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La Ciencia es una tentativa en el sentido de
lograr que la cadtica diversidad de nuestras
experiencias sensoriales corresponda a un
sistema de pensamiento [6gicamente
ordenado.

Albert Einstein
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RESUMEN

Este es un estudio de la expresién de los factores angiogénicos por parte de la
célula progenitora mesenquimatica que posiblemente estén involucrados en la
determinacién de la presencia u ausencia de un estado de dormancia en la célula
tumoral. Encontramds que la célula progenitora mesenquimatica expresa el factor
basicoe de crecimiento fibrobiastico (bFGF), el que estd localizado en el nacleo y
presente en tres isoformas (18, 21 y 22,5 kDa). El bFGF presente en las células
progenitoras mesenquimaticas es liberado al medio cuando ésta se encuentra en su
condicién de expandida. La expresion del factor de crecimiento del epitelio vascular
(VEGF) es dependiente de la condicién en la que se encuentran estas células;
células seleccionadas en fase Gg del ciclo celular no expresan VEGF. Nuestros
resultados sugieren que de existir una interaccién entre la célula tumoral con Ia
célula progenitora mesenquimatica en la médula ésea, ésta puede ocurrir de dos
maneras: primero favoreciendo un estado de dormancia y luego favoreciendo un

estado de proliferacién activa, lo que implica salida del estado dormante.
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SUMMARY

This is the study of the angiogenesis factors expression in the mesenchymal
progenitor cell that are likely to be involved in determining or not a dormant state on
the tumor cell. We found that the basic fibroblast growth factor (bFGF) is.expressed
by mesenchymal .probenitor cells and has a nuclear localization in three different
forms (18, 21 and 22.5 kDa). bFGF present in the mesenchymal progenitor cell can
be released to the medium when the cell is expanded. The expression of vascular
epithelial growth factor (VEGF) depends on the condition of the cells; cells selected
on Gy phase of the cell cycle do not express VEGF. These results suggest that if
there is an interaction between the mesenchymal progenitor cell and the tumor cell in
the bone marrow, this can happen in two different ways: first, inducing a dormant
state and then, inducing an active proliferation which defines the end of the

dormancy state.
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L INTRODUCCION

Células precursoras mesenquimaticas

En la compleja poblacién celular presente en la médula 6sea in vivo, existe
una serie de cé]ula{s quiescentes, no hematopoiéticas, referidas como células
troncales mesenguimaticas, MSC o CFU-F (Friedenstein et al, 1976). Estas, tras un
compromiso, pueden diferenciarse en varios tipos de células coneciivas, incluyendo
adipocitos, osteoblastos, condrocitos, tenocitos y estroma de soporte hematopoiético
(Pereira et al., 1995; Majumdar et al., 1998; Deans et al., 2000). Adémés, las células
precursoras mesenquimaticas pueden producir otros linajes celulares como musculo
y células neuronales (Ferrari et al., 1998; Kopen et al., 1999), lo que demuestra un
alto grado de maleabilidad y plasticidad en éstas células. Bajo condiciones de
estado estacionario, las células precursoras mesenquimaticas de Ia médula dsea
llevan a la produccién y mantenimiento de células maduras durante el lapso de la
vida adulta (mesengénesis). Para realizar esta labor, las celulas precursoras
mesenquimaticas deben exhibir una extensa capacidad de auto-renovacion y amplio

potencial de compromiso a diversos linajes (multipotencia).

In vitro, es posible crecer estas células mediante una estimulacién adecuada.
Dichas células en ciclo celular, crecidas y expandidas seran denominadas células
progenitoras mesenquimaticas expandidas (MPC expandidas) a lo largo de esta
tésis.
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Las NMPC expandidas presentan un fenotipo antigénico gue no es Unico,
poseyendo caracteristicas tanto de células mesenquimaticas como de células
endoteliales y epiteliales. Ademas, tienen Ia capacidad de producir numerosas
citoquinas, asi como también de elaborar moléculas de la matriz extracelular

(Conget et al, 1999; Tavassoli et al., 1991; Chichester et al, 1993; Klein, 1995).

Estudios de ciclo celular de cultivos de MPC expandidas han revelado la
presencia de una fraccion de células (alrededor de 20%) que exhiben un patrén
cuantitativo de RNA y DNA tipico de células en reposo (Go) (Conget et al., 1999).
Estas células quiescentes, que las denominaremos como MPC Gy, pueden ser
aisladas mediante un procedimiento de seleccién negativa usando 5-fluorouracilo.
El tratamiento con este agente origina una poblacién conteniendo alrededor de un
90% de células en Gy, las que expresan el gen de la antizima ornitina decarhoxilasa,
un marcador del estado celular no proliferativo. Esta condicién de reposo, junto con
un inmunofenotipc selectivo y la ausencia de expresion de marcadores de
compromisc (diferenciacién), sugiere que en los cultivos de MPC, subsiste una
fraccion de células mesenquimaticas en estado quiescente y que constituirian la
contraparte in vifro de las células troncales mesenquimaticas (CFU-F o MSC). Estos
hallazgos experimentales apoyan Ia hipdtesis que una célula troncal
mesenquimatica, escasa en la médula dsea, posee la potencialidad de
autorenovarse y diferenciarse a varios linajes mesenquimaticos (Prockop, 1997;

Conget et al, 1999; Minguell, 2000).
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Factor basico de crecimiento fibroblastico

Los factores de crecimiento fibroblastico (FGFs) constituyen una
familia de al menos 20 proteinas homoélogas (Koga et al., 1999; Coulier et al., 1997)
que actGan en una variedad de células estimulando la mitogénesis o induciendo
cambios morfolég_icoé y diferenciacion. Uno de ellos, el FGF-2 o FGF basico
(bFGF), esta involucrado en los procescs de desarrollo, reparacién de heridas y
angiogénesis, como también en tumorogénesis. Cinco isoformas de bFGF, con
pesos moleculares 18, 21-22, 22,5, 24 y 34 kDa, son sintetizadas a través de
procesos de iniciacién traduccionales alternativos (Prats et al., 1989; Florkiewicz et
al., 1989; Arnaud et al.,, 1999). Las isoformas difieren Unicamente en su extremo
amino terminal, el cual les confiere localizacién nuclear a Iaé cuatro isoformas de
alto peso molecular, en tanto que la proteina de 18 kDa posee Unicamente una senal
débil o criptica de destinacién nuclear. Por esto, la isoforma de 18 kDa se encuenira
localizada principalmente a nivel del citoplasma o en compartimentos extraceiulares
(Bugler et al., 1991; Quarto et al., 1991; Davis et al., 1997). Aparentemente, sdlo la
isoforma corta del bFGF (18kDa) puede ser liberada desde la célula, hecho que le
permite interactuar con el receptor de bFGF (FGFR1) presente en la membrana
plasmatica. Se ha postulado que la produccion y liberacién de bFGF es modulada
positivémente por 17 B-estradiol (Piotrowicz et al., 1997), en un proceso mediado por
un tipo de las llamadas proteinas de estrés térmico (Devel et al., 1997; Piotrowicz et

al., 1997).
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Aunque los receptores de factores de crecimiento cumplen su funcion de
transduccion de sefales fundamentalmente en la superficie de la célula, varias de
estas proteinas de transmembrana son translocadas al nicleo luego de unir su(s)
figando(s). E! receptor del factor de crecimiento fibroblastico (FGFR1) , al unirse a
bEGE es translocado al nicleo y alli participa en Ia regulaciéon de la proliferacién
celular (Reilly et al, 2001).

1

Factor de crecimiento de endotelio vascular

El factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), también conocido
como factor de permeabilidad vascular (VPF) es una glicoproteina dimérica de 34 a
45 kDa. Como su nombre lo sugiere, el VEGF/VPF es un factor mitogénico en
células endoteliales. Sin embargo, sus efectos no-mitogénicos son también
importantes. Entre éstos se incluyen la quimiotaxis y la expresion de activadores de
plasmindgenc y colagenasas, los cuales facilitan la migracién de nuevas células
endoteliales. Otro efecto importante es la induccion de la perméabilidad vascular
(Dvorak et al., 1995). VEGF también tiene efecto migratorio sobre otros tipos

celulares como monocitos y osteoblastos fetales de bovino (Gabrilovich et al., 1996).

16




Posible significado funcional de la produccién de bFGF y VEGF en MPC

El desprendimiento y diseminacion, en el organismo, de unas pocas células
carcinogénicas desde el tejido primario de un tumor, es un evento que se conoce
como micrometastasis. Este evento es considerado una prueba del potencial
diseminativo de un tumor y, ademas, posee un valor diagnéstico independiente para
identificar a pacientes con alto riesgo de recurrencia tumoral (Cote et al., 1991,

Pantel, 1996).

La micrometastasis de células tumorales mamarias en la médula 6sea es
comiin en pacientes con cancer de mama. En el momento del diagnéstico inicial,
entre un 4 y un 48% de los pacientes con cancer de mama presentan células
tumorales en su médula ésea (Pantel et al., 1994; Pantel et al., 1996) y en presencia
puede ser un factor de prondstico de una recaida temprana, como también indicador
del érgano o tejido que se vera potencialmente afectado por la recaida (Harbeck,

1994; Molino, 1997).

