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RESUMEN

Desde el inicio de un cultivo celular, las células que lo conforman
atraviesan una serie de presiones de seleccién donde sobrevivirdn aquéllas que
logren adaptarse a las condiciones desde el sistema in vivo al sistema in vitro. La
mayoria de los cultivos celulares de vertebrados no progresan mas alla de un
namero finito de divisiones y entran en senescencia replicativa. En muchas
ocasiones, ya sea por induccién o espontdneamente, algunos cultivos celulares
pueden adquirir una serie de caracteristicas proliferativas anormales
(independencia de anclaje, pérdida de inhibicién de contacto, disminucién de la
limitacion de la densidad de crecimiento, entre otras) proceso denominado
transformacion celular el cual a menudo se puede correlacionar con la
tumorigenicidad.

El objetivo general del presente plan de investigaciéon es enunciar nuevos
conocimientos en el campo de la Biologia Celular y Molecular vinculados con la
transformacién celular in vitro acontecida en cultivos celulares provenientes de
células fetales de conejo (Oryctolagus cuniculus). El cultivo inicial se originé a
partir de células obtenidas de piel de la especie en cuestion mediante
disgregacion enzimaética. La linea celular originada a partir de este cultivo se
denominé JPCS:. Todos los estudios presentados en esta Tesis se realizaron
cada cinco SCs (subcultivos), entre el SC 5 al SC 25 y cada diez SCs desde el SC
30 al SC 50. Para evidenciar la inestabilidad genética los estudios se realizaron
tanto a nivel citogenético como molecular. A nivel citogenético se analizaron los

cambios en la frecuencia del nimero cromosémico como asi también la

| 7



Pilili, Juan Pablo | 2012

evolucion del cariotipo de la linea celular durante su mantenimiento entre el SC
5 al 50. A nivel molecular, se utiliz6 como marcador de inestabilidad genética
un conjunto de loci de microsatélites. Las caracteristicas del control de
crecimiento de la linea JPCS; fueron evaluadas mediante el analisis de las
curvas de crecimiento. En las mismas se obtuvo tanto el tiempo de duplicacién
poblacional media como la densidad limitante de proliferacion celular.
Asimismo, se realiz6 el estudio de curvas de crecimiento con independencia de
suero donde se obtuvo la pendiente de la curva de crecimiento y la capacidad
de proliferacion celular en ausencia de suero. Asimismo, también fue analizado
el crecimiento independiente de anclaje. Por ultimo, la capacidad de migracion
celular fue investigada mediante la técnica de la herida.

Los resultados de nuestras investigaciones llevados a cabo para dar
cumplimiento con los objetivos de la presente Tesis Doctoral demuestran que la
misma presenta inestabilidad cromosémica a partir del SC 10, previo a los
cambios en los pardmetros de crecimiento y migraciéon celular, evidenciando
una tendencia al aumento del nimero cromosémico (hiperdiploidizacién)
cambiando el nimero modal desde 44 a 46 cromosomas. A partir de ganancias
cromosdmicas, en primera instancia por una trisomia en el cromosoma 18 a
partir del SC 10 y en segunda instancia por trisomia en el cromosoma 6 a partir
del SC 20 y posteriormente por tetrasomia del mismo cromosoma en el SC 40.
Asimismo, la linea celular muestra un incremento en la frecuencia de la
deleciéon de 10p -del(10)(p13)- a partir del SC 30. A nivel molecular, los

resultados obtenidos demuestran que la linea JPCS; exhibe estabilidad genética
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del panel de microsatélites utilizados, sin encontrarse nuevos alelos para estos
marcadores ni desbalance de las variantes alélicas en los loci heterocigotas. En
cuanto a los parametros de crecimiento celular evaluados, la linea celular en
cuestion presenta un acortamiento del ciclo celular demostrando un cambio
abrupto entre los SCs 30 y 40, determinado por la disminucion del tiempo de
duplicaciéon poblacional. Asimismo, se pudo evidenciar la existencia de una
tendencia al aumento progresivo de la densidad limitante de la proliferacién
celular a medida que se incrementa el tiempo de cultivo, exhibiendo una
disminucién de la inhibicién por contacto. Por otra parte, en las etapas mas
avanzadas del mantenimiento esta linea JPCS1 se caracteriza por exhibir
crecimiento con independencia de las necesidades de factores de crecimiento,
ya sea por producciéon autécrina o por presentar algin mecanismo de
sefializacion intracelular alterado. La linea celular JPCS: no demostré
crecimiento con independencia de anclaje en ninguno de los SCs analizados.
Por dltimo la misma exhibié un aumento de la capacidad migratoria de las
células a partir del SC 25, tendencia que se acentta en el SC 40 demostrando
una disminucién de la inhibicién por contacto en concordancia con los ensayos
de proliferacion celular. A partir de los resultados obtenidos en las
investigaciones llevadas a cabo durante el desarrollo del presente trabajo de
Tesis Doctoral se ha puesto en evidencia, mediante los diferentes estudios
realizados que la linea celular JPCS; originada a partir de células de embriones
de Oryctolagus cuniculus luego de su mantenimiento en el sistema in vitro que el

cultivo celular se encuentra transformado en el SC 40 proceso que no ha
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terminado, y que la inestabilidad genética a nivel cromosémico es un evento

inicial del proceso de transformacion.
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ABSTRACT

From the beginning of a cell culture, cells go through a series of
pressures due to selection, and only those ones who can be adapted to the
environmental conditions of the new in vitro system will survive. The majority
of vertebrate cell cultures do not progress beyond a finite number of cell
divisions and they enter, then, into replicative senescence. On several occasions,
whether it is due to induction or it occurs spontaneously, some cell cultures can
acquire a series of abnormal proliferative characteristics (anchorage
independence, loss of contact inhibition, drop in the limitation of the growth
density, among others), a process known as cellular transformation to which a
correlation with tumorigenicity can be drawn.

The major aim of the present research plan is to set out new knowledge
in the field of Molecular and Cell Biology associated with cell transformation in
vitro in cell cultures derived from fetal rabbit cells (Oryctolagus cuniculus).
acquire knowledge connected to the in vitro cellular transformation process in
cell cultures derived from fetal rabbit cells. The initial culture was originated
from skin cells of Oryctolagus cuniculus through enzymatic digestion. The cell
line originated from this culture was designed as JPCS:. All the analysis
presented in this Ph.D. Thesis were performed every five subcultures (SCs),
between SC 5 and SC 25, and every ten SCs from SC 30 to SC 50. To analyze
genetic instability, studies were performed on both at cytogenetic as well as at
molecular levels. At the cytogenetic level, changes in the chromosomal number

frequency as well as the evolution of the karyotype features during its
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maintenance between SC 5 and SC 50 were analyzed. At the molecular level,
several loci of microsatellites were used as markers of genetic instability. The
characteristics of the growth control of JPSC; cell line were evaluated through
the analysis of growth curves. Results of the growth patterns showed both the
average population doubling time and the limiting density of cellular
proliferation. In addition, an analysis was performed on growth curves with
serum independence, which showed the slope of the growth curve and the
capacity of cellular proliferation in the absence of serum. Furthermore, the
anchorage independent growth was also analyzed. Finally, the capacity of
cellular migration was further tested by the scratch assay.

The current results presented in this Doctoral Thesis revealed that
chromosomal instability from SC10 is present, previous to those changes in the
parameters of growth and cellular migration, demonstrating then a tendency
towards an enhancement in the chromosomal number (hyperdiploidization),
changing the modal number from 44 to 46 chromosomes. Chromosomal gains
are present, first depicted by a trisomy of chromosome 18 from SC 10, then by a
trisomy of chromosome 6 from SC 20, and finally by a tetrasomy affecting the
latter in SC 40. In addition, the cell line shows a tendency towards deletion of
10p -del10(p13)- from SC 30 onwards. At the molecular cytogenetic level, the
results show that the JPSC; line presents genetic stability of the panel of
microsatellites assayed, without revealing new alleles for these markers or
imbalance in the allelic variants in the heterozygous loci. Regarding the

evaluated cellular growth parameters, the cell line presents a shortening of the
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cell-cycle proving an abrupt change between SCs 30 and 40, determined by the
drop of the population doubling time. Furthermore, the existence of a tendency
towards a progressive enhancement of the limiting density of the cell
proliferation as the culture time is increased was evident, showing a decrease in
contact inhibition. On the other hand, in the advance maintenance stages, the
JPSC; line is characterized by presenting growth independence of the growth
factors requirements, whether related to an autocrine production or to other
disregulated intracellular signaling mechanism is still unknown. The cell line
JPSC; did not present independent anchorage growth pattern at any of the SCs
analyzed. Finally, this line showed an increased cellular migratory capacity
starting from SC 25, tendency accentuated in the SC 40 wherein a drop in
contact inhibition in accordance with the test of cellular proliferation was
achieved. Taking into account the results of the analyses performed during the
development of this Doctoral Thesis it has become evident that the cell line
JPSC; originated from Oryctolagus cuniculus embryo cells after its maintenance
in in vitro system, at least during its first 50 SCs, was able to begin the
transformation process being the genetic instability at the chromosomal level
the first events required for such capacity, at least through the different

bioassays employed.
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ABREVIATURAS

A lo largo del texto del presente trabajo de Tesis Doctoral, aquellas
abreviaturas correspondientes a Instituciones internacionales han sido adoptadas en su
idioma original y no por su traduccion al espafiol.

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

ATCC: American Type Culture Collection

BrdU: Bromodeoxiuridina

CAM: Moléculas de adhesion celular

COz: Di6xido de carbono

dNTP: Dinucleotido trifosfato

DMSO: Dimetilsulf6xido

DMEM: Modificacién de Dulbecco del Medio Eagle
e.g.: Exempli gratia (por ejemplo)

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

EBV: virus Epstein-Barr

H>Oz: Peréxido de Hidrégeno

IGF-1: Factor de crecimiento simil insulina 1

KCI: Cloruro de Potasio

MgCla: Cloruro de magnesio

Nz2: Nitrégeno molecular

Na2EDTA: Acido etilendiaminotetraacético disédico
NCI: National Cancer Institute (Instituto Nacional del Cancer)
Oz: Oxigeno molecular

O,¢-: Radical superéxido

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

SBF: Suero bovino fetal

SC: Subcultivo
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1. INTRODUCCION

Fue el bidlogo francés Claude Bernard, a fines del siglo XIX, quien
proporciond las bases tedricas para crear un sistema artificial donde las células
o tejidos pudieran sobrevivir independientemente del organismo del cual
fueron extraidas.

El cultivo de células (o “cultivo de tejidos” como también se denomina)
no es una tarea sencilla y es considerado un acontecimiento poco frecuente e
impredecible, el cual pretende simular lo mas cercano posible las condiciones in
vivo (Paul, 1975).

El microambiente fisico-quimico necesario para mantener una célula en
cultivo resulta sobradamente complejo. Dentro de los factores intervinientes
podemos mencionar los medios de cultivos celulares ricos en nutrientes, los
factores de crecimiento, el tipo de sustrato disponible, la temperatura, la
atmosfera y la presencia de sueros homoélogos o heterélogos a la especie (Paul,
1975). El advenimiento de técnicas més sofisticadas permitié la incorporacion
de modificaciones que dieron lugar a medios mas apropiados lo cual hizo
posible la propagacién de células de tejidos normales o tumorales (Morgan y
Darling, 1993).

El cultivo celular ha alcanzado en el presente una posicién en la que su
objetivo es, con frecuencia, otorgar las condiciones existentes in vivo

permitiendo el crecimiento de las células eucariotas (Freshney, 2005). Las
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diferencias sustanciales intervinientes como limitantes de este fenémeno estan
centradas en las interacciones célula-célula y/o célula-matriz las cuales se ven
alteradas in vitro por existir una menor heterogeneidad de poblaciones celulares
y por una pérdida de la arquitectura tridimensional presentes en un tejido in
vivo, como asi también muchos de los factores tréficos u hormonales (Freshney,
2005). Dentro de esta problematica, podemos mencionar a modo de ejemplo lo
acontecido en los cultivos de células de tejido conjuntivo, como son fibroblastos,
donde en el estado in vivo se encuentran inmersos en una red estructural
compleja representada por una gran variedad de proteinas (glicoproteinas
multiadhesivas, fibras colagenas, reticulares y eldsticas), proteoglicanos y
glicosaminoglicanos, denominada matriz extracelular, ademds, de estar en
contacto con otras poblaciones celulares con las que interacttia a través de
sefiales quimicas (Ross y Pawlina, 2007). Por otra parte, en las condiciones de
cultivo in vitro son sobradamente distintas donde las superficies disponibles se
hallan constituidas por diferentes materiales (vidrio, plasticos, etc.), a veces
tratadas con fibronectina, laminina (Niewiarowski y col., 1972) o matrices
colagenas (Yang y col., 1979), para hacerlas mas apropiadas al crecimiento y
mantenimiento celular. A pesar de todos los empefios posibles, los sistemas
artificiales no pueden reemplazar la complejidad existente in vivo, marcando
una notable diferencia con las células bacterianas que pueden ser cultivadas con
mayor facilidad.

Freshney (2005) afirma que la influencia del entorno sobre el cultivo

celular se manifiesta a través de 5 rutas: 1) la naturaleza del sustrato en el que
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crecen las células, 2) el grado de contacto con otras células, 3) las propiedades
fisico-quimicas del medio de cultivo, 4) la constitucién de la fase gaseosa y 5) la
temperatura de incubacion. Una vez alcanzadas estas condiciones se puede
modelizar el estado in vivo permitiendo el crecimiento en cultivo de células
normales o tumorales. En la actualidad, pueden cultivarse en el laboratorio
células de una amplia gama de tejidos y organismos con propositos diferentes.
En un principio los modelos de estudio se orientaron a las propias células en las
condiciones mencionadas: cémo crecen, qué necesitan para lograr un
crecimiento exitoso, como y cuando dejan de hacerlo, etc. Este tipo de anélisis
todavia tiene hoy un amplio interés cientifico que involucra el estudio de la

bioquimica celular como también la alteraciéon de la misma.

1.1.  Inicio de un cultivo celular

Por lo general, un cultivo celular puede derivar como consecuencia de la
migraciéon de células desde una biopsia o por la dispersién mecénica o
enzimdtica del mismo, estableciéndose asi un cultivo primario de células
(Parker, 1961).

Dependiendo de la técnica empleada para la obtenciéon del cultivo
primario, la seleccion de células es diferente. Si el cultivo es iniciado a partir de
una biopsia, s6lo aquellas células con capacidad de migrar desde la misma
constituirdn la poblacién celular del cultivo primario. Por otra parte, si el
cultivo es iniciado mediante alguna técnica de disgregacion, sélo aquellas

células que sobrevivan a la dispersion enzimética o fisica y logren adherirse al
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nuevo sustrato otorgado constituirdn el cultivo primario (Freshney, 2005). Si el
cultivo se mantiene por mas de unas horas o dias se producird un siguiente
paso de seleccion, donde s6lo permanecerdn aquellas células capaces de
proliferar. Asimismo otros tipos celulares podrdn permanecer quiescentes sin
capacidad de multiplicacién durante algin tiempo para luego iniciar un camino
de muerte celular. Otros en cambio no seran capaces de sobrevivir en las
condiciones particulares ofrecidas en el cultivo y su desaparicion serd casi
inmediata (Paul, 1975). De esta forma, la proporciéon relativa de cada tipo
celular fluctuara hasta lograr cubrir toda la superficie otorgada para el
crecimiento del cultivo celular. Tanto los cambios en las poblaciones celulares,
como asi también la adaptacion al nuevo sistema ocurren continuamente a lo
largo de la vida del cultivo celular, haciendo dificil seleccionar un periodo
durante el cual pueda ser considerado como homogéneo o estable (Freshney,
2005).

Algunos aspectos de la funcién especializada de diferentes linajes
celulares se expresan preferentemente con mayor frecuencia en el cultivo
primario. En esta etapa, el cultivo mostrard una morfologia y bioquimica
semejante al tejido de origen (Freshney, 2005).

Alcanzada la confluencia del cultivo primario (es decir, la superficie de
crecimiento disponible es cubierta en su totalidad por la poblacién celular) el
mismo debe ser subcultivado, lo cual involucra la dispersion quimica o
mecénica de las células del recipiente original y su posterior propagacién en

nuevos dispositivos de cultivo, manteniendo una tasa de subcultivaciéon
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apropiada (Morgan y Darling, 1993). A partir de aqui el cultivo pasa a constituir
una linea celular, la cual puede ser subcultivada reiteradas veces (Morgan y
Darling, 1993). Con cada SC se ira seleccionando el componente celular de la
poblacién con una tasa de proliferacion mayor, y aquellas células con una
menor tasa se iran perdiendo durante los sucesivos SCs. La seleccion de las
poblaciones celulares no s6lo estd dada por las diferencias intrinsecas de las
células sino ademas por las presiones de seleccién que operan sobre el cultivo
dentro de las cuales se pueden citar los traumas fisico-quimicos ejercidos

durante el SE-mantenimiento (Freshney, 2005).

