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INTRODUCCION



Poco se sabe acerca de como es controlada la

diferenciación, esto es, la produccion de diferentes
jerarquías celulares en el organismo o en un dado sistema.

En algunos sistemas la diferenciación es un camino de

varios pasos, en donde algunos o todos son irreversibles.
Asi en el caso de irreversibilidad las células estarían
determinadas hacia un dado estadío de diferenciación del

cual solo saldrían para pasar al siguiente.
En muchos de los tejidos del cuerpo que se renuevan y

poseen crecimiento autólogo, un limitado nL'unero de las

células presentes son las que poseen la capacidad de

repoblar el tejido. Ellas son las CELULASMADRES,llamadas

indiferenciadas o troncales, las cuales son capaces de

iniciar un clon de descendientes compuesto por células

funcionalmente diferenciadas, y al mismotiempo mantienen su

propia frecuencia de proliferación constante. Este es el

caso tipico de la piel donde una célula madre epitelial en

la capa basal da lugar a células queratinizadas que se
encuentran en La superficie (ref. 1). En el caso de la piel

el tiempo de recambio de la epidermis es de 26 dias.

Es importante señalar que la célula indiferenciada o madre

puede ser pluripotencial, en el caso en que varios tipos de
células diferenciadas se obtengan a partir de ella, o

unipotencial en el caso en que se origine un solo tipo de
célula diferenciada.



1.-DIFERENCIACION CELULAR DEL MELANOCITO

La piel consiste en dos tejidos principales: la epidermis,
la cual tiene origen ectodérmico, y la dermis que deriva del

mesodermo.Dispersas entre las células de la epidermis están

las células del sistema dendrítico o pigmentado, llamadas en

general MELANOCITOS(fig.1).

Los melanocitos migran desde la cresta neural durante las

primeras etapas de la vida embrionaria, (fig.2). Las células

que migran justo por debajo del ectodermo darán lugar a las

células pigmentadas de la piel, mientras que las otras que

van por el camino profundo son las precursoras del tejido

nervioso y de las células pigmentadas de los órganos

internos. En el ratón, al dia 7 del desarrollo, los

melanoblastos prirmordiales se alinean comose sugiere en la

figura 2 y entre los dias 8 y 12 migran y proliferan

rapidamente (ref. 2). Los diferentes destinos de las células

de la cresta neural están gobernados no por diferencias en
las caracteristicas iniciales de las mismas, sino

simplemente por las diferentes posiciones iniciales que
poseen dichas células.

En lineas generales, se puede decir que la célula madre

migra a gran distancia de donde es originada hasta el lugar

donde va a llevar a cabo su función en el adulto, y en ese
lugar (microambiente) ocurre la diferenciación. La

proliferación y no la diferenciación, coincide con este



movimiento de migración, así, el número de células madres

aumenta por lo menos 100 veces durante la migración.

En el caso de los melanocitos , una vez en la

epidermis,ellos poseen como función principal la producción

de gránulos pigmentados de melanina, los cuales son dados a

los queratinocitos.
Los melanocitos están situados principalmente en la capa

basal de la epidermis como lo muestra la figura 1. Hay

considerable evidencia que muestra que los melanocitos

activos estarían confinados a la capa basal y que luego se

moverían jlmto con los queratinocitos a la superficie de la
piel.

Es interesante hacer notar que las células dendríticas no
se encuentran unidas a sus vecinas por desmosomasy, por lo

tanto, tienen una gran facilidad para migrar (ref.3). Se las

llama dendríticas pues desde su cuerpo ellas extienden
numerosas dendritas las cuales se ramifican entre las

celulas epidérmicas, y es a través de estas dendritas que el

pigmento que producen es transmitido a los queratinocitos.
En las áreas blancas las células dendríticas también están

presentes, pero aunque son anatomicamente iguales no

fabrican el pigmento. Se ha visto que el gen que codifica la
enzima tirosinasa en los melanocitos amelanóticos está

intacto y, que también su transcripción es perfecta, pero
sin embargo no hay actividad de la enzima en dichas células,

sugiriendo que el mecanismo que conduce a la ausencia de



actividad de la tirosinasa sería post-transcripcional,

aunque todavía no se conoce cual es (ref. 4,5,6).

La biosíntesis de la melanina es iniciada por la oxidación

de la tirosina a dihidroxifenilalanina (DOPA)por acción de

la enzima tirosinasa (EC 1.14.18J), siendo este primer paso

seguido por oxidaciones sucesivas que dan lugar a la

formación de dopacromo (fig 3). Comose puede ver en dicha

figura, la enzima tirosinasa cataliza estas primeras
reacciones, siendo la L-dopa el cofactor de las mismas. Las

reacciones remanentes que conducen a la formación del

polímero de melanina ocurririan espontaneamente (ref. 7). El
estudio de la sintesis de la melanina se ha llevado a cabo

en melanocitos adultos, pues el precursor del melanocito en

la piel aún no ha sido identificado (ref.8).

La identificación de la célula precursora del melanocito

en la piel ha sido dificil puesto que no hay un marcador

inmunológico o bioquímico especifico para dicha célula

epitelial. Además como generalmente las células epiteliales

son lentas en el ciclado, no se marcan facilmente con un

pulso de timidina. En el adulto los melanocitos se dividen

inf recuentemente , tal vez una vez al año (ref .9).

Tradicionalmente toda célula que se marca con timidina en el

epitelio se llama célula troncal (ref. 10).

La célula madre está por definición presente en todos los

tejidos que tienen la capacidad de renovarse y juega un

papel esencial en la homeostasis y tumorigénesis (ref 10).



El crecimiento y renovación de los tejidos del cuerpo está

'- ‘=*" ‘n controlado tal que cada componente se

mantiene en su nicho. La inhibición por contacto frena el

crecimiento indiscriminado. Los diferentes tipos celulares
diferenciados deben mantenerse no solo en cantidad relativa

correcta, sino también en posiciones relativas correctas.
El genoma de la célula madre se mantiene durante la

evolución del tejido, pues las células estarian en nichos en

los cuales permancecen en Go. Algunas de estas células que

están en Go salen a Gi y entonces se produce la

diferenciación o la proliferación. Para mantener el genoma

tal cual se requiere que la célula permanezca por largos
periodos en Go. Bajo condiciones normales la célula madre

finalmente se diferencia y se pierde comotal (ref. 11).
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2.-DIFERENCIACION CELULAR EN EL TUMOR

i x 1016divisiones celulares ocurren en el cuerpo humano

durante al curso del tiempo de vida. Las mutaciones pueden

ocurrir espontaneamente de tiempo en tiempo, probablemente

sean del orden de i x 10-6 por gen por célula en división,

asi, durante el tiempo de vida de un idividuo un gen podría
sufrir una mutación en cerca de i x 101° ocasiones

separadas. Ademásde estas mutaciones, las células somáticas

muchas veces pueden proliferar fuera de los controles

normales. Desde este punto de vista, el problema del cancer

no resulta ser porqué ocurre, sino porqué ocurre tan
inf recuentemente (Ref. 1).

Cuando una mutación ocurre, para establecer un clon que

persista la mutación debe originarse en una célula madre. De

forma general, el cancer se desarrolla a partir de clones de
células mutadas. Sin embargo, este hecho no es en si

peligroso, puesto que la célula mutada puede simplemente

proliferar más rapido que la normal en su propio nicho, y

generar un ttnnor que se puede remover facilmente por

cirugía. De tal forma, para ser peligrosa la célula madre

mutada debe poder violar las restricciones de territorio que
mantienen a las células normales en su propio lugar. 0 sea,

ellas deben invadir y metastatizar. Así, los tumores

malignos están compuestos de células que no solamente

desafían los controles normales de la proliferación sino



también los controles normales de la posición.

Hace varios años se mostró que el melanomaes un sistema

interesante para el estudio de la actividad metastásica,
ultimamente se ha visto que el proceso de metástasis es

secuencial y selectivo. Las células tumorales deben entrar
en circulación, sobrevivir en la corriente sanguínea hasta

llegar al órgano blanco, ahi extravasarse y luego de invadir
el tejido proliferar en el sitio secundario (ref 12).

Aunque la primera descripción del melanoma fue en 1787,

cómoocurre la inducción y la progresión de la enfermedad es

un problema biológico que todavia no ha sido elucidado (ref.
13).

Ya en 1964 Pierce habia descripto la heterogeneidad que

existia en el melanoma,heterogeneidad debida a la presencia

de diferentes subpoblaciones celulares en el tumor (ref.

14). Los cambios en el comportamiento tumoral pueden ser

descriptos comouna selección progresiva de las diferentes

subpoblaciones del tumor. Asi, diversas subpoblaciones se

obtienen a partir del foco original de iniciación y,asi
mismo tumores de origen Illonoclonal se vuelven heterogéneos.

Diversas subpoblaciones pueden ser generadas por

diferentes mecanismos,uno de ellos puede ser la alteracion

de la estructura quimica del DNA(la producción de una

mutación), otro la fusión somatica y por fin la

diferenciación celular (ref. 14). No ha sido descripto hasta

ahora un mecanismo general para explicar la interacción



entre las subpoblaciones de un tumor. La forma de

interactuar entre las subpoblaciones depende tanto del
potencial celular, como de la circunstancia en la cual se
encuentran esas células. Las interacciones complican el

estudio de la heterogeneidad tumoral puesto que mientras la

heterogeneidad es detectada por aislamiento de estas
subpoblaciones, las propiedades del tumor no pueden ser

deducidas por una simple suma de las partes (ref. 15, ió).

Pero el reconocimiento de dicha heterogeneidad celular es

básica en cualquier teoria de desarrollo neoplásico o
tratamiento clínico.

F‘idler ha observado que las metástasis estarian formadas

por subpoblaciones que son diferentes entre si en cuanto a
su capacidad proliferativa y metastásica (ref. 17). Esta

diversidad puede ser rapidamente generada aunque el tumor en

su segundo sitio se origine de una sola célula (ref.18).

Esta célula a partir de la cual se origina el tumor se la

puede llamar célula madre (fig. 4). El concepto de célula

madre surge de que para que ocurra el tumor hasta que una
célula se transforme. Por otro lado cuando ocurre la

metástasis solo pocas células tienen la capacidad de

penetrar los vasos sanguíneos o linfáticos, circular por
ellos evadiendo el sistema inmune y luego de ello crecer en

el sitio de penetración. Estas células serían las células
madres o troncales(ref. 19).

Por otro lado se ha visto que las metástasis humanas de
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melanomadifieren en cuanto a la expresión de antígenos aún

cuando provengan de un mismopaciente (ref. 20). El grupo de

Houghton ha dividido a las células de melanoma en tres

estadios de diferenciacion: temprano, intermedio y tardío,

de acuerdo con la morfología, pigmentación y actividad de

tirosinasa (ref. 21). En nuestro estudio, nosotros

introdujimos la proliferación celular, como un nuevo

parámetro, para determinar que células corresponden a cada
estadio.



3.-ESTABLECIMIENTO DE LINEAS CELULARES

Se pueden definir tres tipos de Cultivos de tejidos: los

llamados CULTIVOSDE TEJIDOSpropiamente dichos, donde son

los tejidos en pequeños pedazos, como explantos, a los que

se intenta crecer; en este caso la organizacion tisular se

pierde, pero las células constituyentes emergen en una zona
de sobrecrecimiento donde sus actividades pueden ser

directalnente observadas. Por otro lado, el CULTIVODE

ORGANOS,donde el desarrollo embriológico y el mantenimiento

de las funciones fisiológicas normales son el objetivo

principal, por lo cual la organización normal del tejido es

lo más importante. Finalmente, los CULTIVOSCELULARESdonde

el tejido se rompe y el crecimiento de las poblaciones que

existen dentro del tejido son el interés dominante,
generalmente en este tipo de cultivo las células se

desdiferencian y se vuelven parecidas con el tiempo (ref.

22). La gran ventaja desde el punto de vista experimental

de trabajar con este tipo de sistemas, es que las células y
los tejidos se encuentran aislados y lejos de las
influencias que otros tejidos puedan ejercer sobre ellos.
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OBJETIVOS



El melanoma ha resultado ser un buen modelo para el

estudio de la diferenciación celular (ref 23, 24), ya que
tiene marcadores facilmente accesibles como son la

producción de melanina y la actividad de las enzimas
involucradas en la vÏa de obtención de la melanina.

El establecimiento de líneas celulares para estudiar la

biología del cancer es tremendamente útil. El análisis de

las mismas ha permitido obtener gran información sobre los

antígenos asociados a la diferenciación (ref. 25), lo cual

posibilita un mejor conocimiento del sistema y como

consecuencia un mejor ataque al problema del crecimiento
tumoral.

Ennuestro trabajo nosotros tuvimoscomoobjetivo estudiar

el camino de la diferenciación del melanoma,y verificar la

existencia de una subpoblaciónque tenga caracteristicas de
contener las células Inadres del tumor.

Aproximación al problema:

Existen diferentes vias para tratar de entender un
fenomeno complejo como es la diferenciación celular. Dado

que nuestro objetivo es encontrar una célula que tenga las
características de CELULA MADRE dentro del tumor,

utilizaremos comomodelouna línea celular que establezcamos

en nuestro laboratorio bajo condiciones que nosotros
estipulemos. Es importante hacer notar que las células

indiferenciadas son menos exigentes en sus requerimientos
nutritivos que la mayor parte de las celulas diferenciadas,



por lo que son seleccionadas preferentemente en el medio

adecuado, esto es, cuando se intentan crecer en cultivo.
Asi, los estudios de la diferenciación de células en cultivo

son los estudios de un modelo del estado natural y no del
estado natural mismo(ref 26).

Utilizaremos un enfoque reduccionista para estudiar la

diferenciación, el cual consiste en dividir al problema

global en varios problemas menores, que serán: a)

proliferación, b) generación de subpoblaciones unas a
partir de otras, c) pigmentación

Los parámetros en que nos basaremos serán los conocidos y

ya anteriormente usados como son la pigmentación y la

morfología (ref. 21) y, algunos que se usarán por primera

vez comocriterio para estudiar el camino de diferenciación

en el melanomacomo son la proliferación y la generación de

subpoblaciones diferenciadas a partir de subpoblaciones
indiferenciadas (ref. 27).