En la médula ésea, las células micrometastasicas estan asociadas con
células del estroma (Funke, 1996). Pareciera, por lo tanto, que elementos celulares
del estroma o sus productos (citoquinas y matriz extraceluiar) constituyen un
microambiente adecuado de destinacién y anclaje de la célula micrometastasica.
Esta suposicion no es trivial, dada la abundancia de senales mitogénicas y
reguladoras generadas por las células del estroma de la médula 6sea (Fernandez,

17




1996). Trabajos previos indican que la célula blanco de interaccion con las células
micrometastasicas seria la célula progenitora mesenquimatica, un componente del

estroma de médula 6sea (Hombauer et al, 2000).

Se ha postulado que a consecuencia del anclaje de la célula
micrometastasica en el microambiente de la médula ésea, la célula tumoral adquiere
un estado de baja proliferacién con cierta activacién de eventos ‘apoptéticos. Esta
condicién de “dormancia”, descrita para otras células tumorales (Meltzer, 1990;
Holmgren, 1995), permitiria la sobrevida de las células micrometastasicas en la
médula ésea. Un cambio en el microambiente en el que se encuentra la célula
micrometastasica, gatillaria la pérdida del estado de dormancia, generandose
células en activa proliferacion, con pérdida de las sefiales de control apoptdtico.
Esto llevaria al desarrgllo de un tumor clinicamente detectable y progresivo

(Folkman, 1995).

Sin embargo, no se conoce cuales serian los factores que modulan el cambio
de dormancia a proliferacion activa. Trabajos realizados en el laboratorio, junto a
datos de la literatura, hacen suponer que la generacién de factores de crecimiento
tipc FGF y VEGF, podrian ser claves en el proceso. De alli la importancia de
determinar si la célula precursora mesenquimatica, célula con la cual interactua [a

célula tumoral, produce los factores mencionados y bajo qué condiciones.
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Il HIPOTESIS

La célula precursora mesenquimatica puede expresar y/o localizar bFGF y

VEGF, procesos que dependen del estado de crecimiento de ésta.

Iil. OBJETIVO. GENERAL

Estudiar la expresién y localizacién de bFGF y VEGF en la célula progenitora
mesenquimatica, en su condicién de célula expandida (en activo ciclo celular) o de

célula en reposo (Go).

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la expresién y/o localizacién de bFGF, VEGF y sus receptores en
células precursoras mesenquimaticas.

2 Analizar cambios funcionales o proliferativos en las células precursoras
mesenquimaticas, que signifiquen modificacién en la produccién o localizacion

de los factores de crecimiento estudiados.
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V.

MATERIALES

5.1. Reactivos

5.1.1. Anticuerpos

AcMo anti -bFGF (Ab-3), ratén IgG1x, Oncogene, Cat. GF22.

AcPo anti -FGFR1, conejo, cortesia P. Maher, Scripps Institute, La Jolla, CA.
AcPo anti -VEGF (Ab-4), conejo, Oncogene, Cat. PC315.

Anti —conejo, conjugado a FITC, SIGMA, F-0511.

Anti —raton IgG, molécula completa, conjugado a FITC, SIGMA, F-3008.

Anti —ratén conjugado a peroxidasa, Amersham Life Science.

5.1.2. Factores

bEGF, human recombinant, SIGMA, No. F0291.

17 p-estradiol, SIGMA, No. E-8873.

5.1.3. Reactivos para cultivo celular

Medio Minimum Essential Medium Alpha (a-MEM), Gibco BRL 12000-022.
Gentamicina 80 mg/2ml, Laboratorios Astorga.

Suero fetal bovino, Hyclone.
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5.1.4. Enzimas

- Ribonucleasa A (EC 3.1.27.5), SIGMA, No. R-5503.

- Tripsina 1:250 de pancreas de porcino (EC 3.4.21.4), SIGMA, No. T-0646.

5.1.5. Proteinas .

- Albumina sérica de bovino (BSA) fraccion V, SIGMA, No. A-2153.

5.1.6. Reactivos quimicos

- Acido clorhidrico fumante 37% p.a., Merck 317.

- Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfonico (HEPES), SIGMA, No. H-
9136

- Acrilamida, SIGMA, No. A-2098.

- Anaranjado de acridina, SIGMA, No A-6014.

- Azul de bromofenol, USB, US12370C.

- Azul Tripan, tincién 0,4%, SIGMA, No. T-6154.

- B-Mercaptoetanol, Merck 15433.

- Bis-acrilamida, SIGMA, No. M-7279.

- Citocalasina B, SIGMA, No. C-6762.

- Cloruro de magnesio, Merck 5833.

- Cloruro de potasio, p.a., Merck 4336.
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Cloruro de sodio, p.a., Merck 6404.

Dimetilsulféxido (DMSO), SIGMA, No. D-5879

Dodecil sulfato de sodio (SDS), Calbiochem, Cat. 428023.
DTT, USBiological, Cat. D8070.

Etiléndiamino tetraacético disédico dihidratado (EDTA), SIGMA, No. E-4884.
Fluoruro de fenilrr{etilsulfonilo (PMSF), SIGMA, No. P-7626.
Formaldehido 37%, Merck 4003.

Fosfato dibasico de potasio, p.a., Merck

Fosfato dibasico de sodio, p.a., Merck 6580.

Fosfato monobasico de sodio, p.a., Merck 6343.

Glicina, SIGMA, No. G-7126.

Hidroxido de sodio, p.a., Merck 6498.

Histopaque-1077, SIGMA, No. 1077-1.

Inhibidor de tripsina, SIGMA, No. T-9777.

loduro de propidio (PI), SIGMA, No. P-4170.

Isobutanol, Merck 15433.

Leupeptina, USBiological, Cat. L2050,

Marcador de peso molecular, Amersham, RPN 800.
Metanol, TCL.

N-etilmaleimida (NEM), SIGMA, No. E-1271.

Nonidet (NP-40), SIGMA, No. N-6507.

Pepstatina A, USBiological, Cat. P3280.

Sacarosa, Merck.
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- TEMED, SIGMA, No. T-9281.
- Tris, p.a., Merck 83382.

- Trizma base, SIGMA, No. T-1503,

5.1.7. Otros

- BioMax Fiim MR, Kodak, Cat. 8701302

- ECL, Amersham Life Science biotech, RPN 2108.

- Human bFGF Accucyte EIA, Oncogene, Cat. QIA67.

- {nmuno-Blot PDVF Membrane, BioRad, Cat. 162-0176.

- Rhodamine 123, Sigma, No. R-8004.

- Trihidrocloruro de bisbenzamida H 33342 (Ho), Calbiochem, Cat. 382065.

5.2. Soluciones

5.2.1. Tampones biolégicos

. PBS: 15mM KH.PO,, 81 mM NaHPO,, 1,4M NaCl, 27 mM KC!, pH 7,4.

- TBS: 0,14M NaCl, 2,68mM KCI, 25mM Tris base, pH 8,0.
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Vvl. METODOS

6.1. Obtencion de cultivos expandidos de MPCs

A partir de remanentes de aspirados de médula ésea (donantes normales,
trasplantes angeneicch, Lab. Criopreservacion, Clinica Las Condes) se preparan MPC,
segtin protocolo (Conget et al., 1999). Brevemente, células mononucleadas sembradas
en medio de cultivo conteniendo 20% suero fetal, originan una monocapa adherente
(post 3—4 subcuitivos) formada por células homogéneas con caracteristicas
morfolégicas, inmunofenotipicas y funcionales de celulas mesenquimaticas (MPC

expandidas) (Minguell, 2001).

6.1.1. Preparacion de MPCs G,

A partir de cultivos expandidos de MPC se aisla, por seleccion negativa con 5-
fluorouracilo (Conget et al., 2001), una subpoblacién de células adherentes, en reposo

proliferativo (Gp) y sin compromisc de diferenciacion (uncommitted) (MPC Go).

Experimentalmente, estas células seleccionadas son analizadas en dos situaciones:
a) aquellas que denominaremos MPC Go pre-adhesion, son las células adherentes al
término del periodo de seleccidn y que poseen las propiedades descritas por Conget et

al (2001).
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b) las células anteriores, luego de procesos de tripsinizacién, resuspension y sembrado
en placas o sobre cubreobjetos. Después de un periodo de adhesién de no mas de 12

horas, estas son denominadas MPC Go post-adhesion.

6.2. Cultivos celulares

Las células se plaquean a una densidad de 1,8 - 3,5 - 10° cel./em?, en placas de
cultive de 100 mm con 8 ml de medio de cultivo completo (a-MEM suplementado con

10% SF).

ias células se cultivan en un incubador a 37° C con atmdsfera controlada
conteniendo 5% de CO.. Después de dos dias en cultivo, el medio junto con las
células no adheridas es removido y es reemplazado por medio de cultivo completo

fresco. Durante todo el proceso de incubacién, el medio se cambia cada dos dias.

6.2.1. Subcultivo de MPC expandidas y Ga

Para subcultivar las células una vez alcanzada la confluencia, es necesario la
obtencion de células en suspension. Las células se liberan de la placa de cultivo
mediante un tratamiento suave con una solucién de tripsina 0,05% que contiene
0,02% EDTA, en PBS. Luego de incubar las células con esta solucién por 5 a 10
minutos a 37°C (hasta que se desprendan del soporte), se bloquea el efecto de la

tripsina-EDTA, por adicién de dos voiimenes de medio de cultivo completo. Tras
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centrifugar a 500x g durante 10 minutos a temperatura ambiente, el pellet se
resuspende en medio ¢-MEM suplementado con 10% SF vy las células se vuelven a

sembrar y cultivar.