Usualmente la morfologia que una célula adopta en cultivo en
confluencia in wvitro sigue principalmente dos patrones, fibrobldstica o
epitelioide. No obstante, la morfologia adoptada es independiente del tipo
celular que le dio origen. Cuando se hace referencia a la denominacion
fibroblastica o fibroblastoide, ésta indica que las células presentan una
morfologia cuya longitud es al menos dos veces mayor a su ancho. Mientras
que la denominacién epitelioide indica una morfologia adoptada en cultivo
donde las dimensiones son regulares, presentando una morfologia poligonal.
Cabe mencionar que existen varias excepciones, como por ejemplo los cultivos

de neuronas que exhiben una morfologia estrellada, entre otras.

1.2.  Evolucién de las lineas celulares
Durante el mantenimiento del cultivo celular y el concomitante aumento

del ntmero de SCs, éste se vuelve mds estable y se caracteriza por estar
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compuesto por una poblacién celular con una mayor capacidad proliferativa,
como asi también presentar una mayor resistencia a las metodologias de cultivo
que involucren un estrés fisico y quimico (Paul, 1975).

No todas las lineas celulares pueden dar lugar a lineas celulares
continuas, algunas fracasan durante el mantenimiento, e inician un periodo de
senescencia celular (ver inciso 1.2.1) durante periodos variables hasta alcanzar
la muerte celular (Fig. 1). La capacidad de una linea celular para crecer
continuamente refleja probablemente su inestabilidad genética, permitiendo la
seleccion posterior de subpoblaciones celulares, la que menudo implica la

eliminacién o la mutacién en genes relacionados con el ciclo y division celular

(Freshney, 2005).

1.2.1. Senescencia celular

El concepto de senescencia celular se originé a partir de estudios
realizados a principios de la década del 60, llevados a cabo por Hayflick y
Moorhead (1961), en el Instituto Wistar de Filadelfia en los EE.UU. En las
experiencias realizadas por estos investigadores utilizaron fibroblastos
obtenidos a partir de fetos humanos abortados, cultivados in vitro. Dichas
células, después de alcanzar un ntmero concreto de divisiones, comenzaban a
sufrir una serie de cambios morfologicos, aumentaban su tamafio y se
aplanaban. Asimismo, su capacidad para dividirse declinaba progresivamente
hasta cesar completamente su proliferacion alcanzadas las 50 divisiones

poblacionales. Este evento demostré ser irreversible, es decir los factores de
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crecimiento no pudieron continuar estimulando a las células para entrar en

division.
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Fig. 1. El eje de las ordenadas (y) representa el crecimiento celular total en escala

logaritmica (suponiendo que no hay reduccién en cada SC) para un cultivo celular

hipotético. El eje de las abscisas (x) representa el tiempo en cultivo en escala lineal.

Tanto la transformacién como la senescencia pueden ocurrir en cualquier momento

del cultivo celular (modificado de Hayflick y Moorhead (1961)).

Dicho fenémeno se repitié en todas sus experiencias y lo denominaron
“senescencia replicativa”, la cual implica una capacidad limitada de las células
para poder continuar dividiéndose. Algunos autores también han denominado

este fendmeno como “el limite de Hayflick” en honor a uno de sus

descubridores.
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1.2.1.1. Caracteristicas de las células senescentes

En la actualidad hay un exhaustivo cuerpo teérico para explicar el
fenémeno de la senescencia celular y sus implicancias. Muchas de las
investigaciones estdn orientadas en demostrar marcadores de senescencia, de
los cuales el mas obvio es la detenciéon del crecimiento de manera irreversible
(Cristofalo y Sharf, 1973). Otros marcadores ampliamente utilizados son los
cambios morfologicos acontecidos en las células senescentes. Entre los mas
caracteristicos podemos mencionar: aumento del tamafno celular, aumento del
tamafio nuclear y nucleolar, un aparato de Golgi prominente, aumento del
namero de vacuolas en el reticulo endoplasmatico, aumento del namero de
vesiculas lisosomales, aumento del niimero de microfilamentos citoplasmaticos,
como también un aumento en el nimero de células multinucleadas (Cristofalo y
Pignolo, 1993).

Las células senescentes parecen exhibir una mayor sensibilidad al
contacto célula-célula (Cristofalo y Pignolo, 1993), lo que reduce los niveles de
densidad celular en la confluencia del cultivo (Cristofalo, 1988). Aunque la
sintesis de macromoléculas disminuye con el aumento del tiempo en cultivo,
aumenta el contenido intracelular de ARN y proteinas. El aumento de estas
macromoléculas se debe a niveles reducidos de degradacién proteica por el
sistema de proteosomas, a una disminucién en el recambio de ARN, como
también a un desacople del crecimiento y de la divisién celular (Phipps y col.,

2007).
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Otros marcadores bioquimicos que podrian ayudar a identificar las
células senescentes en cultivo son los cambios generados en la produccién de
IGF-1, EGF, c-fos y la actividad de la enzima [3-galactosidasa. El IGF-1 es
producido por muchos tipos celulares y desempefia un papel importante en la
regulacion de la proliferacion. Ferber y col. (1993) demostraron que la
producciéon del ARNm de IGF-1 resulta indetectable en células senescentes.
Otro marcador biolégico regulado de manera diferencial en las células
senescentes es el EGF. La sefializacién de este factor se reduce en fibroblastos
humanos diploides senescentes “corriente abajo” del enlace de receptor. Carlin
y col. (1994 ) compararon la actividad proteolitica contra los receptores de EGF
de lisados de células pre-senescentes y senescentes de la linea celular WI-38,
donde demostraron la escisién del receptor de EGF por una proteasa presente
exclusivamente en las células senescentes. La ausencia de la expresion del
protooncogen c-fos inducia la senescencia en la linea celular establecida WI-38,
este fendmeno fue demostrado por Seshadri y Campisi (1990).

La tincién de la B-galactosidasa es una técnica para distinguir células
senescentes in situ y ha sido utilizada en muchos estudios para determinar la
cantidad de células senescentes en cultivo celular (Dimri y col., 1995; Stenderup
y col., 2003; Alexander y col., 2004). Esta enzima es una hidrolasa lisosomal la
cual normalmente actta a pH 4, pero en células senescentes a menudo se
encuentra activa a un pH 6. Durante el mantenimiento de un cultivo de
tfibroblastos humanos el porcentaje de células positivas para la tincion de la

enzima aumenta con el namero de duplicaciones poblacionales hasta hacerse
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maxima en la senescencia (Dimri y col., 1995). Este aumento en la tincién se debe
a un incremento en el namero de lisosomas y al aumento de la actividad de los

mismos (Kurz y col., 2000).

1.2.1.2. Teorias de senescencia celular
Un gran ntmero de teorias han sido generadas a través de los afios para
poder explicar el fendmeno de la senescencia celular. De manera sintética se

expondran brevemente algunas de las mismas:

Teoria de la catastrofe:

Una teorfa actualmente controvertida enunciada por Orgel (1963)
propone que en aquellas células senescentes durante la sintesis de proteinas se
va produciendo una acumulacién exponencial de errores traduccionales a lo
largo del tiempo y estos conducen a una “catastrofe” de la homeostasis celular,
como consecuencia inevitable de dos fenémenos: a) la transferencia de
informaciéon del ADN al ARN no ocurre siempre con absoluta fidelidad, y en
adicion b) las proteinas producidas a partir de ARN con baja fidelidad estan
involucradas en este proceso de transferencia de informacién; de tal manera,
una minima proporcioén de sintesis de proteinas aberrantes involucradas en la
transcripcion y en la traduccion (ARN polimerasas, aminoacil ARNt sintetasas,
proteinas ribosémicas), inducen de forma progresiva y continua un aumento
cada vez mayor de proteinas aberrantes. La acumulacién de errores conduce a

una inestabilidad homeostéatica al superar la capacidad de reparaciéon y de
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eliminacién de proteinas anormales. Sin embargo, resultados actuales sefialan
como responsables de las alteraciones proteicas a algunas modificaciones
postraduccionales como son la glicosilacion no enzimatica (Monnier, 1990), la
accion de radicales libres (Sohal y col., 1993), entre otros fenémenos manifiestos
y no asi a los errores adjudicados por Orgel (1963) durante la traduccion
proteica. Por otra parte, la fidelidad de la sintesis de proteinas en las células
senescentes no es significativamente distinta a la encontrada en células

normales.

Teoria del acortamiento de las secuencias teloméricas:

En experiencias posteriores a las de Hayflick y Moorhead (1961), Harley
y col. (1990) vincularon la limitada capacidad de proliferacion con el
acortamiento progresivo de las secuencias teloméricas de las células durante su
mantenimiento in vitro. Estas secuencias de los extremos de los cromosomas no
se replican del mismo modo que el resto del genoma, son afiadidas
posteriormente por un complejo enzimatico denominado telomerasa (Holt y
col., 1997). La mayoria de las células humanas, salvo algunas excepciones como
por ejemplo las células madre, no presentan actividad de la telomerasa. Harley
y col. (1990) demostraron que el tamafio de los telémeros disminuia de 2 Kb a 4
Kb con la apariciéon de la senescencia durante el mantenimiento de los
tibroblastos humanos.

Otros datos experimentales también soportan esta teoria; la mayoria de

las lineas celulares inmortales como las células cancerosas expresan actividad
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de la telomerasa (Kim y col., 1994); la inhibicién experimental de la actividad de
ésta puede inducir un fenotipo senescente en células cancerosas (Herbert y col.,
1999), dicho fenémeno se ha visto también en células eucariotas de ascomicetes
como son las levaduras (Lundblad y Szostak, 1989).

Se han comunicado varias excepciones a la relacién entre el acortamiento
telomérico y la induccion de la senescencia celular. Entre las mismas podemos
citar: a los queratinocitos orales humanos cultivados in vitro donde la
disminucién del potencial de proliferacion estd asociado a la pérdida de
actividad de la telomerasa pero sin acortamiento de los telémeros (Kang y col.,
1998; Kang y col., 2004); en los leiomiomas acontece un fenémeno similar donde
el tamafio telomérico no limita el potencial de crecimiento (Rogalla y col., 1995;
Bonatz y col., 1998; Patton y col., 2006), otra excepcién la constituye el Orden
Rodentia (Clase Mammalia, Superorden Euarchontoglires) donde se conoce la
existencia de una coevolucién inversa entre la masa corporal y la expresiéon de
la telomerasa en algunos tejidos. Se ha demostrado que las especies de pequefio
tamafio corporal presentan actividad de la telomerasa en ciertos 6rganos
incluyendo piel y pulmén (Seluanov y col., 2007; Seluanov y col., 2008;
Gorbunova y Seluanov, 2009). Para algunos autores, los resultados obtenidos
sobre la relacion entre los telémeros y senescencia celular no es el final de la

historia (Herbig y Sedivy, 2006).

Teoria de la senescencia inducida por estrés:
Las células in vivo estan expuestas a condiciones bioquimicas las cuales

resultan imposibles de reproducir en su totalidad en un sistema in vitro. Uno de
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los parametros criticos lo constituye el nivel de concentracion de oxigeno en los
cultivos celulares. Normalmente se encuentran expuestos a concentraciones del
20%, estos valores son mucho maés altos respecto a condiciones fisiologicas
donde alcanzan solamente un 3% (Rubin, 1997). El mantenimiento de los
fibroblastos humanos en una concentracién de Oz entre un 1,5 a un 3% retrasa la
aparicion de la senescencia replicativa en comparaciéon con las células
cultivadas en una atmoésfera del 20% (Poulios y col., 2007). Cuando las células
son cultivadas en concentraciones de O; mds cercanas a las fisioldgicas se
observa un mayor ntimero de duplicaciones poblacionales (Chen y col., 1995 ).
En contraste a lo expuesto, cuando las células son cultivadas a concentraciones
de un 20 a un 50% se observa mas tempranamente el fenémeno de la
senescencia celular, alcanzando menores duplicaciones poblacionales (von
Zglinicki y col., 1995 ). Este efecto, ya sea por las concentraciones de Oz, como
por otros factores estresantes para las células en cultivo parece inducir la
senescencia celular (von Zglinicki y col., 1995 ; Toussaint y col., 2002). En el taller
de Geronotologia Molecular y Celular llevado a cabo en Suiza en 1999 luego de
profundas deliberaciones, se acuné el concepto de senescencia prematura
inducida por estrés (Brack y col., 2000).

Ademas del Oy, otras fuentes pueden generar dafio oxidativo como es el
radical superéxido (O:¢-) producto del metabolismo celular o el tert-
butilhidroperéxido (Dumont y col., 2000). Asimismo, existen otros factores

estresantes como el etanol, las radiaciones ionizantes y drogas como la

| 27



Pilili, Juan Pablo | 2012

mitomicina C las cuales se hallan entre los inductores de la senescencia

prematura inducida por estrés (Toussaint y col., 2002).

Teoria de la diferenciacién celular:

En las etapas avanzadas de diferenciaciéon celular muchos tipos de
células in vivo pierden la capacidad de multiplicarse, como acontece en la
diferenciacién terminal de queratinocitos, enterocitos, neuronas y células
musculares cardiacas (Ross y Pawlina, 2007). En 1974 Martin y col. (1974)
propusieron que el limite en el nimero de divisiones celulares alcanzado por
los fibroblastos humanos en cultivo representaba una diferenciacion terminal y
no la senescencia de las mismas. Los autores arribaron a estas conclusiones
apoyados sobre cambios morfolégicos y funcionales acontecidos en las células,
como fueron el tamafio de las mismas; la morfologia “epitelioide” adoptada en
las etapas finales del cultivo, la adquisicién de capacidad fagocitica, asi como la
pérdida de la capacidad replicativa. Dichos investigadores sugirieron que los
fibroblastos iniciales se diferenciaron a macréfagos, resultando de un proceso
epigenético de atenuacion clonal del crecimiento (Martin y col., 1974).

Muchos investigadores adhieren a esta teoria, uno de los mas
importantes es Bayreuther (1992), quien propone a los fibroblastos como un
sistema de células madre donde define una secuencia de 11 estados de
diferenciacién, divididas en 5 compartimientos dentro de este sistema. Los 11
estados fueron individualizados en base a caracteristicas morfolégicas y

bioquimicas. La secuencia establecida por este autor es: a) el primer
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compartimento es el de las células madre donde establece 3 estados de
diferenciacién, denominados S1, S2 y S3; b) el segundo compartimiento es el de
tibroblastos progenitores, en este compartimiento las células tienen capacidad
replicativa, y establece una secuencia de 3 estados de diferenciacion,
denominados MF I, MF II Y MF III; c) el tercer compartimiento es el de
tibroblastos en maduraciéon donde las células pierden la capacidad replicativa y
establece 5 estados secuenciales de diferenciacion, denominados PMF IV, PMF
V, PMF VI; d) en el cuarto compartimiento denominado etapa de degeneracion
de los fibroblastos, los PMF VI degeneran a PMF Vlla en este compartimiento o
se transforman a PMF VIIb e) en el dltimo compartimiento denominado
transformacion fibroblastica, donde evaden la degeneracién y adquieren

nuevamente la capacidad replicativa.

1.2.2. Transformacién celular

La palabra transformacion ha sido utilizada con cierta liviandad y poco
rigor cientifico dando lugar a diferentes acepciones para distintos autores. Por
lo general ha existido una tendencia a confundir el concepto de transformaciéon
y el de inmortalizacién celular. En la presente Tesis Doctoral se adopta el
concepto acufiado por Freshney (2005) donde inmortalizacién significa la
adquisicion de una duraciéon de vida media infinita y transformacién celular
implica una alteracion adicional de caracteristicas de crecimiento
(independencia de anclaje, pérdida de inhibicién de contacto, disminucién de la

limitacion de la densidad de crecimiento, entre otras) donde a menudo, pero no
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necesariamente, se puede correlacionar con tumorigenicidad (capacidad de
generar tumores in vivo) (Freshney, 2005).

El término transformacién se ha aplicado para explicar o comprender el
proceso de establecimiento de una linea celular continua in vitro. En dicho
proceso acontecen una serie de alteraciones morfolégicas y bioquimicas
semejantes a las ocurridas en los procesos carcinogénicos in vivo (Freshney,
2005). Dentro de las mismas podemos mencionar: los bajos requerimientos de
suero en los medios de cultivo, la reduccion en la limitacion del crecimiento
demostrada por la pérdida de inhibicion por contacto, crecimiento
independiente de anclaje y alteraciones cromosdmicas, entre otras (Morgan y

Darling, 1993).