Definimos entonces que las células madres del tumor serán

aquellas que tengan una gran capacidad de proliferar y
puedan generar a las otras células que existen en el tumor,

J .l' .Li r ‘n de su morfología o pigmentación.
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MATERIALES Y METODOS



1.- OBTENCION DE CELULAS TUMORALES

1.a.- CULTIVOS PRIMARIOS

En el caso de las células tumorales que se usaron para los
ensayos de crecimiento in vitro, todas las células provenían
de metástasis ganglionares. El método utilizado para el
crecimiento se describe en Resultados.

En el caso de la linea IIB-MEL-J,el tlnnor provino de una
metástasis pulmonar de un paciente hombre caucasiano, de 64
años, que desarrolló un melanomaprimario en la espalda en
noviembre de 1985. Luego de la extirpación quirúrgica del
tumor, el paciente se mantuvo en observación hasta octubre
de 1987, cuando desarrolló la metástasis pulmonar de la
cual derivó la línea celular. En este caso, el tumor fue
disgregado con tijera y bisturí, luego se realizó un
tratamiento con 0,14%colagenasa (tipo I, Sigma Co) y 0,03%
DNAsa (Sigma Co) en medio Dulbeco/F-iz (1:1) (Zml por gramo
de tejido), suplementado con ZOnMselenito de sodio, 100;.IM
ácido ascórbico, 0,3mg/ml de galactosa, 0,15mg/ml de
piruvato de sodio y FBS (suero fetal bovino FLOW)al 10%.
Despues de dos horas a 37€, la suspensión fue aspirada y
disociada por sucesivos pasajes por pipeta Pasteur. Los
agregados celulares remanentes se dejaron decantar y el
sobrenadante fue centrifugado a 4Mg por Sminutos. El
precipitado fue resuspendido en Dulbeco/F-lz suplementado
comose describió anteriormente más el agregado de Bug/mlde
Insulina (Sigma Co), Bug/ml de Transferrina (Sigma Co) y
5ng/ml de EGP(Collaborative Research), a este medio se lo
denominó Medio Completo (ref. 28).

1.b.- PROCESAMIENTO DEL TEJIDO TUMORAI.
1.b.i.- Disgregación mecánica:

Las muestras se obtienen bajo condiciones estériles y se
recogen en medio Hank's, al cual se le agrega EDTAal 0,1%.
Se corta el tumor en pequeños fragmentos y se lo deja 30 a



60 minutos con agitación continua a 37€. La suspensión
celular así obtenida se centrífuga a 400g, las células se
lavan con PBS y se congelan. En todos los casos el
congelamiento (ref. 29) se realiza en medio con 10%DMSOy
10%de suero fetal bovino (FLOWCo).
1.b.ii.- Disgregación enzimática:

Una vez realizada la disgregación mecánica, lo que queda
del tumor es sometido a una disgregación enzimática con
colagenasa I (Sigma Co) al 0,14% y, DNAsa (Sigma Co) al
0,03%,se permite la acción de las mismas por 2 horas a 37€
en atmósfera controlada a pH 8 7 y pCOz = 5% (ref. 30).
Estas células se congelan o se usan en el "lamento. En todos
los casos, el congelamiento se realiza en medio con 10%DMSO
y 10%de suero fetal bovino(FLOV Co).

1.c.- CORTES HISTOLOGICOS

Para estudiar la especificidad de los anticuerpos
monoclonalesobtenidos, se realizaron cortes histológicos de
biopsias tumorales de metástasis ganglionares y dérmicas de
melanoma, así como de melanomas primarios. El trozo de tumor
se fijó con formaldheido al 4% en PBSpor 18 horas, luego de
deshidratar el tejido y realizar los baños de parafina
necesarios se hace la inclusion obteniendose el taco listo
para el corte, utilizando un micrótomose realizan cortes de
5 pm de espesor.

2.- UTILIZACION DE GRADIENTES PARA LA PURIFICACION DE CELULAS

TUMORALES Y DE LAS SUBPOBLACIONES TUMORALES

2.a.- GRADIENTE DE FICOLL-HYPAQUE
2.a.i.- Línea IIB-MEL-J:

En el caso de la línea IIB-MEL-J, 10ml de la suspensión
celular, obtenida como fue descripto anteriormente, fue
sembrada en la cima 'de un colchón de Ficoll-Hypaque obtenido



luego de mezclar 7,2ml de Ficoll (al 8%) con 3ml de Hypaque
(al 33%) y se centrifugó a 800g por 30 minutos (ref. 31). La
interfase conteniendo las células tumorales fue aspirada,
diluida con medio completo y centrifugada a 400g por 10
minutos, las células recuperadas tienen un 90%de viabilidad
(utilizando comocriterio de viabilidad la exclusión al azul
tripán, ref. 32). El precipitado fue resuspendido en medio
completo y las células fueron sembradas en un frasco de 25
cm2(Corning). Las células se permiten crecer en una estufa
gaseada con humedad controlada, y un porcentaje aire-C02
(9536-596),pH=7 y temperatura de 37€.
2.a.ii.- Anticuerpos monoclonales:

En el caso de las células tumorales metastásicas usadas
para la obtención de los anticuerpos monoclonales, se
descongelan células que provienen de la disgregación
enzimática o mecánica, y se las purifica por gradiente de
Ficoll-Hypaque, sembrandose 1,5 x ioócélulas por gradiente.
Se recuperan las células tumorales con un porcentaje de
viabilidad del 90% (utilizando como criterio de viabilidad
la exclusión al azul tripán).

2.b.- GRADIENTE DE PERCOLL

En los estudios de la heterogeneidad tumoral y
purificación de las subpoblaciones que componenel tumor se
realizaron gradientes discontinuos de Percoll (Pharmacia Co)
usando soluciones stock de densidades 1,035; 1,040; 1,050;
1,060; 1,070; 1,080 y 1,090 gr/ml. La centrifugación se
realizó a 400g por 45 minutos (refs. 33-35). En todos los
casos las muestras fueron metástasis ganglionares de
melanoma humano exceptuando en el caso de la línea IlB-MEL-J
que se obtuvo a partir de una metástasis pulmonar. La
obtención de la linea IIB-MEL-Jfue descripta arriba, en el
resto de los tumores usados para este estudio se realizaron
disgregaciones mecánicas o enzimáticas de los tejidos, y se
trabajó posteriormente con las células provenientes de estos



tratamientos.

3.- CARACTERIZACION DE LAS CELULAS DE MELANOMA

3.a.- DETECCIÓN DE ANTIGENOS TUMORALES POR INMUNOCITOQUIMICA

24horas después de sembrarse 1 x 105 células de la linea
IIB-MEL-Jen caja de petri de 35mmde diámetro, el medio
fue aspirado y las células fueron lavadas dos veces con PBS
y fijadas con metanol frio por 10 minutos. Después de
bloquear la peroxidasa endógena, las células fueron
incubadas con el anticuerpo monoclonal anti-5100 (Dakopatts
Co) o el antisuero anti-queratinas (Dakopatts Co) por 1
hora, por otro lado se realizaron incubaciones con los
anticuerpos monoclonales 118-106 , IIB- 115 y [IB-127 por 18
horas a 4C. La visualización de la reacción fue realizada
con el complejo avidina-biotina (Vectastain ABC)siguiendo
la técnica que recomienda el Laboratorio Vector, Burlingame,
Ca. Las células fueron contrastadas con hematoxilina de
Harris y montadas con glicerol. La detección de los
gangliósidos GDay GDzfue realizada con los anticuerpos
monoclonales R24 y 3F8 respectivamente (gentilmente cedidos
por el Dr. A.Houghton) según previamente ha sido descripto
(ref. 36).

3.b.- ANALISIS CITOGENETICO

Cultivos creciendo ---:-r ' ' ‘n fueron expuestos a 0,1
pg/ml de colchicina por 1hora. Los cromosomasfueron teñidos
con Giemsa y se realizó el bandeo segun protocolo de
Seabright, 1971 (ref. 37). La identificación de los
cromosomas fue hecha segun el Sistema Internacional de
Nomenclatura para Citogenética Humana.

3.c.- DETECCIÓN DE MELANINA

3.c.i- Determinación al microscopio:



Ella fue realizada segun descripción anterior de Lerner
(ref. 38), brevemente: los cultivos fueron incubados con
0,1% DOPAen 0,1Msolución tampón de fosfato, pl-ls 7,4 por i
hora a 37C.Con posterioridad las células fueron lavadas con
PBS, fijadas con metanol 96%a 4C por 10 minutos, lavadas y
contrastadas con hematoxilina de Mayer.
3.c.ii.- Medición de melanina por espectrofotómetro:

El contenido de melanina fue medido por solubilización de
i x 106 células con iml de Hidroxido de Sodio 1M y dimetil
sulfoxido al 10%,por 30 minutos. la absorbancia fue leida a
470 nm y el contenido de melanina expresado como ¡ug de
melanina por i x 10ó células (ref. 39).

3.d.- ESTIMACION DE LA ACTIVIDAD TIROSINASA

Fue realizada según Burnet et al.(ref. 40), brevemente: se
lavan las células con PBS, se las despega del frasco y se
las centrífuga a 4003 por 2 a 3 minutos. El precipitado se
resuspende en iml de solución tampón PBS con 0,5% Tritón X
100.Se realizan dos sonicaciones de 15 segundos cada una y
luego se centrifugan a im en frio por 15 minutos. La
actividad enzimática se mide en el sobrenadante y en el
precipitado. La reacción de actividad es la siguiente: Se
hace reaccionar 0,45 Ing/ml de tirosina + solucion tampón de
fosfato de potasio pH- 6,8 + extracto celular por ihora a
306, se mide la coloración obtenida a 475 nm. La actividad
enzimática se expresa en unidades, 1 unidad se define como
la cantidad de enzima que produce absorbancia (475 nm): i a
una concentración de proteína de i Ing/ml por minuto a 30C.

4.- OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

4.a.- OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos monoclonales utilizados en la
caracterización de la línea celular IIB-MEL-Json obtenidos



según el protocolo clásico de Milstein y col (ref. 41). Se
inyectan células de melanoma,purificadas por gradiente de
Ficoll-Hypaque, en ratones de 6 semanas de la cepa
endocrlada Balb/c, se realizan 4 inyecciones cada tres
semanas via intraperitoneal. Cada inyección consiste en una
mezcla de células de tres diferentes metástasis de
diferentes origenes, a una concentración de i x 106 células
viables. Se detecta la presencia de anticuerpo en el suero
de los ratones inmunizados utilizando la tecnica de
inmunocitoquimica como ensayo. Cuando la dilución de suero
1/1000 es positiva se realiza la fusión. La fusión se
realiza usando una relación células de mielomazcélulas de
bazo de 1:10. Se trabaja con 16 x 10ó células de mieloma
(90% viables) y 100 x 106 células de bazo (94% vaibles). La
línea de mieloma que se usa fue la X63AgB.
Antes de la fusión se realizan dos controles:
1.- No presencia de micoplasma en las células de mieloma
a usar X63AgB(ref 42).
2.- Muerte de las células de la linea X63A38 en medio
HAT.

A la semana de la fusión ya se observa un 70% de
crecimiento. A los 14 días se realiza la primera detección
de anticuerpo secretado por los hibridomas, para lo cual se
ensayan sobrenadantes de 49 hibridomas sobre células de dos
tumores de melanomade diferentes origen, en los dos casos
las células son amelanóticas puesto que la visualización de
la reacción es coloreada, en particular marrón si es
positiva. De los 49 sobrenadantes ensayados sólo 18 son
positivos para los dos tumores. De estos 18 sólo 7 dan
reacción positiva con el 9096-10096de las células del
preparado y son éstos los hibridomas clonados.
Primer clonado:
Para este primer clonado se realizan cuatro diluciones: 10;
1; 0,3 y 0,1 células/pocillo. Los hibridomas clonados se
rotulan como 2, 10, 22, 24, 33, 35 y 39. A los 16 dias hay



clones suficientemente crecidos para ensayar (Tabla 1).

Tabla 1.-Crecimiento de clones
Dilución

No. de clon lcélula/pocillo 0,3célula/pocillo
2 33% 5%
10 1 1% 5%

22 1 1% 17%
24 33% ­
33 63% 33%
35 48% 66%
39 22% 33%

Se realiza entonces una segunda detección de anticuerpo
secretado, se prueban 65 sobrenadantes sobre dos tumores
diferentes. Sólo se ensayan sobrenadantes que provengan de
las diluciones 1; 0,3 y 0,1 células/pocillo. Nuevamente,
sólo se clonan aquellos hibridomas que dan positivo sobre
ambos tumores y en un 90%de las células del preparado por
lo menos. Se seleccionan asi 7 clones. En este primer
clonado se pierde La positividad de los hibridomas 24 y 39.
Segundo clonado:
En el segundo clonado se trabaja con una dilución de
0,3células/pocillo, sembrando 96 pocillos para cada clon.
Los hibridomas así clonados por segunda vez se rotulan como
2.7; 10.2; 22.1; 22.2; 33.1; 33.2 y 35.1, donde el primer
número corresponde al hibridoma original de la fusión y el
segundo número al clon obtenido en el primer clonado. A los
20 días ya se tienen clones que provienen del segundo
clonado (Tabla 2) y se realiza la detección de anticuerpo
final contra células de melanomaprovenientes en este caso
de un solo tumor.



