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The kinetic of release of the tissular polypeptide antigen (TPA) by MCF-7 cells syn­
chronised by sequential treatment with hydroxytamoxifen (OH-TAM) and 17P-estradiol has
been studied. The present findings confirm the proliferative effect of estradiol on MCF-7 cells,
with a shortening of the doubling time (Td) (22.2 h versus 24.8 h) and an increase in the
growing fraction (Fc) (94 % versus 81 %) when compared with the same paremeters measured
in cells rescued from OH-TAM but not treated with estradiol. In addition, the action of es­
tradiol was followed by a simultaneous increase in the amount of TPA in the culture medium
related with the phases G2/M and G| of the mitotic cycle. This phenomenon seems to be the
reason for the steplike shape of the TPA released curves. The experimental results suggest that
in MCF-7 cells the sequential combination of antiestrogenic agents and estrogens leads to a
cellular synchronization. Futhermore this synchronization is maintained for at least 3 cycles
of cell division.

Key words: MCF-7 cells, TPA release, Synchronization with tamoxifen, Rescue with
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Los efectos del tamoxifen© (TAM) so-
bre celulas hormonodependientes pueden
ser reversibles con estradiol o irreversibles
dependiendo del nivel de concentracion de 

* Trabajo realizado con una ayuda de investi-
gacion de la «Comisidn Asesora para la Investigacion
Cientifica y Tecnica (CAYCIT: PA85-0326).

** A quien debe dirigirse la correspondencia.

antiestrogeno utilizado (8). Los efectos re­
versibles se asocian con la acumulacion de
las celulas en la fase G0/Gj del ciclo mi-
totico. Los efectos irreversibles predomi-
nan a elevadas concentraciones de anties­
trogeno, por las que ejerce una accion ci-
totoxica que induce la muerte celular.
Existe, por ultimo, un tercer mecanismo 
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inhibitorio del crecimiento, que parece no
necesitar del concurso del receptor estro­
genico y que, aunaue no conduce a la ci-
tolisis celular, resulta irreversible al estra­
diol (11). Este hecho sugiere que ciertas
acciones del TAM pueden ser indepen-
dientes del caracter receptor estrogenico
positive o negative de la linea celular —o
el tumor clinico— sometida a tratamiento,
habiendose demostrado (5), sobre lineas
celulares con receptor estrogenico negati­
ve, que el TAM produce inhibicion del
crecimiento celular.

Estudios sobre cinetica del ciclo celular
en celulas MCF-7 han puesto de mani­
festo que, cuando los experimentos se ini-
cian con celulas selectivamente colectadas
en fase de mitosis (15, 16), la mayor parte
del cultivo (90-95 % respecto al total de
celulas) se encuentra en fase Gb 1 hora
despues de la seleccion mitotica. Pasadas
7 horas, las celulas empiezan a abandonar
este compartimiento y entran progresiva-
mente en fase de smtesis, alcanzando, en
fase S, un valor cercano al 80 % respecto
al total de celulas. La mayor parte ae los
elementos celulares ha completado la fase
de smtesis en un tiempo de 16 a 20 horas
despues de la seleccion. El periodo G2/M
finaliza 4-6 h mas tarde. El tiempo medio
de cada una de las fases del ciclo celular es
de 9, 9,3 y 3 horas para Gb S y G2/M,
respectivamente y 21,3 h es la duracion
media del tiempo necesario para que
transcurra un ciclo mitotico complete
(Tc) (14).

Junto a esta poblacion de celulas de ra-
pida cinetica, existe otra que no prolifera
o lo hace muy lentamente. La proporcion
de elementos de cinetica lenta en el con-
junto de la poblacion es del orden del
15 % (14).

La poblacion celular de MCF-7 sincro-
nizada con TAM es parcialmente sensible
a la accion del antiestrogeno cuando el
cultivo se encuentra justamente en fase Gj
(4 horas despues de M). El periodo de ma­
xima sensibilidad tiene una duracion com-
prendida entre 2 y 4 horas y fuera del mis­

Material y Metodos

Cultivos celulares. — Como modelo ex­
perimental de cancer de mama con carac- 

mo el TAM ejerce una accion minima. El
tiempo de transito por la fase Gi para la
subpoblacion celular de cinetica lenta se ha
estimado en torno a las 30 horas (12).
Cuando el antiestrogeno se ensaya a bajas
concentraciones induce una alteracion del
equilibrio de distribucion de las celulas
MCF-7 entre los compartimentos cineti-
cos lento y rapido, haciendo predominan-
te el numero de celulas con largo tiempo
de Gt (12). Como resultado de este pro-
ceso tiene lugar la inhibicion del creci­
miento celular y la acumulacion de celulas
en fase Gb Esta «sincronizacidn» es ma­
xima a los tres dias de tratamiento con
TAM (8).