1.2.21. Mecanismos de transformacion celular
La transformacion puede ocurrir de forma espontanea o ser inducida por

factores fisicos, quimicos o biolégicos (McCormick y Maher, 1989):

Transformacion espontanea:

Uno de los primeros aportes sobre transformacion espontanea de células
en cultivos fueron realizados por Gey (1941). Dicho investigador trabajando
con fibroblastos de rata descubri6 la capacidad de los mismos en transformarse
espontdneamente en células capaces de formar sarcomas cuando eran
inoculadas en organismos de la misma especie. Conclusiones similares fueron

alcanzadas por Earle (1943) en el NCI, trabajando con fibroblastos de raton.
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Cuando se compara la probabilidad de transformacion espontanea de los
fibroblastos normales de diferentes especies se observa una gran variedad de
patrones y se demostré que este proceso no ocurre con la misma frecuencia en
las misma. Algunas especies originan cultivos que se transforman
espontdneamente con una frecuencia alta mientras que otras nunca lo hacen
(Macieira-Coelho, 2000). Dentro del Orden Rodentia se encuentran varias
especies con las probabilidades mas altas de originar cultivos transformados
espontaneamente como son la rata (Rattus norvegicus) y el raton (Mus musculus).
En la ATCC (http://www.atcc.org) existen una gran variedad cultivos
transformados de las especies en cuestién originados tanto de tejidos normales
como la linea L6 (CRL-1478) y la linea 3T3 (CL-173) respectivamente, como
neoplasicos A9 (CCL-102) y C6 (CCL-107). Otra especie dentro de este Orden
ampliamente utilizada y que presenta una potencialidad menor es la del
hédmster (Mesocricetus auratus), existiendo una gran diferencia entre las cepas
existentes (Macieira-Coelho, 2000). La cepa de hdmster sirio presenta tendencias
bajas a la transformacién espontanea, entre un 5 al 10% (Barrett, 1980; Bruce y
col., 1986), no obstante la linea celular BHK-21 [C13] (CCL-10) es ampliamente
utilizada para diversas lineas de investigaciéon como también para la
propagacién de virus como son el de la fiebre aftosa (Vagnozzi y col., 2007),
rabia (Lalosevi¢ y col., 2008), New Castle (Reddy y Srinivasan, 1992), dentro de
los mas conocidos. Mientras que la cepa de hdmster chino presenta una alta tasa
de transformacién espontanea, una de las lineas mas ampliamente utilizada en

estudios citogenéticos es la CHO-K1 (CCL-61). El caso de Oryctolagus cuniculus
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es un ejemplo intermedio en cuanto a la probabilidad de inmortalizacién o
transformaciéon espontdnea a partir de células normales (Macieira-Coelho,
2000). Un panorama totalmente distinto encontramos con otras especies
ampliamente utilizadas en cultivos celulares como son los bovinos (Bos taurus),
la especie humana (Homo sapiens) y la gallina (Gallus gallus) donde Ia
probabilidad de obtener lineas celulares inmortales o transformadas a partir de
tejidos normales es muy baja en las primeras dos especies y practicamente nula
en la dltima. En el caso de los bovinos una de las lineas mas ampliamente
conocidas es la linea celular MDBK (CCL-22) utilizada para la propagacién de
virus como el virus de la diarrea bovina (BVDV). En los humanos es muy baja la
probabilidad de obtener lineas celulares inmortales o transformadas
espontdneamente entrando en su mayoria en senescencia replicativa. Existen
algunas lineas celulares de uso frecuente que tienen una vida media finita como
las MRC5 (CCL-171) o la WI-38 (CCL-75) en ambos casos las células mantienen
el cariotipo diploide original de la especie (2n=46) y pueden cultivarse entre 50
a 55 generaciones poblaciones punto en el cual entran en senescencia
replicativa. La gran mayoria de los cultivos iniciados a partir de tejidos
normales deben ser transformados mediante el uso de virus o algtn otro agente
transformante con el objetivo de lograr una linea celular continua (Nitta y col.,
2001; Dorner y col., 2008; Katsch y col., 2012). Asimismo la gran mayoria de las
lineas celulares humanas que se comercializan han sido obtenidas como
cultivos primarios de tejidos neoplasicos, siendo tejidos alterados previamente

a su exposicion a las condiciones in vitro. Una de las primeras lineas obtenidas a
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partir de tejidos neoplasicos es la linea celular HeLa (CCL-2) la cual porta una
gran variedad de aberraciones cromosémicas tanto numéricas como
estructurales. Por tltimo, en el caso de la gallina la probabilidad de obtener una
linea celular inmortal o transformada de forma espontanea es nula. En resumen,
parece existir algin tipo de relacion entre el comportamiento de las células in
vitro y algunas caracteristicas de los organismos a partir de las cuales se
originan, de hecho la tasa de cdncer es mas alta en aquéllas especies en las que
la probabilidad de la transformacién espontanea también lo es (Pontén, 1971).
Otra relacién puede ser establecida entre la longevidad de la especie de origen y
la probabilidad de transformacién espontdnea: a una menor longevidad media
en la especie de origen se contrasta con una mayor probabilidad de

transformacién espontdnea (Macieira-Coelho, 2000).

Transformacién inducida por agentes bioldgicos:

En el mismo afio que Gey (1941) describia la transformacién espontanea,
Halberstaedter y col. (1941) observaron que el virus del sarcoma de Rous (virus
ARN), podia inducir transformacién en fibroblastos de pollo cultivados in vitro.
Posteriormente otros dos virus ARN aislados a mediados de la década del 60
como son el virus de sarcoma de Harvey (1964) y el virus de sarcoma de Kirsten
(Kirsten y Mayer, 1967) inducen la formacién de sarcomas en rata.
Posteriormente se concluyé que los mismos poseian un gen similar productor
de la transformacion, el cual fue denominado gen ras derivado del inglés rat

sarcoma o sarcoma de rata.
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Aproximadamente en la misma época fueron descubiertos dos virus de
ADN con capacidades transformantes, el SV40 (siglas derivadas del inglés
simian virus o virus del simio) y el virus del Polioma. El primero fue descubierto
por su potencial efecto citopético (productor de lisis celular) en el higado de
“mono verde africano” (Sweet y Hilleman, 1960). Posteriormente Todaro y col.
(1964) demostraron que este virus producia la transformacién de la linea celular
3T3 derivada de fibroblastos de ratén induciendo la pérdida de inhibicion de
crecimiento por contacto. Asimismo, Vogt y Dulbecco (1960) demostraron la
capacidad transformante del virus del Polioma utilizando fibroblastos de
embrién de raton.

La transformacioén celular inducida por virus se encuentra asociada con
la capacidad de los mismos de insertarse en el genoma celular, pudiendo
activar protooncogenes. Los virus con capacidad de insercién en el genoma
celular pueden ser ARN (Retrovirus) o ADN (Adenovirus, Poliomavirus,
Herpevirus, Hepadnavirus, Poxivirus, entre otros). Algunos de estos virus se
utilizan en protocolos especificos para transformar algunos cultivos celulares
como es el caso del virus Epstein-Barr, ampliamente utilizado para inducir la

transformacién de linfocitos B (Karpas y col., 2001).

Transformacion inducida por agentes quimicos:
Berwald y Sachs (1963) comunicaron una serie de trabajos realizados con
pasajes tempranos de una linea celular proveniente de embriones de hamster

sirio en los cuales las mismas fueron tratadas con benzo[a]pireno (hidrocarburo
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policiclico aroméatico con alto poder carcinogénico). Estos autores observaron
que algunas células comenzaban a demostrar un patrén de crecimiento
anémalo. Las células tratadas con el agente carcinogénico luego de ser
cultivadas in vitro por sucesivos pasajes, demostraron la formacién de tumores
cuando eran inoculadas en la especie de origen (Berwald y Sachs, 1965). Un
estudio similar fue realizado por Borek y Sachs (1966b) utilizando radiaciones
ionizantes sobre la misma linea celular reemplazando el uso de los agentes
quimicos. Después de una extensa subcultivacion las células resultantes
lograron formar tumores similares a los sarcomas, en hamster de 2 a 6 semanas
de vida. Estas experiencias llevaron a estandarizar una serie de protocolos por
medio de los cuales se puede evaluar el potencial carcinogénico de diferentes

agentes en un sistema in vitro (DiPaolo y col., 1969).

1.2.2.2. Caracteristicas de las células transformadas

La transformacion celular involucra una serie de eventos como son la
inestabilidad genética y tres clases principales de cambios fenotipicos: (1) la
inmortalizacién, (adquisicion de una vida media infinita) (2) control de
crecimiento aberrante (la pérdida de motilidad celular por inhibiciéon de
contacto, limitaciéon en la densidad de proliferacién celular y la independencia
de anclaje) y (3) la malignidad (marcada por la capacidad de producir tumores

in vivo) (Freshney, 2005).

| 35



Pilili, Juan Pablo | 2012

1.2.2.2.1. Inestabilidad genética

La inestabilidad genética se manifiesta como una tendencia creciente a
adquirir mutaciones (todo cambio hereditario en el material genético) cuando
los procesos responsables del mantenimiento y replicacion del genoma se
tornan disfuncionales (Martin y col., 2010).

La inestabilidad genética se clasifica en macrolesiones y microlesiones,

dependiendo del nivel de la organizacién biolégica involucrado (Martin y col.,

2010).

Macrolesiones
Las macrolesiones son alteraciones a nivel cromosémico y originan
aberraciones cromosémicas. Estas se clasifican en numéricas (afectan el namero
cromosdmico) y estructurales (afectan la estructura de los cromosomas).
e Aberraciones numéricas:

o Euploidias: involucran a la dotacioén entera de cromosomas. Estas se
clasifican segtin la cantidad de veces que estd presente el ntimero
haploide original.

» Triploidia: presenta tres juegos completos de cromosomas.
» Tetraploides: presentan cuatro juegos completos de cromosomas.

o Aneuploidias: involucran cambios en uno o mdas cromosomas
aislados del complemento. Entre algunas de ellas podemos
mencionar:

* Nulisomias: pérdida del par de cromosomas homdlogos
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* Monosomias: pérdida de uno de los cromosomas homoélogos del

par.

* Trisomias: ganancia de un cromosoma homologo.

o Aberraciones estructurales:

Segtin Savage (2001), las aberraciones estructurales pueden ser de tipo
crométida o cromosémico dependiendo si la lesién afecta a una o ambas
crométidas hermanas del cromosoma, respectivamente. Luego de finalizada la
mitosis el cromosoma no se encuentra replicado, por lo que cualquier cambio
estructural durante esta etapa sera duplicado durante la siguiente fase de
sintesis (fase S) del ciclo celular, y por consiguiente las aberraciones durante la
subsiguiente mitosis afectardn al mismo locus en ambas cromatidas hermanas,
por lo que se designan como aberraciones tipo cromosémicas. Asimismo, si el
cambio estructural ocurre luego de la fase S del ciclo celular pero afectando a
una de las dos cromatidas hermanas del cromosoma, se designa como
aberracion tipo cromatida dado que sélo sera observable en un dnico brazo
cromosomico.

La mayoria de las aberraciones son el resultado de la interaccion o falta
de la misma entre dos o mas lesiones en los brazos de los cromosomas:

o Intercambios (del inglés interchange): se forman cuando las lesiones
que interaccionan afectan dos cromosomas distintos ya sean
homologos o no homoélogos.

o Intracambios (del inglés intrachange): se forman cuando las lesiones

que interacttian se ubican en el mismo cromosoma.
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* Interbrazos: las lesiones que interactdan se ubican en brazos
opuestos.

* Intrabrazos: las lesiones que interacttan se ubican en el mismo
brazo.

o Discontinuidades (rotura o delecién, del inglés break): ruptura del
brazo de un cromosoma o crométida sin asociacién con algtn evento
de intercambio o intracambio.

Las primeras dos categorias generalmente se designan en comtn como
intercambios (del inglés exchange), y pueden ocurrir de dos formas:

o Asimétrica: la reunién de los elementos siempre resulta en la
producciéon de “fragmentos acéntricos” (segmento de un cromosoma
sin centrémero), los cuales se tienden a perder ya que no pueden
migrar durante la mitosis.

o Simétrica: la reunién, a menos que sea incompleta, no produce
“fragmentos acéntricos”, por lo que en la mayoria de los casos los
cambios estructurales son transmitidos en las generaciones futuras
de células.

Por ultimo, las aberraciones pueden ser clasificadas como completas,
cuando no quedan fragmentos con extremos rotos, o incompletas cuando
quedan fragmentos sin reunirse.

Casi todos los tipos de aberraciones estructurales pueden ser clasificados

con los pardmetros expuestos anteriormente, ya sea de forma simple como por
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combinacién de alguna de estas categorias. En la Fig-figura- 2 se exponen los

cuatro tipos basicos de aberraciones observados mas frecuentemente.
Brevemente, cabe mencionarse que existen tres teorias ampliamente

difundidas que explican el origen de las aberraciones cromosémicas

estructurales.

Teoria de la rotura y reunién

Esta teoria fue desarrollada por Sax (1941) a partir de su trabajo realizado
en Drosophila sp. y por Lea (1946) a partir de su trabajo con radiaciones
ionizantes en células de Tradescantia sp. Segun esta teoria, la radiacién actta
generando roturas en el cromonema o esqueleto de la crométida produciendo
un corte completo. Esto implica que cada rotura posea dos extremos abiertos
denominados roturas primarias, éstas pueden seguir tres caminos diferentes:

e La restitucion, cuando los dos extremos de la rotura vuelven a unirse
permitiendo la restitucién de la estructura cromosémica original. Se
considera que en el 90% de los casos acontece este evento.

e Se producen uniones ilegitimas entre extremos procedentes de roturas
primarias diferentes dando como resultado los intercambios.

e Error de reunion de las roturas primarias, ya sea la restitucién como la
reunién ilegitima, permaneciendo los dos extremos de las roturas sin

unirse, produciéndose por tanto las deleciones.
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Fig. 2. Los cuatro tipos de aberraciones basicas. A, reuniones asimétricas; S, reuniones
simétricas; UCH, union de cromatidas hermanas con ambos extremos fusionados
lateralmente (mModificada a partir de Savage (2001)).

Teoria del intercambio

Esta teoria fue desarrollada por Revell (1959), a partir de sus estudios con

agentes alquilantes. Basicamente, propone que el evento primario no es una
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rotura sino una lesién inestable en la cromatina con un tiempo limitado de vida
media. Estas lesiones tienden a volver a un estado estable. Si antes de volver a
esta situacién, dos lesiones se aproximan e interaccionan entre si forman un
estado semiestable, denominado “inicio del intercambio”, siendo este punto
aun reversible. En este contexto puede dar lugar al proceso de intercambio,
estableciéndose una entidad estructural irreversible. En una gran proporcién de
casos el proceso falla y el intercambio se realiza de forma incompleta dejando

extremos sin reunioén.

Teoria molecular

Desarrollada en la década de los 80°s por Chadwick y Leenhouts (1981),
con un cuerpo tedrico mas abundante en lo referido a la complejidad de los
cromosomas, la arquitectura intranuclear y los mecanismos moleculares
implicados en su mantenimiento y reparacion. Estos autores sintetizaron una
gran cantidad de ensayos en radiobiologia sobre la base de un tnico tipo de
lesioén, la rotura de doble cadena y su posterior reparaciéon. Con respecto a las
aberraciones estructurales, estos autores concluyen que los intercambios
simples (los que no implican més de dos elementos) comienzan en una rotura
doble cadena que interacciona localmente con cromatina sin dafiar. Los mismos,
asimismo, proponen que la reparacién de la mayoria de las lesiones se produce
por un mecanismo de recombinaciéon mediante la formacién de heteroduplex de
ADN acompafado por la produccién adicional de roturas de doble cadena

inducidas enzimaticamente.
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Las aberraciones cromosémicas originan una gran variabilidad en los
cariotipos de las poblaciones celulares presentes en un cultivo. Existen dos
etapas bien marcadas en la evoluciéon de una linea celular desde el punto de
vista de la heterogeneidad cariotipica (Mamaeva, 1998), la etapa de
establecimiento y la etapa de estabilizacion. Una de las principales
caracteristicas observadas durante la primera es la existencia de una gran
heterogeneidad en los cariotipos presentes en las distintas poblaciones
celulares. La duracion de la misma estarda determinada tanto por la
heterogeneidad de cariotipos presentes en las poblaciones celulares como
también por la seleccion clonal acontecida en el cultivo. La etapa de
estabilizacion estd caracterizada por una disminucién en la heterogeneidad de
los cariotipos en el cultivo, observdndose una disminucién de la variabilidad en
el nimero cromosémico de las poblaciones presentes (Mamaeva, 1998).

