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RESUMEN: El cancer de mama es la principal causa de muerte debido al cancer en mujeres. La microscopia electrénica permite
establecer caracteristicas constitutivas de las células entre diferentes poblaciones celulares. Las células madre deadénmam ma
inmunofenotipo CD44alta/CD24baja son una poblacién de células intratumorales asociada a la quimioresistencia y metastasis, cuya
ultraestructura aun no ha sido bien estudiada. El objetivo de este trabajo fue conocer caracteristicas ultraestrudtliaslesnléodtipo
de células madre del cancer de la linea celular MDA-MB-436 de tumor mamario triple negativo comparandolas con célulgzosasire adi
Se utilizé microscopia electronica de barrido y de transmision. Previamente, mediante separacion inmunomagnética pasitila emple
anticuerpos anti CD44 y anti CD24 unidos a perlas magnéticas, se obtuvo una poblacion de células con fenotipo CD44alta/CD24baja
partir de 10x106 células de la linea MDA-MB-436, la cual igual que las células madre adiposas fue cultivada en cubreabjetospapia
electrénica de barrido; en tanto que para microscopia electrénica de transmisién se obtuvo un pellet de células, toegglsafgddehido
al 2,5 % y post fij6 con OsA %. Para microscopia Optica de alta resolucion se usé azul de toluidina como tincion. Luego de obtener el
fenotipo de células madre del cancer se corroboré su pluripotencia detectando la expresion de los genes Oct4 y nanofriR@Riante R
Nuestros resultados muestran que las células de este fenotipo son pequefias, redondeadas, recubiertas por microveltsitiesies abun
pero cortas; el citoplasma tiene organelas de secrecién celular y abundantes mitocondrias alargadas; el nlcleo es epagdtritzo oc
mitad del volumen celular, el nucléolo es voluminoso y la heterocromatina esta adosada a la membrana nuclear interiye @eeceinclu
inmunofenotipo celular estudiado es una sub poblacién celular dentro de la linea estudiada que difiere en tamafio wrdtbesiaict
células madre adiposas.

PALABAS CLAVE: Células madre del cancer; Ultraestructura; Cancer mamario.

INTRODUCCION

El cancer de mama es la causa mas comudn de muetteaestructura de células cancerigenas en cultivos, asi, Vic
relacionada al cancer en mujeres alrededor del muneal (1982) analizaron el efecto del estradiol y de 2 clases
(International Agency for Research on Cancer, 2012). e antiestrégenos en la morfologia de la linea celular MCF-
los sub tipos de este cancer el triple negativo comprendée/efle cancer mamario humano mediante microscopia elec-
15 % del cancer de mama invasivo y generalmente estd@nica de transmision y de barrido.
pobre pronéstico. Mucho se ha explorado los cambios fun-
cionales y de resistencia a drogas, mientras que los cambios En los Ultimos afios se han realizado estudios sobre
estructurales a nivel celular han sido poco estudiados (Aks bases moleculares de eventos en algunos procesos de
Bahlaniet al, 2017). células madre del cancer mamario mediante microscopia