6.2.2. Recuento y viabilidad celular

El ntmero de células se determiné mediante el recuento en hemocitdémetro
(cdmara de Neubauer). La suspension de células a contar, se diluye en una

solucion de Azul Tripan, para determinar la viabilidad celular.

Para estudios por citometria de flujo, la determinacién de viabilidad se realizé

utilizando yoduro de propidio (Pl).

6.2.3. Criopreservacion

Las MPCs obtenidas en las condiciones descritas anteriormente, pueden ser
criopreservadas con el objeto de mantener una reserva de muestras. Para esto, las
MPCs se liberan de la placa de cultivo mediante un fratamiento suave con una
solucién de tripsina-EDTA por 5 minutos a 37°C. Se neutraliza el efecto de la
tripsina-EDTA agregando medio de cultivo completo y se centrifuga a 500x g durante
10 minutos a temperatura ambiente. El pellet se resuspende a una densidad de 1 -
10° cel./ml en la solucion de criopreservaciéon fria, que consiste en 80% suero fetal,

10% medic de cultivo completo y 10% dimetilsulféxide (DMSO). Se distribuye 1 ml
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de solucion en cada tubo de criopreservacion y se congela mediante el descenso
gradual de la temperatura hasta alcanzar -196°C. Las células criopreservadas se

almacenan en N liquido.
6.3. Inmunocitoquimica
6.3.1. Inmunocitoquimica mediante microscopia de fluorescencia

Las células crecidas sobre cubreobjetos de vidrio redondos de 2 cm?, se lavan
dos veces con PBS y se fijan con formaldehido al 1% en PBS por 20 minutos a
temperatura ambiente. Luego se realizan dos lavados de 10 minutos con PBS-2%
SF. Para los antigenos de superficie, se incuba con el 1er. anticuerpo por 1 hora a
4°C. Se realizan 3 lavados de 10 minutos con PBS-2% SF y se incuba con el 2do.
anticuerpo por otra hora a 4°C. Posteriormente, se lava una vez con PBS-2% SF,

una vez con PBS v, finalmente, una vez con H;O destilada.

Para estudiar la expresion de antigenos intracelulares (FGF, VEGF,
vimentina), luego de la fijacion con formaldehido se permeabiliza con etanol 70%,
frio, manteniendo 10 minutos en hielo. Luego de dos lavados de 10 minutos con
PBS-2% SF, se procede a incubar con el anticuerpo primario, continuando como se

describiera para los antigenos de superficie.

27




En algunos experimentos, ademas de marcar los antigenos en estudio, se
procedié a tefiir los nticleos de las céluias con bisbenzimida (Hoescht, Ho); este
pasc se realizd luego del lavado con PBS-2% SF posterior a la incubacién del
segundo anticuerpo. Se agregd la solucion Ho (1pg/ml) y se incubd durante 10
minutos a 37°C. Luego se procedié a lavar con PBS-2% SF, seguido por un lavado

con PBS solo y otro cbn H,0 destilada.

En todos los casos, los cubreobjetos se colocaron —~ con las células dirigidas
hacia el interior- sobre portaobjetos, utilizando para ello medio de montaje, y se los

analizd por microscopia de flucrescencia.
6.3.2. Inmunocitoquimica mediante citomefria de flujo

Para analizar la expresién de antigenos de superficie en células que fueron
soltadas de la placa mediante tripsinizacién, se las deja una hora recuperandose a

37°C en medio de cultivo.

Se toma una alicuota que contiene aproximadamente 300.000 células y se
centrifuga a 500x g por 10 minutos a 25°C. Para antigenos de superficie, se
resuspende el pellet en 500 pl de PBS 2% SF, se centrifuga a 500x g durante 10
minutos a 25°C y se incuba con el 1°" anticuerpo 1 hora a 4°C. Luego se agrega 500
ul de PBS 2% SF y se centrifuga a 500x g durante 10 minutos. Se incuba con el 2°

anticuerpo 1 hora a 4°C y se lava con PBS 2% SF. Las células son fijadas en
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formaldehidd 0,5% en PBS. A la brevedad, son analizadas por citometria de flujo,

con el programa Facscalibur.

Para estudiar antigenos intracelulares, se permeabilizan las células
agregando etanol 70%, frio, gota a gota y con agitacion constante para evitar la
formacion de agregacios celulares. Se dejan las células en hielo por 10 minutos. Se
centrifuga a 500x g durante 15 minutos y se resuspenden en PBS 2% SF. Se vuelve
a centrifugar para eliminar el exceso de etanol. En este momento, las células son
incubadas con los anticuerpos respectivos y procesadas para su analisis por

citometria de flujo.
6.4. Analisis de ciclo celular

El analisis de ciclo celular se determind por citometria de flujo, usando yoduro de
propidio (Pl), fluorocromo‘que se une a acidos nucleicos. Previo a analizar el
contenido de ADN de la poblacién en estudio, se calibré el equipo (sensibilidad y
capacidad de discriminar agregados) con suspensiones de eritrocitos de pollo y de

carnero, previamente tefiidos con PI.

Experimentalmente, las células son lavadas dos veces con PBS. Luego, se
resuspenden en una solucién Pl (0,05 mg/mi) en citrato 0,1% a razén de 1 ml por
milién de células. Al mismo tiempo, se agrega 20 ul de RNasa (Ribohucleasa A, de

concentracion 0,2 mg/mi en 10 mM Tris-HCI, pH 7,5). Se incuba por 30 minutos a
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4°C, en oscuridad. De esta manera, la suspensidn con los nlicleos marcados con P,
es analizada por citometria de flujo.

Las células con una intensidad de fluorescencia de 1, corresponden a células en
fase Go,-G; del ciclo celular, las células con una senal fiuorescente de 2,
corresponderan a aquellas que han duplicado su material genético, ubicandose en
las fases G»-M del ¢iclo, y aquellas células con intensidad intermedia, entre las

anteriores, se encuentran en fase S.

6.5. Analisis de células en G,

La tincidn con anaranjado de acridina (Acridine Orange, AO), permite
determinar simultaneamente el contenido de DNA y RNA en las células. Al ser
excitado a 488nm, AQ exhibe caracteristicas espectrales de emisién distintas
cuandoc se une a DNA o a RNA, produciendo una fluorescencia verde o roja,
respectivamente. Una condicién en Ia que el contenido de DNA es igual a 2n y con

bajo contenido de RNA, indica presencia de células en estado quiescente.

Las células se tripsinizan y resuspenden en PBS-SF 2% a una concentracién
de 2-10° células/ml. Luego, se incuban con una solucién de permeabilizacién y
denaturacién de acidos nucleicos (0,1% Triton X-100, 80 mM HCI, 0,15M NaCl; 2.10°
células/ml) por 15 segundos a 4 °C y con la solucién de tincién (6 pg/ml anaranjado

de acridina, 1 mM EDTA-Na, 0,15M NaCl, 0,2M NaPO,, 0,1M buffer acido citrico, pH
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6,0: 1 mi/10° células) por 2 min a 4°C. Durante los siguientes 8 min, las células se
analizan en citémetro de flujo (Traganos et al, 1977).

Las células quiescentes G, corresponden a aquelias normoploides (2n, 2c¢) con un
bajo contenido de RNA. Las células en ciclo celular (fases activas) corresponden a

células normoploides con contenido variable de DNA y RNA.

Para determinar el estado oxidativo de las mitocondrias, lo que nos da un
indicio indirecto de su estado metabdlico, utilizamos rodamina (Rhodamine 123)
(Rho). Esta rodamina ha sido calificada como un colorante mitocondria-especifico
puesto que el colorante catibnico cianino es acumulado en compartimentos
eléctricamente negativos tales como las mitocondrias en células saludables.
Agentes desacoplantes e iﬁhibidores reducen la fluorescencia mitocondrial. Por lo
tanto, células en estado mitocondrial oxidativo daréan una sefial fuerte para
rodamina, mientras que aquellas células con estado mitocondrial reductor daréan una

sefial débil.

Las células se incuban durante 45 minutos a 37° C en una soluciéon con
rodamina (0,1 pg/mi) en buffer HBSS (20 mmol/l HEPES, 1g/l glucosa y 10% SF).
Luego, se enfria a 4° C y se lava dos veces con buifer HBSS a 4°C. Finaimente, se
resuspende el pellet en buffer HBSS y se mantiene a 4° C hasta su lectura por

citometria de flujo.
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6.6. Expresién de bFGF por Western Blot

6.6.1. Obtencidn de proteinas solubles

Las células adheridas a la placa de cuitivo de 10mm, fueron lavadas una vez
con PBS y se agregd 300 ul de solucién de lisis (0,05 M Tris-HC{, 0,1 M NaCl, 2 mM
CaCly, 1% NP40 y 1£% Triton X-100, a pH 7,4). Al momento de realizar la lisis se
agregan los inhibidores de proteasas: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y N-
etilmaieimida (NEM). EIl material es mantenido en hielo con agitacion, por 20
minutos, seguido por resuspension y centrifugacién a 1.500 g por 15 minutos. El
sobrenadante es guardado a -20°C. Una alicuota de la fraccién soluble se uso para

cuantificar proteinas segin el método de Lowry.
6.6.2. Obtencidn de proteinas nucleares:

Las células crecidas sobre placas de cultivo de 100 mm fueron lavadas dos
veces con PBS e incubadas durante 40 minutos a 37°C en «-MEM con citocalasina
B (10pM). Luego, fueron lavadas nuevamente con PBS, resuspendiendo las células
mediante raspado y repipeteado a través de una pipeta de 10 ml. Las células
recolectaron por centrifugacion a 800x g durante 5 minutos.