Las evidencias de las aberraciones cromosémicas pueden ser observadas
evaluando el nimero cromosémico y también a través del analisis del cariotipo
de los cultivos celulares establecidos. Un ejemplo evidente los constituye los
cultivos obtenidos de células de ratén. El cariotipo de éste se compone
exclusivamente de cromosomas acrocéntricos, pero la gran mayoria de las
lineas celulares derivadas de estos poseen varios cromosomas metacéntricos
originados por translocaciéon robertsoniana de los cromosomas acrocéntricos
originales de la especie en cuestién, un ejemplo lo constituyen la linea celular

3T3 y sus derivadas (Morgan y Darling, 1993).
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Algunas aberraciones especificas se asocian con determinados tipos de
malignidad (Heim y Mitelman, 1986; Croce, 1991; Knuutila y col., 1994;
Larramendy y col, 1998). La mayoria de las aberraciones presentes
corresponden a translocaciones reciprocas y no reciprocas, inversiones y
trisomias (Heim y Mitelman, 1986, Mitelman, 1994, 2000). Por ejemplo, en
pacientes con linfoma de Burkitt se encuentran translocaciones especificas,
siendo algunas de las mas frecuentes la t(814)(q24;q932), t(2;8)(p12;p24) y
t(8;22)(q24;q11) (Shade y col., 1980; Bernheim y col., 1981; Abe y col., 1982; Look y
col., 1995). En la leucemia mieloide crénica humana se encuentra
recurrentemente el cromosoma Filadelfia, una translocacién reciproca entre
cromosomas 9y 22, £(9;22)(q34;q11) (Raskind y col., 1987; Ohyashiki y col., 1988).
En los neuroblastomas aparece recurrentemente una deleciéon del brazo corto
del cromosoma 1 (1p-) (Gilbert y col., 1982), mientras que en el céncer de
“células pequenas” de pulmoén ocurre frecuentemente la deleciéon en el brazo

corto del cromosoma 3 (Whang-Peng, 1989; Testa y Graziano, 1993).

Microlesiones

Las microlesiones son alteraciones a nivel molecular, esto es los cambios
producidos en la secuencia de nucleétidos de la molécula de ADN no
observables con microscopia éptica (Watson y col., 2007). Como consecuencia de
estos cambios se puede alterar la secuencia de bases y esto puede afectar la
secuencia de aminodcidos especifica de las proteinas que codifican esos

segmentos alterados.
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Las mutaciones genéticas se clasifican en:
e Mutaciones por sustitucion: las mismas ocurren cuando se cambia
un par de bases por otro:
o Transicionales: son sustituciones de una pirimidina por otra
pirimidina (C—T) o una purina por otra purina (A<G).
o Transversionales: son sustituciones de una pirimidina por
una purina o una purina por una pirimidina.
e Mutaciéon de corrimiento: ocurre cuando se aflade o eliminan
pares de nucleétidos alterando la longitud de la cadena de ADN.
o Deleciones: se elimina una o mas pares de bases en la
cadena de ADN.
o Inserciones: se afiade uno o més pares de bases en la cadena
de ADN.

La deteccién de inestabilidad genémica es un paso importante en el
analisis molecular de la transformacién maligna. Un marcador ampliamente
utilizado para la evaluacion de la inestabilidad genética son las secuencias de
ADN microsatélite. Estas son segmentos de ADN constituidos por una
secuencia de dos a siete nucleétidos de longitud repetidas en tindem por un
namero variable de veces (Sprecher y col., 1996). Comtinmente se ubican en
regiones no codificantes del genoma y presentan una tasa de mutacion
relativamente alta (Sprecher y col., 1996). Como consecuencia, tienen un elevado
nuamero de variantes alélicas, que se diferencian entre si por la cantidad de

veces que se repite el motivo (Da Silva y col., 1999). Las zonas de la hebra de
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ADN que presentan secuencias altamente repetidas, como aquéllas encontradas
en los microsatélites son especialmente propensas al deslizamiento de la
polimerasa de ADN vy, en consecuencia, se establecen zonas con forma de
“bucle” en la cadena, quedando ambas desalineadas entre si (Schlotterer y
Tautz, 1992). Si estos errores no son corregidos por los sistemas de reparacion,
las mutacion es fijada durante la replicacién posterior como adicién o delecion
de una o mas unidades de repeticion que conforman el “bucle”, afiadiendo o
delecionando repeticiones (Schlotterer y Tautz, 1992). Las alteraciones de estas
secuencias se denominan como "inestabilidad de microsatélites". Esta puede ser
expresada como la aparicion de nuevos alelos o el desbalance de la
heterocigosis por pérdida de alguno de estos (Peltomaki y col., 1993; Lynch y
col., 1997). Esta ultima s6lo puede ser evaluada en aquellos loci que sean
heterocigotas.

La inestabilidad en los microsatélites ha sido detectada en una gran
variedad de tumores neopldsicos humanos, tanto hereditarios como
esporadicos, en éstos se ha encontrado que portan mutaciones en alguna
proteina del sistema de reparacion por emparejamiento erréoneo (Leach y col.,
1993; Bronner y col., 1994; Wooster y col., 1994) y por consiguiente, la
inestabilidad en los microsatélites es considerada el reflejo de la deficiencia de
este mecanismo y es utilizada como criterio de diagnoéstico para evaluar tal
deficiencia (Aaltonen vy col., 1993; Papadopoulos y col., 1994; Wooster y col., 1994;
Mead y col., 2007; Berginc y col., 2009).

1.2.2.2.2. Control del crecimiento aberrante
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Las células cultivadas a partir de tumores, como las transformadas en
cultivos in wvitro, muestran un control de crecimiento aberrante, que se
manifiesta por alcanzar una mayor densidad celular de saturacion en el cultivo
(Dulbecco y Elkington, 1973), demostrar una capacidad de crecimiento con
independencia de anclaje al sustrato (Freedman y Shin, 1974), formacién de
multicapas celulares (Aaronson y col., 1970), presentar una menor dependencia
de suero o factores de crecimientos aportados por este tltimo, debido en parte a
la produccién autécrina de sus propios factores de crecimiento (Todaro y De

Larco, 1978).

Crecimiento con independencia de anclaje

Muchas de las propiedades asociadas con la transformacién neoplésica in
vitro son el resultado de modificaciones en la superficie celular (Hynes y
Humphryes, 1974; Nicolson, 1976; Bruyneel y col., 1990), por ejemplo, presentar
una mayor afinidad a las lectinas de origen vegetal (Laferté y Loh, 1992),
cambios en las glicoproteinas de membrana (Bruyneel y col., 1990; Carraway y
Hull, 1991) como asi también presentar modificaciones en las CAM (Yang y col.,
2004), muchos de estos cambios pueden relacionarse con la capacidad de
invasividad y formacion de metastasis in vivo.

Las células transformadas por lo general carecen de CAM especificas
(por ejemplo, L-CAM), cuando estas células son transfectadas con los genes
especificos de CAM, pueden restablecer el fenotipo normal no invasivo (Mege y

col., 1988). La expresiéon y grado de fosforilacién de las integrinas, también
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puede verse afectada (Hertle y col., 1991), alterando las interacciones con los
filamentos de actina, la adherencia de las células al sustrato, como también la
regulacién de la proliferacion celular (Fata y col., 2004).

La pérdida de las uniones intercelulares manifiestas en los tejidos
normales es una de las caracteristicas distintivas del crecimiento aberrante,
conduciendo a un patrén de crecimiento desordenado y a una pérdida de
inhibicién de crecimiento por contacto (Pawlak y Helfman, 2001). Las células
transformadas pueden crecer separadas del sustrato, ya sea en cultivos en
suspension o en medios semisolidos, realizados con agar o Methocel (Paul,
1975). Shin y sus colaboradores demostraron una estrecha correlaciéon entre la
tumorigenicidad y la capacidad de crecimiento en medio semis6lido con
Methocel (Freedman y Shin, 1974; Kahn y Shin, 1979), varios autores en la
actualidad utilizan esta metodologia como rutina para estudiar la
transformacion de células formadoras de tumores (Costea y col., 2008; Tirino y

col., 2009).

Inhibicion de contacto

La pérdida de inhibicibn por contacto puede detectarse
morfolégicamente por la formacion de una monocapa celular desorganizada o
por formacién de focos de crecimiento de células en multicapa, sin respetar las
restricciones de densidad impuesta por el contacto con células vecinas, por
ejemplo los cultivos de glioma humano muestran un patrén de crecimiento

desordenado y una reducida limitaciéon de crecimiento alcanzando mayores
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densidades celulares por unidad de superficie, comparados con las células

gliales (Freshney y col., 1980; Walton y col., 2009).

Dependencia de suero

Las células transformadas tienen una menor dependencia de factores de
crecimiento con respecto a células normales (Eagle y col., 1970; Paul y col., 1974)
debido en parte, a la producciéon de factores de crecimiento autdcrinos como
acontece en la mayoria de los tumores malignos. Como ejemplo podemos citar
al factor de crecimiento fibroblastico (Szuster y Kosz-Vnenchak, 2005) y varios
de los factores de crecimiento hematopoyéticos, tales como las interleuquinas
(Fontana y col., 1984; Sato y col., 2011; Escudero-Lourdes y col., 2012); factor
estimulante de la colonia (Metcalf, 1990; Toy y col., 2009) y el factor derivado de

las plaquetas (Shimozato y col., 1996; Majumdar y col., 2009).

1.2.2.2.3. Tumorigenicidad
La tumorigenicidad implica la capacidad de las células para generar
tumores invasivos cuando son implantadas in vivo en un hospedador de la
especie de origen o si son trasplantadas como un injerto foraneo en un animal
inmunodeprimido. Los ratones “desnudos” (genéticamente atimicos) o ratones
timectizados han sido wutilizados frecuentemente como bioensayos de
tumorigenicidad hasta la actualidad (Giovanella y col., 1974; Selby y col., 1980;

Zalatnai y col., 1999; Jenkins y col., 2005; Tokar y col., 2010).
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Angiogénesis

Esta caracteristica estd asociada directamente a la tumorigenicidad y es la
capacidad de estimular el desarrollo de nuevos vasos sanguineos en el contorno
del tumor (Zhu y col., 2002). Las células tumorales liberan sefiales quimicas que
estimulan el crecimiento de las células endoteliales cercanas; esta estrategia les
permite recibir un mayor caudal de nutrientes necesarios para la alta actividad
biosintética presente en ellas (Zhu y col., 2002). Algunos factores angiogénicos
capaces de inducir vascularizacion son: el VEGF (Joukov y col., 1997; Tong y col.,
2008), el FGF-2 (Graeven y col., 2001) y la angiogenina (Hu y col., 1997; Tello-
Montoliu y col., 2006). Existen una gran variedad de bioensayos para poder
evaluar la capacidad angiogénica de las células tumorales, entre los mas
utilizados se encuentran el ensayo de membrana corioalantoidea, el de
angiogénesis en cérnea, o el de cdmara donde quirtargicamente se produce un
espacio subcutdneo en la piel de ratones donde se introducen las células a

estudiar, entre otros (Staton y col., 2004).

Oncogenes y genes supresores de tumor

La tumorigenicidad est4d asociada a la alteraciéon de protooncogenes. La
mayoria de éstos codifican proteinas involucradas en el crecimiento y la
division celular (Watson y col., 2007). La transformacion de estos
protooncogenes a oncogenes induce a la célula a entrar en division sin presencia

de sefales externas (Watson y col., 2007).
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Algunos oncogenes codifican factores de crecimiento, como por ejemplo
el oncogen sis. Este fue identificado a partir de un retrovirus de mono, y
codifica una proteina similar al PDGF, un potente factor mitogénico (Deuel y
col., 1987). Las células infectadas con este oncogen exhiben un fenotipo de célula
transformada (Deuel y col., 1987).

Otros protooncogenes codifican para receptores de factores de
crecimiento (Watson y col., 2007). Estos son altamente especificos y poseen
propiedades tirosina-quinasas. Las versiones oncogénicas de ellos son
receptores “excitados” permanentemente, es decir, estos transmiten sefales ain
sin ser estimulados por un factor de crecimiento. Un ejemplo lo constituye el
gen erbB que codifica una forma alterada del receptor para EGF, donde todo el
dominio extracelular esta ausente (Elliott y col., 2008). Este receptor truncado
actia como si estuviera unido a su ligando, produciendo una estimulacion
constante.

Por dultimo algunos protooncogenes actian como factores de la
transcripcion (Watson y col., 2007). Genes como c-fos, c-myc y c-rel se expresan
en niveles basales en células quiescentes, pero son activamente transcriptos en
respuesta a sefiales mitogénicas. La activacion de estos oncogenes desregula la
expresion de los genes que estdn bajo sus controles. El c-myc es un gen ubicado
en el brazo largo del cromosoma 8 en los humanos (8q24) (Hoffman y col., 2002),
posee un sitio de integracién de varios provirus y también es un sitio con una
alta tasa de translocacion donde estan involucradas algunos tipos de

aberraciones cromosdmicas como las descriptas anteriormente en el linfoma de
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Burkitt (ver seccién 1.2.2.2.1), ambos procesos incrementan la expresion de este
gen o permiten su expresion en momentos inadecuados.

El papel que cumplen los oncogenes en la génesis tumoral es aumentar o
alterar la actividad del producto del gen que conduce a una desregulacion
positiva de la divisiéon celular, éste posee un fenotipo dominante sobre sus
protooncogenes alélicos (Watson y col., 2007). La génesis tumoral, en este caso
se debe a una ganancia de funcion. Asimismo, otra forma de llegar a la misma
es a través de la pérdida de ambos alelos en un locus, provocando la disrupcion
de los mecanismos normales de control negativo de la proliferacién celular por
la pérdida de funcion (Watson y col., 2007). Estos identifican a los genes
supresores de tumores, genes cuyos productos se necesitan para el
funcionamiento normal de la célula y que imponen algun tipo de restriccién en
el ciclo celular. Uno de los ejemplos mejor descriptos es TP53 (Lewin, 2001).

Mas de la mitad de los canceres humanos han perdido o presentan
mutaciones en el gen TP53 (Watson y col., 2007). El producto de este gen es una
fosfoproteina tetramérica nuclear, mas especificamente un factor de
transcripcion que desarrolla diversas actividades moleculares. La proteina TP53
activa varios procesos, los que pueden dividirse en tres grupos principales
(Lewin, 2001). La primera via determina la activaciéon de p21, el cual es un

inhibidor del ciclo celular que evita que las células contintien a través de G,. En

la segunda via, la activacién de GADD45 identifica el proceso relacionado con el
mantenimiento de la estabilidad del genoma, siendo el producto de su

expresion una proteina de reparacion del ADN. La tercer via es aquella que

| 51



Pilili, Juan Pablo | 2012

conduce a una célula a iniciar la apoptosis (Lewin, 2001). La pérdida de
actividad de la TP53 implica la desregulaciéon de las tres vias mencionadas,

otorgando ventajas adaptativas para el crecimiento celular desregulado (Levine,

1997).

Invasividad, migracion celular y enzimas proteoliticas

El proceso de metastasis celular consiste en una serie de pasos
secuenciales interrelacionados que implican la angiogénesis, invasién local,
intravasacion, transito en la sangre o linfa, extravasacion y formaciéon de
metéstasis en 6rganos distantes (Lester y McCarthy, 1992; Woodhouse y col.,
1997). Muchos de estos pasos requieren de la migracién celular, lo cual permite
a las células cambiar de ubicacién dentro de los tejidos. Los mecanismos de
migraciéon que las células transformadas utilizan para colonizar otros tejidos
son similares a los utilizados por células normales durante procesos fisiol6gicos
como la morfogénesis embrionaria, respuestas inflamatorias, cicatrizaciéon y
angiogénesis (Friedl y col., 1998). La reorganizacion del citoesqueleto de actina
es el mecanismo principal de motilidad celular y es esencial para la mayoria de
los tipos de migracion (Schmidt y Hall, 1998). Durante la misma, los
microfilamentos de actina son dindmicamente remodelados, lo que produce la
fuerza necesaria para el movimiento de las células (Pollard y Borisy, 2003).

