n  (Shen  y

cols.  2002,  Gooch  y  cols.1998).  En  tanto,  s6lo  lL-6  ha sido descrita  como  una  citoquina

que inhibe la expresi6n de e-cadherina en c6Iulas MCF-7.

Estudios  recientes  en  este  laboratorio  han  jndicado  que  las  c6Iulas  MSC  producen

ademas   factores   angiog6nicos  como   el   factor  de   crecimiento   de  fibroblastos   basico

(bFGF) y el factor de  crecimiento de endotelio  vascular OVEGF)  (Benavente y cols 2003).

En  esta tesis  se analiz6  tanto el  potencial  mitog6nico  como  el  efecto  en  la  modalidad de

crecimiento que estos factores podrian tener en las c6lulas MCF-7.

VEGF   demostr6    favorecer   la    proliferaci6n    de   las    c6lulas    MCF-7,    resultado

concordante  con  lo  descrito  por  otros    grupos  (Borgstom  y  cols  1999).   Por  otro  lado,

VEGF  no  cambi6   la  modalidad  de  crecimiento  de  MCF-7 y  como  se  era  de  esperar no

inhibi6  la  expresi6n  de  e-cadherina  (datos  no  mostrados).  Por  lo  tanto,  VEGF  ex6geno

parece   contribuir  con   alguno   de   los   cambios   descritos   en   MCF-7,      sin   embargo   la

interpretaci6n  de  los  efectos  de VEGF  ex6geno  es  dificil,  dado  que  VEGF  es  producido

por  las  propias  c6lulas   MCF-7  y  ejerce   funciones  tanto   autocrinas   como   paracrinas

(Ruohola y cols.1999).

Por  otro  lado,  en  esta  tesis  se  demostr6  que  bFGF  ex6geno  produce  una  leve

disminuci6n   en   el   ndmero  de   celulas   MCF-7,   las  que   no   cambian   la   modalidad   de

crecimiento ni la expresi6n de e-cadherina.  Estos resultados,  que son  concordantes  a  los

obtenidos  por otros  grupos  (Fenig y cols.1997; Wang  y  cols.1998),  plantean  que  en  las
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condiciones de cultivo indirecto usadas en esta tesis, bFGF no es uno de los factores que

promueven los cambios descritos en c6lulas MCF-7.  Dado que las celulas  MSC producen

y   liberan   bFGF   (Benavente   y  cols.   2003),   este   hallacgo   es   contradictorio.   pero   se

explicaria   porque   el   efecto   de   MSC,   via   la   producci6n   y   liberaci6n   de   factores   de

crecimiento  y  citoquinas,  es  un  evento  multifactorial.  Es  probable  qiie  las  sefiales  de

bFGF sean encubiertas por sefiales producidas por otros factores.

Por  dltjmo,  citoquinas  de  la  familia  de  la  lL-6  se  convierten  en  candidatos  a  ser

factores  producidos  por  MSC  que  son  al  menos  responsables  de  los  cambios  en  la

modalidad  de  crecimiento de  c6lulas  MCF-7.  Experimentos de  neutraljzaci6n  de  lL-6  (via

uni6n al ligando,  o  bloqueando  el respectivo  receptor)  deben ser realizados para  verificar

esta propuesta.
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Usando la lI`nea celular MCF-7 como modelo de celula tumoral mamaria y cultivos de

c6Iulas  MSC  como  modelo  de  progenitores  mesenquimaticos  derivados  del  estroma  de

medula 6sea humana, se estudiaron las interacciones entre ambos tipos de c6lulas en un

intento    por   reproducir    t.n    v/.fro    alguno    de    los    eventos    que    ocurren    durante    la

micrometastasis  de  celulas   tumorales   mamarias   en  la   m6dula  6sea.   Los   resultados

obtenidos,   sugieren lo siguiente:

En   condiciones    de   estado   estable,    las   celulas   MSC   en   la   m6dula   6sea

permanecen  en  estado  quiescente  (Go)  (Cognet y cols 2001),  el  cual  puede  cambiar por

acci6n de determinados factores a una condici6n de ciclo con el consiguiente compromiso

de   diferenciaci6n   hacia   un   deteminado   linaje   (Prockop   1997).   En   la   situaci6n   de

quiescencia,  las  c6lulas  MSC  no producen  ni ljberan factores  (tales como bFGF,  VEGF y

posiblemente otros)  (Benavente y cols 2003).

Si    en    esta    condici6n    de    quiescencia,    llegan    celulas    tumorales    (CT)    al

microambiente  (estroma)  de  la  m6dula  6sea  (micrometastasis)  e  interacttian  con  MSC

(Hombauer  y  Minguell  2000),   se  estafan  exponiendo  a  un   microambiente  "pobre"  en

factores de crecimiento y citoquinas (Benavente y cols 2003).   Asi,  las CM se mantendran

en  un  estado  de  "dormancia"  donde  la  ausencia  de  sefiales  favoreceria  un  "equilibrio"

entre proliferaci6n y apoptosis.  Desde el punto de vista clinjco,  lo anten.or resulta  en  una

condici6n donde la masa tumoral no aumenta (Guba y cols 2001).

Las  MSC,  al  recibir sefiales  mitogenicas  y de  diferenciaci6n  (probablemente  para

la  reparaci6n  de  tejido  mesenquimatico)  dejan  la  condici6n  de  Go  para  entrar  a  ciclo  y

pueden migrar y diferenciarse (Prockop  1997).  Este nuevo estado,  es similar al logrado ex

v/.vo  con  los  cultivos  de  MSC  usados  en  esta  tesis.  En  esta  condici6n,  las  celulas  MSC

producen  factores  de  crecimiento  (Benavente  y  cols  2003)  que  se  liberan  al  medio,  los



57

que  gatillarian  la  salida  de  la  CT de  un  estado  de  dormancja  a  uno de alta  proliferaci6n,

cambiando   su  modalidad   de   crecimiento.   Estos   cambios   son   propios   de   una   celula

tumoral maligna y resultafan en un aumento de la masa tumoral (Guba y cols 2001).
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