Tabla 2.­
No. de clon Crecimiento de clones.
2 . 7 21%

10 . 2 4%

22 . 1 ­

22 . 2 7%

33 . 1 19%

33 . 2 3%

35 . 1 ­

Se ensayan 135 sobrenadantes, de los cuales solo 22 son
positivos.
Se obtiene positividad con los subclones rotulados como:
51 y 63 que vienen del clon 2.7
46,47 y 49 que vienen del clon 10.2
12, 14, 15, 17, 18, 22, 23, 24, 25, 27, 28, 29, 33, 34, 35 y
40 que vienen del clon 33.1
6 que vienen del clon 33.2
Los clones 22.1 y 35.1 no crecen.
El clon 22.2 pierde la positividad.
Expansión:
El medio de cultivo para crecimiento de los hibridomas en
esta etapa es Dulbeco + 5% FBS + 5 Ing/ml de piruvato de
sodio. A los tres meses solo se mantienen los clones 6
(33.2.6), 15 (33.1.15), 27 (33.1.27) y 47 (10.2.47).
Para los estudios en donde se utilizan estos anticuerpos
monoclonales se trabaja con sobrenadante de hibridoma
concentrado 20 veces respecto del valor original, para lo
cual se concentran los sobrenadantes con sulfato de amonio
al 40% final (ref. 43). Se trabaja con una dilución 1/10 de
este concentrado para los ensayos de inmunocitoquimica e
inmunofluorescencia, con una dilución 1/5 para la fijación
de complemento, y sin diluir para los ensayos de
inmunoprecipitación y revelado de proteínas transferidas a
nitrocelulosa.



4.b.- MARCACION DE INMUNOGLOBULINAS

Se siembran 5 x 106 células/ml en el medio en que crecen
normalmente los hibridomas, pero que carece de metionina, se
incuban con (asS)metionina en una concentración final de
BOpCi/ml por 3,5 horas. Luego de la incubación se
centrifugan las células y se toma el sobrenadante, el cual
se congela a -7OC hasta su estudio. Para determinar el
isotipo de la inmunoglobulinase realiza un gel reductor de
poliacrilamida al 10%(explicado en 5h).

4.c.- LISIS POR COMPLEMENTO

Se lava la monocapa de la linea IIB-MEL-Jcon PBS, y luego
se la trata con EDTA5%por 25 minutos en estufa gaseada a
37C, con posterioridad se lavan las células y se determina
la viabilidad de las mismas. Se tratan 230000células con el
anticuerpo mnoclonal por 60 minutos y posteriormente se
agrega el complemento (ref. 44). Se cuentan las células
viables utilizando como criterio la exclusion al azul
tripán.

5.- ENSAYOS PARA CARACTERIZAR PROTEINAS CELULARES DE LA

LINEA IIB- MEL-J POR GELES

5.a.- OBTENCION DE EXTRACTOS CELULARES

Se incuban monocapas de la línea IIB-MEL-J con una
solución que contiene: NP40 al 1% (peso/volumen), solución
tampón de fostato monosódico iOmM- fosfato disódico iOmM
p=7,4, EDTA iOmM, cloruro de sodio lOmM y PMSF imM, por 20
minutos a temperatura ambiente, de esta forma se lisan las
células y se recogen los extractos que se centrifugan, el
sobrenadante se utiliza para el ensayo.



5.b.- GEL REDUCTOR DE POLIACRILAMIDA

En todos los ensayos se realiza un gel de poliacrilamida
10% (acrilamida 30% + bisacrilamida 0,8%), el preparado a
sembrar se mezcla con solución tampón de muestra 1x ( DTT
0,77gr + 10ml de SDS 10% + 4ml de Tris-HCl 1M pH=6,8 + 5ml
de glicerol + 1ml de BPP 2% + agua csp 50ml) y se siembra en
el gel, se realiza una electroforesis vertical segun fue
descripto (ref. 45), por iahoras a SmA.Se tiñe el gel con
0,25%Azul de Coomasie en una mezcla de metanol:acético:agua
(5:15) por una hora con agitación Se utiliza para
decolorar el gel una solución que consiste en 200ml de
metanol+ 50ml de ácido acético+ agua csp 100mm.

5.c.- INMUNOPRECIPITACION

10 x 105 células se siembran en una caja de petri de 35mm
de diámetro, cuando las células se encuentran en crecimiento
exponencial se cambia su medio de cultivo a un medio que no
contiene metionina y se incuban con ZMpCide (asS)metionina
por caja durante 18horas. El medio de cultivo y las células
son recogidas para realizar el ensayo. Se trabaja con 2 a 5
x 10ó cpm como minimo por ensayo. Se toman 100K del
extracto celular o del medio condicionado y se mezclan con
30A de BI 5x (BI 5x= Tris BWmM pl-l=8 + ClNa 2,5M + NP40 5% +
BSA 5% + PMSF 5mM) y 15A del anticuerpo monoclonal. Se
permite que la reacción ocurra por 1 hora a temperatura
ambiente y luego por 15-18 horas a 4C. Con posterioridad se
agrega 50A de proteina A sepharosa (Immuno-precipitin
formalin-fixed Staph A cells BRL)que está resuspendida en
BI 1x, y se mezcla durante Zhoras a 4C, se centrífuga y el
precipitado se lava con VB ( Tris 100mMpH-8,6 + LiCl 500mM
+ NP401% ) hasta que la radioactividad baje a 0 (ref. 46).
Se siembra la preparación en un gel reductor de
poliacrilamida al 10% , el resultado se visualiza por
autorradiografia.



5.d.- TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A NITROCELULOSA Y DETECCIÓN

DE LAS MISMAS

Se realiza un gel reductor de poliacrilamida 10% en donde
se siembran los extractos celulares obtenidos según
explicación en 5.a. Luego de ello, se transfieren las
proteínas según ha sido descripto anteriormente (ref. 47),
brevemente: se coloca el gel y la nitrocelulosa en un
aparato de transferencia, con una solución electrolito que
consiste en ZSmMTris + 192 mMglicina + 20% (v/v) metanol
pH= 8,3, se permite la transferencia por 18horas a ZMmA,
luego de ello se lava la hoja de nitrocelulosa en TTBS=0,1%
(vol/vol) Tween 20 + 1MmM Tris + 0,9 X NaCl pH: 7,5 por
30minutos con agitación. Se transfiere la membrana a la
solución del anticuerpo a ensayar y se incuba 3 horas a
temperatura ambiente. Luego se lava 3 veces con TTBS 15
minutos cada vez. Se hace reaccionar entonces con el
complejo avidina-biotina (VECTASTAINABC) siguiendo la
técnica que recomienda el laboratorio Vector, Burlingame,
Ca. El revelado se realiza usando como sustrato
diaminobencidina (DAB)preparada de la siguiente manera: se
agrega a 5ml de Tris iOOmMpH=7,5, 100K de DAB (40mg/ml) y
15Ade agua oxigenada al 3%.Se permite desarrollar el color
por 15 minutos como máximo. Se lava dos veces con agua
destilada y se deja secar la membranaal aire.

6.- ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA

Se preparan las células de melanoma a ensayar sobre
vidrio, se las lava dos veces con PBSy se las incuba con el
anticuerpo monoclonal a 4C por 3 horas, se lava 1 vez con
PBS en frio y se revela usando un anticuerpo anti-raton
unido a isotiocianato de fluoresceína, se lava dos veces con
PBS y se fija con metanol, se monta en N-propilgalato. La
positividad se ve como una coloración verde cuando se



ilumina el preparado con luz UV.

7.- ENSAYO DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Se siembran células en Medio Completo sin suero por 18
horas, luego de ello el medio es tomado y se ensaya la
actividad enzimática usando hemoglobinacomosustrato (ref.
48), en un ensayo colorimétrico, en el cual la mezcla de
reacción consiste en hemoglobina 1,2%en solución tampón de
citrato (pH= 3,2) + 0,1ml de medio condicionado + solución
tampón csp 2ml.Se deja que la reacción ocurra por 20minutos
a 37C y se frena con TCA10%.Se centrífuga a 4Mg por 10
minutos y se filtra el sobrenadante por papel Whatman
calidad 1. Se mide la absorbancia de este sobrenadante a
280nm.

Alternativamente se utiliza (mouL-14C)metilhemoglobinacomo
sustrato (ref. 49). El medio condicionado se acidifica con
ácido cítrico llevándolo a pH: 5. La reacción se inicia con
el agregado de 1007xde medio condicionado previamente
acidificado a 100 pg de metilhemoglobina / 10 A +
metilhemoglobina marcada (total aproximado 2000cpm)con una
actividad específica de 0,026nICi/mgy se permite que la
reacción ocurra a 37C durante el tiempo de ensayo. Se
finaliza con TCA10%,el material TCAsoluble se cuenta en
un contador de centelleo líquido.

8.- ENSAYOS DE PROLIFERACION

B.a.- MARCACION CON (3H)TIMIDINA Y PRECIPITACION DEL DNA

En el caso de células que no crecen in vitro, ellas se
incuban con lOHCi/mlde (3H)timidina (actividad específica:
50 - 80 Ci/mmol) por dos horas en estufa gaseada pC02=5% a
37C. En el caso de la linea celular IIB-MEL-J la marcación
se realiza con 5pCi/ml de timidina para un pulso de dos



horas. El número de células utilizado para cada experimento
es de 2 x 10".

En los ensayos de seguimiento de marca se lavan las
células una vez terminada la incubación con el radioactivo y
se dejan crecer los cultivos los tiempos indicados según el
experimento.

En todos los casos, las células se rompen agregando 1m!de
agua + 0,1ml de fósforo inorgánico al 0,1M + 0,2ml de DNAde
esperma de salmón (2,5mg/ml), luego se agrega 0,25ml de TCA
al 12,5% y se deja reposar en frio por 5 minutos para
precipitar el DNA,se centrífuga a 800g por Sminutos y se
aspira el sobrenadante. Se resuspende el precipitado en
0,5ml de NaOH0,2N hasta que esté bien disuelto, se repite
el agregado de TCAy finalmente se redisuelve el precipitado
de DNA en 0,2ml de soluene , se agrega iml de
tolueno-omnifluor y se cuenta en un contador de centelleo
liquido (ref. 50). Alternativamente se precipita el DNAcon
TCAal 10% por 30minutos, se filtra el ácido nucleico por
fibra de vidrio, el filtro se lava y se deja secar bajo
lámpara infrarroja, se agrega lml de tolueno-omnifluor y se
cuenta en contador.

8b.- DETERMINACION DEL INDICE MITOTICO POR MARCACION CON

TIMIDINA (TLI)
Una vez obtenidas las células se las incuba con

(3H)timidina iuCi/ml (actividad especifica= 50-80 Ci/mmol)
por 18 horas. Al finalizar la incubación se las centrífuga y
se las lava con PBS, luego de ello se las siembra sobre un
gradiente de Percoll para separar las subpoblaciones. Se
procesan las muestras fijando las células con etanol 96%,
luego se las lava con TCAal 5%y agua, se sumergen entonces
en una emulsion KODAKNTBÉ)en cuarto oscuro y se deja
exponiendo por 15 días a 4C en oscuridad, se revela y se
contrasta con hematoxilina (ref. 51). Se cuentan entre 300a
400 células por cada determinación.



8.c.- DETERMINCION DEL INDICE CLONOGENICO

La habilidad de las células IIB-MEL-J para producir
colonias independiente del sustrato es estimada por el
método de crecimiento en agar (ref. 52). Se cubren cajas de
petri con una capa de agar al 0,5%y arriba se siembran 1 x
iO4 células en una capa superior de agar al 0,3%. Los
cultivos se incuban por 14 días, posteriormente las
colonias, definidas como agregados de mas de 30 células son
contadas.

8.d.- CURVAS DE CRECIMIENTO

Se siembran 150 x 104, 80 x 104, ó 50 x 104 células en
cajas de petri de 35mmde diámetro según el experimento. En
el caso de las curvas de crecimiento realizadas para
determinar el tiempo de generación de la línea IIB-MEL-Jlas
células se crecen en Medio Completo;en el caso del estudio
de diferenciación con Tirosina (ref. 53), a las 24 horas de
sembrar las células en MedioCompleto se agrega L-Tirosina a
una concentración final de 3mM.Los cultivos son incubados
por 15 dias, y a los diferentes tiempos indicados se
tripsinizan, siendo el número de células estimado con una
cámara de Neubauer.

9.- CLONADO POR DILUCION LIhflTE

Células que provienen de las diferentes fracciones
obtenidas cuando se realiza el gradiente de Percoll para la
linea IIB-MEL-J se clonan por dilución límite en una
relación 0,3células/pocillo (placas de 96 pocillos).
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RESULTADOS



1.- ESTABLECIMIENTO DE LINEAS CELULARES - CULTIVOS PRIMARIOS

El primer intento que se realizó para establecer una linea

celular fue con un tumor aparentemente amelanótico (a simple

vista) que se disgregó mecanicamente, estas células se
sembraron directamente, sin ningun intento de purificar las
células tumorales de las del resto que componen la

metástasis ganglionar utilizada. El medio usado fue una

mezcla Dulbeco:F12 en una relación 1:1 al cual se le agregó

suero fetal bovino (FLOWCo.), insulina y transferrina,

puesto que el requerimiento de estos factores por parte de
las celulas de melanoma fue descripto (ref. 54,55). Se
intentaron crecer las células en dos condiciones: 1.-Dulbeco

+ F12 + INSULINA(5pg/ml) + TRANSFERRINA(Syg/ml) 2.-Dulbeco

+ F12 + INSULINA(Sug/ml) Las células se mantuvieron durante

tres- días en cultivo (fig. 5a), posteriormente se observó la

aparición de una malla negra en ambas condiciones que

estimamos sería debida a la oxidación celular y producción

de pigmentos característicos de estas células, uno de ellos

posiblemente la melanina, que se ha demostrado resulta ser

tóxica<ref. 56). Luego de esta observación las células no
crecieron.

Paralelamente, pensamos que el método de disgregación

podria dañar las células y entonces intentamos hacer cultivo

de un explanto derivado de un melanoma amelanótico (fig.

5h). A las 24horas se ven células pegadas que se mantienen



por 8 días y crecen, pero que cuando se tripsinizan para

expandir se pierden.

En un tercer intento descongelamos las células que

provenían de la disgregacion mecánica (fig. 6a) de un tumor

y las purificamos por Ficoll-l-lypaque (fis. 6h), en este caso

usamos la condición 2 para el crecimiento, las células no se

pegaron al sustrato, tampococrecieron adecuadamente aunque

se mantenían viables en el tiempo (determinado por exclusión

al azul tripán), al caracterizarlas se vio que eran
positivas para el marcador 5100 en un 100%de las células

del preparado.