En un cultivo celular las células que proliferan van ocupando el sustrato
vacio, migran y establecen contactos con sus vecinas, cumpliendo con el

proceso antes mencionado como asi también interactuando con las cargas que
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les ofrece el sustrato, el cual resulta més oportuno cuando prevalecen las cargas
positivas (Freshney, 2005). Cuando una célula queda rodeada por otras, deja de
dividirse y pierde su motilidad, este fenémeno se denomina inhibicién por
contacto (Freshney, 2005). El mismo ocurre en todas las células en cultivo, por
lo que terminan formando una monocapa celular. Las células transformadas no
experimentan esta clase de inhibicién por contacto, debido a las alteraciones de
membrana que suelen demostrar, y contintan dividiéndose y migrando,
apilandose unas sobre otras hasta formar multicapas celulares (Freshney, 2005).

Otra caracteristica importante para la invasion es el aumento en la
producciéon de enzimas proteoliticas (metaloproteasas, serinoproteasas,
cisteinoproteasas y aspartilproteasas) que les permiten in vivo atravesar las
barreras biolégicas como la membrana basal producida por los epitelios (Liotta,
1987). Dichas enzimas han adquirido un gran interés en fisiopatologia tumoral
debido a su papel potencial en la degradacion de los principales componentes
de las matrices extracelulares permitiendo de esta forma la invasiéon tumoral y
la metastasis (Liotta, 1987). Uno de los ejemplos de enzimas fuertemente ligado
a la migracién e invasividad son las metaloprotinasas como por ejemplo las
MMP-2 y MMP-9 (Wilson y col., 2002). El principal sustrato de ambas es el
colageno tipo IV propio de las laminas basales de los epitelios, por lo que la
expresion tumoral de estas enzimas ha sido relacionado con el potencial
metastasico de las células cancerosas (Cupi¢ y col., 2011). Otro ejemplo de
enzima ampliamente estudiado es el activador del plasminégeno denominada

uroquinasa (uPA) (Duffy, 2004). Constituye un complejo sistema de cascada
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proteolitica, asociado a otros sistemas enziméticos, participando en la
degradaciéon de la matriz extracelular durante los procesos de remodelacion
tisular durante la embriogénesis normal y en condiciones patoldgicas,
incluyendo la invasién tumoral (Dane y col., 1985; Saksela y Rifkin, 1988). La
principal funcién de la uPA es convertir el plasminégeno en plasmina. Esta
tltima, actda como proteinasa neutra de amplia especificidad, tiene la
capacidad de unirse a diferentes receptores de la superficie de las células
tumorales y desarrolla una amplia actividad fibrinolitica capaz de catalizar la
degradaciéon de diferentes componentes de la matriz extracelular favoreciendo

asi la metéstasis (Miles y Plow, 1988; Annecke vy col., 2008; Ulisse y col., 2009).

1.2.3. Cultivos de conejo neozelandés

El conejo neozelandés es una especie de gran interés tanto para la
produccién pecuaria, como en la investigacion cientifica. El conejo como
modelo bioldégico estd presente en la investigacion de varias patologias del
orden humano entre las que podemos mencionar la aterosclerosis e
hipercolesterolemia (Van Zutphen y Fox, 1977), cancer ocasionado por infeccién
por el virus del papiloma humano, entre otros (Campo, 2002). Ademas es un
modelo de eleccion de un sin nimeros de protocolos utilizados en las normas
internacionales validadas para el control del material biomédico
(http:/ /www.iso.org/iso/home.htm). Asimismo, las lineas celulares derivadas
de conejo y cultivos de células de embriones totales son utilizadas en la

produccion de vacunas (lapinizadas) de uso veterinario y médico, como la peste
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porcina y la  fiebre aftosa (http:/ /www.rr-americas.oie.int/in/
proyectos/Camevet/fichas/biologicos/5SPPORCINACLASICA htm).

A pesar de constituirse en una especie de eleccién en el laboratorio no se
halla demasiada informacién respecto a las modificaciones bioquimicas
acontecidas durante el mantenimiento o el cultivo de células provenientes de
conejo neozelandés. La informacion cientifica existente en la actualidad es
escasa respecto a dicha temética. Autores como Puck y col. (1966), Bianchi y
col. (1975) y Yang y Rosanoff (1977) intentaron dar respuesta a algunos de los
interrogantes ocurridos en la transformacion de células de conejo (Oryctolagus
cuniculus) durante su mantenimiento in vitro. Los trabajos realizados por estos
autores presentan coincidencias respecto al aumento en el namero
cromosémico dado principalmente por la existencia de una trisomia en uno de
los cromosomas telocéntricos de la especie. Esta fue adjudicada a distintos pares
del complemento, posiblemente debido a que Puck y Bianchi no utilizaron
técnicas de bandas cromosémicas, una herramienta fundamental para discernir
el origen de estos cromosomas.

Estas investigaciones preliminares motivaron la realizacion del presente
plan de Tesis Doctoral. El propésito de la misma es incorporar nuevas formas
de abordaje cientifico que permitan alcanzar una mayor profundizacién en el
conocimiento sustantivo respecto de las modificaciones que acontecen durante

la transformacién celular en el presente modelo de estudio.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipétesis

En los cultivos celulares provenientes de células fetales de conejo
(Oryctolagus cuniculus) el evento inicial en la transformacion celular in vitro es la

heteroploidia.

2.2.  Objetivo

El objetivo general de la siguiente Tesis Doctoral es enunciar nuevos
conocimientos en el campo de la Biologia Celular y Molecular vinculados con la
transformacion celular in vitro acontecida en cultivos celulares provenientes de

células fetales de conejo (Oryctolagus cuniculus).

2.2.1. Objetivos especificos

1. Establecer lineas celulares a partir de cultivos primarios de diferentes
tejidos de fetos de conejos neozelandeses.

2. Analizar mediante el empleo de técnicas citogenéticas convencionales y
de bandas cromosémicas diferentes subcultivos celulares de la linea celular
JPCS;.

3. Determinar el tiempo de duplicacién poblacional en diferentes

subcultivos de la linea JPCS;.
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4. Analizar la dependencia de factores séricos fetales como inductores del
crecimiento celular en diferentes subcultivos de la linea JPCS;.

5. Estudiar la inestabilidad genética con marcadores de ADN microsatélite
en diferentes subcultivos de la linea JPCS;.

6. Analizar la migracién celular en diferentes subcultivos de la linea JPCS;.
7. Analizar el crecimiento independiente de anclaje en medio de cultivo

semisolido en diferentes subcultivos de linea JPCS;.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

3.1.1. Compuestos empleados

Los compuestos empleados para el desarrollo de estas investigaciones

se presentan en la Tabla 1.

Compuesto CASRN /,Nﬁmero Origen

de catalogo
Acido acético glacial 64-19-7 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.)
Acrilamida M7279 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.)
Agar Noble 214220 BD Difcotm (Franklin Lakes, NJ, EE.UU.)
Azul de tripan 72-57-1 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.)
BrdUrd 59-14-3 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.)
Chelex® 100 142-1253 BioRad (Hercules, CA, EE.UU.)
Cloruro de potasio 7447-40-7 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.)
Colchicina 64-86-8 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.)
DMEM 12800-082 Gibco (Grand Island, NY, EE.UU.)
DMSO 67-68-5 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.)
dANTP Mix 18427-013 Invitrogen (Carlsbad, CA, EE.UU.)
Estreptomicina 3810-74-0 Gibco (Grand Island, NY, EE.UU.)
Fluoresceina-12-dCTP NEL424001EA Perkin Elmer Life Science (Boston, MA, EE.UU.)
Giemsa HX933732 Merck KgaA (Darmstad, Alemania)
Ham F10 N6635 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.)
Hoescht 33258 23491-45-4 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.)
NaEDTA E4884 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.)
Metanol K39504909 Merck KgaA (Darmstad, Alemania)
Penicilina 69-57-8 Gibco (Grand Island, NY, EE.UU.)
Suero fetal bovino Internegocios S.A. (Mercedes, Bs.As.,

Argentina)

Taq Polimersa 10342020 Invitrogen (Carlsbad, CA, EE.UU.)
Tripsina T4799 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.)

Tabla 1. Compuestos empleados.
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3.1.2. Cultivos primarios

Para desarrollar el presente plan de Tesis Doctoral se utilizaron
cultivos primarios obtenidos a partir de células de fetos de conejos
neozelandeses (ver seccién 3.2.1) en el laboratorio de la Catedra de Citologia de

la Facultad de Ciencias Naturales y Museo (UNLP).

3.1.3. Linea celular CHO-K1
Se empleo la linea celular transformada CHO-K1 (ATCC® CCL-61),
derivada de ovario de hdmster chino adulto, proveniente de la American Type

Culture Collection (Rockville, MD, EE.UU.).

3.2. METODOS

3.2.1. Establecimiento y mantenimiento de cultivos primarios

3.2.1.1. Inicio de los cultivos primarios

Para las tareas de investigacion se realizaron cultivos primarios a partir
de células de embriones de conejos neozelandeses (Oryctolagus cuniculus), con
un tiempo de gestacién de 22-25 dias. Con este proposito se adquirié una coneja
prefiada a la Cétedra de Introduccién a la Produccién Animal de la Facultad de
Ciencias Agrarias y Forestales (UNLP). Esta Catedra mantiene una producciéon
de conejos con fines didéacticos, experimentales y productivos (venta de carne).

Consta de un plantel de 40 hembras alojadas en jaulas individuales para
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madres, equipadas con nidos y la posibilidad de realizar lactancia controlada.
Asimismo, cuenta con una zona de engorde de los animales destinados a faena.
Los individuos reproductores son mantenidos con alimento balanceado y
suplemento de heno de alfalfa. La edad de inicio reproductivo de los individuos
destinados a ser reproductores depende del sexo. En el caso de las hembras es
alcanzada a los 90 dias de edad y deben presentar un peso minimo de 2,7 Kg.
En el caso de los machos es alcanzada entre los 4 a 5 meses de vida. Las
condiciones de apareamiento constan de la monta natural frente a la presencia
de celo realizdndose con un manejo intensivo, esto implica que las hembras
sean servidas nuevamente a los 4 dias después del parto. La renovacién de
sangre se realiza mediante la compra de nuevos individuos machos segin
necesidad, con el fin de evitar la consanguinidad en la poblacién. El tiempo de
gestacion de esta especie es de 31 dias y al nacer presentan un peso entre 45 a 50
gr. Sobre el plantel de individuos reproductores se mantiene un calendario
sanitario el cual consta de:

. Vacunacién contra el virus de la mixomatosis (LaDiPreVet, La
Plata, Buenos Aires, Argentina). Se realiza en primavera y puede realizarse una
segunda vacunacion si se extiende el periodo calido.

. Vacunacion contra el complejo respiratorio (LaDiPreVet, La Plata,
Buenos Aires, Argentina). Se aplica Gnicamente a hembras con palpacion
positiva a los 15 dias de gestacion.

. Aplicacion de coccidicida (Ruminal, Ciudad Auténoma de Buenos

Aires, Argentina) a los gazapos de destete con un promedio de 28 dias de edad.
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. Aplicacién a los reproductores de albendazoles (Ruminal, Ciudad
Auténoma de Buenos Aires, Argentina) cada seis meses.

. Suplemento de diclazuril como coccidiostato (GEPSA, Pilar,
Buenos Aires, Argentina) presente en el alimento balanceado.

Las células se obtuvieron mediante disgregacion enzimatica siguiendo
la metodologia descripta por Freshney con modificaciones menores (Freshney,
2005). Los embriones fueron procesados en condiciones de asepsia para obtener
disecciones de distintos tejidos (piel, plumoén y rifién), las cuales se sometieron a
digestion enzimética con tripsina 0,25% p/v durante 3 h a temperatura
ambiente. Las células resultantes de este proceso se centrifugaron para retirar la
enzima proteolitica y obtener un botén celular, el cual fue resuspendido en
medio de cultivo completo segtn lo detallado en 4.1.3 y sembrado en frascos de
cultivo celular de 75 ¢cm? de polipropileno (Falcon BD, Franklin Lakes, NJ,
EE.UU.) e incubado en una estufa a 37 °C, con intercambio de CO2 a una
atmosfera del 5%. Las condiciones de mantenimiento de los cultivos celulares se
detallan en la seccién 3.1.3.

Se iniciaron cultivos primarios de piel de 4 fetos diferentes
denominandose como: JPCS;, JPCS;, JPCS; y JPCSs, respectivamente.
Paralelamente, se desarrollaron dos cultivos primarios adicionales, uno de
rifién (denominado JPCR) y otro de pulmén (denominado JPCP), ambos

provenientes de un conjunto de biopsias de 6rganos de 9 embriones.
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En el presente Trabajo de Tesis Doctoral se utiliz6 el cultivo primario
denominado JPCS; sobre el cual se realizaron todos los estudios incluidos en la

misma.

3.2.1.2. Mantenimiento de la linea celular JPCS;

La linea celular JPCS; se mantuvo desde su comienzo con medio de
cultivo DMEM alto en glucosa, suplementado con el 10% v/v de suero bovino
fetal, 10 pg/ml de estreptomicina, 100 unidades/ml de penicilina y cultivados
a 37 °C con una atmoésfera al 5% de COz. Los cultivos fueron repicados una vez
alcanzada la confluencia mediante la utilizacién de una solucién de tripsina al
0,25% p/v y Na2EDTA a una concentracion de 0,02 mM. Es dable aclarar que el
rango de subcultivacién utilizado durante toda la investigaciéon fue de 1:2.
Asimismo, todos los estudios presentados en este trabajo de Tesis se realizaron
cada 5 subcultivos, entre el 5 al 25 y cada 10 subcultivos desde el 30 al 50.

Los experimentos fueron realizados usando las células en su fase de
crecimiento exponencial. Se emplearon los mismos lotes de medio de cultivo y
suero bovino fetal en todos los experimentos incluidos en el presente Trabajo de
Tesis Doctoral.

Las células fueron congeladas desde el subcultivo 3 hasta el 50, cada
5 pasajes entre los subcultivos 3 al 30 y cada 10 pasajes entre los subcultivos 30
al 50. En todos los casos, DMSO al 10% v/v fue utilizado como criopreservante.

El mantenimiento de las células congeladas se realiz6 en N2 liquido.
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3.2.2. Cultivo de la linea celular CHO-K1
Las células CHO-K1 se cultivaron en medio Ham F10 suplementado
con 10% v /v de suero fetal bovino, 100 unidades/ml de penicilina y 10 pg/ml de
estreptomicina, a 37 °C en una atmosfera al 5% de COs.
Los experimentos fueron realizados usando las células en su fase de
crecimiento exponencial y se emplearon los mismos lotes de medio de cultivo y

suero.

3.2.3. Estudios citogenéticos

3.2.3.1. Obtencion de preparados para los estudios citogenéticos

La técnica utilizada para la realizacion de los estudios citogenético
basicos fue la descripta por Renne y col. con modificaciones menores (Renne y
Thust, 1983; Renne, 1984, 1985). Los cultivos celulares en su fase de crecimiento
exponencial fueron tratados con 30 ng/ml de BrdU y 60 pg/ml de Hoechst
33258 durante 6,5 h en las condiciones de cultivo descriptas previamente.
Durante las tltimas 3 h del cultivo, las células fueron tratadas con 0,1 ng/ml de
colchicina. Las células fueron separadas del sustrato mediante la utilizaciéon de
una solucién de tripsina (secciéon 3.1.3) y cosechadas por centrifugacion.
Posteriormente, fueron sometidas a un tratamiento hipoténico (0,075 M KCl, 37
°C, 15 min) y, por altimo, fijadas con metanol-acido acético 3:1.

Los extendidos cromosémicos se realizaron de acuerdo a la técnica

citogenética convencional de secado al aire.
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3.2.3.2. Bandas cromosémicas de duplicacion tardia

Para poner en evidencia las bandas de los cromosomas metafésicos, los
preparados obtenidos en la secciéon 3.2.3.1 se procesaron de acuerdo a un
método combinado de fluorocromo-Giemsa (Korenberg y Freedlender, 1974;
Perry y Wolff, 1974). Los extendidos celulares se trataron con 1 pg/ml de
Hoechst 33258 en solucién tampoén de fosfatos a temperatura ambiente (0,1 M;
pH 6,8, 20 min). Posteriormente, los preparados fueron montados en la misma
solucién tampén y fueron expuestos a luz fluorescente emitida por una ldmpara
fluorescente de 15 W de potencia durante 1 h. Finalizada la etapa de exposicién
luminica, las preparaciones fueron lavadas con agua destilada y secadas a
temperatura ambiente. Seguidamente, las preparaciones fueron incubadas en
una solucion 1 M de NaHPOs (pH 8,2; 88 °C; 8 min), lavadas con agua
destilada y, por ultimo, coloreadas con solucién acuosa de Giemsa al 3%

durante 12 min.