En un trabajo anterior hemos estable-
cido que el antigeno polipeptidico tisular
(TPA), podia ser detectado por radio-in-
munoanalisis en el medio nutriente de los
cultivos de celulas MCF-7. Su nivel de
concentracion ha resultado estar directa-
mente relacionado con el numero de ele­
mentos celulares presentes en el cultivo y,
como consecuencia de la inhibicion del
crecimiento producida por el antiestroge-
no, los niveles de TPA en el medio nu­
triente resultan tambien inhibidos. El
TPA «marca», por tanto, el proceso de
proliferacion celular in vitro (7).

El tratamiento secuencial del cultivo de
celulas MCF-7 con OH-TAM 10-7 M du­
rante 72 horas, seguido del tratamiento
con 17£-estradiol 10-7 M despues, cons-
tituye un procedimiento experimental me-
diante el cual es posible demostrar el efec-
to proliferativo que ejerce el estradiol so­
bre los elementos celulares del cultivo (9,
17, 18)-

En este trabajo se estudia la cinetica de
liberacion del TPA en cultivos de celulas
MCF-7, cuyo crecimiento ha sido sincro-
nizado meaiante OH-TAM y 17,|3-estra-
diol.
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ter receptor estrogenico positive, se ha
utilizado la linea celular tumoral mamaria
MCF-7 establecida por Soule et al. (3,
10), a partir de una enferma postmeno-
pausica afecta de carcinoma ductal infil-
trante metastasico de mama.

La linea celular se ha cultivado en mo-
nocapa utilizando como medio nutriente
Minimo Medio Esencial con sales de Earle
(MEM), suplementado con 10 % de suero
de feto de ternera inactivado termicamente
(FCS) y antibioticos (penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml y gentamicina
40 pg/ml). Las condiciones experimentales
del cultivo han sido las habituales: atmos-
fera saturada de humedad con 5 % de
CO2 y 95 % de aire, a 37 °C.

La cuantificacion del numero de celulas
presentes en el cultivo se ha efectuado de-
terminado la cantidad de acido desoxirri-
bonucleico (DNA) mediante el metodo de
Burton (4).

Hormonas. — Como sustancia de ac-
cion antiestrogenica, para conseguir la sin-
cronizacion parcial del cultivo, se ha uti­
lizado hidroxitamoxifeno (OH-TAM)
(Ici-Farma) IO-7 M en MEM 4- FCS.

El rescate de la poblacion celular par-
cialmente sincronizada se ha realizado con
17,[3-estradiol (17(3-E2) (Sigma) 10-7 M en
MEM 4- FCS.

Liberation de TPA en cultivos de celulas
partialmente sincronizadas. — La concen-
tracion de antigeno polipeptidico tisular
presente en el medio de cultivo ha sido de-
terminada por radio-inmunoanalisis (San-
teg Medical).

Las celulas MCF-7 han sido tratadas
con OH-TAM 10~7 M durante 72 horas
para conseguir la inhibicion del crecimien-
to celular por bloqueo en la fase Gj del
ciclo mitotico (6, 9, 17). La eliminacion
del medio de cultivo que contiene OH-
TAM y su sustitucion por MEM 4- FCS
(grupo control) o MEM 4- FCS 4- 17,(3-
E2 (grupo estradiol) rescata a las celulas
MCF-7 sensibles al antiestrdgeno que, de 

forma simultanea, inician un nuevo ciclo
mitotico (17).

Las determinaciones analiticas de TPA
y DNA se han realizado a las 72 h de ini-
ciada la exposicion celular al OH-TAM
(punto inicial del experimento), y a las 24,
48 y 72 h siguientes al rescate.

La liberacion de TPA respecto a la fase
del ciclo celular en la poblacion MCF-7
previamente sincronizada se ha investiga-
do realizando determinaciones de este
antigeno cada 6 horas tras el rescate, hasta
completar las 72 h. El DNA se ha deter-
minado simultaneamente en los mismos
periodos de tiempo.