Dado que las células que descongelabamos se mantenían

vivas en el tiempo, decidimos encarar la búsqueda del medio

mas adecuado para crecerlas. Para ello trabajamos con un

melanoma amelanótico (al microscopio óptico).Como se ve en

la Tabla I, Dulbeco+F12en una relación 1:1 resultó ser un

medio apropiado para el crecimiento, al cual se lo

suplementa con suero fetal bovino al 10%, con galactosa

0,3mg/ml y piruvato de sodio 0,15mg/ml. Después de 10 dias

en cultivo, en algunos casos, se observa la aparición de
grumos negros, igual que anteriormente.
Tabla I.­

Día RPMI RPMI/F'lz DULBECO DULBECO/F‘lz
1 i,8i0,2a(29%)b 1,9:0,6(30%) 1,5i0,5(55%) 1,3i0,2(57%)
3 12:0,0304096) 0,9i0,1(66%) 0,5i0,1(73%) 1,01’,01(73%)
5 1,6i0,01(44%) 1,7i0,1(44%) 1,4:0,02(58%) 2,3i0,2(57%)
7 1,41'0,02(50%) 1,2i0,2(40%) 1,81'0,2(58%) 1,9i,07(61%)
9 1,1:0,08(57%) 1,0:0,08(61%) 0,8:0,01(70) 0,6:0,1(70%)
‘li o,3:o,3<31x> 0,5:0,01(82%)c 1,2i,01(79%) 1,4: ,06(80%)



a)No.de células x 10-5. El dato corresponde a un valor
promedio de dos determinaciones.
b) El dato corresponde al porcentaje de células viables.
c) Apareció una malla negra este día en el cultivo.

El "tedio elegido permitía un mayor porcentaje de

viabilidad de las células en cultivo durante el tiempo de

estudio, pero a pesar de ello las células no proliferaban,
ni tampoco se pegaban al sustrato, siendo que todas las

lineas descriptas hasta el momento para melanoma son de

células que crecen pegadas al sustrato. Dado que ha sido

descripto que el EGF ayuda al crecimiento de células

tumorales humanas en cultivo, utilizamos Sng/ml en los

ensayos siguientes (ref. 57).
Finalmente trabajamos con un ttmlor melanótico disgregado

mecanicamente para el cultivo primario, y como resultado

obtuvimos células que se oscurecieron luego de 5 dias en

cultivo. Como se puede ver en la figura 7, las células

tumorales estan pegadas (fig. 7a) y al cabo de 5 dias se

oscurecen (f ig 7C), se redondean y se despegan(fig. 7d).

Decidimosentonces usar antioxidantes, y al mediode cultivo

mencionado anteriormente se lo suplementó con selenito de

sodio ZOnMy ácido ascorbico iOOHM(ref. 25).

Después de estos diversos experimentos decidimos que la
manera óptima de crecimiento de las células seria realizar

una disgregación enzimática del tejido, las células que
soportaran una disgregación enzimática si crecían serían



capaces de sobrellevar la posterior tripsinización necesaria
para mantener el cultivo.

Ensayos previos nos mostraron que las células que se

purificaban por el gradiente de Ficoll-Hypaquetenian buena

viabilidad. Dado que el método de purificación nos brindaba

células puras de melanomay vivas, intentamos confirmar su

buena actividad metabólica, para lo cual realizamos

marcaciones in vitro usando (3H)timidina según fue explicado

en Materiales y Métodos.El resultado obtenido fue repetido

tres veces y a modo de ejemplo cito uno:

Células de la interfase 7207 cpm/105 celulas viables

Células del precipitado 266 cpm/105 células viables

Determinamos la presencia de S100y de queratinas tanto

para la interfase como para el precipitado de Ficoll­

Hypaque, viendo que el 100%de las células de la banda de la

interfase eran positivas para 8100 (115/115) mientras solo

el 30%lo eran en el precipitado (33/102).

En el caso del tumor que dio lugar a la linea IIB-MEL-Jse

obtuvieron tres tipos de suspensiones celulares que
llamamos: PRIMERASHORAS que corresponde a las células

obtenidas durante la disgregación enzimática previa

purificación por gradiente de Ficoll-Hypaque, que se

mantuvieron en cultivo por 4 meses (fig. 8); PELLETque

provinieron del precipitado del gradiente de Ficol- Hypaque,



eran morfologicamnte parecidos a fibroblastos y tuvieron al
principio un crecimiento muy agresivo, manteniéndose en

cultivo por 5 meses, llegando al pasaje No. 40 (fig. 9) y;

CELULASPURASde melanoma que provinieron de la interfase

del gradiente de Flcoll-Hypaque y resultaron en la Línea

celular llB-IMel-Jque han llegado alvpasaje 180 (flg. 10).

A partir de una segunda biopsia se realizó el protocolo

anteriormnte descripto, pero no se purificaron las células
en el mismo día de la disgregación, o sea, se las cultivó

por 15 dias y luego se realizó el gradiente de

Ficoll-Hypaque, pudiéndose obtener las CELULASPURASde este

tumor que resultaron en la linea celular IlB-Mel-‘l‘(fig.
11).

Luego de realizar un mínim estudio de caracterización,
proliferación y citogenética de anios cultivos primarios
IlB-MEL-J e llB-MEL-T, como se puede ver en la Tabla ll,

decidims restringir el estudio a la linea llB-Mel-J debido
a su gran heterogeneidad morfológica y cariotipica.

Tabla ll.­

Linea llB-MEL-J Linea llB-MEL-T
Modificaciones en el Cromosomas1,6,7 Delecion en
Cariotipo (ver 8d) cromosoma 15
Tiempo de generacion 72 hs. 96 hs.
Morfología Heterogenea , Homogenea,epitelioide fibroblastoide
TLl(células totales) 34,5% 12%
TLl<subp. I)o 5,6,6 14,5%
TLI(subp. ll) 10,9% 11,5%
Tl.l’(subp. lll) 24,5% B X
'l‘Ll(subp. lV) 27,0X
a.)subp .nsubpoblac ión



Figura 5.- Cultivos primarios de melanoma hunnano (aumento
100x)
Figura 6.- Células de melanoma al microscopio óptico teñidas
con azul tripan (aumento 400x).



Figura 7.- Cultivo primario de un melanoma melanótico.
(aumento 100x).
Figura 8.- Cultivo primario llamado PRIMERASHORAS(aumento
100x)
Figura 9.- Cultivo primario llamado PELLET(aumento 100x).
VER EXPLICACION EN RESULTADOS.



Figura 10.- Línea IIB-MEL-Jen cultivo (aumento 100x)
Figura 11.- Línea IIB-MEL-Ten cultivo (aumento 100x)



2.- CARACTERIZACION DE LA LINEA IIB-MEL-J

2a.- DETECCIÓN DE ANTIGENOS TUMORALES

Empezamosnuestro estudio de caracterización usando un

anticuerpo que reconocía la proteina Sim, la cual es una

proteina caracteristica de células de glia y Schwann y, ha
sido descripta como marcador característico de melanoma

humano (ref. 58) aunque no todas las células dentro del

tumor la expresan (ref. 59). Por otro lado, fue demostrado

por Trejdosiewicz et aL (ref. 60), que varias lineas de

melanoma ekpresaban Sim, pero solo la línea MSexpresaba

filamentos intermediarios tipo citoqueratinas. La expresión
de ambas proteinas fue analizada para la linea IIB-Mel-J y,

encontramos que todas las células expresaban dichas
proteinas (figs. 12a, 12h).

Dado que los gangliósidos son constituyentes prominentes

de la superficie celular del melanoma su expresión fue

investigada, en particular buscamos el GDz y GDa. La

detección fue realizada con los anticuerpos monoclonales 3F‘8

(ref. 61) que reconoce GD:y, R24 (ref..36) dirigido contra

GDa.Estos experimentos mostraron que no todas las células

presentaban positividad, 72,4:o,3a; de las células fueron

positivas para GDz mientras 75,0i0,5% lo fueron para GDa

(fig. 12c,12d).



Figura 12.- Marcadores tumorales presentes enla linea
IIB-MEL-J. ¿08100, b)citoqueratinas, c)GD3, d)GDz.(aumento
400x)



2b.- USO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES GENERADOS EN NUESTRO

LABORATORIO

Conia expectativa de confirmar nuestros datos anteriores
decidimospreparar nuestros propios anticuerpos monoclonales

que reconocieran las células de mlanoma. Comofue descripto

en Materiales y Metodos se obtuvieron cuatro ciones que

fueron expandidos. la reactividad de los anticuerpos
producidos por estos clones se estudió sobre mianomas

primarios de diferentes tipos e indices de Clark (tabla

IV), y sobre un total de nueve metástasis ganglionares y

dérmicas, como se muestra en la figura ‘13. Solo los

" y..- y. ‘ ‘ de los ciones 33.2.6, 33.1.15 y

33.1.27dieron reaccion positiva contra estos preparados y

por io tanto ellos fueron seleccionados para los siguientes

estudios, se los rotulo COII) ¡IB-106, "8-115 y ¡IB-¡27

respectivamente.

Tabla l".­

Valores de innunoreactividad
Intensidad de la Porcentaje de célulasreacción (l): teñida: (P):
+++ Intensa +++ 60 al 90 X
++ Moderada ++ 30 al 60 X
+ Baja + 5 al 30 X

Tabla IV.­

Estudio sobre cortes de tejido (fis. 14)
Anticuer

Histología [iD-106 llB-llS ¡IB-127 anti-S100
P l P l P P l

Melanoma con ext­
sion superficial

Clark l + ++ ++ + +++ +4. +4. H
Ind. Clark ll +++ ++ + + + + +++ +H­
Ind. Clark V - — - - + + +



Mei anoma mai i gno
nodu lar :
ind. Clark il + + + + - - + +
Ind. Clark ill +0- + ++ -H- H + +-H» -H+
Ind. Clark lll + + ++ -H- + H 4-» +H
ind. Clark IV ++ ++ +-H- -H- +H- ++ — ­

Por otro lado se determinó si estos anticuerpos eran

capaces de reconocer no sólo células tunnrales sino también
nevus (tabla V).

Tabla V.­

Estudios sobre nevus
Anticuerp

Histología lili-106 lili-115 ¡iD-127 anti-5100
P i P i P

l . lntradérlüco - - - + +
2 . " + + - - + «r
3. " - - - + +
4 ' u - + +
5' .. _ _ — + +
l .Conlpuesto + ++ + + + + + +
2. " - - - + +
1 . De Unión + ++ + + + ++ + +
,. " + ++ - + + + +

3 . " + + - - + +

Por últim para determinar la especificidad de estos
anticuerpos se los enfrentó a tejido normaly tejido tunnral
de diferentes origenes (tabla Vi).

Tabla VI.­

Anticuerpo
¡IB-¡06 ¡IB-115 lili-127

TEJ l DO TUMORAL
Ca. de mama + + +
Ca. de laringe + + +
Ca. de coion - + +
Leiomiosarcoma - + +
Rabdomiosarcoma ­



TEJlDO NORMAL ¡IB-106 "8-115 ¡IB-127 anti-Sim
- + + +

Cerebro y cerebelo - - - +
Médula ósea y ganglios - - - ­
Hígado y riñon - - ­
Pullnon y bronquios - - ' '
Ovario y cuello uterino - - ­
Colon - + - '
Testículo - + - '
Pancreas + * + ­
Glándula tiroidea + + - ­

En la fis. 14 se muestra la . “ “' " del “ r...
[iD-106sobre cerebelo. Por otro lado, com se muestra en la

figura 15 los anticuerpos generados en nuestro laboratorio

fueron positivos con la línea IlB-MEL-J,usando como tecnica

inmunocitoquímlca.

Con posterioridad se intentó determinar cual era el

antígeno reconocido por dichos anticuerpos. No pudims
averiguar cual era el antígeno reconocido por los

anticuerpos lla-127 y lili-115, ni con ensayos de

inmunoprecipitación o de transferencia de proteínas a
nitrocelulosa. El anticuerpo [IB-106 reconoce péptidos de

peso mlecular de 72kd y 59kd a Juzgar por el ensayo de

inmunoprecipitación (fig. 16a).
Intentamos conocer la localización subcelular de esta

proteína reconocida por el anticuerpo ¡IB-106,y ensayos de

inmunofluorescencia trabajando con células no fijadas,
mostraron que este anticuerpo reconocía alguna proteína en
la mmbrana (fis. iób,c). Por otro lado, ensayos de fijación
de conplemnto dieron com resultado 1m 9X de lisis de las



células IIB-MEL-Jcuando eran tratadas con el anticuerpo.
Tabla VII.­

Lisi s por complemento
Cél ulas lisadas

S i n ant i cuerpo 26%
S i n ant i cuerpo + 10% complemento 29%
Antic . R24 + 10% complemento 55%
Antic. [IB-106 + 10%conlplelnento 38%
Si n ant í cuerpo + 20% complemento 27%
Ant i c . R24 + 20% comp lemento 66%
Antic . I IB-106 + 20% complemento 32%

Dicho anticuerpo seria una Ig M (fig. 17), a juzgar por el

ensayo de marcación realizado con el hibridoma que produce

este anticuerpo.

Figura 13.- Reactividad del anticuerpo ¡IB-106 sobre
metástasis de melanoma a) dérmica, b) ganglionar.(aumento
400x)



Figura 14.- Reactividad del anticuerpo [IB-106. Melanoma
primario:a)IIB-106, b) control negativo. Cel‘ebelnzc)
anticuerpo anti-5100, d) IIB-iOó.(aumento 400x).



Figura 15.- Reactividad de los anticuerpos IIB sobre la
linea IIB-MEL-J.a) IIB-106, c)IIB-115, d)IIB-127 (aumento
1001!). b)I[B-106 (aumento 4MX).



-29

Figura 16.­
a)Inmunoprecipitación del antígeno reconocido
anticuerpo 115-106.
Ensayo de inmunofluorescencia sobre la linea IIB-MEL-J
b)IIB-106,c)control negativo.

por el



Figura 17.- Ensayo de marcaciun de protennas; serretadas pur­
A.) hnea XÓBAgB,B) linea 118-106.