3.2.3.3. Analisis de la frecuencia del niimero cromos6émico

A partir de los preparados obtenidos en la seccion 3.2.3.1 y procesados en
la seccién 3.2.3.2, se realiz6 el recuento del nimero cromosdmico en un total de
200 metafases por punto experimental. El conteo se llevd a cabo con un
microscopio BX50 (Olympus Corporation, Tokyo, Japén), con una

magnificacién total de 1000X.
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Para la seleccion de las metafases que fueron contadas, se adoptaron los
siguientes criterios de seleccion:

1) Se eligieron metafases convenientemente aisladas, para evitar
mezclar los cromosomas de dos células contiguas.

2)  Se descartaron metafases que no presentaron los cromosomas
dispersos de forma circular, con el fin de evitar obtener un menor
namero cromosémico debido a pérdida durante la obtencién de
los preparados.

3) Se obviaron las metafases con un gran ntimero de cromosomas
sobrepuestos, para lograr una facil individualizaciéon de los
mismos.

Se estableci6 el nimero modal y la distribuciéon de la frecuencia del

nuamero cromosomico.

3.2.3.4. Analisis del cariotipo

La especie Oryctolagus cuniculus motivo de la presente Tesis Doctoral
posee un nimero diploide de cromosomas 2n=44 (Painter, 1926). El criterio de
clasificacion que se sigui6 para el analisis de los cariotipos fue el descripto por
Ford y col. (1980). Seguin el mismo, la especie en cuestion presenta 21 pares de
cromosomas autosémicos y un par sexual XX/XY. Los cromosomas autosémicos
se clasifican en 4 grupos: metacéntricos (cromosomas 1 a 6), submetacéntricos

(cromosomas 7 a 11), acrocéntricos (cromosomas 12 al 17) y por ultimo
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telocéntricos (cromosomas 18 al 21). En la figura 3 se presenta un cariotipo de
conejo macho normal.

A partir de los preparados obtenidos en la seccién 3.2.3.1 y procesados en
la seccion 3.2.3.2, se realiz6 el andlisis del cariotipo en los subcultivos
previamente mencionados. Por cada punto experimental se obtuvieron
fotografias de metafases elegidas de forma aleatoria, respetando el criterio
adoptado en la seccion 3.2.3.3, mediante una camara DP71 (Olympus
Corporation, Tokyo, Japén) anexada a un microscopio BX50 (Olympus
Corporation, Tokyo, Japén). Se realiz6 el analisis del cariotipo en un total de 20
metafases por cada punto experimental con el empleo del programa de
computaciéon caryoTIPE-PLUS 2.2 (Bioanalitica S.A., Ciudad Auténoma de
Buenas Aires, Argentina).

Fueron analizadas las variaciones de la frecuencia de aparicién de cada
tipo cromosdémico en la linea celular JPCS;, con el objeto de determinar si las
mismas siguen un patrén al azar o especifico. Fue utilizado el modelo propuesto
anteriormente por Bianchi y col. (1977). En el conejo (2n=44) cada par de
cromosomas homologos representa 1/22 (4,54 %) del total de cromosomas del
conjunto haploide. Este porcentaje se mantiene sin modificaciones en los casos
de aumento del ndmero cromosémico por ploidia. Por otra parte, en una
aneuploidia el porcentaje se modifica, pudiendo el mismo aumentar por
ganancia (trisomia, tetrasomia) o disminuir por pérdida (monosomia, nulisomia)

de cromosomas. Si las modificaciones en el porcentaje son al azar e involucran a
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Fig. 3. Cariotipo de conejo macho normal (44,XY).

par de homélogos con la misma frecuencia, el promedio del mismo en un
nimero elevado de células aneuploides sera cercano a 4,54% a medida que se
incrementa la muestra. En cambio, si las modificaciones son especificas se
observard que algunos tipos cromosémicos aparecen con una frecuencia
francamente superior o inferior al 4,54 %, dependiendo de la aneupliodia
involucrada. En este caso, dichas alteraciones se mantienen independientes del
namero de células analizadas. Para esta tarea, se restaron los cromosomas
marcadores de la suma total de cromosomas estudiados en cada uno de los
subcultivos. Luego, se obtuvo el promedio y el intervalo de confianza del 95%
individualmente para cada tipo cromosémico identificado en 20 metafases de

cada subcultivo estudiado. La comparacioén entre los valores de las frecuencias
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obtenidas y esperadas para cada tipo cromosémico individual se realizé
mediante un grafico de coordenadas cartesianas. En el mismo se represent6 el
namero del tipo cromosémico (abscisa) y la frecuencia de apariciéon de los

cromosomas (ordenada).

3.2.4. Estudios de microsatélites

3.24.1. Extraccion de ADN

Se extrajo ADN a partir de células de los subcultivos citados previamente
utilizando Chelex® 100, siguiendo la técnica descrita por Walsh y col. (1991). Se
diluyeron 50 pl de una suspensién celular de cada subcultivo estudiado con 1
ml de agua destilada en tubos de 1,5 ml, y se agité durante 30 min. Las
muestras se centrifugaron a 13000 rpm (SANYO, San Diego, CA, EE.UU.)
durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante, y los productos obtenidos fueron
resuspendidos con 200 pl de una soluciéon de Chelex® 5% p/v en agua
destilada. Posteriormente, fueron incubadas a 56 °C durante un periodo de 30
min. Luego, las mismas fueron sometidas a 98 °C durante 8 min. Por dltimo, se
realiz6 una centrifugaciéon a 1000 rpm (SANYO, San Diego, CA, EE.UU.)
durante 5 min con el fin de separar las resinas de Chelex® de los sobrenadantes.
Finalmente, estos ultimos fueron trasegados a nuevos tubos de 0,5 ml y

almacenados a 4 °C.

3.2.4.2. Analisis de microsatélites
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Se analizaron 16 microsatélites elegidos a partir de datos publicados en la
literatura por Chantry-Darmon y col. (2006). Los microsatélites empleados en el
presente Trabajo de Tesis Doctoral se encuentran detallados en la Tabla 2. Los
criterios considerados para la eleccién de los mismos fueron los siguientes: a)
poseer secuencias dinucleotidicas y b) estar distribuidos en distintos
cromosomas del complemento del conejo neozelandés.

Las reacciones de PCR se realizaron a un volumen final de 15 pl en tubos
de PCR de 0,2 ml, conteniendo 10 ng de ADN genémico, 1 X del medio de
reaccioén, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,025 U/pl de polimerasa Taq, 1 pM de
cebador (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Luego del primer paso de
desnaturalizaciéon a 94 °C durante 2 min se realizaron 32 ciclos de amplificacion
(94 °C por 30 seg, 30 seg a la temperatura de templado y 72 °C durante 30 seg).
Asimismo, se llevé a cabo un paso de extension final de 1 h a 60 °C. Todas las
reacciones de PCR se amplificaron en un termociclador Evo-02 (MPI, La Plata,
Bs.As., Argentina). Los productos fueron analizados en geles de poliacrylamida
al 6% en condiciones desnaturalizantes.

Finalmente, 5 de los microsatélites INRACCDDV0203, INRACCDDVO0317,
INRACCDDV0061, INRACCDDV0007 e INRACCDDV0014) fueron
amplificados agregando a las reacciones de PCR Fluoresceina-12-dCTP a una
concentracion de 2 pM. Luego, los amplificados se examinaron mediante
electroforesis capilar en un analizador genético ABI 3130 (Applied Biosystems,

Forest City, CA, EE.UU.).
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3.2.5. Estudio de la curva de crecimiento celular
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3.25.1. Realizacion de la curva de crecimiento celular

La técnica utilizada para realizar las curvas de crecimiento fue la descripta
por Fan y col. con modificaciones menores (2009). Al llegar a la fase final del
crecimiento exponencial, las células fueron separadas del sustrato mediante la
utilizacién de una solucion de tripsina (seccion 3.2.1.2) y resuspendidas en
medio de cultivo completo. Luego, se sembraron 2,7 x 104 células /cm? en placas
de cultivo de 35 mm de didmetro (Falcon BD, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) con
un volumen final de 3 ml. El medio fue reemplazado cada 2 dias para
garantizar que la detencién del crecimiento fuera producida por la confluencia
celular y no por la carencia de nutrientes. Posteriormente, se cont6 el nimero de
células por placa cada 24 h durante 9 dias mediante la técnica de coloracion
supravital de azul de tripan (Freshney, 2005).

Al menos tres experimentos independientes fueron realizados por cada
subcultivo estudiado. Los resultados se expresaron como el promedio del
namero de células por dia de conteo y por subcultivo analizado, graficados en
un sistema de coordenadas cartesianas registrando el promedio del namero de

células (ordenada) en funcién del tiempo de cultivo (abscisas).

3.2.5.2. Analisis de la curva de crecimiento celular
De los datos obtenidos en la seccién 3.2.5.1 se calcul6 el tiempo de
duplicacién poblacional, y la densidad limitante de la proliferacién celular para

cada subcultivo estudiado.
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A partir de la fase exponencial de la curva de crecimiento se calculé tanto
el tiempo de duplicaciéon poblacional, utilizdindose los valores del namero de
células para los dias 1 al 4 de las 3 réplicas realizadas. El calculo de los
estimadores se realiz6 mediante el ajuste de minimos cuadrados para una curva
exponencial, con la ayuda del programa de computacién desarrollado por Roth
(2006). Los resultados se expresaron como el promedio del tiempo de
duplicacién poblacional expresado en horas para cada subcultivo analizado.

El calculo de la densidad limitante de la proliferacion celular se realiz6 a
partir de la concentracién maxima de células que alcanzan los cultivos celulares
de la linea celular JPCS; en la fase estacionaria de la curva de crecimiento. Para
tal fin se utilizaron los valores del dia 9 de la experiencia explicitada en la
seccion 3.2.3.1. Los resultados se expresaron como los promedios del namero

de células para cada uno de los subcultivos analizados.

3.2.6. Ensayo de crecimiento con independencia de suero

3.2.6.1. Realizacion de las curvas de crecimiento con independencia de
suero

La técnica utilizada para realizar las curvas de crecimiento con

independencia de suero fue la descrita por Takenaka y col. (2003) con

modificaciones menores. En la etapa final del crecimiento exponencial, las

células fueron separadas del sustrato mediante la utilizacién de una solucién de

tripsina (secciéon 3.2.1.2) y resuspendidas en medio de cultivo completo. Se
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sembraron alicuotas de células a concentraciones de 2,7 x 104 células/cm? en
placas de cultivo de 24 pozos (Falcon BD, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.), en un
volumen final de 1 ml por pozo, con medio completo para permitir la adherencia
al sustrato. Luego de 24 h de cultivo, se reemplazé el medio por otro con
concentraciones crecientes de suero bovino fetal siendo las mismas 0; 1,25; 2,5; 5
y 10% v/v, el medio fue reemplazado cada 48 h. Se realiz6 el recuento de células
por pozo mediante la técnica de coloracién supravital de azul de tripan. Luego
de 7 dias de mantenimiento en las condiciones previamente descriptas. Al menos
tres experimentos independientes fueron realizados por cada subcultivo
estudiado. Los resultados se expresaron como el promedio del ntimero de
células por concentraciéon de suero y por subcultivo analizado, graficados en un
sistema de coordenadas cartesianas registrando el promedio del ndmero de

células (ordenada) en funcién de la concentracién de suero (abscisas).

3.2.6.2. Analisis de las curvas de crecimiento con independencia de suero
Para el analisis de la curva de crecimiento con independencia de suero los
datos fueron transformados mediante la raiz cuadrada, y se calcul6 la pendiente
de la recta y los limites de confianza inferior y superior a partir de un método de
remuestreo (bootstrap) con 2000 replicados, mediante la ayuda de el programa de

computaciéon PAST desarrollado por Hammer y col. (2001).
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3.2.7. Ensayo de crecimiento independiente de anclaje

Para realizar el ensayo de crecimiento independiente de anclaje, se
utilizé la técnica convencional de clonado en medio semisdlido descripta por
Franken y col. (2006) con modificaciones menores. En la etapa final del
crecimiento exponencial, las células fueron separadas del sustrato mediante la
utilizacién de una solucién de tripsina (seccion 3.2.1.2) y resuspendidas en
medio de cultivo completo. Se realiz6 una suspensién celular con una
concentracion de 1000 células/ml en medio de cultivo 2X suplementado con
20% v/v de suero bovino fetal. Luego, se mezclaron partes iguales de dicha
suspension y una solucion precalentada a 40 °C de agar Noble 1% p/v en agua
destilada, quedando asi una concentracién final de 500 células/ml en medio de
cultivo 1X suplementado con 10% v/v de suero bovino fetal y una
concentraciéon 0,5% p/v de agar Noble. De esta tltima dilucién se sembraron 2
ml en una placa de cultivo de 35 mm de didmetro (Falcon BD, Franklin Lakes,
NJ, EE.UU.), previamente cubierta con 1 ml de una solucién de agar Noble al
1% p/v. Luego, las placas se introdujeron en una heladera a 4 °C durante 30
min para permitir la solidificacion de la capa superior de agar Noble.
Posteriormente, se incubaron a 37 °C durante 14 dias en camara himeda con
una atmosfera de 5% de COx. Por tltimo, se realiz6 el recuento bajo microscopio
de las colonias obtenidas mediante el uso de un microscopio CKX41 (Olympus
Corporation, Tokyo, Japén), con una magnificacion total de 40X. Para la

identificacion de las colonias formadas se estableci6 un criterio donde las
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mismas debian tener un minimo de 50 células, mostrando un didmetro
promedio de colonia de 60 pm.

Como control de la eficacia metodolégica empleada se utilizé la linea
celular CHO-K1. Se realizaron tres experimentos independientes por cada
subcultivo estudiado. Los resultados se expresaron como el promedio del
porcentaje de colonias formadas durante la experiencia. El mismo se calcul6
dividiendo el namero de colonias formadas por placa por el nimero de células

inoculadas inicialmente.

3.2.8. Ensayo de migracion celular

El ensayo de migracion celular fue evaluado mediante la “técnica de la
herida” descripta por Liang y col. (2007) con modificaciones menores. En la
etapa final del crecimiento exponencial las células fueron separadas del sustrato
mediante la utilizacion de una solucién de tripsina (ver seccién 3.2.1.2) y
resuspendidas en medio de cultivo completo. Posteriormente, se sembraron 2,7
x 10% células /cm? en placas de cultivo de 35 mm de didmetro (Falcon BD,
Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) con un volumen final de 3 ml y fueron incubadas a
37 °C, permitiendo a los cultivos alcanzar la confluencia. Una vez obtenida, se
cambi6 el medio suplementado por medio carente de suero, permaneciendo en
estas condiciones durante 24 h. Posteriormente, se procedié a realizar la herida
con una punta plastica de una micropipeta mecénica de 200 pl. Una vez
realizada, se agreg6é un volumen de 3 ml de medio sin suero, considerandose

este momento como el tiempo 0. Se realizaron capturas fotogréficas a las 0 y a
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las 12 h del ensayo en los mismos puntos experimentales mediante el uso de
una camara DC 100 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) anexada a un
microscopio CKX41 (Olympus Corporation, Tokyo, Japén), la magnificacion
total para la obtencion de las fotografias fue de 40X. La medicién del area de la
herida se realiz6 a partir de las fotografias mediante la ayuda del programa
Designer 9 (Micrografx Inc., Richardson, TX, EE.UU.).

Se realizaron tres experimentos independientes por cada subcultivo
estudiado. Los resultados se expresaron como el promedio de la resta del area
entre las mediciones obtenidas de las fotos a las 0 (inicial) y 12 h (final) en cada

punto experimental.

3.2.9. Analisis estadistico

Se utiliz6 el anédlisis de la varianza de un factor (ANOVA) para realizar
las comparaciones estadisticas de los siguientes ensayos: tiempo de duplicacion
poblacional, pendiente de la curva de crecimiento, analisis de la densidad
limitante de la proliferacion celular y migracion celular. Para probar la
homogeneidad de las varianzas se utilizé la prueba de Levenne y para
corroborar la normalidad de los datos se utiliz6 la comparacion grafica de la
distribucion de los residuos. En caso de encontrar valores del ANOVA
estadisticamente significativos se utiliz6 la ensayo de Tukey como prueba a
posteriori. En el caso del anélisis del cariotipo se utilizo el ensayo de Student para

una muestra, comparando independientemente cada poblacién de cromosomas
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con el nimero esperado de cromosomas para la especie para cada par de
cromosomas homoélogos de la especie.