Resultados

Liberation de TPA por celulas MCF-7
partialmente sincronizadas. — El trata-
miento con OH-TAM IO-7 M durante 72
h, y el rescate de la poblacion celular
MCF-7 con 17(3-E2 o mediante simple
cambio de medio, permite estudiar la pro-
liferacion celular en condiciones proximas
al crecimiento sincronizado de todos los
elementos existentes en el cultivo. Los re­
sultados obtenidos del crecimiento celular
y de la liberacion de TPA al medio nu­
triente, se recogen en la tabla I.

Cinetica de liberation de TPA en celulas
MCF-7 partialmente sincronizadas. —

Tabla I. MCF-7: Proliferaci6n celular y liberacion
de TPA

Grupo Tiempo (h) DNA (pg) TPA (U)

Basal (*) 0 1.0 4,33

Control 24 2,1 ± 0.4 7,32
48 4.0 ± 0.8 10,37
72 7.6 ± 0.5 16,17

Estradiol 24 2,7 ± 0,5 7,32
48 5,7 ± 0,4 11,30
72 9,6 ± 0,4 21,65

(*) Inicio dal experimento.
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Los resultados del crecimiento celular y de
la liberacion de MCF-7 sometida a sincro-
nizacion con OH-TAM IO-7 M durante
72 h, y posteriormente rescatada con
MEM + FCS + 17(3-E2 IO-7 M, se ofre-
cen en las figuras 1 y 2, respectivamente.

De la transformacion semilogantmica

Fig. 1. Proliferation de MCF-7 tras sincronization
con OH-TAM y rescate con 17{i-estradiol.

Fig. 2. Liberation de TPA al medio de cultivo de
MCF-7 tras sincronization con OH-TAM y res­

cate con 17f-estradiol.

Fig. 3. Proliferation de MCF-7 tras sincronization
con OH-TAM.

de los datos de crecimiento celular (fig. 3),
es posible deducir los parametros que ca-
racterizan la cinetica de este proceso. La
ecuacion que liga la cantidad de DNA pre­
sente en el cultivo celular con el tiempo
[DNA f(t)], resulta ser para el grupo con­
trol:

In [DNA] = 1,03 + 0,67 • t (r = 0,999)

y, para el grupo estradiol

In [DNA] = 1,13 + 0,75 • t (r = 0,990)

Los tiempos de duplicacion (Td) obte-
nidos para uno y otro grupo han sido los
siguientes: 24,8 h (grupo control) y 22,2 h
(grupo estradiol). Ambos datos difieren
claramente del valor de 40,2 h, descrito
para celulas MCF-7 cultivadas en condi-
ciones estandar (18).

Calculando el valor teorico correspon-
diente a la fraccion de crecimiento (Fc) de
cada uno de los grupos estudiados (11),
obtenemos: 0,81 para el grupo control y
0,94 para el grupo estradiol.

Estos resultados demuestran que el
«rescate» de los elementos celulares de la
poblacion MCF-7 previamente tratados
con OH-TAM, ya sea utilizando MEM + 
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FCS (grupo control) o MEM + FCS +
17{3-E2 (grupo estradiol) es muy eficaz.

Discusion

El analisis de los resultados obtenidos
en este trabajo confirman que el estradiol
ejerce un efecto proliferativo neto sobre
los cultivos de celulas MCF-7 sincroni-
zados por la accion antiestrogenica del
OH-TAM (tabla I). Del estudio parece
deducirse que entre el grupo de celulas
tratado con 17P~E210~7 M y el grupo con­
trol, existen ciertas diferencias cuya com-
paracion estadistica (p < 0,02) permite
afirmar que el numero de celulas existen-
tes, a las 72 horas del cambio de medio, es
superior en el grupo tratado con 17(3-E2
que en el grupo control.

Por otra parte, las diferencias encontra-
das para el valor de Fc en este experiment©
respecto al dato de Fc obtenido en con-
diciones estandar (7) (Fc /MCF-7/ =
0,45) confirman las ideas de Sutherland
y Murphy (13) acerca de la accion de los
estrogenos sobre la cinetica del ciclo ce-
lular. Segun estos autores, las celulas hor-
monosensibles a la accion del estradiol in-
crementan su actividad proliferativa a tra-
ves de los mecanismos siguientes: 1) in-
crementando su fraccion de crecimiento
mediante el reclutamiento de las celulas
quiescentes de la poblacion, 2) acortando
el tiempo de duracion del ciclo celular por
via, fundamentalmente, de la reduccion de
la fase Gjj y 3) disminuyendo la muerte
celular.