2c.- PIGMENTACION

la linea HB-MEL-Jes amelanótica, y solo cuando llega a

la fase estacionaria se observa que la producción de

melanina aumenta. Al microscopio se observan células

pigmntadas, constituyendo un OX de las células totales
(fis. lab). Si se determina la concentración de melanina, en

crecimiento exponencial hay 6,5pg de melanina/ 10° células,
mientras en fase estacionaria el valor observado es de

10,2¡43/106 células. Esta determinación se realiza

espectrofotonetricamnte a 47m (fi; ¡9). Com se puede
observar hay un leve incremento en la producción de Melanina

en fase estacionaria, pero mas importante que ello, es notar
que las célula en fase exponencial que serian amelanóticas
según el microscopio óptico producen unlanina. Asi

decidimos ver que actividad tirosinasa presentaban estas
células en crecí-lento exponencial, siendo el valor obtenido
de: (0,85t0,02) x 10-3 unidades.
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2d.- GENETICA

Los estudios citogenéticos revelan una gran cantidad de

alteraciones cromosomalesque incluyen rearreglos, pérdidas,
ganancias, isocromosomas y dobles diminutos. Un total de 30

células fueron estudiadas, y se realizó bandeo G en 17

metafases. Como se puede ver en la tabla VIII no hay un

número cromosómico predominante.
Tabla VIII.­

Se cuentan 30 metafases.Nodecél:2113211212412214
No de crom:39 42 45 47 52 66 74 79 80 83 85 87 89 93 94 >100

Tabla IX.­

El bandeo se realiza en 17 metafases.
No del cromosomaGanancia Pérdidas Marcadores
1 i(1q)
4 +­
6 + i(6p)

del<6)(q21)
7 del(7)(q21)

i<7p>
i(7q)

9 der(9)t(9;?)(p24f?)
11 +
13 +
14 +
15 +
16 +
17 +
18 +
20 +
21 i(21q)

Cuando el bandeo G fue realizado se encontró que los

cromosomas No. 1, 6, 7, 9 y 21 fueron los que mas

frecuentemente estaban involucrados en rearreglos (tabla
IX). En el 15%de las metafases se observaron DMs(fig. 20).



pueden observar los DMS.(aumento IZMX).
Figura 20.- Metafase de la linea IIB-MEL-J, donde se
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2e.- CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO

Comose puede observar en la tabla X el tumor del cual

proviene la línea incorpora poca timidina, pero cuando la
línea crece en cultivo su TLIaumenta, lo que significa que

el medio de crecimiento es adecuado y permite una buena

proliferación celular.

Tabla X.­

LINEA IlB-MEL-J
TLI 4,4% (células tumorales frescas)
TLI 34,5%(células tumorales en cultivo)
Indice clonogénico 7,1% (células tumorales en cultivo)

En la figura 213 se puede ver al microscopio óptico las

células marcadas con timidina. El tiempo de generación para

la línea IIB-Mel-J es de 72horas (fig 21h).
Es interesante comentar el efecto de los factores de

crecimiento que utilizams para el crecimiento del cultivo.
Para ello se sembraron células y por privación de suero se

las permitió llegar a quiescencia (Go), en esas condiciones

se probaron los factores de crecimiento para ver si eran
capaces de hacer proliferar a las células. Por lo que vemos

en la Tabla XI el medio suplementado con suero y factores

sacan de quiescencia a las células, siendo dichos factores
necesarios para que ellas crezcan; sin embargo si células

que vienen creciendo en medio completo simplemente se lavan

y se las incuba en un medio suplementado con suero la

presencia o ausencia de factores no afecta a la
proliferación (tabla XII).



Tabla XI.­

Se siembran 4000células/ml, se las hace entrar en
quiescencia.Se agrega lo indicado y se cuenta.No. células/ml

48horas 72horas
Cel. quiescentes<CQ)a 4400i500 5300:1000
CQ + suero 4900:250 6000i 500
GQ+ suero + factores: 9300:550 1730012000
GQ+ insulina 8420i250 4700i 500
CQ + EGP 5125:025 8600i 500
CQ+ transferina 6900:500 12000i3000
a)Se mantienen en medio sin suero ni factores.
#Se trabaja con la mezcla de factores con la cual se crecen
las células a las concentraciones mencionadas en el texto.

Tabla XII.­

Se siembran 12500 células/ml en el medio descripto y se
cuenta a los tiempos indicados.

No. células/ml
48horas 72horas

Cel.+suero 11900i2500 2390014800
Cel.+suero + factorest 16500i2500 25100i4800
Cel.+insulina 14700i2000 29600i3600
Cel.+transferrina 13300i3000 25300i6600
Cel.+EGF 12800: 500 33600i3900
Cel.+insulina + transferrina 13900i2300 20000i2200
Cel.+insulina + EGP 12200:!900 19400i2800
Cel.+transferrina + EGP 16700i2100 14000t3200

lOISetrabaja con la mezcla de factores con 1a cual se crecen
las células a las concentraciones mencionadas en el texto.

2f.- METASTASIS

Liotta ha descripto que la invasión por parte de las
células tumorales durante la metástasis se divide en tres

pasos, urno de los cuales es la secreción de enzimas

proteolíticas. Los primeros estudios mostraron que el medio

condicionado por parte de la línea IIB-MEL-J poseía

actividad proteolitica, para ello trabajamos en tres tiempos
diferentes como puede ser observado en la fig 22a, las



determinaciones fueron llevadas a cabo en el rango linear

del ensayo, hasta tener una absorbancia máximade 0,3 D0.En

la dicha figura se puede observar la correlación entre la

actividad y el volumen de medio que se usa en el ensayo. No

fuimos capaces de usar mayor cantidad de sustrato debido al

alto valor de DOpara los blancos, por lo tanto decidimos

usar sustrato marcado para corroborar la actividad
enzimática, estos resultados se ven en la tabla XIII.

Tabla XIII.­

Actividad proteolltica del medio condicionado
de IIB-MEL-J.

Tiempo Marca l iberada
-minutos- -cpm- -Porcentaje del total­
0 58 i 2 ,5
60 199 t ‘l 7,8 i 0,1
120 385 1' 87 18,1 i 4,8
Marca total-I 1805 i 21 cpm.

Ya había sido descripto por parte del grupo de Rochefort

la presencia de Catepsina D en el melanoma humano (ref.62),

nosotros nos interesamos en investigar si la linea IIB-MEL-J

presentaba dicha enzim. Buscamosla Catepsina Den el medio

condicionado de la línea realizando ensayos de

inmunoprecipitación con el anticuerpo monoclonal D5F8

(gentilmente cedido por la Dra. Franqoise Capony), que

reconoce esta enzima. Comose puede ver en la fig 22h el

anticuerpo reconoce en el medio condicionado por la linea la

proCatepsina D de PM52kD. Por otro lado, en las células se

puede encontrar la forma madura de la Catepsina D de PM
34kD.
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Figura 21.­
a) Marcación con (3H)timidina de la línea IIB-MEL-J
(aumento 100x).
b) Caracteristicas del crecimiento de la linea IIB-MEL-J.Se
sembraron 50000 y 150000 células por placa de petri. A los
tiempos: indicados los cultivos fueron tripsinizados y se
contaron las células en cámara de Newebauer. El resultado
mostrado es el promedio 1' SD de dos experimentos.
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Figura 22.­
a) Actividad proteolltica del medio condicionado por la
línea IIB-MEL-J.Los: péptidos liberados fueron deterlninados
en los tiempos indicados usando hemoglobina como sustrato.
Volumen de medio condicionada-Barras negrasi),5ml. Barras
blancas:0,25ml. Barras rayadas:0,1ml.
b) Inmunoprecipitación de las proteinas reconocidas por el
anticuerpo D5F8.
Despues de marcar con (asS)metionina las celulas de la linea
IIB-MElr-J,el medio condicionado (A,B) y el extracto celular
(C,D,E,F‘)fueron obtenidos y se los enfrentó al anticuerpo
D5F8 (B,D,F') o a PBS (A,C,E) para el ensayo de
inmunoprecipitación.



3.- BUSQUEDA DE LA CELULA TRONCAL

3a.- METASTASIS GANGLIONARES

Con el fin de separar las subpoblaciones que forman parte

del tumor, encaramos la purificación de las células

tumorales usando gradientes de Ficoll-Hypaque y luego de

este proceso se pasaron estas células por gradientes de

Percoll para separar las subpoblaciones celulares. Se

descongelan células provenientes de metástasis ganglionares
y se realizan gradientes de Ficoll-Hypaque para purificar
las células tumorales, una vez obtenidas se las lava con PBS

y se las deja recuperarse por 12 horas en estufa gaseada,
luego se realiza el gradiente de Percoll; la recuperación
final es de solo el 6% de las células totales. De esta

manera, el resultado que se obtuvo fue de tan pocas celulas

tumorales que dificilmente pudimos realizar suficientes
ensayos. Por lo tanto, dejalnos de lado esta aproximación al

problema y decidimos trabajar con todas las células que

provenían de la metástasis. En una segunda etapa

trabajariamos con células tumorales purificadas y líneas
celulares.

Asi, en esta primera etapa, al trabajar con todas las
células que provenían de las metástasis y sembrarlas en el

gradiente directamente obtuvimos un porcentaje de
recuperación del 60 al 70 X, vimos que podíanlos separar

diversas subpoblaciones que al caracterizarlas dieron

positivas para S100de manera heterogénea, esto es, en el



preparado no todas las células eran positivas para 5100,
mientras todas las células fueron positivas para queratinas

(Tabla XIV). En la figura 23 se pueden ver los perfiles

obtenidos de los gradientes hechos para cada tumor, cada una

de las subpoblaciones se rotula con Nos. romanos de 0 a V,

según la densidad en la que bandean las células.

Tabla XIV.­

Subpoblación Densidang/ml )
0 1 ,03
I 1 ,04
I I 1 ,05
I I I 1 ,06
IV 1 ,07
V 1 ,08

QUERATINAS:
Todas las subpoblaciones son positivas en un 100%.
8100:
Porcentaje de células positivas en cada subpoblación

I II III IV
Tumor 1 100 100 100 100 No hay No hay
Tumor 2 0 100 6 100 100 No hay
Tumor 3 No hay ND 100 100 100 100
Tumor 4 30 30 100 100 100 No hay

Se realizaron dos controles para asegurar que la
heterogeneidad que veíamos no era debida a un artefacto: El

primero de ellos fue trabajar con células descongeladas de

un mismotumor que proviniera de la disgregación enzimática

y de la mecánica, en el caso del tumor 1 vemos que se

obtienen perfiles parecidos en un caso y en el otro (figs.
23a y 23e), lo que nos lleva a decir que la forma de

disgregación del tumor no afecta el tipo de subpoblaciones



que se obtienen. El segundo consistió en realizar un

gradiente para el mismo tumor con las células frescas y

descongeladas, como vemos en el caso del tumor 3 (figs. 23a

y 23f) el perfil es aproximadamente el mismoen ambos casos,

lo cual nos dice que el descongelamiento no produce ninguna

alteración en cuanto al tipo de subpoblaciones que se

obtienen Asi podemos asegurar que la heterogeneidad que

venlos es propia del tumor.

En algunos casos se tuvieron dificultades para realizar el
gradiente debido a la facilidad que tienen estas células en
agrumarse, en ese caso la experiencia se descartó puesto que

es importante que la suspensión celular esté compuesta por
células aisladas.

3b.- LINEA IIB-MEL-J

Estudiamos la presencia de subpoblaciones tanto en el

tumor fresco como en la linea en cultivo: al disgregar la
células provenientes del tumor fresco se realizó un TLIcon

el objetivo de ver que subpoblación puede preferentemente
proliferar in vivo, como vemos la fracción III tiene un TLI

que es doble del que se obtiene con las células del resto de

las subpoblaciones (Tabla XV), inclusive mayor que el TLI

que se obtiene con las células totales, asi, en esa densidad

sedimentan células que están proliferando de manera
preferencial al resto.



Tabla XV.­

Subpoblación TLI TLI No. células marcadas
tumor fresco IIB-MEL-J IIB-MEL-J

I 2,4% 5,6% 2240
II 3,7% 10,9% 41420
III 11,0% 24,5% 254800
IV 2,7% 27,0% 145800

Al realizar el gradiente de la linea IIB-MEL-Jse observó

que habia presentes cuatro subpoblaciones (fig. 24a), aunque

una de ellas, la I fue en un principio despreciada debido al

bajo porcentaje de células que la formaban. La subpoblación

III es la que se encuentra en mayor porcentaje (Tabla XVI).

Tabla XVI.­

Subpoblación I II I I I IV
No . de célu l as . 2% 19% 52% 27%

Al realizar el TLI con la línea celular solo el 24,5%

(Tabla XV) de las células de la banda III se marcan en un

ensayo de 18horas, lo que corresponde a 254.800 células

marcadas sobre un total de 2 x 106 células, por lo que si

bien el mayor número de células marcadas se ve en La banda

III, no todas las células que están en esa banda se marcan,
ni todas las células marcadas de la linea van a esa banda.

Cuando se realiza un ensayo en donde se precipita el DNA

luego de la incorporación de la timidina, trabajando con la

linea celular IIB-MEL-Jse puede observar que la fracción

III es la que se marca preferencialmente (fig. 24h).



En cuanto a la caracterización de las subpoblaciones que

componenesta línea, se realizaron estudios trabajando con
anticuerpos anti-8100, anti-queratinas (filamentos
intermedios tipo queratinas ==IF), anti-603 y anti-002. En

la Tabla XVIIse puede observar el resultado obtenido.

Tabla XVII.­

Subpoblaci on 8100 IF GDz GDa
(porcentaje, promedio i SD)

I 100 100 97,3t1,0
II 100 100 ‘l,7i0,3 1,9:0,9
II I 100 100 78 ,0_+_2,6 80,8:3,5
IV 100 100 89 ,6i0,3 75,010,5
Cel .totales 100 100 72 ,4i0,5 75,0:0,5

Buscando que subpoblación es la que contiene las células

madres del tumor, realizamos dos tipos de aproximaciones,

una fue trabajar con la linea como un todo, y la otra

trabajar con las subpoblaciones por separado.