El nivel de significacion estadistica utilizado fue siempre 0,05. El
programa de computacion usado para las comparaciones fue STATISTICA 6.0

(Statsoft Inc., Tulsa, OK, EE.UU.).
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4. RESULTADOS

4.1. Estudios citogenéticos

4.1.1. Evaluacion de la frecuencia del niimero cromosémico

El nimero cromosémico fue evaluado en la linea celular JPCS; en los
subcultivos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 y 50 (Fig. 4).

El ntmero original de la especie de Oryctolagus cuniculus es de 44
cromosomas, el mismo se mantiene como ntimero modal en los SCs 5, 10 y 15
con una frecuencia decreciente a lo largo de estos 3 SC de 96,3%, 84% y 45,33%,
respectivamente. Asimismo se observa en estos mismos SC un aumento
progresivo en la frecuencia de metafases hiperdiploides siendo la misma 0,93%,
9,33% y 49,33% en los SC 5, 10 y 15, respectivamente (Fig. 4).

A partir del SC 20 el nimero cromosémico modal cambia a la categoria de
45 cromosomas (55,19%), tendencia que refleja lo mencionado anteriormente
entre los SC 5 a 15. EI SC 25 mantiene este namero modal con una frecuencia de
60,47%. En ambos SC la siguiente categoria en frecuencia es la de 46
cromosomas con valores del 20,78 y 24,19%, respectivamente (Fig. 4).

En el SC 30 el nimero cromosémico modal cambia nuevamente a la
categoria de 46 cromosomas, manteniéndose hasta los tultimos dos SC
estudiados 40 y 50 con un aumento progresivo en las frecuencias desde un 50%

para el SC 30 hasta un maximo 68,33% en el SC 50 (Fig. 4).
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Fig. 4. Frecuencia del ntmero cromosémico en la linea celular JPCS:. En el eje de las
ordenadas se grafica el porcentaje del niimero cromosémico y en el eje de las abscisas se
grafica el nimero cromosdmico diploide. El recuadro enmarca el numero original de la
especie (2n=44) a partir de la que se origino el cultivo celular de Oryctolagus cuniculus.
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Cabe destacar que los SC 15 y 30 son los que presentan los valores
modales mas bajos siendo 45,33 y 50% respectivamente y valores relativamente
altos de las otras categorias del namero cromosémico las cuales en sumatoria
llegan al valor de la moda, indicando una etapa de transiciéon muy marcada
particularmente en estos dos SC mencionados. Por otra parte, los SC iniciales 5
y 10, y los finales 40 y 50 parecen tener cierta estabilidad dado que los valores
que presentan sus modas son significativamente mas altos que los de las otras
categorias.

El porcentaje de células poliploides en todos los SC estudiados se mantuvo
entre valores del 5 al 12% de las poblaciones celulares analizadas a lo largo de

los SC estudiados (Fig. 5).

15 -~

0 -] T I + I T I T I T I + I T l
5 10 15 20 25 30 40 50

Subcultivo

=
o
1

Células poliploides (%)

Fig. 5. Frecuencia de células poliploides en la linea celular JPCS;. En el eje de las ordenadas
se grafica el porcentaje de células poliploides y en el de las abscisas se observan los
subcultivos estudiados.
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4.1.2. Evaluacién de la evolucién del cariotipo

El cariotipo macho de la especie de Oryctolagus cuniculus es 2n=44, XY
conteniendo 21 pares de cromosomas autosémicos y un par sexual. Los
cromosomas autosémicos se clasifican en 4 grupos: metacéntricos (cromosomas
1 a 6), submetacéntricos (cromosomas 7 a 11), acrocéntricos (cromosomas 12 al
17) y, por ultimo, telocéntricos (cromosomas 18 al 21). En la figura 3 se presenta
un cariotipo de conejo macho normal. De todos los SC analizados el tinico que
presenta todas sus metafases sin modificaciones con respecto a las
caracteristicas mencionadas para el cariotipo de la especie es el SC 5 (Fig. 6). A
partir del SC 10 comienzan a evidenciarse aneuploidias en distintos
cromosomas. De estas, la trisomia en el cromosoma 18 es la que se da con una
frecuencia relativamente alta (20% en el total de las metafases estudiadas) y la
media del numero de cromosomas para este SC difiere significativamente del
valor de referencia (P<0,05; Fig. 6). Este patron especifico de aneuploidia se
mantiene hasta el SC 50. Asimismo, se observan algunas aneuploidias con un
comportamiento estocdstico como las monosomias en los cromosomas 2, 3, 9, 17
y 19; y una trisomia en el cromosoma 5 tinicamente.

El SC 15 esta caracterizado por presentar un mayor indice de
aneuploidias (Fig. 6) dado por la gran dispersion que existe en la mayoria de los
cromosomas. Los tinicos cromosomas que no se ven afectados por aneuploidias
son los cromosomas 11 y 12. Al igual que en el SC10, las aneuploidias que
tienen un patréon especifico estdn presentes involucrando tnicamente al

cromosoma 18 (P<0,05) con una frecuencia del 40% en las metafa-
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Fig. 6. Anilisis del cariotipo de distintos SC de la linea celular JPCS;. En el eje de las

ordenadas se grafica la frecuencia de aparicion de cada cromosoma y en el de las abscisas se

representa cada para cromosomico presente en la especie de Oryctolagus cuniculus. Las lineas

que se extienden por encima y por debajo de cada caja demarcan el intervalo de confianza
del 95%.
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ses estudiadas.

El SC 20 mantiene la tendencia de la alta frecuencia de trisomias en el
cromosoma 18. Asimismo, las aneuploidias estocasticas disminuyen con
respecto al SC anterior observdndose en nimero menor de cromosomas del
complemento, siendo estos los cromosomas 1, 2, 3, 4, 6, 9, 11, 14, 19 y el par
sexual. Cabe destacar, que a partir de este pasaje se establece una nueva
tendencia en el cromosoma 6 similar a lo que acontece con el cromosoma 18. Si
bien en el SC 20 la media del namero de cromosomas para el cromosoma 6 no
tiene una diferencia significativa con respecto al valor de referencia (P<0,05), la
frecuencia de trisomia en el cromosoma 6 alcanza valores del 15,78%, la
frecuencia de trisomias para este cromosoma continuara ascendiendo en los
sucesivos SCs.

Desde el SC 25 al 50 se mantienen las tendencias que se establecieron en
los pasajes previos, donde las aneuploidias que presentan una desviacion
especifica del ntimero de referencia son las presentes en los cromosomas 6 y 18
(P<0,05; Fig. 7). Se observa un aumento progresivo de trisomias en ambos
cromosomas (Fig. 8 y Fig. 9). Para el cromosoma 6 especificamente, la tendencia
comienza en el SC 20 con una frecuencia de 15,78% aumentando hasta
encontrar el maximo en el SC 40 con 95% y disminuyendo hacia el SC 50 a un
valor del 70%. Asimismo se observa en los SC 40 y 50 tetrasomias en el mismo
cromosoma con frecuencias de 5 y 30%, ésta es la razon por la cual el indice de

trisomias disminuye en el SC 50 debido al aumento concomitante de las
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tetrasomias. Tanto en el SC 40 como en el 50 la suma de la frecuencia de los dos

tipos de aneuploidias presentes para este cromosoma alcanza valores del 100%.
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Fig. 7. Cariotipos de dos metafases provenientes de momentos diferentes del establecimiento

de la linea celular JPCS; (1000X). En a) se muestra un cariotipo tipico del SC 30 y en b) se
muestra un cariotipo del SC 50.
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Fig. 8. Frecuencia de aneuploidias del cromosoma 6 en distintos SC de la linea celular JPCS;.

En cuanto a la frecuencia de trisomias del cromosoma 18 (Fig. 8), se

observa una tendencia de aumento constante desde un 20% en el SC 10 hasta un
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100% en los SC 40 y 50. En este caso la tendencia comienza en el SC 10, bastante

mas temprano que lo observado para el cromosoma 6.
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Fig. 9. Frecuencia de aneuploidias del cromosoma 18 en distintos SC de la linea celular JPCS;.

Las aberraciones cromosémicas estructurales identificadas que se
observaron fueron deleciones cromosémicas que afectaron tnicamente a 3
cromosomas, siendo los mismos los cromosomas 10, 12 y 14 (Tabla 3). Las
deleciones que afectan a los cromosomas 12 y 14 ocurren tinicamente en los SC
25 y 40 respectivamente, sin progresar en otros SC. En cambio, la delecién que
afecta al cromosoma 10 aparece en el SC 30 y continua presente hasta el SC 50.
La frecuencia de esta aberracién se incrementa a medida que aumentan los SCs,
variando desde el 9,52% en el SC 30 hasta un 40% en el altimo SC estudiado.

Por altimo, se han logrado identificar 5 tipos de cromosomas marcadores
en los SC analizados. Los mismos fueron denominados con la letra “M” seguida

de un namero que sefala el orden cronolégico de apariciéon en los SC.
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Subcultivos Deleciones
del(10)(p13) del(12)(q22) del(14)(q27)
5 0,00 0,00 0,00
10 0,00 0,00 0,00
15 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00
25 0,00 4,76 0,00
30 9,52 0,00 0,00
40 26,32 0,00 15,79
50 40,00 0,00 0,00

Tabla 3. Frecuencia de aparicion de las deleciones encontradas en distintos SC de la
linea celular JPCS;. La frecuencia observada (%) esta expresada como la razén entre niimero
de metafases donde aparecen los cromosomas portadores de la delecion/ntmero total de
metafases analizadas x 100.

El cromosoma marcador M1 es un elemento acrocéntrico, con un tamano
intermedio entre los cromosomas 19 y 20 (Fig. 10). El M2 presenta una
morfologia acrocéntrica con un tamafio intermedio entre los cromosomas 15 y
16 (Fig. 11). El M3 presenta una morfologia submetacéntrica similar al
cromosoma 3, pero a diferencia de este Gltimo posee un menor tamafio y un
brazo corto relativamente mas grande (Fig. 12). El M4 presenta una morfologia
submetacéntrica similar a un cromosoma 10, presentando un brazo corto de
menor tamafio que el presente-en—este-de este ultimo (Fig. 13). E1 M5 es un
cromosoma metacéntrico de pequefio tamafio, similar a un cromosoma 21 (Fig.
14).
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Fig. 10. A la izquierda se observa el cariotipo de metafase en la cual esta presente el
cromosoma marcador M1, el asterisco indica una monosomia presente en el cromosoma 9. A

la derecha se observa la fotomicrografia a partir de la cual se realizo el cariotipo, la flecha |
indica el cromosoma marcador.

“ ! e i3 \,_" a
8

D IGINTETE
. 1‘- 2‘ : 3. . l‘ .5A
L
. " v l v \ .
o 7 's‘ B ] ® m. . u. . \! )
i # i
13 f% i .
; ‘I; ‘13‘ 14= a‘|5 t18‘ !1;" i‘ )
£8 n - 3 P4
1 13 2 2 - ‘

Fig. 11. A la izquierda se observa el cariotipo de metafase en la cual esti presente el
cromosoma marcador M2, los asteriscos indican las monosomias presentes en la misma en

este caso para el cromosoma 15, 20 y 21. A la izquierda-derecha se observa la fotomicrografia
a partir de la cual se realizé el cariotipo, la flecha indica el cromosoma marcador.
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Fig. 12. A la izquierda se observa el cariotipo de metafase en la cual esta presente el

cromosoma marcador M3, el asterisco indica una monosomia presente en el cromosoma 3. A
| la izquierda-derecha se observa la fotomicrografia a partir de la cual se realizo el cariotipo, la

flecha indica el cromosoma marcador.
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Fig. 13. A la izquierda se observa el cariotipo de metafase en la cual esti presente el
cromosoma marcador M4. A la izquierda-derecha se observa la fotomicrografia a partir de la
cual se realiz6 el cariotipo, la flecha indica el cromosoma marcador.
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Fig. 14. A la izquierda se observa el cariotipo de metafase en la cual estid presente el
cromosoma marcador M5. A la izquierda-derecha se observa la fotomicrografia a partir de la
cual se realiz6 el cariotipo, la flecha indica el cromosoma marcador.

La frecuencia de aparicion por SC de los cromosomas marcadores fue
relativamente baja en todos los casos, llegando a alcanzar valores maximos sin
superar el 15% (Tabla 4). E1 M1 posee una mayor presencia durante el
mantenimiento del cultivo celular, hallindose en 4 SC consecutivos, desde el SC
10 al 25. Este cromosoma, tiene su punto dlgido de frecuencia en el SC 20 con un
15%, para luego disminuir a un 5% en el siguiente SC analizado, y por dltimo
desaparecer en los SC subsiguientes. El resto de los cromosomas marcadores se

hacen evidentes en 1 0 2 SC tinicamente (Tabla 4).

4.2. Analisis de microsatélites

Se analizaron 16 microsatélites dinucleotidicos distribuidos en distintos
cromosomas del complemento de Oryctolagus cuniculus, en los SC de 5 a 50 de la
linea celular JPCS:. Los resultados obtenidos a partir del analisis en geles

tefiidos con sales de plata de los fragmentos amplificados, demuestran la
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inexistencia de apariciéon de nuevos alelos para todos los marcadores utilizados
en los SC estudiados. Asimismo, en aquellos marcadores que presentaron 2

alelos no se evidenci6é desbalance en heterocigosis.

Subcultivos Marcadores

M1 M2 M3 M4 M5
5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 5,00 5,00 0,00 0,00 0,00
15 5,00 15,00 15,00 0,00 0,00
20 15,00 0,00 5,00 0,00 0,00
25 5,00 0,00 0,00 0,00 0,00
30 0,00 0,00 0,00 4,76 9,52
40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
50 0,00 0,00 0,00 0,00 5,00

Tabla 4. Frecuencia de aparicion de metafases presentando cromosomas marcadores en
distintos SC de la linea celular JPCS;. La frecuencia observada (%) de cada cromosoma
marcador esta expresada como la razén entre nimero de metafases donde aparecen los
cromosomas marcadores/namero total de metafases analizadas x 100.

Con el objeto de corroborar los datos obtenidos en los geles tefiidos con
sales de plata se eligieron 5 microsatélites y se amplificaron agregando a las
reacciones de PCR Fluoresceina-12-dCTP, para marcar con fluorescencia los
amplicones obtenidos y luego ser analizados en el analizador genético ABI3130.
El andlisis de los datos obtenidos con esta técnica arrojaron los mismos
resultados a los obtenidos con los geles de plata. En la figfigura- 15 se observan
los electroferogramas, con los alelos respectivos para cada microsatélite

amplificado.
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Fig. 15. Electroferogramas de los microsatélites: a) INRACCDDV0203, b) INRACCDDV0317,
¢) INRACCDDVO0061, d) INRACCDDV0007, e) INRACCDDVO0014. En cada grafico el eje de
las ordenadas representa unidades de fluorescencia relativa, el de las abscisas representa el

tam,

afio en pares de bases.

En todos los casos existe una coincidencia entre los alelos presentes en el

SC 5 y los alelos presente en el SC 50, sin aparicién de nuevos alelos. Asimismo,

en el marcador INRACCDDVO007 que posee 2 alelos no se observa desbalance

en la heterocigosis, ya que ambos presentan la misma intensidad de
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fluorescencia relativa. Por ultimo, cabe mencionar que tan s6lo 3 de los 16
microsatélites utilizados resultaron ser heterocigotas para la linea celular

estudiada: INRACCDDV0327, INRACCDDV0007 y INRACCDDV0044

ubicados en los cromosomas 1, 5 y 15 respectivamente.

4.3. Analisis de la curva de crecimiento
Se obtuvieron las curvas de crecimiento para los SC 5 a 50 (Fig. 16). Las
mismas fueron evaluadas en funcién del tiempo de duplicacion poblacional y la

densidad limitante de proliferacion para cada SC estudiado.
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Fig. 16. Curvas de crecimiento de la linea celular JPCS;. En la ordenada se representa el
namero de células y en las abscisas se representa el tiempo en horas (h). Cada punto en la
curva representa el valor promedio del namero de células y las lineas proyectadas el error
estandar.