electrénica de transmision (MET) (Kumetral, 2013; Fu

Estudios fundacionales del siglo pasado utilizaron ket al, 2014), sugiriendo utilizar nanoanticuerpos para la
microscopia electrénica para la evaluacién de limmunodeteccion de algunos marcadores (Kijagtkal,
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2017). En tanto que mediante microscopia electrénica den el fenotipo CD44alta/CD24baja, se realiz6 utilizando el
barrido (MEB) se puede evaluar la capacidad migratoriasgparador MACS Separator Starting kit (Miltenyi), aplican-
estrategias de migracion de células cancerigenas (Bozzddoel protocolo de separaciéon inmunomagnética recomen-
et al, 2015). dado por el fabricante del kit, que emplea perlas magnéticas
marcadas con monoclonales CD44 y CD24 y columnas MS
Por otro lado, se acepta que el perfil de marcador@diltenyi).
CD44+/CD24- de células madre del cancer (CMC) de mama,
poseen mayor tumorigenicidad y potencial metastasico (Al- El protocolo resumido, consiste en que luego de al-
Hajj et al, 2003; Kyung-Miret al,, 2016), siendo una bue- canzar el 70 % de confluencia se levantaron las células con
na opcion para obtener este tipo de células, las cuales, depsina al 0,025 % para centrifugarlas a 300 g, luego se
empefan un importante papel en la migracién de céluleentaron en un hemocitometro de Neubauer, hasta conse-
cancerosas y la adhesion de la matriz en respuesta aguit una cantidad de 107 células que exige el protocolo del
microambiente celular, mejorando asi la agregacion celujaoveedor del kit de separacion de células. Posteriormente
y el crecimiento celular (Aruffet al. 1990). se diluy6 el sedimento celular en 80 0 40 ml de tampdn por
107 de células totales, se agreg6 20 ml de MicroBeads CD44
Este trabajo es a nuestro conocimiento el primero e(Miltenyi) o 10 ml de CD24-Biotina, se mezcld e incubd
mostrar detalles de la estructura de las células cdmrante 15 minutos en la oscuridad 4Gl Se lavd y
inmunofenotipo de células madre del cancer mamario erentrifugd a 300 g para ser resuspendidas eplsB®solu-
pleando microscopia electrénica, separadas a partir de gt tampén. Para la separacion positiva de células CD24+,
linea celular de tumor mamario triple negativo, y ser conse agregé 20 ml de MicroBeads anti-Biotina (Miltenyi), se
paradas con células madre derivadas de tejido adiposo mezclé e incubé durante 15 minutos &4 Luego en am-
mano; lo que nos permitira a futuro realizar estudios basaless casos se pasa la muestra por la columna MS (Miltenyi)
en ensayos de quimiosensibilidad y quimioresistencia. adosada al separador MACS, eluyendo las células positivas
luego de retirar la columna del separador recogiendo las
células en un tubo de 15 mL, para finalmente luego de
MATERIAL Y METODO centrifugar a 300 g sembrar el pellet de células en placas
petri de 100x20 mm y expandir a 37 °C con 5 % dg CO

Linea celular. Se trabajo con la linea de célula de tumdRT-PCR. Las células con inmunfenotipo CD44alta/CD24baja

mamario comprada de ATCC (USA) denominada MDARego de expandirse en una placa Petri 100x20 mm se levanta-

MB-436, la cual es del tipo triple negativo y subtipaon mediante un raspador de células, contadas y depositadas

transcripcional Claudina-baja (Heisral, 2012). Se cul- en un criovial con una poblacion de 2kdiBueltas en RNAlater

tivaron en placas de cultivo de 6 pocitos (Corning), en méigma) y criopreservadas a “hasta su procesamiento. El

dio de cultivo DMEM (Sigma) suplementado con glucosprotocolo aplicado se basé en King (2010). Se utilizaron los

4,5 %, L- glutamina 4 Mm, 1 % de antibidticos (Merckprimers que se describen en el Tabla I.

Millipore), 1 % de aminoacidos esenciales (MEM. Sigma),

10 % de suero fetal bovino, insulina (Sigma) 0,01 mg/mlMicroscopia electronica:Las células con el fenotipo de cé-

16 mcg/ml de glutation (Sigma). lulas madre del cancer mamario triple negativo para MEB se
cultivaron en placas de 6 pocitos con laminas cubreobjetos

Células madre adiposas humanasSe trabaj6 con cultivo pre tratadas con poly-lysina y esterilizadas con UV, en cam-

primario del pasaje 2-5 de células criocongeladas a -170 #@) para MET se trabajé con el pellet de células. Fueron culti-

aisladas a partir de muestras de lipoaspirado humano, gadas en medio de cultivo DMEM (Sigma) suplementado con

en resumen el protocolo consistié en, someterlas a tratamisuero fetal bovino 10 %, penicilina/estreptomicina 1 %.

to con colagenasa tipo | 0,75 %, incubadas por dos horas a

37 °C, luego pasadas por filtros 10, centrifugadas a El procedimiento para MEB en resumen consistio

300 g/10 minutos, las células cultivadas en placas Petn queO los cultivos fueron fijados sobre cubre objetos,

100x20 mm (Corning), empleando medio de cultivo DMEMmpleando una solucién que contenia glutaraldehido al 2,5

(Sigma), 1 % de aminoacidos esenciales, con baja glucoss En buffer fosfato 0,1 M, pH 7,2 durante 30 minutos, lue-

mg/ml. Las células fueron expandidas en incubadora comyé de lavarlas con buffer fosfato para quitar el exceso de

% de CQa 37°Cy 90 % de humedad hasta que alcanzardijador fueron post fijadas con Os@l 1 % en agua

una confluencia de 70 %. bidestilada por 1 hora en campana extractora. Luego fueron
deshidratadas en una bateria de alcohol etilico de grado as-

