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Resumen

Introduccioén

El estudio de las células madre como posible terapia para el tratamiento de distintas enfermedades es hoy en dia uno de los campos
de investigaci6n mas importantes.

La obtencién de células madre o células inmaduras (no diferenciadas) provenientes de distintos tejidos, tumores o lineas celulares
tumorales permite estudiar mejor la progresion tumoral e incluso en un futuro disefiar nuevas estrategias terap éuticas contra ciertos
tipos de cancer. Dentro del campo de investigacion de las células madre se esta comenzando a hablar de las células madre
tumorales, como aquellas células inmaduras que pueden rescatarse del tumor y que serian las responsables del origen y
mantenimiento del mismo. Asi se han definido ya las células BTSC (brain tumor stem cells) obtenidas de glioblastomas, y las “células
inmaduras neuronales” obtenidas de neuroblastomas.

La SAFFF es un método de separacion basado en los principios de la cromatografia. En funcién de las propiedades fisicas de las
células (tamafo, densidad y forma) esta técnica permite separar los distintos tipos celulares manteniendo integras sus cualidades y
su viabilidad, sin necesidad de marcar las células ni someterlas a ning Un tratamiento previo a la separacion.

Material

El estudio se llevo a cabo sobre la linea celular de neuroblastoma IMR-32. Esta |l inea celular fue obtenida originalmente a partir de un
neuroblastoma abdominal de un nifio de 13 meses. Morfolégicamente estd formada por dos tipos celulares diferentes: células con
morfologia neuroblasticas y células con morfologia fibroblastoidea.

Metodologia

- Separacion de las distintas subpoblaciones celulares mediante SdFFF.

- Marcaje por inmunohistoquimica para caracterizar las distintas fracciones celulares obtenidas tras SAFFF y verificar que se han
conseguido separar las células inmaduras de aquellas m as diferenciadas. Se utilizaron los marcadores celulares de inmadurez y
diferenciacion Fas y NCAM respectivamente.

- Marcaje por citometria de flujo de Fas y NCAM para confirmar los resultados obtenidos por inmunohistoqu imica.

Resultados

Se obtuvieron tres fracciones celulares diferentes, con las siguientes caracteristicas:

- Fraccion 1: células pequefias redondeadas que formaban aglomerados celulares, expresaban Fas y no NCAM, por lo que eran
células inmaduras.

- Fraccion 2: ambos tipos celulares.

- Fraccion 3: predominaban las células con morfologia fibroblastoidea, las cuales no expresaban Fas pero si NCAM, es decir, eran
células mas diferenciadas.

Conclusiones

1- La técnica de SAFFF nos permite obtener células inmaduras tumorales de origen neuronal.

2- Las células redondeadas inmaduras con morfologia neuroblasticas obtenidas en la fraccion 1 daban lugar a las células con
morfologia fibroblastoidea lo que sugiere que actuarian como células madre tumorales siendo las responsables del origen y
mantenimiento del tumor.
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Introduccion

El estudio de las células madre como posible terapia para el tratamiento de distintas enfermedades es hoy en dia uno de los campos
de investigacibn mas importantes.

La obtencién de células madre o células inmaduras (no diferenciadas) provenientes de distintos tejidos, tumores o lineas celulares
tumorales permite estudiar mejor la progresion tumoral e incluso en un futuro disefiar nuevas estrategias terap éuticas contra ciertos
tipos de cancer. Dentro del campo de investigacion de las células madre se esta comenzando a hablar de las células madre
tumorales, como aquellas células inmaduras que pueden rescatarse del tumor y que serian las responsables del origen y
mantenimiento del mismo. Asi se han definido ya las células BTSC (brain tumor stem cells) obtenidas de glioblastomas, y las “células
inmaduras neuronales” obtenidas de neuroblastomas (1-6).