El pellet se lava con la solucién 1x NB (10 mM HEPES, pH 7,5, 10 mM KCI, 1,5 mM
MgCl,, 1mM DTT, 0,1 mM PMSF, 1 pg/ml pepstatina, 1 ng/ml leupeptina, 1ug/ml
inhibidor de tripsina), centrifugande a 800x g por 5 minutos. El pellét se coloca en

hielo, se resuspende en NB con citocalasina (1x NB, 10uM citocalasina B) y se
32




incuba durante 20 minutos sobre hielo. Luego, las células se transfieren a un
homogeneizador Weaton de vidrio de 1 mi, previamente enfriado, y sus membranas
plasmaticas se rompen mediante 20 golpes suaves. lLa eficiencia de la ruptura
celular se monitorea por microscopia de -contraste de fase. El homogeneizado se
transfiere a un tubo Eppendorf y se colocan 200 pl de una solucién colchén de
sacarosa (10 mM_HEPES, pH 7,5, 10 mM KCi, 1,5 mM MgClz, 1 mM DTT, 0,1 mM
PMSF, 1 ug/mi pepstatina, 1 pg/ml! leupeptina, 1 ug/ml inhibidor de tripsina, 40%
sacarosa) en el fondo del tubo. Se centrifuga a 800 g por 15 minutos, se aspiran el
sobrenadante y el colchén de sacarosa. El pellet, que consiste de ndcleos intactos
(observados por microscopia de contraste de fase y contaminados en menos de un
10% a juzgar por la actividad de LDH segin el protocolo utilizado, Kihlmark et al,
1898), se lisa utilizando buffer RIPA (0,5% DOC, 1% SDS, 1% NP-40, 150 mM NaCl,
50 mM Tris, pH 8,0) con inhibidores de proteasas PMSF y NEM . Las muesiras se

guardan congeladas a -20°C.
6.6.3. Condiciones del Western Blot
Los exiractos proteicos fueron tratados bajo condiciones reductoras. Para

esto se calentaron las muestras, 5 minutos a 100° C en buffer de carga (240mM Tris-

HCI, 8% SDS, 40% glicerol y 0,001% indicador azul de bromofenol), en presencia de

un 5% (v/v) de B-mercaptoetanol.
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Se prepararon geles de acrilamida al 8% o 12% vy por carri! (cuando fue
posible cuantificar la cantidad de proteina) 30ug de proteinas, o bien 680ul cuando la
proteina presente representaba sélo una pequefia fraccién comparada con los
inhibidores de proteasas. La electroforesis se realizé a temperatura ambiente a

100V durante aproximadamente 4 hrs., hasta poco antes que el frente salga del gel.

A continuacion de la electroforesis, se realizo la transferencia desde los geles
a membranas PDVF. EIl buffer de transferencia contenia 50 mM Tris, 190 mM
Glicina, 20% Metanol y 0,1% SDS. La transferencia se realiz6 a 90V, por 90 minutos
a 4°C.
Los sitios de unién inespecifica en las membranas fueron bloqueados con una
solucién de saturacion (blocking reagent ECL o TBS-1% BSA) por 1 hora a

temperatura ambiente.

6.6.4. Marcaje de membranas electrotransferidas

Las membranas fueron ensayadas para la identificacion de bFGF. Se incubd
con el 1er. anticuerpo 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. Se realizé tres
lavados con TBS-Tween (0,05% Tween 20) de 10 minutos cada uno.

Luego, se incubé con el 2do. anticuerpc (anti-raton conjugado a peroxidasa) por 1
hora a temperatura ambiente con agitacion. Luego de realizar 3 lavados con TBS-
Tween, se revela la membrana usando un kit de quimioluminiscencia (ECL)

exponiendo posteriormente a un film fotogréfico por 1 a 5 minutos.
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6.6.5. Analisis de las bandas obtenidas

La determinacion del peso molecular y la estimacion cuantitativa de la cantidad
de proteina presente en las bandas obtenidas por Western Blot, fue realizada por
densitometria, utilizando el programa de Kodak Digital Science, 1D Image Analysis

Software version 3.0.'

En el caso del peso molecular, se utilizé como estandar la migracién de un
marcador de pesos moleculares de amplio rango (15 a 250 kDa) y el de proteina
bFGF recombinante de 16,4 kDa. La estimacion de la cantidad de proteina presente
en cada una de las isoformas de bFGF se realizd teniendo en cuenta que la carga

de proteina estandar fue de 10 ng.

6.7. Cuantificacién de bFGF en medios condicionados

6.7.1 Obtencion de medios condicionados

Los medios condicionados de MPC expandidas se obtuvieron de placas de
cultivo con 20 000 células/cm?® cultivadas en 10% SF o 0,5% SF, los cuales fueron
reemplazados por los respectivos medios frescos 24 horas antes de la obtencidn del
medio condicionado. Para el estudio de la condicién MPC expandida en 10% SF a

4°C, las células fueron incubadas durante 2 horas a 4°C previo a la recoleccion de
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medios. Los medios fueron recolectados y aimacenados a -20°C en presencia de
PMSF y NEM, para inhibir la accion de proteasas, hasta su utilizacion.

En los casos de las MPC G, pre-achesién y post-adhesidn, las placas de cultivo
tenjan 9 000 célulasicm® y 6 000 células/cm?®, respectivamente; y las células se

cultivaron en medio con 10% SF.

6.7.2. Cuantificacion de bFGF

Los medios condicionados recolectados fueron cuantificados utilizando un kit de
deteccién de bFGF humano, Accucyte EIA. Se siguieron las especificaciones del kit
para muestras bioldgicas provenientes de cultivos de tejidos y sobrenadantes. Los
resultados obtenidos fras la lectura a 490 nm fueron trazados en un grafico

semilogaritmico para su posterior analisis.
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Vil. RESULTADOS

A. Estudios con MPC expandidas

71. Efecto de la concentracion de suero fetal sobre las MPC expandidas

7.1.1. En proliferacion

Con el fin de determinar el efecto de la concentracién de suero fetal en la
proliferacion de las MPC expandidas, se cultivaron células en presencia de 10, 1y
0,5% SF durante 4 dias. En la figura 1 se observa la diferencia en el crecimiento a

distintas concentraciones de suero.

Observamos que la proliferacién de las células es dependiente de Ia
concentracién de suero fetal, ya que al cabo de cuatro dias, las células crecidas en

_ presencia de 10% SF han aumentado su nimero en casi 9 veces, mientras que las
células crecidas en 1% SF lo han hecho 2,5 veces y aquellas en 0,5%,

practicamente no proliferaron.

7.1.2. En ciclo celular

A células cultivadas en presencia de distintas concentraciones de suero fetal se
les realizé un analisis de ciclo celular, para determinar el efecio del suero fetal en la

distribucion de las fases del ciclo.

37




_
[}

B 10% 8F
1% SF
E0,5% SF

No. células refativo
O -~ N O O N O

Figura 1: Efecto de la concentracién de suero en la proliferacion de las MPC

expandidas.

La figura muestra las cantidades de células obtenidas luego de

cultivarlas en presencia de diferentes concentraciones de suero fetal, por los
tiempos sefalados. Los resultados se expresan relativos al nimero de células
presentes el dia O, valor que se considera igual a 1. Las barras muestran la

desviacion estandar (n=3).

DIAO DIA 2 . DIA 4
Ciclo celular{%) _10%SF 10%SF 1%SF__ 0,5%SF 10% SF 1% SF  0,5% SF
Go/G1 39,48 49,867 86,37 86,24 79,32 89,44 89,98
S 60,34 4517 6,74 13,21 16,08 6,32 6,04
G2/M 0,18 5,18 6,89 0,55 4,62 4,24 3,98

Tabla 1: Efecto de la concentracién de suero en la fase del ciclo celular en que se
encuentran las MPC expandidas. Los valores muestran el porcentaje de células que
se encuentran en la fase del ciclo indicada segun andlisis de citometria de flujo.
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La distribucién de células en cada fase del ciclo celular varia de acuerdo con la
concentracion de suero, como se observa en la tabla 1. A menor concentracion de
suero, mayor la tendencia de las células a establecerse en las fases Go/ Gi.
Observamos que en el caso de las células crecidas en 10% SF al dia 4 el porcentaje
de células en Go/ Gi aumenta aun 79%. Esto se debe a que las células han
alcanzado un estado ‘de confluencia, en el cual presentan inhibicion por contacto, lo
que no ocurre en el caso de las células en condiciones de 1y 0,5% SF al tiempo de

cultivo equivalente.

Este resultado, sumado a las observaciones de la proliferacion, nos permite
establecer una MPC expandida en condicién de crecimiento en medio suplementado
con 10% SF y otra en condicién de no-crecimiento: MPC expandidas crecidas en

medio de cultivo suplementado con 1 o 0,5% SF.
7.2. Produccién de factores angiogénicos por MPC expandidas
7.2.1. Inmunocitoquimica para deteccion de bFGF, FGFR1 y VEGF.