Separacidon magnéticala separacién de células que tiecendente, desde 30 % hasta etanol absoluto, las muestras
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Tabla I. Primers utilizados para RT-PCR de los deshidratadas fueron secadas a punto critico en un deseca-

inmunofenotipos en estudio. dor modelo EMS 850 Electron Microscopy Sciences, luego
Gen Secuendia recubiertas con oro (sistema de recubrimiento sputter-coater,
OCT4H-F GGAGGAAGCTGACAACAATG SPI supplies), para finalmente ser examinadas y fotografia-
OCT4H-R CAGGCACCTCAGTTTGAATG das en un microscopio electronico de barrido FEI Inspect
NANOG-F ACT GTCTCT CCTCTTCCTTC S50 a 7.50 kV.
NANOG-R CCTGATTGTTCCAGGATTGG

GADP HH-F CAT CTT CCA GGA GCGAGA T
GADP HH-R TTT CTA GACGGCAGG TCA G
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Fig. 1. Cultivo primario de células madre adiposas humanas.
Microscopia electrénica de barrido (MEB), microscopia electrénica
de transmision (MET), microscopia 6ptica de alta resolucion
(MOAR). A) MEB células creciendo en monocapas se observa las
uniones entre células y filopodios. B) MEB se observa el ndcleo (N)
con 4 nucléolos(n). C) MEB células ovaladas muy voluminosas y
cubiertas de filopodios (F). D) MOAR se observan las células for-
mando empalizada con abundantes microvellos cortos, nucleos pro-
minentes con uno o mas nucléolos E) MET se observa una zona del
citoplasma de una célula madre adiposa con abundantes microvellos,
granulos de secrecion electrodensos y algunas cisternas de reticulo
endoplasmatico rugoso (RER).
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Para MET los cultivos fueron resuspendidos y corRESULTADOS
centrados por centrifugacion en tubos de microcentrifuga,
donde fueron fijados, lavados y post fijados como se descri-
bié para la microscopia electrénica de barrido, luego fuer@€lulas madre adiposas humanagl MEB las células cul-
deshidratados en una bateria de etanol de grado ascendértajas en cubreobjetos, crecen en monocapa adheridas al
finalizando con dos pasos de acetona, la infiltracion condastrato y entre ellas por uniones intercelulares o separadas
resina epoxi se realizd de la siguiente manera: mezclap® cortas distancias. Se caracterizan por formar colonias
acetonay resina Epon—Araldita (1:1), toda la noche; Acetorde células aplanadas, poligonales; algunas de superficie lisa
resina (1:2) 2 horas, resina pura dos horas (dos cambigsla mayoria con largos filopodios en los bordes celulares y
Todos Los cambios se realizaron centrifugando los tubnscrovellos muy cortas en la superficie. Estas células en su
tres minutos antes que se cumplan los tiempos recomenayoria son células de 3n de longitud (Fig. 1A y C),
dos para cada paso; las muestras ya infiltradas fuer@mmbién se encuentran células mas pequefias genl0
polimerizados en una estufa eléctrica 860 recubiertas de microvellosidades largas, ovaladas y adheri-

das al sustrato mediante filopodios (Fig. 1B). Al microsco-

Los tacos obtenidos fueron tallados y cortados en pio de luz con la técnica de MOAR se observan células cu-
ultramicrétomo con cuchillas de vidrio, los primeros cortegos tamafios oscilan entre 9 y|2®, en algunas zonas del
semifinos que sirvieron de guia para identificar las célul@ampo se las observa en empalizada con su superficie celu-
de los diferentes cultivos se hicieron airbde espesor, se lar muy vellosa, el nicleo ocupa gran volumen celular con
recogieron en una lamina portaobjetos y fueron tefiidos cpaquefios granulos de heterocromatina dispersos en el
azul de toluidina, estas muestras se analizaron y fotografiatcleoplasma y con dos o mas nucléolos (Fig. 1C). Algunos
ron empleando la microscopia Optica de alta resoluci@itoplasmas contienen muchos granulos de secrecién y go-
(MOAR) que nos permite observar al detalle células tas de lipidos, esta morfologia se corrobora con la MET,
organelas de varias células a la vez, sin necesidadvigualizando algunas cisternas de reticulo endoplasmatico
coloraciones especiales bajo el microscopio de luz. rugoso (Fig. 1-D).