3c.-PRIMERA APROXIMACION

En cuanto a la primera aproximación realizamos dos tipos

de ensayos:

3ci.- Ensayo de pulso y caza:

Como podemos ver en la figura 24, la marca que se

encontraba en la fraccion III pasa al resto de las
fracciones durante el periodo de una semana en que la línea

se mantiene en cultivo. Este estudio fue realizado separando
las subpoblaciones en gradientes de Percoll.
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Figura 23.- Perfil de los gradientes de percoll realizados
con células provenientes de una disgregación enzimática de
metástasis ganglionaresa)Tumor 1, b)Tumor 2, c)Tumor 3, d)
Tumor 4. e) Disgregación mecániCa-Tumor 1, f)Células no
congeladas-Tumor 3.
VER EXPLICACION EN RESULTADOS
Figura 24.- Perfil del gradiente de percoll realizado con la
linea IIB-MEL-J.
a) No. de células por subpoblación
Ensayo de pulso y caza: b) marca incorporada por
subpoblación a tiempo= O, c) marca remanente a tiempo: 4 días,
d) marca remanente a tiempo: 7 dias.



3c11.-Diferenciación con agente externo:

Tratamos las células con un agente diferenciante, comoes

la L-Tirosina y vimos que efecto producía en el patrón de

las subpoblaciones. El efecto de agregar diferentes
concentraciones de tirosina sobre la linea IIB-MEL-Jfue

ensayado en experimentos preliminares. Después del agregado

de la tirosina, el pH fue ajustado a 7,6 para evitar la
diferenciación debido a un aumento del pH extracelular (ref.

63). Despues de 4 dias en cultivo se pudo observar que imM

de tirosina no causó diferencias con respecto al cultivo
control, 3mMde tirosina como concentración final ocasionó

algunos cambios morfológicos en las células (fig. 25), a

concentraciones igual a 7,5mMo mayores se inducía lisis

celular generalizada. El efecto de la tirosina 3mMsobre el

crecimiento del cultivo fue estudiado en detalle y se

observó que despues de una pérdida inicial de células se
produjo una drástica disminución en la velocidad de

crecimiento (fig. 26). Dado que no se observaron células
muertas flotando en el medio comoconsecuencia de la acción

de la tirosina, es poco probable que el frenado del
crecimiento se deba a pérdida celular.

El efecto del tratamiento con L-Tirosina sobre el

equilibrio de las subpoblaciones de la linea IIB-MEL-Jfue

estudiado utilizando la técnica de gradientes de Percoll.

Después del tratanúento ocurrió una disminución progresiva
de la subpoblación III (fig. 27).



Debido a que la tirosina produce un profundo cambio en la

velocidad de crecimiento y morfología de la linea IIB-MEL-J

fue considerado conveniente medir la expresión de un

marcador antigénico accesible, como ser GDa, con la

expectativa de ver si por lo menos alguna de las
características de la linea se mantenía constante. La

expresión de gangliósidos GDz y GDa está frecuenteInente

aumentada en el melanomahlnnano y en nuestro laboratorio

mostramos que todas las subpoblaciones de la línea

IIB-MEL-J,con excepción de la subpoblacion II, los expresan

(ver sección 3.b.). Así, se determinó la expresión de dicho

marcador en las subpoblaciones aisladas antes de tratar la

línea con L-tirosina y después del tratamiento,
Comose puede observar en la tabla XVIIIel tratamiento

con L-tirosina no altera esta caracteristica.

Tabla XVIII.­

Porcentaje de células posi tivas para anticuerpo anti-GDa
Subpoblaciones

I I I I I I IV
Control 97,3i1,0 1,9:0,9 80,0i3,5 97,3i0,9
L-Tirosina 97,6:2,4 7,0i0,3 89,0:3,0 67,51‘0,5(14 dias)
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Figura 25.- Efecto de la l:-Tirosina sobre la linea
IIB-MEL-J.Tratamiento realizado por 14 dias (aumento 400x).
Comparar la morfología con la fig. 18.
Figura 26.- Efecto de la L-Tirosina sobre el crecimiento de
la línea IIB-MEL-J. Las células fueron cultivadas en
ausencia (Barras blancas) o presencia (Barras negras) de
L-Tirosina 3mMconcentracion final. A los tiempos indicados
los cultivos fueron tripsinizados y el número de células fue
determindo en cámara de Neubauer. El resultado mostrado es
el promedio i SDde dos experimentos diferentes.
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3d.- SEGUNDA APROXIMACION

En cuanto a la segunda aproximación, en ensayos

preliminares intentamos corroborar el modeloen donde la III

sería la subpoblación que contiene las células madre.

Sembramos la subpoblación III aislada y, después de una o

dos semanas de cultivo se realizaron gradientes de Percoll

(fig. 28), como se puede observar solo a las dos semanas se

reproduce el patrón original. El tratamiento con L-tirosina
de esta subpoblación inhibe su crecimiento: al sembrar nao"

células en medio completo al que se le agregó L-Tirosina, se

obtuvieron 945000células luego de dos semanas de cultivo,

mientras que cuando se sembraron 200000células en medio

completo (control) se obtuvieron al final de las dos semanas

de cultivo 2,9 x 106 células. Por otro lado, el tratamiento

provoca un incremento de la subpoblación II respecto del
control (fig. 28).

Con posterioridad se realizó el clonado de cada

subpoblación, ello fue realizado en agar o por dilución
límite.

3di.-Clonado en agar:

En primer término se intentó crecer en agar las células
totales, como resultado se obtuvo que un 7,1:0,7 96de las

células sembradas generaron colonias formadas por mas de 30

células (fig. 29a). Al estudiar la capacidad de formar

colonias por parte de las subpoblaciones aisladas (Tabla

XIX), vemos que la subpoblación III seria la que posee mayor



índice clonogénico y, la subpoblación I la que tiene menor

capacidad de crecer en agar.

Tabla XIX.­

Promedio del No. de colonias 1' SD
Subpoblación I II III IV
No. de colonias 3,0104a 7,7i0,5 16,8i2,1 10,1t04
a)Los resultados estan expresados comoporcentajes
del númerode células que desarrollan colonias.

Para investigar si la L-tirosina modificaba la capacidad de

las subpoblaciones formar colonias en agar se realizaron

dos tipos de ensayos:

a) Efecto de la L-Tirosina 3mMsobre las subpoblaciones

separadas y sobre las células totales no fraccionadas. Se
sembraron las células en el agar y se trató con el reactivo,

como se puede observar en la tabla XXAuna importante

pérdida de la capacidad clonogénica ocurre tanto en las

células no fraccionadas comoen las subpoblaciones aisladas,

observándose un efecto máximoen las subpoblaciones II y III

y minimo en la subpoblación IV.

b)Por otro lado, se analizó la reversibilidad (Tabla XXB)

del efecto de la L-tirosina, en este caso los cultivos se

permitieron crecer por 15 días en presencia de L-tirosina

3mM, y luego de ello las diferentes subpoblaciones se

sembraron en agar sin el agregado extra de tirosina. La

inhibición del indice clonogénico fue entre el 72 y 100%,

por lo que puede‘concluirse que bajo estas condiciones el



efecto de la L-tirosina es irreversible<fig. 29b,c).

Tabla XX.­

A B
Subpoblación Número de Inhib. Número de Inhib.colonias (X) colonias (X)
I 1,9i0,1 33 0,25i0,1 92
II 2,61'0,1 66 0,9:0,2 88
III 7,0i0,9 58 4,71'0,3 72
IV 9,9:0,1 2 0 100
Cel. totales 4,7:0,4 34 1,0i0,1 86

A) Las células fueron sembradas en agar y tratadas con 3mM
L- Tirosina a partir del día 0. Dos experimentos fueron
realizados en duplicado.
B) Cultivos que crecian exponencialmente fueron tratados con
3mM L-Tirosina por 15 días, despues de ello, las
subpoblaciones fueron separadas y sembradas en agar sin
agregado de L- Tirosina. Dos experimentos fueron realizados
en duplicado.

3dii.- Clonado por dilución limite:

En segundo término se realizó el ensayo de clonado por

dilución limite de cada subpoblación. Para ello, se

sembraron las células con medio fresco y medio condicionado

de la linea IIB-MEL-J en una relación 1:1 para evitar

problemas con el condicionamiento del medio, puesto que el

medio a usar tendría que ser aquel que fuese comúna todas

las células de la linea. El crecimiento se permitió por dos

meses, al cabo de los cuales se realizó un gradiente de los

clones que crecieron, solo crecieron clones en los pocillos

donde se sembraron células provenientes de la subpoblación

III y, como se observa en la figura 30 los tres clones

dieron el mismotipo de patrón para las subpoblaciones que



cuando se cultivan las células totales. Es interesante notar

que en algunos pocillos se obtuvieron células con morfología

de dendrita y pigmentadas, lo cual nos dice sobre la

capacidad de estas células para generar melanina (fig. 31)
aún estando clonadas.

4.- IMPORTANCIA DE LA MELANINA EN EL MODELO

Al estudiar la heterogneidad celular del tumor nos pareció

importante considerar la pigmentación del mismo, dado que

hasta hoy se ha definido arbitrariamente que melanomas

pigmentados serian diferenciados mientras que los no

pigmentadosserían indiferenciados y, esta característica se
correlaciona con la capacidad proliferativa (ref. 64). En

nuestro caso, al separar las subpoblaciones por Percoll nos

encontramos que la fraccion IV poseía un gran número de

células pigmentadas (18%)mientras que las subpoblaciones Il

y III apenas tenían 1,1%y 5,6% respectivamente, de células

pigmentadas. En estado estacionario la piglnentación se hacía

visible al microscopio óptico, por lo que decidimos realizar

un gradiente de la linea en estado estacionario y como se

puede observar en la figura 30h la subpoblación IValcanza a
ser un 55,3%de las células totales.

Aunque ha sido descripto que el agregado de L-Tirosina al

medio de cultivo de lineas de melanomaproduce un aumento de



la producción de melanina (ref. 65), en nuestro caso no fue

así (fig. 25). La actividad de la enzima tirosinasa fue

medida y luego de 14 dias de tratamiento con L-tirosina solo

se observó un incremento de 1,5 veces de la actividad

enzimática respecto de las células no tratadas (células
tratadas. li,25i0,051 x 10-3; células control- [0,85i0,02] x

10-9). En el caso de la subpoblacion III, cuando la linea se

encuentra en fase estacionaria o luego del tratamiento con
tirosina, no se observa incremento del número de células

pigmentadas en ella respecto de cuando la linea está en

crecimiento exponencial.
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Figura 28.- Perfil de gradientes de percoll de la
subpoblación III en cultivo. La subpoblación III se siembra
y luego de a) una semana o b) dos semanas, se realiza el
grandiente.
La subpoblación III se siembra y se incuba con 1.-Tirosina
3mMpor a) una semana o b) dos semanas ,posteriormente se
realiza el gradiente. '
Figura 29.- Colonias en agar formadas por la linea
IIB-MEL-J.
Las fotografias fueron tomadas a los 15 días de sembrarse
las células .
a y b) Las células sembradas fueron tomadas de cultivos en
crecimiento exponencial.
C) Las células sembradas fueron tomadas de cultivos tratados
por 14 dias con L-Tirosina 3mM.
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Figura 30.- Perfil de los gradientes de percoll para la
línea IIB-MEL-J en a) crecimiento exponencial, b) faseestacionaria.
La subpoblación III fue clonada y las lineas obtenidas
dieron los perfiles observados en la figura C c=clon 1,
d=clon 2, e=clon 3)
Figura 31.- Célula obtenida luego del clonado de la
subpoblacion III, de este pocillo no se pudo obtener ninguna
línea (aumento 100x).
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DISCUSION



Aunque varias lineas celulares de melanomahumano han sido

descriptas (ref. 21,66) hasta ahora, ellas tienden a ser
homogéneas desde el punto de vista morfológico.

En esta tesis describo una nueva linea de melanomahumano

que presenta heterogeneidad morfológica reproducible. Dado

que múltiples fenotipos celulares fueron observados

inmediatamente después de sembrar las células en el frasco

de cultivo, dicha heterogeneidad se encontraría en el tumor
original y no como consecuencia de mutaciones que

frecuentemente aparecen después de largos períodos de
crecimiento in vitro. Esta linea celular fue llamada

IIB-MEL-J.

Durante el tiempo en que se realizó esta tesis se

establecieron dos lineas celulares, que llamamos IIB-MEL-Je
IIB-MEL-T.

Comparandolas figuras que corresponden a dichas líneas se

puede observar la diferencia de morfología entre ellas
observada al microscopio óptico, estas diferencias fueron
coincidentes con el comportamiento del tumor in vivo. En el

caso de la linea IIB-MEL-T donde las células son parecidas

a fibroblastos las metástasis del paciente eran de tipo
fibroso derivando la línea de una metástasis subcutánea,

mientras que para la linea IIB-MEL-J se veian células

gigantes en el tumor cuando se realizó la disgregación, así
como se observan en cultivo.

Debido a la gran heterogeneidad morfológica y cromosómica



que presentó la línea celular IIB-MEL-J nos remitimos a

estudiar solo esta línea como modelo del melanoma humano,

como ya fue comentado en RESULTADOS.Por lo tanto,en esta
discusión solo se comentarán los resultados obtenidos con

esta linea celular.

Se puede observar que la línea celular IIB-MEL-Jexpresa

tanto filamentos intermedios de queratina comola proteina

8100.Resultados similares fueron obtenidos previamente con

la linea de melanoma humano M5 por Trejdosiewicz et al

(ref.60), quien sugirió que las células de melanoma pueden

expresar queratina debido a una reversión parcial a la forma
embrionaria. En cuanto a la proteina 8100, ella ha sido

descripta como marcador característico de melanoma (ref.