La demostracion experimental de una
fraccion de crecimiento del 94 % para el
grupo tratado con 17{3-E2 y del 81 % para
el grupo control (no olvidemos la presen-
cia de esteroides enddgenos en el FCS <jue
se anade como suplemento) y la obtencion
de tiempos de duplicacion cercanos al del
ciclo (22,2 y 24,8 h para los grupos estra­
diol y control, respectivamente, y 21,3 h
para el Tc), constituyen, sin duda, una
fuerte evidencia en favor de la operativi- 

dad de, al menos, dos de los efectos an-
teriormente mencionados.

En la poblacion MCF-7 sincronizada
por la accion del OH-TAM, el 17(3-E2
exogeno adicionado al cultivo induce un
acortamiento suplementario del tiempo de
duplicacion (TD) (22,2 versus 24,8 h) y un
increment© discrete, pero real, de la rrac-
cion de crecimiento (94 % (rente a 81 %)
respecto a los observados en la poblacion
celular liberada de la influencia del OH-
TAM, pero no sometida a la accion del es­
tradiol exogeno. El increment© de la frac­
cion de crecimiento responde a la poten-
ciacion del mecanismo de reclutamiento
antes descrito. La disminucion del tiempo
de duplicacion celular observado resulta
ser simple consecuencia del increment© y
la progresion sincronizada de las celulas
integrantes de la fraccion de crecimiento
de la poblacion.

La figura 1 muestra el crecimiento de las
celulas MCF-7 sincronizadas con OH-
TAM. De su analisis se desprende que la
cantidad de DNA crece escalonadamente
con el tiempo. En efecto, es posible definir
tres ondas sucesivas que deben correspon-
der a tres ciclos de division celular com­
pletes. La fase de meseta que separa cada
una de las zonas de pendiente positiva de­
fine el interval© G2/M-G! del ciclo mito-
tico. Los resultados de este experiment©
demuestran tambien que el crecimiento
celular de la poblacion secuencialmente
tratada con OH-TAM y 17|3-E2 ocurre de
manera sincronica al menos durante los
tres primeros ciclos divisorios.

La demostracion de la presencia de TPA
en el medio de cultivo de las celulas so-
metidas a estudio (fig. 2) parece demos-
trativa de que el proceso de liberacion de
TPA, cuando las celulas progresan simul-
taneamente, tiene lugar en una fase con-
creta del ciclo mitotico. Elio da origen
probablemente, a la aparicion de escalones
sucesivos. Nuestros resultados confirman
los obtenidos por Bjorklund (2) al es-
tudiar la cinetica de liberacion de TPA al
cultivo de celulas HeLa. Se ha demostra- 
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do, en efecto, que la fase en la que tiene
lugar este proceso se inicia cuando las ce-
lulas han terminado la sintesis de DNA
(fase G2/M) y termina antes de que los ele-
mentos celulares comiencen a reduplicar el
material genetico (fase S). Por otra parte
el contenido intracelular de TPA alcanza
su nivel maximo cuando las celulas estan,
precisamente en fase M (1).

Resumen

Se estudia !a cinetica de liberacion del antigeno po-
lipeptidico tisular (TPA) en cultivos de celulas MCF-
7 sincronizadas mediante tratamiento secuencial con
OH-TAM y 170-estradiol. Los resultados confirman
el efecto proliferativo que ejerce el estradiol sobre la
poblacion celular tratada, demostrandose un acor-
tamiento del tiempo de duplicacion (TD) (22,2 h ver­
sus 24,8 h) y un incremento de la fraccion de creci-
miento (Fc) (94 % versus 81 %) respecto a los va-
lores obtenidos en la poblacion liberada de la in-
fluencia del OH-TAM, pero no sometida a la accion
del estradiol exogeno. La accion del estradiol se tra­
duce, asimismo, en un incremento de los niveles de
TPA en el medio de cultivo, particularmente en el
periodo correspondiente a las fases G2/M y Gt del
ciclo mitotico. Esto da origen, probablemente a la
aparicion de escalones sucesivos en las curvas. De
nuestros resultados experimentales se concluye que
la combinacion secuencial de antiestrogenos-estro-
genos sobre cultivos celulares hormonodependientes
da lugar a una poblacion que progresa sincronica-
mente a lo largo del ciclo vital y que este sincronismo
se mantiene, al menos durante tres ciclos mitoticos.

Palabras clave: Celulas MCF-7, Liberacion de TPA,
Sincronizacion con hidroxitamoxifeno, Rescate con

estradiol.
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