Con el fin de determinar la presencia de factores angiogénicos en MPC
expandidas en proliferacién y reposo proliferativo, se analizé la expresion de
superficie e intracelular de bFGF, VEGF y FGFR1. Los estudios se realizaron luego
.de 2 dias de cultivo de las MPC expandidas en condiciones de proliferacion (10%
SF) y no-proliferacién (0,5% SF).
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En la figura 2 se observa la localizacién de bFGF en las MPC expandidas en
10% SF (figura 2A (antigeno) y 2C (Ho)), en la cual se puede apreciar un patrén de
marcacién intenso en el nicleo y tenue en el citoplasma. Las MPC expandidas en
0,5% SF (figura 2B (antigeno) y 2D (Ho)), carecen de bFGF nuclear y a nivel de
citoplasma la presencia de bFGF es practicamente nula.

Esta variacién en 'el patrén de expresion de bFGF también se presenta en el caso de
su receptor, FGFR1 (figura 3). En las MPC expandidas en 10% SF (figura 3A
(antigeno) y 3C (Ho)), se observa la presencia de FGFR1 de manera homogénea en
la célula, con marcacién tanto en la membrana como en el nicleo. Esta
homogeneidad varia tan solo en aquellas células que se encuentran en proceso de
mitosis, donde la intensidad de fluorescencia es mayor. Las MPC expandidas en
0,5% SF (figura 3B (antigeno) y 3D (Ho)) presentan una marcacion tenue a nivel

citoplasmatico y casi nula a nivel nuclear.

En el caso de VEGF (figura 4), este factor esta presente en MPC expandidas
mantenidas bajo ambas condiciones de cultivo, se puede observar que en el caso de
las células crecidas en presencia de 10% SF, la marca del factor aparece distribuido

algo mas heterogéneo en el citoplasma.
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MPC exp 10% SF MPC exp 0,5% SF

Figura 2: Distribucion de bFGF en MPC expandidas segun microscopia de
fluorescencia doble. MPCs cultivadas en medio de cultivo completo (10% SF) (A'y
C) o en medio de cultivo 0,5% SF (B y D). Las células fueron analizadas por
inmunofluorescencia indirecta para bFGF (A y B) y sus nucleos contratefiidos con Ho
(C y D) (400x).
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MPC exp 10% SF MPC exp 0,5% SF

Figura 3: Microscopia de fluorescencia para FGFR1 en MPC expandidas. MPCs
cultivadas en medio de cultivo completo (10% SF) (Ay C) o en medio de cultivo 0,5%
SF (B y D). Las células fueron analizadas por inmunofluorescencia indirecta para
FGFR1 (A y B) y sus nucleos contratefiidos con Ho (C y D) (400x).
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MPC exp 10% SF MPC exp 1% SF

Figura 4: Microscopia de fluorescencia para VEGF en MPC expandidas. MPCs
cultivadas en medio de cultivo completo (10% SF) (A 'y C) o en medio de cultivo 1%
conteniendo SF (B y D). Las células fueron analizadas por inmunofluorescencia
indirecta para VEGF (A y B) y sus nucleos contratefiidos con Ho (C y D) (400x).
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MPC control anti-mouse MPC control anti-rabbit

Figura Control: Control negativo para microscopia de fluorescencia en MPCs.
MPCs incubadas con el anticuerpo secundario anti-mouse (A) y anti-rabbit (B) en
ausencia de anticuerpos primarios. Las células fueron analizadas por
inmunofluorescencia indirecta para FITC (A y B) y sus nucleos contratefiidos con Ho
( Cy D) (400x).
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7.3. Estudio de estimulos que puedan modificar la dist;ribucién de bFGF y
VEGF en MPC expandidas [
|
|
l
l

7.3.1. Efecto de 17p-estradiol

Para determinar si 17B-estradiol es capaz de modificar la distribucion
intracelular de bFGF Ien MPCs, tal como ha sido descrito parai otros tipos celulares,
se realizé un estudio con células cultivadas durante 5 dias coril 1% SF en presencia
de 17p-estradiol (100 nM), concentracién descrita anteriorme;nte en la bibliografia.
Tras 5 dias de cultivo de las células en medio 1% SF, las ciélulas deberian estar
sobre 90% en fase Guo/G; del ciclo celular, vale decir; Ig fraccién de células
proliferantes (S + G2/M) deberia ser menor al 10%. i

f
7.3.1.1. En proliferacién |

Primero se determiné si el estradiol produce algun iefecto a nivel de la

proliferacion de las MPC, afectando el transito de MPC de Go/ Gy a S + G2/M. Luego

de 5 dias de cultivo, se observd que el nimero de MPCs que se encontraban bajo el

estimulo de 17p-estradiol, no varia con respecto a MPC culti\%fadas en ausencia de

estradiol (1% SF) (Figura 5), lo que sugiere que el es;teroide no afecta la

|
proliferacién de las MPCs. Aunque nos fue imposible encontrar la concentracién de

estradiol presente en el suero fetal utilizado, otras fuehtes indican que la

l

|
concentracidn maxima es alrededor de 25 pg/ml, concentracién que no debiera ser

suficiente para saturar los receptores.

i
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No. células relativo

1% SF 1% SF+E2

Condicién

Figura 5: Efecto de estradiol sobre la proliferacién de las MPC‘Ts. Las células fueron
cultivadas en las condiciones indicadas durante 5 dias, al cabo de los cuales se
realizé el recuento de células. Los resultados se presentan enJreIacién al niumero de
células presentes para la condicién 1% SF, valor que se con:sidera igual a 1. Las

barras muestran la desviacién estandar (n=4). |

i

16

No. células relativas
a)
[# ]

0,5%SF 05%SF+FGF O,S%SF-I-FGF;-PHepa

Condicion !
|
|

|

Figura 6: Efecto de bFGF exdgeno sobre la proliferacion de Ié’:\s MPCs. Las células
fueron cultivadas en las condiciones indicadas durante 4 dias, al cabo del cual se
efectud recuento celular. Los datos se presentan en relacién al nimero de células
presentes en la condicién 0,5% SF, valor que se hace ighal a 1. Las barras
muestran la desviacion estandar (n=3). 1

46




|
i
7.31.2. En distribucién de factores angiogénicos |
|
Con el fin de determinar si la presencia de 'estradiél produce un efecto

movilizador de los factores de crecimiento de nuestro interés eT las MPCs, se realizo

inmunocitoquimica para microscopia de fluorescencia. .
|

Encontramos que estradiol no altera la distribucion c[e bFGF ni de VEGF
(Figura 7 y 8), lo que es diferente a lo indicado en la literétura para ofros tipos
celulares. La presencia de bFGF continua siendo intensa![ a nivel nuclear y la

|
intensidad de VEGF se mantiene a nivel citoplasmatico. f

7.3.2. Efecto de bFGF exdgeno i

|

Con el fin de determinar si la presencia de bFGF exc’i)geno en el medio de

cultivo de las MPC altera las caracteristicas de crecimiento dé la célulay alavezla

distribucién intracelular de bFGF, se cultivaron células en présencia de éste factor.
!

En algunos experimentos se estudié una condicién en I% cual ademas de Ia

incorporacion de bFGF exdgeno, se colocd heparina, con el fin de alterar la

biodisponibilidad de bFGF.

————— e e i ]
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MPC exp 1% SF MPC exp 1% SF + estradiol

Figura 7: Distribucién de bFGF en MPC expandidas expuestas a estradiol segun
microscopia de fluorescencia. MPCs cultivadas durante 5 dias en medio de cultivo
con 1% SF sin (Ay C) y con adicién de estradiol (100nM)(B y D). Las células fueron
analizadas para bFGF (A y B) y sus nucleos contratefiidos con Ho (C y D) (400x).
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MPC exp 1% SF MPC exp 1% SF + estradiol

Figura 8: Distribucion de VEGF en MPC expandidas expuestas a estradiol segun
microscopia de fluorescencia. MPCs cultivadas durante 5 dias en medio de cultivo
1% SF sin (A y C) y con adicién de estradiol (100nM)(B y D). Las células fueron
analizadas por inmunofluorescencia para VEGF (A'y B) y sus nucleos contratefiidos
con Ho (C y D) (400x).

49




7.3.21. En proliferacién

Tras 4 dias de cultivo de MPCs en presencia de bFGF, se observa que bFGF
exdgeno produce una pequeiia variacion en la proliferacion, con respecto a la
situacion conirol que contiene 0,5% SF (figuré 8), al igual que la condicién que
contiene heparina. ' Este aumento de proliferacién (10%), no es significativo
considerando el n.1argen de error (indicado en las respectivas barras de la figura 6),

lo que sugiere que el bFGF exdgeno no afecta la proliferacion de las MPCs.
7.3.2.2. En ciclo celular

A células cultivadas en medio 0,5% SF en presencia y ausencia de bFGF se
les realizd un andlisis de ciclo celular, para determinar si el contacto con el factor
exdgeno produce cambios en Ia distribucién‘ de las fases del ciclo celular.
Encontramos que la presencia de bFGF exdgeno no produce ningun efecto en la
distribucién del ciclo celular. El resultado para esta condicidn es igual al descrito en

la Tabla 1 para MPC expandidas en 0,5% SF a los 4 dias de cultivo.

Sin embargo, observamos que las células crecidas en la condicién control
(0,5% SF), presentan un subpeak Go/Gi que estaria indicando un posible estado
apoptético de las células. Interesantemente, encontramos que en presencia de
bFGF exdgeno, este subpeak no aparece, lo que sugiere que bFGF tiene un efecto

protector en la expresion del proceso apoptético (figura 9).
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Dado que la presencia de éste subpeak y su eventual desaparicion por bFGF
ocurre a partir de los 2 dias de cuitivo, para profundizar un poco mas esta
observacion, realizamos un estudio relacionando el tiempo de exposicidon a bFGF
con la aparicién del subpeak Go/G;. Como se observa en la figura 10, el bFGF
exégeno protege a la célula de los efectos apopiéticos producidos por la falta de
suero fetal. Este .efei:to protector no es indefinido, dado que se produce solamente
durante los primero 6 dias. A tiempos mayores, el bFGF no tiene efecto alguno

sobre los eventos apoptéticos producidos por la carencia de suero fetal.