59). Es un marcador antigénico que se usa comorutina en el

laboratorio de patología para el melanomahumano, aunque se

ha mostrado que existen células dentro de cada tumor que no

expresan esta proteina. La proteina 5100 se encontró en
diferentes cantidades en el lisado de seis lineas de

melanoma que fueron analizadas, mientras que no fue

detectada en siete lineas de carcinoma de origen no

neuroectodérmico (ref. 67). La proteina 8100 también se
secreta al medio de cultivo (refs. 68). En realidad 5100

forma una familia de proteínas que se encuentran en células

de glia, epiteliales y de estirpe melanocítica. Muchas de

las proteinas de la familia son expresadas en una fase



particular del ciclo celular y en eventos que incluyen la

diferenciación del tipo celular y/o la diferenciación
morfológica de un determinado tipo celular, algunos grupos

han mostrado que la expresión de algunas de ellas están
relacionadas con la diferenciación en el sistema

nervioso<ref. 69). En el melanomano se ha mostrado ninguna

correlación sobre su expresión y diferenciación celular del
tumor.

Los gangliósidos podrian favorecer el crecimiento de los

implantes primarios y de las metástasis de melanoma (ref.
70). Recientemente se mostró la correlación entre diferentes

parámetros de la enfermedad, como son: sitio de la

metástasis , tamaño y pigmentación de la misma, así como

histopatologia del tumor primario con la presencia de
gangliósidos en las células de melanoma. Este estudio

realizado en 52 pacientes y 28 lineas celulares mstró que

GMa y GDa serian los gangliósidos expresados

preferencialmente en el tumor (ref. 71). Comparandotejidos

normales y neoplásicos se observa que en los melanocitos

normales la expresión de GMaes de 90% mientras que el GDa

solo se expresa un 2%,siendo para los melanomas la relación

GDa:GM9de 60% : 30% (ref. 72). Así, alta concentración de

GMacorrelacionaría con un buen pronóstico de la enfermedad.

Por otro lado,no habria preferencias en cuanto a la

expresión de los gangliósidos según de donde haya sido

tomada la metástasis (nódulo linfático o tejido subcutáneo).



Los gangliósidos GDz y GDs (ref. 73) son altamente

expresados por la mayoría de las células de la línea, con

excepción de la subpoblacion II, cuyo significado todavía no
es claro.

Diferentes grupos han estudiado los antígenos marcadores

presentes en las células de melanoma(ref. 74).

El receptor de EGP(ref. 24) se ha planteado como posible

marcador de la diferenciación celular, este estudio se
realizó creciendo líneas celulares de melanoma en un medio

libre de suero que solo contenía insulina, transferrina y
selenito, dando como resultado que el receptor de EGFse

expresaría en líneas celulares del tipo indiferenciadas. Sin
embargo, este resultado deja dudas dado que comocriterio de

diferenciación se utiliza exclusivamente pigmentación y
morfología. Un estudio muy interesante fue el realizado por

Herlyn en 1987, donde mostró que melanocitos normales

capaces de dividirse en cultivo pueden producir los

antígenos que se encuentran en las células de melanoma,

dichos antígenos fueron el receptor del factor de
crecimiento nervioso, el proteoglicano, el receptor de

transferrrina, los gangliosidos GDzy GDa,y también HLA-DR,

los cuales no se expresan en cortes de tejidos de
melanocitos normales (ref. 75)

Durante el curso de esta tesis se obtuvieron anticuerpos
monoclonales que reconocen diferentes metástasis de

melanoma,no distinguiendo sin embargo diferentes niveles de



Clark ni tipos celulares de melanoma primario. Ellos también

reconocen células névicas y en un 100%a las células de la

línea IIB- MEL-J. Aunque el antígeno reconocido por dichos

anticuerpos se encuentra presente en tejidos de origen no
neuroectodérmico, no está en los mismos tejidos en que se

encuentra la proteína 5100.Así, no hemos descripto un buen

marcador para la diferenciación del melanoma maligno, sin

embargo, consideramos que puede ser útil para el diagnóstico

diferencial de la enfermedad la utilización del anticuerpo

anti-Sim en conjunto con los anticuerpos IIB para el

diagnóstico del melanoma maligno.

Ya en 1984 Koprowski comentó que en su laboratorio de

10000 hibridomas generados después de la inmunización de

ratones con células de melanoma,solo 61 clones se unieron a

las células de melanoma<ref. 76). Es de destacar que el

marcador que nosotros describimos sería nuevo para el

melanomamaligno (ver refs.77-30). Este antígeno se expresa

en todas las células de la línea IIB-MEL-J,tanto cuando

ellas están en estado exponencial como cuando se las

diferencia con L-Tirosina, sugiriendo que no sería un
antígeno implicado en la diferenciación ni relacionado con

una etapa particular del ciclo celular. De hecho, nuestro

anticuerpo no reconoció todos los melanomasque se probaron,

pero ello dificilmente pueda correlacionarse con el estadío
de diferenciación del tumor (ref. 81).

Es interesante notar que la línea IIB-MEL-Jsecreta al



medio de cultivo pro-Catepsina D, una proteasa que podría

ser importante en la capacidad metastásica del tumor. Ya ha

sido mostrado por diferentes autores la importancia de la
secreción de proteasas durante el proceso metastásico. La

catepsina D es una enzima altamente distribuida en las

células humanas, ha sido encontrada en eritrocitos, hígado y

tiroide, tanto asociada a lisosomas como a la membrana

celular (ref. 82). Por otro lado, la enzima es secretada al

medio de cultivo por parte de cultivos primarios de mama,

fibroadenomas y carcinomas (ref. 83). En nuestro caso la

proteína secretada tiene un peso molecular de SZkD,que

anteriormente ya fue descripto para el precursor de la
Catepsina D por el grupo de Rochefort, para la linea celular

MCP-7.Este precursor no se encontró en los extractos

celulares y es secretado por la linea MCP-7.La enzima

madura, con un peso molecular de 34kD se encuentra en los

extractos celulares, tanto en la línea IIB-MEL-Jcomo en la

línea MCP-7.Tanto la proenzima como la enzima madura pueden

ser reconocidas con el anticuerpo monoclonal DBFB(ref. 84).

La posibilidad de que esta proteasa actúe in vivo todavia

queda por ser estudiada, ya que se ha planteado que estas
proteasas actuarian en un bolsillo tumoral degradando las

proteinas de la matriz extracelular, la cual es atravesada
por las células tumorales durante la metástasis (ref. 85).

Experimentos en el sentido de comprobar la acción de la

enzima secretada por parte de la linea MCP-7fueron llevados



a cabo por Capony et al.(ref. 86) mostrando la actividad

proteolitica de la misma sobre matriz extracelular de
endotelio bovino.

El análisis citogenético de la línea IIB-MEL-J reveló

diversas aberraciones comunes y no comunes asociadas a

melanoma humano. Se ha mostrado que estudiando células de

melanoma maligno de diferentes lesiones metastasicas del

mismo paciente y del tumor primario, las anormalidades

características del tumor primario aparecen en las
metástasis, siendo que en las metástasis aparecen además
nuevas alteraciones (ref. 87). Las alteraciones

características del tumor primario del melanomason en los

cromosomas 1 y 6, mientras que en las metástasis estan

ubicadas en los cromosomas 1, 6, y 7 (refs. 88,89). Los

estudios de cariotipo realizados muestran que los cromosomas

mas frecuentemente involucrados en rearreglos en la línea

IIB-MEL-Jcorrelaciona con los ya descriptos anteriormente

tanto en melanomasprimarios como en lesiones metastáticas.

Los rearreglos en el cromosoma 6 y en especial los

isocromosomas de tipo 6p han sido descriptos en varias

oportunidades. Se ha sugerido que los puntos de ruptura

cercano al MHC,que mapea en el 6p21, pueden contribuir a la

persistencia de este tumor y a las alteraciones que se

observan en los antígenos HLA, siendo conocido que las

células de melanoma expresan HLA-DR(refs. 90,91).



La expresión de oncogenes celulares no correlacionaría con

el fenotipo metastásisco en el melanoma maligno, aunque

Albino ha mostrado que el oncogen H-ras (cromosoma 11) es

importante en el desarrollo del melanoma.La actividad del

H-ras aparece como resultado mas que como causa de la

transformación, puesto que melanocitos transformados con el

oncogen poseen ciertas caracteristicas de células tumorales
como ser capacidad de crecimiento en agar e hiperdiploidia,

pero no otras como ser tumorigenicidad, independencia de
crecimiento en cultivo libre de factores de crecimiento y

expresión de antígenos relacionados con el melanoma (ref.

92). Nosotros no estudiamos ni posible amplificación de

oncogenes ni su expresión en esta linea. Se encontraron

pérdidas del cromosoma 6 y deleciones 6q21 donde está

localizado el oncogen MYB(ref. 93), sugiriendo que este

oncogen no es esencial para el desarrollo de la enfermedad

en este paciente.
Esta linea presenta cromosomas dobles diminutos como

manifestación de la amplificacion génica (ref. 94), y dado

que el paciente del cual se obtuvieron las celulas no

recibió terapia antes de retirar la lesión metastásica, lo
observado se puede deber a una manifestación espontánea de
mutación relacionada con la alta inestabilidad cromosómica.

Además, entre los cromosomas que están aumentados se

encuentra aquel que contiene el receptor del EGP,el cual

tiene su gen localizado en 7p13-q22 y 7p12-pter (ref. 95),



aunque su rol en el melanoma maligno todavia no es claro

(ref. 96). En nuestro caso, se puede especular que su

presencia está relacionada con la dependencia de las células

con el EGPpara salir de quiescencia.

El requerimiento de factores de crecimiento por parte de

la línea IIB-MEL-Jfue estudiado por nuestro laboratorio. Se

reserva el término factor de crecimiento para substancias

que estimulan el crecimiento pero no son nutrientes, los que
se definen comosubstancias que se usan dentro de la célula

como substratos metabólicos o cofactores. Gey y Thalhimer

fueron los primeros que mostraron que la insulina ayudaba a
mantener el crecimiento de las células in vitro. Se ha

mostrado que sobre fibroblastos humanos 40ng/ml de insulina

y an/ml de EGFinducen la iniciación de la síntesis de DNA.

Resultados similares se han visto en otros tipos celulares,
donde dichos factores de crecimiento inducen la

proliferación (ref.97).

En nuestro caso vimos que para poder sacar las células de

quiescencia se necesita la presencia de los factores de
crecimiento EGP,transferrina e insulina en conjunto con el
suero, aunque ellas pueden prescindir de dichos factores por

algún tiempo si es que se encuentran en crecimiento

exponencial. Esto sugiere que las células producirían sus

propios factores de crecimiento que las ayudan a crecer. Los

requerimientos de factores de crecimiento y suero en el

medio en que crece la linea IIB-MEL-J,obtenida a partir de



una metástasis pulmonar 24 meses después de extirpado el

tumor primario, contradicen los resultados obtenidos por
Kath et al.(ref. 98) y sugiere la presencia de formas

maduras de melanocitos dentro de las subpoblaciones que

presenta esta línea y que todavía son dependientes de la
acción de factores de crecimiento.

La línea de melanoma humano aquí descripta presenta una

heterogeneidad morfológicarelacionada con los tres estadios
de diferenciación del melanocito (ref. 99). Esa

heterogeneidad podria deberse a la presencia de varios
clones y/o a la existencia de varios grados de
diferenciación dentro de un solo clon. Las células tumorales

clonadas pueden ser inestables; por el contrario, el
comportamiento de líneas tumorales establecidas sin clonar

y, que por consiguiente tienen la diversidad parental del
tumor son mucho mas estables. Estas líneas "mezcladas"

pueden transmitir mucho mejor sus características de

comportamiento a sus descendientes y sucesivas generaciones

(ref. 16). La linea celular IIB-MEL-Jse mantiene en cultivo
sin clonar.

Hasta ahora gran parte del desarrollo y avance en el
estudio de esta enfermedad dependió de la pigmentación de

las células porque no hay marcadores adecuados. Diferentes

grupos han estudiado el tema de la diferenciación celular,



pero todos ellos se han basado en la morfología y

pigmentación como criterio de diferenciación, aunque los
datos no correlacionaran con la capacidad de proliferar. El

grupo de Houghton et aLCref. 21) ha planteado como

criterios de diferenciación: morfología, pigmentación y

actividad de tirosinasa. Hapreparado diferentes anticuerpos

monoclonales y estudiado la expresión de los antígenos que

presentan diferentes líneas celulares establecidas en su
laboratorio. Dichas lineas fueron obtenidas a partir de

clones separados y son homogéneas en cuanto a morfología y

capacidad de pigmentación. Se ha considerado que la célula

no pigmentada y con morfología epitelioide corresponde a un

tipo de célula indiferenciada o mejor dicho desdiferenciada

que presenta marcadores únicos, mientras que la célula con

morfología fibroblastoide y pigmentada sería diferenciada

expresando ¡narcadores que también están presentes en el

melanocito normal maduro. Sin entbargo, estos criterios no se

correlacionaron con la proliferación celular. En un trabajo
de Pezzuto (ref. 66) la actividad de tirosinasa no

correlacionó con la capacidad de proliferación, puesto que

líneas que tenían diferentes valores de actividad de la

enzima mostraron el mismo tiempo de duplicación in vitro y

la misma capacidad de generar tumor en ratones desnudos.

Nosotros estudiamos la capacidad de pigmentación por parte

de la línea IIB-MEL-Jy observamos que, aunque la línea es

amelanótica al microscopio óptico, es capaz de producir



melanina. Cuando la línea llega al estado estacionario la

melanina ya puede ser observada a simple vista y con una

simple tinción se evidencian las células que la acumulan.

Por otro lado, cuando la línea se diferencia con un agente
externo como ser la L-Tirosina no hay producción aumentada
de la melanina. Este último resultado contradice el criterio

utilizado hasta el momentocomoparámetro de diferenciación

del melanoma maligno.

Ha sido planteado por Bennet que la capacidad de
diferenciación de la línea celular de melanoma murino BióC3

corresponde a un modelo estocástico donde la célula se

encuentra originalmente en un estado indiferenciado del cual
puede pasar al estado diferenciado. En el estado

diferenciado ella seria capaz de producir melanina y, por

otro lado un inhibidor de la proliferación (ref. 23).