La SAFFF (sedimentation field flow fractionation) es un método de separacioén similar a la cromatografia. Basandose en las
propiedades fisicas de las células (tamafio, densidad y forma) esta técnica permite separar los distintos tipos celulares manteniendo
integras sus cualidades y su viabilidad. El principio fundamental de esta t écnica consiste en una elucion diferencial de las células en
un liquido (fase m 6vil) que transcurre por un canal. Los distintos tipos celulares dependiendo de sus caracteristicas fisicas responden
de distinta manera a la aplicacién de una fuerza de gravedad mayor que la de la Tierra, aplicada esta perpendicularmente a la
direccion del flujo de la fase moévil. En funcién de esta respuesta las células migran a distintas velocidades a lo largo del canal y son
recogidas a distintos tiempos. De este modo las células mas pequefias y de mayor densidad salen en primer lugar, mientras que las
células de mayor tamafio y menor densidad son retenidas durante mas tiempo y salen las ultimas (7-10).

Material y Métodos

Material

El estudio se llevo a cabo sobre la linea celular de neuroblastoma IMR-32. Esta |l inea celular fue obtenida originalmente a partir de un
neuroblastoma abdominal de un nifio de 13 meses. Morfolégicamente estd formada por dos tipos celulares diferentes: células con
morfologia neuroblésticas y células con morfologia fibroblastoidea.

Metodologia

- Separacion de las distintas subpoblaciones celulares mediante SAFFF. Las condiciones de separacién fueron: 10g; 1,2 ml/min;
4.106 células.

- Marcaje por inmunohistoquimica para caracterizar las distintas fracciones celulares obtenidas tras SdFFF y verificar que se han
conseguido separar las células inmaduras de aquellas m as diferenciadas. Se utilizaron los marcadores celulares de inmadurez y
diferenciacién Fas y NCAM respectivamente.

- Marcaje por citometria de flujo de Fas y NCAM para confirmar los resultados obtenidos por inmunohistoqu imica.

Resultados

Se obtuvieron tres fracciones celulares diferentes, con las siguientes caracteristicas:

- Fraccion 1: células pequefias redondeadas que formaban aglomerados celulares, expresaban Fas y no NCAM, por lo que eran
células inmaduras.

- Fraccion 2: ambos tipos celulares.

- Fraccion 3: predominaban las células con morfolog ia fibroblastoidea, las cuales no expresaban Fas pero si NCAM, es decir, eran
células mas diferenciadas.
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Figura 1 - Linea celular obtenida a partir de una masa tumoral abdominal de un nifio de 13 meses. Caracteristicas : NB con algunas
zonas diferenciadas de apariencia « organoide » Amplificacion de MYCN, delecion del cromosoma 1p... Morfologia : 2 tipos celulares
difererentes: - Células esféricas, morfologia similar a la de los neuroblastos - Células fibroblasto ideas
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96 horas de cultivo tras FFF
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Figura 2 - Separacion celular mediante SAFFF. Se obtienen tres fracciones celulares diferentes: una de células redondeadas
neuroblastoideas, otra de células fibroblastoideas, y otra en la que se entremezclan los dos tipos celulares.
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Immunofluorescencia: marcaje N-CAM

Célula fibroblastoidea

Célula fibroblastoidea

Grupo de células neuroblastoideas

Figura 3 - Las células fibroblastoideas se muestran N-CAM +, mientras que las neuroblastoideas no expresan N-CAM.
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Immunofluorescencia: marcaje Fas

Grupo de células neuroblastoideas

Células fibroblastoideas

Figura 4 - El grupo de células neuroblastoideas se marcan positivamente con Fas, mientras que las células fibroblastoideas no

expresan Fas.

Conclusiones

1- La técnica de SAFFF nos permite obtener células inmaduras tumorales de origen neuronal.

2- Las células redondeadas inmaduras con morfologia neuroblasticas obtenidas en la fraccion 1 daban lugar a las células con
morfologia fibroblastoidea lo que sugiere que actuarian como células madre tumorales siendo las responsables del origen y
mantenimiento del tumor.
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