7.3.2.3. En distribucién celular del bFGF

Se estudié el efecto de la exposicién de MPC expandidas en 0,5% SF a bFGF
exdgeno en periodos de tiempo corto (hasta 2 horas). Se observo que a partir de
una hora de exposicion de las células a bFGF, se comienza a observar la union de
éste al receptor. Este hecho se hace més evidente a las 2 horas de exposicion
(figura 11). Resulta bastante interesante que la incorporacion de bFGF a las células
parece realizarse de preferencia en una region de éstas (flecha figura 11) y no
homogéneamente en toda la extension de sus membranas. Esto indica una posible
acumulacion polarizada del receptor de bFGF (FGFR1) inducida por el ligante,

previo a la internalizacién del complejo por las células.
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0,5% SF ! 0,5% SF + bFGF
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Figura 9: Presencia de una poblacion de células MPC expandidas que expresan
eventos apoptdticos y su eventual desaparicion por adicion de bFGF exdgeno. MPC
expandidas crecidas durante 2 dias en medio con 0,5% SF (panel izquierdo) o en
medio con 0,5% SF suplementado con bFGF 20ng/ml! (panel derecho), fueron
analizados para determinar su ciclo celular. En la figura se muestra la ubicacion del
peak Gy/ G en la posicion cerca de del canal 70 (peak en rojo). La flecha apunta al
peak azul que muestra una poblacion de células con material genético menor que 2n,
subpeak Go/ G+ (células apoptéticas).
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Figura 10: Efecto protector del bF
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MPC exp 0,5% SF MPC exp 0,5% SF + bFGF

Figura 11: Microscopia de fluorescencia de bFGF en MPC expandidas expuestas a
bFGF exdgeno. Células crecidas en presencia de 0,5% SF fueron incubadas durante
2 horas sin (A 'y C) y son adicién de bFGF (20 ng/ml) (B y D). Las celulas fueron
analizadas por inmunofluorescencia indirecta para bFGF (A y B) y sus nucleos
contratefiidos con Ho (C y D) (400x).
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7.3.3. Efecto de la temperatura

La variacién en la distribucién y densidad de marca de bFGF entre las MPC
expandidas crecidas a 10% y 0,5% SF sugiere que la traslocacién de éste desde el
citoplasma al nicleo sea un proceso relacionado con el estado proliferativo de la
célula. Sin embargo: es posible que !a distribucién y densidad de marca del bFGF
fuesen también dependientes del metabolismo celular. Debido a esto, decidimos
someter a las células MPC expandidas en 10% SF durante un periodo corto (2
horas) a baja temperatura (4°C), con el fin de reducir su nivel metabdlico y estudiar

los cambios en el patron de distribucion de bFGF y su receptor.

Tal como se esperaba, tras incubar a 4°C las MPC expandidas durante 2 horas
en medio con 10% SF, se observé la desaparicién de la marca nuclear tipica de
bFGF (figura 12A), al comparar con céiulas en las mismas condiciones pero
incubadas a 37°C (ver figura 2A). Observamos ademas, que no se presenta
variacién en la inmunoreactividad de FGFR1, lo que era de esperar, ya que el
tiempo de exposicidn no es lo suficientemente largo como para afectar la presencia

de-éste-(figura 12B, comparar con la condicién a 37° C: figura 3A).
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MPC exp 4°C bFGF MPC exp 4°C FGFR1

Figura 12: Microscopia de fluorescencia para bFGF y FGFR1 en MPCs expandidas
incubadas en 10% SF durante 2 horas a 4°C. La expresion de bFGF (Ay C) y
FGFR1 (B y D) analizadas por inmunofluorescencia indirecta. Los nucleos
respectivos fueron contratefiidos con Ho (C y D) (400x).
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B. Estudios realizados con MPC Go
7.4. Produccion de factores angiogénicos por MPC Go

Como ya hemos descrito, las MPC no comprometidas (Go) son células que
presentan caracterist{cas diferentes a aquellas de las MPC expandidas. Puesto que
nuestra hipétesis plantea la posibilidad que sea éste el tipo de célula que se
encuentra interaccionando con la célula micrometastasica, es de importancia
determinar sus caracteristicas en cuanto a la expresién de los factores ya

estudiados para las MPC expandidas.

7.4.1. Caracterizacién de MPC G,

Cabe mencionar que en el transcurso de este estudio nos encontramos con
diferencias significativas en las MPC Go, dependiendo del tipo de manipulacién que
se realizaba a éstas. Por este hecho, hemos definido dos estados para la MPC Go.
Las MPC G, pre-adhesién y post-adhesion, que tal como su nombre indica, varian
“en si una vez terminada la seleccion con 5-fluorouracilo, las células obtenidas fueron
o no resuspendidas mediante tripsinizacién y sembradas (re-adheridas a placas),

previo a su estudio (ver Métodos).
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7.4.1.1. Morfologia de las MPC G,

Primero, estudiamos las caracteristicas morfologicas de la MPC G, pre y post-
adhesién comparada con la MPC expandida por microscopia de contraste de fase
(figura 13). Encontramos que las MPC pre-adhesién se encuentran menos
extendidas que las ‘MPC expandidas, poseen menor cantidad de citoplasma y
nicleos de igual didmetro. En cambio, la MPC post-adhesidn se presenia como una
célula alargada, con nicleos mas pequefios y con una reducida cantidad de

citoplasma.

7.4.1.2. Estudio del potencial proliferativo de las MPC G,

El estudio comparativo del potencial proliferativo se detalla en Tabla 2. Observamos
que tanto las MPC G, pre y post-adhesién se encuentran en la fase Go/G, del ciclo
celular; sin embargo, cuando se analiza el contenido de células en estado quiescente
Gy, de la actividad de la célula, tanto por contenido de RNA como por estado oxidativo
mitocondrial de la célula (por rodamina), enconiramos que entre un 60 y un 80%
(dependiendo si se consideran los resultados por rodamina o contenido de RNA) de las
células MPC G, pre-adhesidn se encuentran reaimente en fase Go. En cambio, en el

caso de las MPC G, post-adhesion, la proporcién de células en Go cambia a un 20-56%.
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Figura 13: Morfologia de las MPCs por microscopia de contraste de fases.
m@m:;as (A), Go pre-adhesion (B) y Go post-adhesion (C) crecidas en




7.4.1.3. Expresion de genes en MPC G

La expresidn o no-expresion de genes de diferenciacion linaje-especifico, PPARy2
(gen de diferenciacion del linaje adipo), osteocalcina (gen de diferenciacion del linaje
osteo) y p27Kip1(marcador de G;), en MPC Go, segun estudios de PCR realizado en el
laboratorio, se muestr.a en la figura 14. Observamos que las MPC Gy no expresan
ninguno de los genes de diferenciacion estudiados, en comparacién a las MPC
expandidas, las cuales expresan todos los genes estudiados. La expresion del gen

constitutivo GAPDH se realizd como control positivo de las reacciones.
7.4.2. Distribucién de factores angiogénicos por MPC G,

7.4.2.1. Presencia y distribucién de bFGF y su recepfor

Las caracteristicas encontradas tanto para las MPC G, pre-adhesion y post-
adhesién se muestran en las figuras 15 y 16. En éstas observamos que la
distribucién de bFGF en las dos condiciones es igual, localizado fundamentalmente

en el nlcleo.

Como era de esperar, puesto que se ha descrito que la internalizacién de FGFR1
al niicleo estimula la mitogénesis y éstas células se caracterizan por encontrarse en
reposo proliferativo, se observd la localizacién de FGFR1 dnicamente en la
membrana de las células pre-adhesion; sin embargo, en el caso de las células post-
adhesién, se observa la presencia del receptor tanto en la membrana como en el

nucleo.
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Ciclo celular (%) MPC Go pre  MPC Go post

GolG1 98 o8
s 1.4 1.5
G2/M 0.6 0.5
Rhodamine®” 84 (11) 20 (9)
Rhodamine™s" 30 (57) 72 (41)
AO RNAPYDNAZ 80 56

Tabla 2: Propiedades de MPC Go. Los datos en paréntesis para rodamina
indican la intensidad media de fluorescencia, cuyo valor promedio para Rho'¥ es
10 y para Rho"" es 49. AO, acridine orange.

p27 Kip1

& Go Gn Exp oh B Ge Gun Exp

lna GAPDH

Figura 14: Expresién de genes de diferenciacion linaje-especifico en MPCs. Se
muestra la expresién de: p27 Kip1, gen expresado en células en fase Gi; PPAR v2,
gen de diferenciacién a linaje adipo; Osteocalcina, gen de diferenciacién a linaje
osteo y GAPDH, gen constitutivo, con fines de comparacién (control positivo). Las
bandas muestran los perfiles de expresion en MPC expandidas (Exp) y MPC Go (Go);
marcador de pares de base (M).
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MPC G, pre MPC G, post

Figura 15: Distribucion de bFGF en MPC Go por microscopia de fluorescencia.
MPCs Gy pre-adhesion y MPCs Gp post-adhesion analizadas por
inmunofluorescencia indirecta para bFGF (A y B, respectivamente). Contratincion
nuclear con Ho (C y D) (400x).
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MPC G pre MPC G, post
-

Figura 16: Distribucion de FGFR1 en MPCs Gp segun microscopia de fluorescencia.
MPCs Gq pre-adhesion (A y C) MPCs Go post adhesion (B y D) analizadas por
inmunofluorescencia indirecta para FGFR1 (A y B); contratincién nuclear con Ho (C y
D) (400x).
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7.4.2.2. Presencia y distribucion de VEGF y su receptor

Las caracteristicas encontradas tanto para las MPC Go pre-adhesion y post-

adhesién se muestran en las figuras 17 y 18.