Luego de la seleccion de la zona a detallar, se hicier@€lulas de inmunofenotipo CD 44+/CD24-Al MEB se
los cortes ultrafinos que fueron recogidas en rejillas de colmbserva que las células en su mayoria son esféricas, forman
de 300mesh. Los cortes fueron impregnados con acetatogiandes aglomeraciones de células altamente interconectadas
uranilo y citrato de plomo segun Reynolds (1963). Estos cantre ellas. Las células presentan en su superficie numero-
tes fueron analizados y fotografiados en un microscopio elesas microvellosidades cortos, numerosos “blebs” y algunos
tréonico de transmisid Modelo Tecnai, marca FEI. lamelipodios y filipodios bien definidos (Figs. 2 Ay B).

B

el mag spot. MV pressurne WD HFW S pm
ETD 14000 x 28 750 kV'7 9006 Torr 5.7 mm 21.3 pm CD44+/CD24-

Fig. 2. Grupo de células con inmunofenotipo CD44alta/CD24baja. A) MEB Vista panoramica, se observa las células forman-
do conglomerados. B) MEB A mayor aumento visualizamos dos células unidas, en sus superficies presentan numerosas
“bleds” (B) y microvellos (M) y un lamelipodio (L).
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Mediante la técnica de microscopia Optica de alta reeterocromatina esta adosada a la membrana nuclear inter-
solucion (MOAR), se ven células pequefias, pueden llegan@ Los granulos de secrecion se observan en casi todas las
medir hasta 1fim. Las células tienden a ser redondeadascglulas y en algunas son pequefios y muy densos. Toda la
tienen un nudcleo excéntrico, que ocupa casi la mitad d=lula esta rodeada de cortos pero abundantes microvellos
volumen celular, tienen prominente nucléolo y I4Figs. 3Ay B).

b . ke
Fig. 3. Células del inmunofenotipo CD44alta/CD24baja. MOAR en (A) y (B) se observan varias células con nlcleo
voluminoso, con uno 0 mas nucléolos prominentes y con pequefios granulos de secrecion.

by

Fig. 4. Células del inmunofenotipo CD44alta/CD24baja. MET En este microscopio se visualiza
la zona del Aparato de Golgi con pequefias vesiculas, mitocondrias alargadas y pequefios gra-
nulos de secrecién y rodeados de muchos microvellos cortos.

Mediante MET se confirma lo visualizado c¢ CD 24- CD 44+
la microscopia Optica de alta resolucion Se puss
observar en el citoplasma el aparato de Golg +ADDER  GADPH NANOG OCT4
mitocondrias alargadas. Los granulos de secre
son pequefios y electrodensos. Toda la célula
rodeada de cortos pero abundantes microvellos (
4By C).

Fig. 5. RT-PCR de las célu-
las CD44alta/CD24baja
para los marcadores
NANOG y OCT4.

células del inmunofenotipo CD44alta/CD24baja
presaban los genes de pluripotencia Oct4 y NAN

(Fig. 5).
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DISCUSION nor adhesion al sustrato lo que le permitiria una mayor ca-
pacidad de migracion. El gran tamafio del ndcleo y nucléolo
con respecto a la célula podria explicarse por la gran canti-

Con el propésito de tener un patron morfoldgico ddad de granulos electrodensos que se encuentran dentro de
células madre normales, estudiamos células madre adipdaasCMC y los excretados al medio externo que también se
de pasaje 2-5 aisladas y caracterizadas en nuestro laboragtaciona con las ampollas observadas por MEB en las célu-
rio, las que son de tamafio heterogéneo y crecen lanm esféricas de menor tamarfio.

monocapas formando colonias separadas por distancias cor-

tas. Similar a lo que describen otros autores, las células es- Por haberse obtenido a partir de linea celular no co-

tudiadas en este trabajo, tienen numerosas gotas de graszoeemos la region arquitectural del tumor de donde proce-

el citoplasma, en el nacleo tienen varios nucléolos y estda, sin embargo, otros estudios han mostrado que este
recubiertas por abundantes microvellosidades largas y ammunofenotipo CD44alta/CD24baja pertenece a células
heridas al sustrato mediante filipodios (Migbal, 2015), mesenquimales del tumor, las cuales son primariamente
fenotipo compatible a una fase de sintesis proteica. guiescentes y estan localizadas en el frente invasivo del tu-
mor en tanto que las luminales son proliferativas localiza-

Por otro lado, la ultraestructura mediante microscopéas mas centralmente del tumor y tienen otro inmunofenotipo
electrénica de barrido de las células con inmunofenotipo (ldu et al, 2014). Nosotros hemos mostrado en este trabajo
células madre del cancer mamario triple negativo que estie el linaje estudiado es adherente y por lo tanto con capa-
diamos en este trabajo, difieren de las células madre adiposidad migratoria e invasiva, caracteristica de las células
en su tamafio pues son mas pequefas llegando hasta 10metastasicas. Ademas, estudios primarios demostraron que
son esféricas con “blebs” en su superficie, se encuentiartransicion epitelial-mesenquimal, cualidad propia de las
aglomeradas, altamente interconectadas entre ellas, tienélulas madre, es clave en la invasién y metastasis del can-

multiples vellosidades cortas, pero poseen filipodios biaer (Maniet al, 2008).

definidos similar a las CMA.