Células pigmentadas obtenidas a partir de la linea

amelanótica podian generar colonias no pigmentadas,

mostrando que habria dos progamas separados para la

proliferación y la pigmentación. Esta fue la primera vez en

que se sugirió que la producción de melanina podria ser un

evento separado de la capacidad proliferativa.
Las células antes de entrar en la fase S del ciclo celular

producen proteinas, algunas de las cuales son importantes
para hacer que las células vayan de Gi a S. Si estas

proteinas no se acumulan las células irían de de Gi a GO

(ref. 100). En el caso del melanoma maligno hay cada vez mas



evidencias que apoyan la hipótesis de que esta proteina no
seria la melanina (ref. 101).

En nuestro caso los resultados obtenidos indican que la

pigmentación no correlaciona con la capacidad de

proliferación del melanonm.Cuando ocurre la diferenciación

con un agente externo comoes la L-Tirosina, precursor de la

melanina, no hay producción aumentada de melanina. De esta

manera, se modifica el program para la división celular

pero se mantiene el programa para la producción de un
metabolito característico de la celula de melanomacomo es

la melanina. Así, entonces se puede decir que dichos

programs son independientes y que el agente externo solo
afecta el programa de proliferación en el tumor. En dos

condiciones de no crecimiento, comoser estado estacionario

y diferenciación por L-Tirosina, la línea se comporta de

modo diferente respecto de la capacidad de producir

melanina. Es interesante notar que las células de melanoma

no sintetizan la enzima tirosinasa en un medioque contiene

glucosa cuando se encuentran en estado estacionario, pero si
lo hacen si la glucosa es reemplazada por galactosa, o

galactosa es agregada al medio de cultivo. Por lo tanto,el

gen de la tirosinasa es activado o inactivado dependiendo
del tipo de azúcar que exista en el medio de cultivo (ref.

102).En nuestro caso es importante puntualizar que el medio

de cultivo fue suplementado con galactosa de tal forma que
las células serían capaces de sintetizar la enzima.



Estudios anteriores (ref. 103) han mostrado que células de

melanoma de hamster que son amelanóticas in vivo, al ser
transferidas a un frasco de cultivo en un medio similar al

que nosotros trabajamos, ven aumentada la actividad de

tirosinasa al principio. En los primeros dias se observa la

aparición de melanina como consecuencia de la presencia de

melanosomas, después de que se vuelven fuertemente

pigmentadas se despegan del frasco de cultivo y las células

despegadas no son capaces de proliferar. Las pocas celulas

que quedan pegadas dan lugar a lineas amelanóticas con una

baja cantidad de melanina en comparación con el cultivo

primario. Esta variabilidad de las células de melanoma de

hamster detectada solamente in vitro se atribuye a la
heterogeneidad preexistente en los tumores transplantados in
vivo en el hamster.

La posibilidad de correlacionar pigmentación con

proliferación resulta dificil frente a los resultados que se
encuentran en la literatura y nuestros propios resultados.
Se puede sugerir que la producción de melanina no guarda una

relación de causa o efecto con la proliferación celular.
De esta forma, nosotros decidimos introducir un nuevo

criterio como parámetro para la diferenciación celular del

melanoma, el mismo consistió en la capacidad de

proliferación. La linea celular IIB-MEL-Jposee un alto TLI,

comparado con los valores informados para el melanomahumano

(ref. 104), asi como un alto índice clonogénico y, estos



fueron los ensayos utilizados para estudiar la proliferación
de la misma.

En nuestro laboratorio se ha estudiado anteriormente la

diferenciación en tumor de mamahumano y se ha comprobado la

teoria que postula una probable célula madre o troncal como

responsable del crecimiento agresivo del tumor (ref. 28). La

célula madre o troncal se define operacionalmente como

aquella que es capaz de ser clonada y que puede crecer en

agar. Nosotros agregamos a esta definición que la célula

troncal también sería capaz de generar subpoblaciones mas

diferenciadas que ella, que formarían parte del tumor.

En otros tipos de tumores, comoser el carcinoma escamoso,

se ha comprobado la diferenciación celular en el tumor. A

ratas con tumor Lransplantado se les dió (aH)timidina y se

siguió la marca por autorradiografía, cuando se examinaron

los tumores dos horas despues de la inyección, la mayoría de

las células marcadas eran células indiferenciadas puesto que
tenían alta capacidad de proliferación; 96 horas después la

marca se ve en los queratinocitos, ellos serian las células

diferenciadas que derivaron de las células marcadas

inicialmente.Cuandose transplantaron dichos queratinocitos,
no fueron capaces de generar un tumor. Los queratinocitos

del tumor se diferencian a partir de las células

indiferenciadas, son postmitóticos y no tumorigénicos (ref.
105).



En nuestro estudio trabajamos en un principio con

metástasis ganglionares, y pudimos observar que ellas

estaban compuestas por varias subpoblaciones separables en
función de la densidad de flotación de las células que

contenían. Estas subpoblaciones eran heterogéneas en cuanto

a la expresión de la proteina 8100, aunque homogéneas en

cuanto a la presencia de citoqueratinas. La metástasis
pulmonar que dió lugar a la línea IIB-MEL-Jtambién contenía

subpoblaciones de diferentes densidades de flotación. Cuando

se estudió la capacidad de proliferación del tumor se
observó que la subpoblación III de esta metástasis se

marcaba preferencialmente con (3H)timidina, sugiriendo una

diferencia en cuanto a la capacidad de proliferación por
parte de las subpoblaciones entre si. Una vez establecida la

linea IIB-MEL-J observamos subpoblaciones de las mismas

densidades de flotación que en el tumor fresco. Ya no se

observaron diferencias en cuanto a1 TLI que poseían estas

subpoblaciones, aunque la subpoblación III era la que

contenía la mayor cantidad de células marcadas. Este

resultado se puede correlacionar con el hecho de que es esta

subpoblación la que se encuentra en mayor proporción en
cuanto al número de células en la linea en crecimiento

exponencial. Estas subpoblaciones fueron heterogéneas en

cuanto a la expresión de algunos marcadores y homogéneas en

cuanto a la expresión de otros. No podemos sacar ninguna

conclusión con respecto a este resultado, ya que como se



comentó anteriormente no hay un buen antígeno marcador para
la diferenciación celular en el melanoma, ni nosotros

tampoco pudimos reconocer alguno con los anticuerpos

monoclonales que obtuvimos.

Nuestra primera especulación fue que esta subpoblación III
contendria las células madres del tumor. Intentajnos

comprobar esta idea por dos aproximaciones diferentes.

Cuando trabajamos con la línea celular como un todo, en

crecimiento exponencial (desdiferenciada) se pueden separar
subpoblaciones con diferentes capacidades de proliferación.

La marca de timidina que se encuentra en la subpoblación III

pasa a las subpoblaciones II y IV a lo largo de una semana
de cultivo.

El otro estudio realizado con la línea comoun todo fue su

diferenciación con un agente externo. Se ha mostrado que
factores del medio ambiente afectan el crecimiento del

tumor. Cuando se inyectan células de melanoma en la piel de

un embrión, las células tumorales mueren (ref.106). El medio

condicionado de la piel del embrión disminuye el crecimiento

de la línea tumoral, y se postula que este efecto se debe a
que las células tumorales se diferencian. Los factores de

diferenciación serían responsables de frenar la
proliferación celular, pero no de producir la lisis celular,

por lo menos a una dosis dada. La dosis óptima de agente

diferenciante se define como aquella que causa máxima

inducción a la mínima toxicidad (ref. 107). Aparentemente el



agente diferenciante actuaria sin afectar la sintesis de
RNA,que sería fundamental para la transcripción de la
información asociada a la diferenciación. En nuestro caso el

agente externo fue la L-tirosina, que provocó que la línea
no creciera in vitro y perdiera la capacidad de crecer en

agar. La formación de colonias en agar es un ensayo que se

ha utilizado desde hace mucho tiempo para demostrar la

tumorigenicidad de un cultivo celular (ref. 108). Un

resultado negativo sugiere que el cultivo ensayado no es
tumorigenico y está formado por células diferenciadas

terminales . Podemos sugerir de esta forma, que la

L-Tirosina provoca la diferenciación de la línea celular

dado que frena su crecimiento y evita la formación de

colonias en agar.

Al estudiar el perfil- de las subpoblaciones que se

obtienen luego del tratamiento con L-Tirosina, se observa

que la subpoblación III disminuye drasticamente. Dado que

esta es la subpoblación que se marca preferencialmente con

un precursor del DNA, podría ser considerada como

responsable del frenado del crecimiento de la linea celular.

La disminución de la subpoblación III ocurre con un aumento

concomitante de las subpoblaciones I y II, lo cual puede ser

asumido comoque estas subpoblaciones contienen las células

mas diferenciadas. Esta presunción está avalada por los

estudios realizados con las subpoblaciones por separado, ya
que las subpoblaciones I y II tienen menor índice



clonogénico que las subpoblaciones III y IV. Se puede

atribuir el crecimiento en agar de las subpoblaciones I y II
a la reversibilidad en la diferenciación o a que las células

diferenciadas no terminales pueden crecer en agar.
Un resultado muyimportante fue el obtenido al realizar el

clonado por dilución limite de cada subpoblación. Solo la

subpoblación III pudo ser clonada a la densidad celular con

la que trabajamos, y ella generó el mismo patrón de

subpoblaciones que se observaron en la linea como un todo.

De esta manera, podemos decir que en la subpoblación III

se encuentran las células madres del tumor. Sin embargo, no

se puede asegurar que todas las células que existen en esta
subpoblación sean células troncales, ya que no todas las

células que bandean a la densidad de la subpoblacion III se

marcan con timidina ni tampoco todas generan colonias en

agar. Esto sugiere que las células madres están

impurificadas en la subpoblación III. Solo por clonado in

vitro (a dilución limite) se pueden obtener células
troncales puras.

En estudios anteriores se separaron las subpoblaciones de
un tumor de ratón Balb/cFC3Hy se observó la coexistencia de

dichas subpoblaciones dentro del tumor por prolongados

periodos (ref. 109), lo cual sugiere la existencia de

mecanismos que mantienen la heterogeneidad y que habria

fuerzas selectivas actuando con potenciales de crecimiento
diferentes.



Por otro lado, trabajando con la linea M3, se mostro que

las diferentes subpoblaciones que la componenno presentan
diferencias significativas en cuanto a su capacidad
metastatizante. Sin embargo, las subpoblaciones de menor

densidad (alrededor de 1,04g/ml) fueron menos tumorigénicas
(ref. 110).

Finalmente, por clonado, se pueden obtener diferentes
lineas celulares. Así se han obtenido líneas de melanoma

murino Bló-Fi al Bió-Fio (ref. 111); cada línea provendria

de un clon, y todas las lineas contendrian un solo tipo de

subpoblación. La mezcla de varios clones de melanoma murino

resultó en la estabilizacion de las propiedades metastásicas
del tumor. La naturaleza del mecanismode estabilización no

es clara, aunque se ha sugerido que señales célula-célula

pueden ser intercambiadas entre las poblaciones celulares.
Estos resultados sugieren que la comunicación célula-célula

puede ser uno de los procesos involucrados en estabilizar la

generación de la diversidad celular y ello puede explicar la

gran diversificación fenotipica existente cuando las células

se separan y se permite la proliferación de las mismas por

separado. Se ha propuesto que los mecanismosque producen la

inestabilidad celular del tumor y la diversificación celular

aseguran que los neoplasmas malignos contengan

subpoblaciones fenotipicamente heterogéneas.

La linea IIB-MEL-J estaria compuesta por varias



subpoblaciunes, que derivarían de las células madres que se

encuentran en la subpoblación III. Esta línea estaría

formada por un clon cuyas células troncales bandearian a .la

densidad de flotación de la subpoblación III, dado que solo

las células de esta subpoblación se marcan preferencialmente

con timidina y crecen cuando se clonan por dilución limite.

Las células que se encuentran en las otras subpoblaciones,

aunque son capaces de generar colonias en agar, no son

capaces de generar líneas y por lo tanto no se las podría
considerar clones diferentes.
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Durante el periodo de esta TESISse estableció una nueva

linea celular, que llamamos IIB-MEL-J(ref. 28).

Ella fue un buen modelopara estudiar diferenciación en el

melanomahumano. Por sus características pudo ser utilizada

para estudiar la heterogeneidad tumoral y pudimosdemostrar

por primera vez, la no correlación entre pigmentación y

proliferación celular (ref. 53).

Por otro lado, y no menos importante, pudimos mostrar la

existencia de una subpoblación que contiene las células
madres del tumor. Ellas tendrían alto indice de

proliferación y serian capaces de generar las otras
subpoblaciones que se encuentran en la linea. Deesta manera

se comprueba por primera vez para el melanoma la hipótesis

que plantea que todo tumor estaria formado por célula madre

y descendientes (ref. 108).

Finalmente, diferentes grupos han estudiado los marcadores

que presenta el melanoma humano y, varios anticuerpos

monoclonales han sido obtenidos contra los antígenos

tumorales. Nosotros produjimos un anticuerpo monoclonalque

reconoce un antígeno no descripto hasta hoy para el melanoma

maligno, que podría ser utilizado para el diagnóstico

diferencial de esta enfermedad (ref. 81). Apoyamos la

utilización de las citoqueratinas y la catepsina D (ref.

112) como marcadores tumorales, antígenos que solo

recientemente se comienzan a utilizar en el diagnóstico del
melanoma maligno.
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ABREVIATURAS

BPP: Azul de broma-fenol

BSA:Seroalbúmina bovina

DNA:Acido Desoxirribonucleico

DNAsa:Enzima cuyo sustrato es el DNA

DMSO:Dimetil-sulfóxido

DO:Densidad óptica

DOPA:Dihidroxifenilalanina

EDTA:Acido Etilendiaminotetraacético

EGF:Factor de crecimiento epidérmico

Fases del ciclo celular: Go, Gi, S.

FBS:Suero fetal bovino

HAT:Medio Hipoxantina-Aminopterina-Timidina (para ver su

composición ver ref. 41)

NP 40: Detergente

PBS:Solución tampón de fosfatos pH=7,4

PMSF:Inhibidor de proteasas
RNA:Acido ribonucleico

SDS:Dodecilsulfato de sodio

Tris-HCI: Solución tampón pH=8

TCA:Acido tricloroacético
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