Resultan particularmente interesantes estos resuitados de la inmunomarcacion
de VEGF y VEGFR ﬁuesto que mientras las MPC G, pre-adhesion parecen carecer
de ambos antigenos, las MPC G, post-adhesién muestran la presencia de ambos.
Esto indica que por causa del procedimientc de preparacion de MPC Go
postadheridas a partir de preadheridas, que involucra desadhesion y re-adhesion y
un concomitante transito de Go a Gy, se gatillé la expresion de genes, entre ellos el

de VEGFR y VEGF.

7.5. lsoformas de bFGF producido por MPCs

Se utilizé analisis por Western Blot con el fin de determinar cuales son las
isoformas de bFGF presentes en las MPCs, segln sea su estado proliferativo y de
diferenciacion (MPC expandida y MPC Go). Puesto que las observaciones por
inmunocitoquimica nos muestran una localizacién preferencial de bFGF en el
nicleo, los estudios fueron realizados utilizando nicleos aislados de cada tipo

celular, como se menciona en Métodos.
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MPC G, pre MPC G, post

Figura 17: Distribucién de VEGF en MPCs G, segun microscopia de fluorescencia.
MPCs Gy pre-adhesion (A), MPCs Gp post-adhesion (B), analizadas por
inmunofluorescencia indirecta para VEGF; contratincion nuclear con Ho (C y D)
(400x).
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MPC G pre MPC G, post

Figura 18: Distribucion de VEGFR en MPCs Gy segun microscopia de
fluorescencia. MPCs Gq pre-adhesion (A) MPCs Gy post adhesion (B) analizadas
por inmunofluorescencia indirecta para VEGFR; contratincién nuclear con Ho (C y

D) (400x).

66




En la figura 19 se muestra el resultado de estudios representativos realizados
por andlisis de Western Blot. Observamos para el caso de las MPCs expandidas,
que todas las condiciones experimentales en las cuales las células fueron
incubadas, excepto en 0,5% SF, presentan tres isoformas del factor de crecimiento,
una de 18 kDa y dos de alto peso molecular (21 kDa y 22,5 kDa). Observamos
también que las MPC G, tanto pre como post-adhesion, expresan las tres isoformas
de bFGF. Al cuantificar la contribucion relativa de cada isoforma se observo que las
MPC G, presentan una mayor cantidad de las isoformas de alto peso molecular en
relacion con las MPC expandidas (tabla 3). En comparacién con las MPC
expandidas, las MPC Gy contienen 7 veces mas bFGF en su isoforma de 21 kDa y
mas de 20 veces en su isoforma de 22,5 kDa. Tal como esperdbamos, en las ‘MPC
expandidas incubadas durante 2 horas a 4°C se observa una disminucion de la
concentracion de bFGF. A su vez, en las MPC expandidas crecidas en medio de
cultivo suplementado con 0,5% SF se observa la no presencia de bFGF en ninguna

de sus isoformas. Estos resultados apoyan los datos obtenidos por

inmunocitoquimica.

En todas las condiciones, enconiramos una concentracion bastante baja de
bFGF de 18 kDa, lo que tiene sentido considerando que, como ya hemos
mencionado anteriormente, esta isoforma no presenta una seiial de destinacién

nuclear y es ésta especie la que es capaz de ser exportada fuera de la célula.
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MPC expandidas MPC Go

10% SF 10%SF 4°C  0,5%SF pre post bFGF

Figura 19: Analisis por Western Blot de la expresién de bFGF en nicleos de MPC
cultivadas bajo diferentes condiciones. Lisados de proteinas obtenidos de: MPC
cultivadas en medio de cultivo completo (carril 1), MPC incubadas 2h a 4°C (carril 2),
MPC cultivadas en medio de cultivo con 0,5% SF (carril 3), MPC Go pre-adhesién
(carril 4) y MPC Go post-adhesién {carril 5). El control positivo constituido per 10 ng
de bFGF recombinante con PM de 16,4 kDa (carril 6).
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76. Produccién de bFGF en MPCs y su salida al medio de cultivo

Debido a las observaciones a nivel de inmunocitoquimica y Western Blot, en las
cuales observamos que los niveles de bFGF presentes las células MPC varian
segun su condicién de crecimiento, decidimos cuantificar la cantidad de bFGF
presente en el medio de cultivo, después de incubar las células durante 24 horas

(medios condicionados).

Observamos que las MPC G, tanto pre como post-adhesion no exportan bFGF al
medio: sin embargo, las MPC expandidas si lo liberan al medio. Es interesante que
la cantidad de bFGF en el medio no varia si las células son sometidas por 2 horas a
bajas temperaturas, pese a que la inmunoreactividad nuclear para bFGF disminuye

en estas condiciones (tabla 4).
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Condici6n MW Masa por 1-10° cels
(kDa) (ng)
22,5 4,63
MPC G, pre 21 2,74
(10% SF) 18 0,19
22,5 3,86
MPC G, post 21 277
- (10% SF) 18 < 0,001
22,5 0,18
MPC exp 21 0,375
(10% SF) 18 < 0,001
22,5 < 0,001
MPC exp 4°C 21 0,19
(10% SF) 18 < 0,001
MPC exp NC
(0,5% SF)

NC: no cuantificable en las condiciones utilizadas.

Tabla 3: Isoformas de bFGF presentes en MPCs y su cuantificacion. MPCs
incubadas en las condiciones indicadas a 37° C, excepto cuando se indica.
Después de! periodo de incubacion, los nicleos fueron aislados, sus
proteinas extraidas y analizadas por Western Blot. Las diferentes isoformas
fueron cuantificadas utilizando el programa 1D Image Analysis.

Condicién Produccién FGF (ng/10° cels)
MPC G, pre 10% SF 0
MPC G, post 10% SF 0
MPC exp 10% SF 10,5
MPC exp 4°C 10% SF 10,5
MPC exp 0,5% SF 0

Tabla 4: Liberacion de bFGF en los medios condicionados.
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VIiil. DISCUSION

las células progenitoras mesenquimaticas (MPC), corresponden a un tipo
celular no-hematopoiético, presente en el estroma de la médula O0sea y que se
caracterizan por poseer propiedades definidas de autorenovacion y proliferacién, y
ademas por ser multipotentes al diferenciarse a células precursoras de hueso,
cartilago, tejidos c_onéctivo y muscular. La expresion de varias citoquinas ya ha sido
determinada para las MPC, pero ain se desconoce si las MPC présentan bFGF y
VEGF, su localizacién y si estos patrones varian dependiendo de las condiciones de

crecimiento en las que se encuentran éstas células.

Los estudios realizados en esta tesis buscaron encontrar condiciones
adecuadas de proliferacién o no-proliferacion de MPC para estudiar la expresion y
distribucién de distintos factores y el efecto de estimulos externos. Las células MPC
expandidas dependen de la presencia de suero fetal para mantener un crecimiento
constante, siendo su nivel de proliferacién proporcional a la concentracion del suero
presente en el medio de cultivo (figura 6). Los resultados del analisis de ciclo
celular apoyan aquellos de proliferacion puesto que las células mantenidas con 1%
SF y 0,5% SF se encuentran mayoritariamente en Go/G4 y por lo tanto, tienen un

menor crecimiento que las células mantenidas en 10% SF (figura 3).

De esta manera, definimos dos condiciones para realizar nuestros estudios:
una condicién de proliferacién para MPC expandidas crecidas en medio
suplementado con 10% SF y ofra de no-proliferacién, para MPC expandidas

incubadas en medio suplementado con 1% 6 0,5% SF.
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Cabe destacar que el aumento de Go/G, que se observa en la condicion 10%
SF a los 4 dias, se debe a un efecto, como es esperable, de la confluencia de las
células. La mayor presencia de suero fetal en el medioc de cultivo, ademas de
ejercer un efecto a nivel de proliferacion y de la distribucion de células en cada fase

del ciclo celular, posee un efecto protector evitando procesos apoptobticos.

La seleccién de una poblacion de células a partir de MPC expandidas, con 5-
fluorouracilo, generd una poblacién en la cual alrededor de un 98% de las células se
encuentran en una condicién quiescente, Go. Las células obtenidas tras esta
seleccién han sido denominadas como MPC Go,. A lo largo de este estudio
encontramos dos estados de MPC Gg MPC Gp pre-adhesion y MPC G, post-
adhesién. Estudios mediante rodamina y anaranjado de acridina, que dan referencia
del estado de actividad de la célula, mostraron caracteristicas distintas entre estas
dos poblaciones. Alrededor de un 70% de la poblacion de células MPC G, pre-
adhesién se encuentran efectivamente en una condicién que corresponde a un
estado G,. Solo un 28% de ellas estan en ciclo celular, en fase G1. En el caso de
las MPC G, post-adhesion, alrededor de un 35% de las células se encuentraen Go y

el resto en G;.