Al respecto, Jineshkt al (2013) mostraron que las

Debemos resaltar que las células con inmunofenotigélulas cancerosas con caracteristicas apoptéticas sobrevi-

CD44alta/CD24baja estudiadas en este trabajo fueron obten al evocar un programa de emergencia, que implica la
nidas por inmunoseleccién magnética, corroborada fusion de ampollas apoptéticas para formar estructuras es-
pluripotencia por expresar los genes Oct4 y nanog mediaféecas que las llamaron ampollas-escudos (blebbishields en
RT-PCR, por la capacidad de inducir la formaciéon de tumaiglés), las células derivadas de estas, muestran heteroge-
res en ratones con inmunosupresion quimica, eran célut@sdad, propiedades de exportacién de tintes, quimio resis-
adherentes, a diferencia de otros estudios que utilizeencia y expresan marcadores de CMC. Por lo que podria-
mamoesferas en suspension (Ghaneaal, 2016). Este mos inferir que, al tener ampollas, las células estudiadas en
inmunofenotipo es atribuido a células madre del cancer, keste trabajo confirmarian una caracteristica mas de célula
cuales se encontrarian en la cima de la organizacion jemr@adre del cancer.

quica de la heterogeneidad del tumor (Broetkal., 2015).

Todas estas caracteristicas ultraestructurales nos lle-

Mientras que la técnica MOAR y MET nos permitiévan a concluir que las células de la linea MDA-MB-346 con
ratificar que estas células tienden a ser esféricas, tienenumunofenotipo de células madre del cancer mamario triple
nacleo excéntrico, que ocupa casi la mitad del volumen agegativo, son pequefias, el nicleo de mayor tamafio y ex-
lular, tienen prominente nucléolo y la heterocromatina esténtrico, sus nucléolos son prominentes, y estan recubiertas
adosada a la membrana nuclear interna. En el citoplasmalsecortos pero abundantes microvellos, caracteristicas que
observa una gran zona con organelas relacionadas coulifeeren de las células madre adiposas.

secrecién celular, aparato de Golgi y abundantes

mitocondrias alargadas. Los granulos de secrecion son B&ESCO, V. F.; ROJAS, M. N.; ENCISO, B. N.; CISNEROS,

quefios y electrodensos. Toda la célula esta rodeada de torC.; TEJERO, O. C.; ALFARO, Q. L. & ENCISO, G. J.
tos pero abundantes microvellos. Ultrastructure of the CD44 + / CD24- immunophenotype of a line

of triple negative breast cancer cellst. J. Morphol., 36(3)92-

Mediante microscopia electrénica de barrido y trans?—gg' 2018.

misién obsgrvamos en este estqdio, que las células del SUMMARY: Breast cancer is the leading cause of cancer
inmunofenotipo CD44alta/CD24baja de la linea MBA-MB<eaths in women. Electron microscopy allows establishing
436, las cuales se consideran células madre del cancer, éistitutive characteristics of cells between different cell
en su mayoria de menor tamafio, pudiendo indicar una npepulations. CD44 high / CD24 low mammary cancer stem cells
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are a population of intratumoral cells associated with W. & Spellman, P. T. Subtype and pathway specific responses to
chemoresistance and metastasis, whose ultrastructure has not yegnticancer compounds in breast canesc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,
been well studied. The objective of this work was to know the 109(8)2724-9, 2012.

ultrastructural characteristics of cells with cancer stem cefffténational Agency for Research on Cancer (ARG GLOBOCAN
Project. Cancer Incidence and Mortality Worldwidgon, International

phenotype, of the triple negatlve mammar_y tumor cell “r_]e MDA- Agency for Research on Cancer (IARC), 2012. Disponible en: http://
MB-436 436 using scanning and transmission electron microscopy, giohocan.iarc.fr

and to contrast them with adipose-derived mesenchymal stem cej|gesh, G. G.: Choi, W.: Shah, J. B.: Lee, E. K.: Willis, D. L. & Kamat, A.
Previously, by immunomagnetic purification using anti CD44 and M. Blebbishields, the emergency program for cancer stem cells: sphere
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