Al estudiar la expresion de bFGF, VEGF y sus receptores en MPC expandidas

y MPC G,, se encontraron los resultados que se resumen en la tabla adjunta:
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Condicién MPC exp. MPC Go Mpc Gy MPC exp. MPC exp.
10% SF pre-adh | post-adh 0,5% SF 10% SF 4°C

bEGF nuclear v v v x -

bFGF citoplasma v+ x v'E v+ v+
FGFR1 memb. v v v v v
FGFR1 nuclear 4 x v x v
VEGF v * v v ND
VEGFR ND % v ND ND

v = positivo; * = negativo; £= expresion leve

Asi, se encontré que las MPC expandidas en condiciones de crecimiento
(10% SF) y las MPC G, (tanto pre como post-adhesidon, 10% SF), presentan una
distribucién de bFGF caracterizado por una marcacion intensa en el nicleo. Sin
embargo, las células MPC expandidas en 10% SF (células en ciclo) presentan
marca citoplasmatica, la cual no se observa en las MPC Go pre-adhesion (células
quiescentes, Go). Asi, la expresioén y distribucién subcelular de! factor basico de
crecimiento fibroblastico varia dependiendo del estado de quiescencia (Go) o de

ciclo celular, en el que se encuentra la MPC.

Lo anterior se ve apoyado por la observacién de las MPC G post-adhesion
(mayoritariamente, células que van a ciclo, G1), en las cuales se observa que gran
parte de su poblacién, el factor de crecimiento también esta localizado en el
citoplasma. Aunque algunas células en esta condicion carecen de esta marcacién
citoplasmatica, éstas posiblemente corresponden a las células que ain se

encuentran en la fase Gg del ciclo (35%).
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Al estudiar la secrecién de bFGF, se observé que en las MPC expandidas, el
bFGF se libera hacié el exterior de la célula, lo que no ocurre en ias MPC G, a
juzgar por la cuantificacién de bFGF en los medios condicionados, donde se
encontrd que unicamente la célula MPC expandida en 10% SF secreta bFGF al

medio.

Los resultados obtenidos son de especial interés puesto que demuestran una
segunda diferencia entre las células MPC Gq y las células MPC expandidas, cuai es

la capacidad de las Ultimas de exportar bFGF al medio que las rodea.

Al estudiar la importacién de bFGF al ntcleo, se observé que las MPC
expandidas en su condicion de no-crecimiento (0,5% SF) tienen una distribucion de
bEGF fundamentalmente citoplasmética. Los datos anteriores, provienen tanto de
observaciones por inmunocitoquimica como de analisis por Western Blot, donde se
demuestra la ausencia de bFGF nuclear. Segtn esto, la importacidn al ndcleo, seria
dependiente del estado proliferativo de la célula o del metabolismo celular. Sin
embargo, el estudio del efecto de la baja temperatura (4°C) realizado en MPC
expandidas crecidas en 10% SF, descarta el efecto eventual del estado proliferativo
sobre la importacion y apoya el aporte del metabolismo celular. Asi, el transporte de
bFGF hacia el interior del ntcleo parece ser un procesoc metabolicamente activo,
contrario a lo encontrado en otro tipo celular donde la importacién nuclear de bFGF
es producto de una reduccion del metabolismo en la célula (Reilly et.al., 2001). Los
mecanismos que controlan tanto importacién y exportacion de bFGF en las MPCs no

fueron mayormente analizados en esta tesis.

La observacion que la presencia de bFGF en el citoplasma no aumenta en

condiciones-en las que la importacion de bFGF al nicleo ha sido interrumpida (MPC
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expandida 10% SF-4°C y MPC expandida 0,5% SF), permite especular acerca de la
posibilidad que el bFGF sea liberado al medio. Sin embargo, tal como se observa
en los resultados de cuantificacién de bFGF en los medios condicionados, esto no
ocurre. Esto tiene sentido considerando que son las isoformas de alto peso
molecular las que estan presentes mayoritariamente en el ndcleo y, como se ha
descrito, éstas no son exportadas fuera de la célula. Posiblemente, al interrumpir el
transporte al nicleo de las isoformas de alto peso molecular, bFGF es degradado o

secuestrado en el citoplasma, pasando a ser no detectables por inmunocitoquimica.

E| analisis de la distribucién subcelular de FGFR1 demostré que las MPC,
tanto expandidas como Go, expresan FGFR1 en la membrana celular, lo que apoya
datos de otros autores. Demostramos que las MPC expandidas crecidas en medio
conteniendo 10% SF y que se encuentran mayoritariamente en las fases S, Gz o M
del ciclo celular, presentan FGFR1 en el nucleo, mieniras que las MPC G, pre-
adhesién (Go) carecen de FGFR1 nuclear. Lo anterior sugiere que la presencia
nuclear del receptor es dependiente de si las células estan o no en ciclo, lo que fue

corroborado por:
a) La ausencia o disminucién de FGFR1 en los nticleos de las MPC expandidas
crecidas en medio con 0,5% SF, donde las células estdn una condicion de no-

crecimiento.

b) La presencia de FGFR1 en los nicleos de las MPC G, post-adhesion, las cuales

se encuentran mayoritariamente en estado Gi.
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Asi, parece ser que las células progenitoras mesengquimaticas que se
encuentran en reposo proliferativo (Gy 0 G1) no tienen FGFR1 en el nucleo, mientras
que las que estan en activa proliferacion (S, G2, M) poseen receptor nuclear. A su
vez, estos resultados sugieren que la presencia de receptor en el nicleo, define la

condicion proliferativa o no de estas células.

Los estudios de expresion y distribucion de VEGF y VEGFR sefialan que
células MPC expandidas tienen una distribucién citoplasmatica de este factor. En el
caso de las MPC Gq, observamos que las MPC Gy pre-adhesion no expresan VEGF,
en tanto que las MPC G, post-adhesién muestran una sefal citoplasmatica de gran

intensidad.

Los estudios para el receptor de VEGF (VEGFR) en la membrana sefalan
que las MPC G, pre-adhesidn no expresan el receptor, mientras que las MPC G

post-adhesion si lo expresan.
Conclusiones y significado de los resultados de esta tesis

Los resultados obtenidos apoyan la hipotesis propuesta como también el
cumplimiento de los objetivos. Sin embargo, es importante comentar los resultados
en funcion de la relevancia que puedan tener, tanto a nivel de la MPC come su

eventual rol como contraparte de la célula tumoral durante la micrometastasis.

Los resultados apoyan fueriemente la idea que la MPC Go post-adhesién
seria una célula intermedia en el paso de la MPC G, a MPC expandida. A pesar que
aun se desconoce la contraparte in vivo de las células MPC, en esta tésis se postula

que Gp pre y post-adhesién representarian dos estados celulares asociados al
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potencial de auto-renovacion de la MPC. De este modo, la MPC G, (en su entorno
in vivo) estaria adherida a la matriz o interaccionaria con otras células de estroma.
En algin momento, recibe una sefial que la “afloja” o la desprende y se genera asi
su migracién hacia otro ambiente o entorno donde se adhiere. Postulamos que esto
seria una sefial para dejar Go y entrar en ciclo. La contraparte in vifro, estaria dada
por la tripsinizacion (pérdida de adhesién) de la célula MPC Go y su readhesion
(siembra en placa de cultivo), lo que seria equivalente a ubicarse en un nuevo
entorno. Asi, este ciclo de des-adhesion y re-adhesién es aparentemente suficiente
para que la célula salga de G, y entre al ciclo celular, para generar una nusva Go

{(auto-renovacion) o comprometerse.

Estos estudios también permitirian explicar algunos eventos propios de la
interaccién en la médula osea, de las MPC con células tumorales que hacen
micrometastasis. La célula micrometastésica, al llegar a la médula ésea puede
encontrar e interactuar con la MPC G, que al ser ésta no exportadora de bFGF,
mantiene un estado de no-proliferacién y no-inhibicion de procesos apoptoticos en la
célula micrometastasica, lo que determina en ella un estado de dormancia. Si ésta
MPC G, por accién de factores no conocidos aan, entrara en el proceso de
autorenovacién, generando una MPC expandida, lo que implica liberacién de bFGF,
induciria la proliferacion e inhibicién de procesos apoptéticos en la célula tumoral,
estimulando asi su salida de un estado de dormancia y activando su proliferacion.
Ademas, la célula MPC expandida al liberar bFGF y VEGF, seria capaz de inducir la
angiogénesis, lo que permitiria que la célula micrometastasica proliferante se

disemine activamente.
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[X. CONCLUSIONES
Considerando los resultados obtenidos y la discusion generada se puede concluir:

o las MPC, tanto expandidas como Gy, presentan bFGF nuclear en tres de sus
isoformas; dos.de'alto peso molecular (21 kDay 22,5kDa) y la isoforma pequefia

de 18 kDa.

« Las MPC expandidas, en su condicién de crecimiento, poseen la capacidad de
liberar bFGF al medio; sin embargo, esta caracteristica no se observa en las

MPC Go.

« Los estudios de la distribucion de bFGF en las MPC expandidas, sugieren que el
transporte de bFGF hacia el interior del nicleo es un proceso metabdlicamente

activo.

e Las MPC G, pre-adhesion no expresan VEGF, como tampoco el receptor de
VEGF: sin embargo, las MPC Go post-adhesién expresan ambos, al igual que la

MPC expandida.

e la expresion y distribucién subcelular de factores angiogénicos varia

dependiendo del estado proliferativo en el que se encueniran las MPC.
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