4.3.1. Analisis del tiempo de duplicacion poblacional

A partir de los datos de la curva de crecimiento se obtuvo el tiempo de

duplicacién poblacional para los SC 5 a 50 (Fig. 17). Se observa que hay 2
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agrupaciones de SCs, la primer agrupaciéon comprende los SCs 5 al 30 (P>0,05),
cuyos los valores promedio del tiempo de duplicacién poblacional oscilan entre
34,22 a 37,71 h. La segunda agrupacion involucra tnicamente los SCs 40 y 50,
cuyos valores del tiempo de duplicaciéon poblacional son 24,3 y 23,65 h
respectivamente. Entre ambas agrupaciones hay una marcada diferencia cuya
amplitud corresponde al orden de 10 h (P<0,05), sin observarse cambios
graduales a medida que aumentan los SCs durante el mantenimiento de la linea

celular.
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Fig.17. Tiempo de duplicacién poblacional en distintos SC de la linea celular JPCS;. En el eje
de las ordenadas se grafica tiempo en horas y en el de las abscisas representa los SC
analizados. Cada caja incluye el promedio (cuadrado blanco) * el error estindar. Las lineas
que se extienden por encima y por debajo de cada caja demarcan el intervalo de confianza
del 95%.
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4.3.2. Analisis de la densidad limitante de la proliferacion
En la fase estacionaria de la curva de crecimiento (Fig. 16) se observo¢ la
densidad limitante de la proliferaciéon. Los datos se encuentran detallados en la

Tabla 5 y representados en la figura 18.

Intervalo de Confianza

Subeultivo Promedio /del ndamero del 95% Grup/os
de células homogéneos
5 1.368.333,33 +468925,54
10 1.716.666,67 +224031,94 X
15 1.946.666,67 +500128,75 X X
20 2.073.333,33 +254952,09 X
25 2.046.666,67 +279212,36 X X
30 2.297.666,67 +794401,19 X
40 2.843.666,67 +292003,31 X
50 2.903.666,67 +824708,77 X

Tabla 5. Promedio, intervalo de confianza del 95% y grupos homogéneos del analisis de la
densidad limitante de la proliferacion celular en distintos SC de la linea celular JPCS;. Las X
alineadas en la misma columna de los grupos homogéneos indican que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los SCs que las poseen (P>0,05).

Los resultados del andlisis de la densidad limitante de la proliferaciéon
muestran el aumento de la misma a medida que se incrementan los SCs (Fig. 18;
Tabla 5). A lo largo de los SC estudiados se establecen varias agrupaciones
homogéneas (ver GLOSARIO) dentro de las cuales no hay diferencias

significativas (’>0,05; Tabla 5), algunas de estas agrupaciones se solapan entre

si, principalmente en los SCs intermedios comprendidos entre los SCs 10 al 30,
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Fig. 18. Densidad limitante de la proliferacion en distintos SC de la linea celular JPCS;. El eje
de las ordenadas representa nmero de células en millones y el de las abscisas representa los
subcultivos. Cada caja incluye el promedio (cuadrado blanco) * el error estandar. Las lineas
que se extienden por encima y por debajo de cada caja demarcan el intervalo de confianza

del 95%.
indicando la existencia de cambios graduales en la densidad limitante de la
proliferacion celular en esos puntos. Asimismo, los SC mas tempranos como es
el caso del SC 5 y tardios como los SCs 40 y 50 presentan diferencias
significativas (P<0,05, Tabla 5), sin solaparse con las de otras agrupaciones
anteriormente mencionadas.

El aumento de la densidad limitante de la proliferacién celular, se da en
dos fases de incremento, separadas por una meseta. La primera fase de

crecimiento va—desdecomprende desde el SC 5 al 15 donde hay un aumento
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aritmético de la densidad limitante de la proliferaciéon. Luego de esta primera
fase, encontramos una meseta representada por los SCs 20 y 25. Entre los SCs 30
y 40 se observa la segunda fase de incremento mas pronunciada que la anterior.

En la fase estacionaria de la curva de crecimiento, la linea celular JPCS;
presenta una morfologia fibroblastica a lo largo de su mantenimiento in vitro.
En los primeros SCs se observa que forman monocapas y tienen una orientacion
paralela en confluencia, determinando wuna morfologia macroscépica
denominada “impresion digital” (“fingerprint”, Fig. 19). A medida que los SCs
se incrementan la linea celular exhibe una tendencia a la formacién de focos de
crecimiento (“foci”) en donde la densidad celular es mayor que en otras zonas
del cultivo, formando multicapas y perdiendo la orientacién paralela (Fig. 19).
Esta tendencia se hace mas evidente a partir del SC 30 y se observa con mayor

incrementandose hacia el SC 50.

4.4. Analisis de las curvas de crecimiento con independencia de suero

Se obtuvieron las curvas de crecimiento con independencia de suero para
los SC 5 a 50 en la linea celular JPCS; (Fig. 20). Las mismas fueron evaluadas en
funcién de la pendiente resultante y por la capacidad de crecimiento de las

células con ausencia de suero en el medio de cultivo.
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Fig. 19. Fotomicrografias de la linea celular JPCS; en confluencia. En a) se muestra la captura

fotografica del SC 5, se observa que en confluencia las células se disponen paralelamente sin
formar multicapas y en b) se muestra una fotografia del SC 50, las células no se disponen
paralelamente y forman multicapas.
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Fig. 20. Curvas de crecimiento con independencia de suero de distintos SC de la linea celular
JPCS:. En el eje de la ordenada se representa el namero de células (105) y en de las abscisas se
representa la concentracién de suero (%). Cada punto en la curva representa el valor
promedio del ntimero de células.
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4.4.1. Analisis de la pendiente de la curva de crecimiento con independencia

de suero

A partir de los datos obtenidos para la confeccién de las curvas de
crecimiento con independencia de suero se calcularon las pendientes para cada
SC estudiado, mediante la transformacién por la raiz cuadrada de la variable de
concentracién de suero, con el objeto de representar las rectas y obtener las
pendientes respectivas (Fig. 21, Tabla 6). Para encontrar la funcién matematica
de transformacién que mejor se ajuste a los datos se utiliz6 un programa de
andlisis de ajuste de datos producido por Systat Software Inc.

(http:/ /www.sigmaplot.com/products/tablecurve2d/tablecurve2d.php).

Numero de células (105)

0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5

Raiz Cuadrada de la concentracion de Suero (%)
Fig. 21. Rectas obtenidas a partir de la transformacién de la variable concentracion de suero
para los distintos SC de la linea celular JPCS; analizados.
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Limite de confianza Limite de confianza

Subcultivo Pendiente 12
inferior superior

5 128,86 1174 139,1 0,9814
10 131,15 123,7 141,5 0,97573
15 133,43 124,8 146,1 0,96835
20 126,27 118,5 133,7 0,96557
25 133,01 122,8 144,5 0,97048
30 155,42 138,6 171,6 0,96755
40 202,05 182,5 2129 0,97169
50 200,62 178,7 210,6 0,97645

Tabla 6. Pendiente, limite inferior, limite superior y r?> de las rectas obtenidas a partir de la
transformacién de la variable concentracion de suero, para los distintos SC de la linea celular
JPCS,1.

A partir de los datos obtenidos se pone en evidencia un marcado ajuste
de las curvas, manifestado por el coeficiente r2, superior en todos los casos a
0,96 (Tabla 6). En la Fiefigura- 21 se observa en primera instancia que entre los
SC 5 a 25 no existen grandes diferencias debido al solapamiento presente entre
los limites de confianza para cada pendiente dada (Tabla 6), oscilando los
valores de las mismas entre 126,27 y 133,43. Por fuera de este grupo,
encontramos las rectas de los SC 30 con un valor de pendiente equivalente a
155, 42 y agrupadas con los valores mds altos encontramos las rectas de los SCs,
40 y 50, entre las cuales no hay diferencias observables. Los valores de las
pendientes de este tltimo grupo se hallan en el orden de 200 (Tabla 6).

Paralelamente, se observa un aumento progresivo de las pendientes a

medida que avanzan los SCs, el mismo se manifiesta en 3 etapas. La primera
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comprende los SC 5 a 25, la segunda solo el SC 30, y por dltimo muy alejada de

las anteriores se encuentra la tercera etapa representada por los SC 40 y 50.

4.4.2. Analisis de la capacidad de proliferacion celular en ausencia de suero
Utilizando los valores del niimero de células para la concentracion de
suero del 0%, se realiz6 el analisis de la capacidad de proliferacion celular en
ausencia del mismo (Fig. 22, Tabla 7). Los resultados obtenidos evidencian 3
agrupaciones homogéneas dentro de las cuales no hay diferencias
estadisticamente significativas (I>>0,05; Tabla 7). Las primeras dos agrupaciones
se superponen ampliamente. Por fuera de esta superposiciéon quedan los SC 5y
30 entre los cuales hay diferencias estadisticamente significativas (’<0,05; Tabla
7), siendo los valores obtenidos del nimero de células similares a los de la

siembra inicial indicando la ausencia de proliferacion celular.

Intervalo de confianza del

Subcultivos Promedio 959, Grupos homogéneos
5 43370,0 +18476,63 X
10 44555,4 +10746,59 X X
15 42592,6 +3877,33 X X
20 50259,3 +22923,12 X X
25 46777,7 +2406,68 X X
30 53777,8 +21064,14 X X
40 63703,7 +14702,40 X
50 108814,7 +29918,52

Tabla 7. Promedio, intervalo de confianza del 95% y grupos homogéneos de la capacidad de
crecimiento celular en ausencia de suero en distintos SC de la linea celular JPCS;. Las X
alineadas en la misma columna de los grupos homogéneos indican que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los SCs que las poseen (P>0,05).
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La tercera agrupacién estd compuesta tnicamente por los SC 30 y 40. A
partir de este ultimo se observa un valor levemente aumentado respecto al
in6culo inicial sembrado.

Por ultimo, el SC 50 presenta los valores més extremos alcanzados en el
nimero de células obtenidas al final del periodo de cultivo y muestra
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los restantes SC
estudiados (P<0,05; Tabla 7). El SC 50 presenta un valor sobradamente
aumentado, duplicando el valor del inéculo celular inicialmente sembrado

indicando la existencia de proliferacién celular en este SC.

1,2
1.1+ @
1,0+
09+
08¢

0,7 ¢

o
o

Numero de células (10°)

‘aag "o

0,3

5 10 15 20 25 30 40 50
Subcultivos

Fig. 22. Capacidad de crecimiento celular en ausencia de suero analizada en distintos SC de la

linea celular JPCS;. El eje de las ordenadas representa ntimero de células (105 y el de las

abscisas representa los subcultivos. Cada caja incluye el promedio (cuadrado blanco) * el

error estandar. Las lineas que se extienden por encima y por debajo de cada caja demarcan el
intervalo de confianza del 95%.

| 101



Pilili, Juan Pablo | 2012

4.5. Analisis del crecimiento independiente de anclaje

El ensayo de crecimiento independiente de anclaje se realiz6 en los SC5 a
50 de la linea celular JPCS;. Los resultados obtenidos a partir del mismo
evidencian la ausencia de crecimiento en las condiciones establecidas en todos
los SC analizados. Asimismo, la linea celular establecida CHO-K1 present6 un
68,5%+3 de capacidad de formar colonias en cultivo con independencia de

anclaje (Fig. 23).

Fig. 23. Fotomicrografia del ensayo de crecimiento independiente de anclaje. Se observa una
colonia celular formada por la linea celular CHO-K1 (100X).

4.6. Analisis del ensayo de la migracion celular
Los resultados del andlisis de la “técnica de la herida” en distintos SC de
la linea celular estudiada muestran un incremento de la migracién celular a

partir del SC 25, con una tendencia sostenida hasta el SC 50 (Fig. 24; Tabla 8).
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Fig. 24. Fotomicrografias del ensayo de migracion celular, en la linea celular JPCS; (100 X). En
a) se muestra la captura fotografica de un area de cultivo a las 0 h y en b) la captura
fotografica de la misma a las 12 h.

Subeultive Promedio del &rea  Intervalo de confianza del Grupos

cubierta 95% homogéneos

5 63.069,92 +13.582,6 X

10 62.073,92 +10.604,21 X

15 61.685,40 +13.225,84 X

20 62.377,66 +13.529,53 X

25 70.388,21 +12.091,59 X X

30 78.398,75 +13.002,58 X

40 98.825,52 +15.025,06 X

50 109.466,68 +18.251,85 X

Tabla 8. Promedio, intervalo de confianza del 95% y grupos homogéneos del ensayo de
migracion celular en distintos SC de la linea celular JPCS;. Las X alineadas en la misma
columna de los grupos homogéneos indican que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre los SCs que las poseen (P>0,05).

Del andlisis realizado se desprenden 3 agrupaciones homogéneas
(P>0,05; Tabla 8). Las primeras 2 agrupaciones solo se superponen a través del

SC 25, indicando diferencias graduales en este punto. El SC 30 presenta
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diferencias estadisticamente significativas entre los SC 5 a 20 (P<0,05). La
tercera agrupaciéon compuesta por los SC 40 y 50, poseen capacidades de
migracion estadisticamente significativas con respecto a los SC previos (P<0,05).

La mayor diferencia en los valores del area cubierta se muestran entre los SC 30

y 40 (Fig. 25; Tabla 8).
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Fig. 25. Migracion celular estudiada en distintos SC de la linea celular JPCS;. En el eje de las
ordenadas se grafica el area cubierta por la migracién celular en um? y el de las abscisas
representa los subcultivos. Cada caja incluye el promedio (cuadrado blanco) £ el error
estandar. Las lineas que se extienden por encima y por debajo de cada caja demarcan el
intervalo de confianza del 95%.
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5. DISCUSION

La morfologia y las propiedades de las células transformadas difieren
claramente de las contrapartes normales; algunas de estas diferencias son
evidentes cuando las células se cultivan in vitro.

Durante el presente trabajo se realizaron una serie de investigaciones
orientadas a dar informacién sobre los mecanismos que imperan en las
primeras etapas de la transformacion celular. Las mismas se orientaron a
investigar aquellos eventos ocurridos a nivel genético, como también los
evidenciados a nivel fenotipico como son el control del crecimiento y la

migracion celular.

5.1. Evolucion del cariotipo del al linea celular JPCS;

A partir del andlisis de la frecuencia del ntimero cromosémico se
evidencia un aumento del mismo paralelamente con el ntimero de SCs. Los
resultados obtenidos demuestran que los cultivos permanecen con el ntiimero
modal de la especie originaria de 2n=44 cromosomas hasta alcanzar el SC 15,
para modificar su nimero modal a 45 cromosomas en el SC 20 manteniéndose asi
hasta el SC 25. Por ultimo, el nimero modal se ve modificado una vez mas,
alcanzado el valor de 46 cromosomas, manteniéndose hasta el SC 50. Cabe
mencionar que en los SCs 15 y 30, los valores de las frecuencias de las modas
fueron los mas bajos con respecto a otros SCs, indicando etapas de transicion.

Con respecto al andlisis del cariotipo, el tinico SC que no mostré alteraciones con
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respecto al original de la especie en las metafases analizadas fue el SC 5. A parir
del SC 10, comienzan a manifestarse una serie de modificaciones, algunas de las
cuales persisten en el tiempo y otras no. Las modificaciones con mayor interés
para interpretar la evolucién del cariotipo de la linea celular JPCS: son las
concernientes a los cromosomas 18, 6 y 10 segin el orden cronolégico de
aparicion durante el mantenimiento del cultivo celular. La presencia de la
trisomia del cromosoma 18 comienza en el SC 10, la trisomia y posterior
tetrasomia del cromosoma 6 se establecen en los SCs 20 y 40 respectivamente y
por ultimo, la deleciéon que involucra parte de 10p -del(10)(p13)-, se inicia en el
SC 30. Estas aberraciones cromosémicas no sélo logran persistir durante el
mantenimiento del cultivo celular, sino que ademads, su frecuencia aumenta
significativamente desde su aparicion hasta el altimo SC estudiado (SC 50). Este
fenémeno pondria en evidencia una fuerte seleccion positiva para las células
portadoras de dichas aberraciones. Los cromosomas marcadores hallados
durante el mantenimiento de la linea celular no manifestaron tener valor para la
caracterizacién citogenética del proceso de transformacion, ya que no fueron
seleccionados positivamente dado que en ningtin caso se mantienen por més de
tres SCs consecutivos y sus frecuencias de aparicion no superan el 15%.
Asimismo, la presencia de células poliploides a lo largo de los SCs analizados
fue baja presentando valores del 5 al 12%.

El patréon observado en el presente trabajo de Tesis Doctoral es en
parte eensistente-coincidentes con los hallazgos de otros grupos de investigacion.

Entre los que se pueden mencionar, los presentados por Puck y col. (1966),
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Bianchi y col. (1975) y Yang y Rossanoff (1977). Puck y col. (1966) observaron la
aparicion de pseudodiploidia en células obtenidas de piel de conejo después de
un mantenimiento durante 500 generaciones in vitro. Estos autores demostraron
la existencia de una trisomia caracteristica del cromosoma 18 con una alta
frecuencia de aparicién, sugiriendo que la misma podria ser responsable de la
longevidad de las células de conejo en cultivo (Puck y col., 1966). Nuestros
resultados, si bien podrian ser concordantes con los presentados por Puck y col.;
dada-por la existencia enambes-eases-de +18, no estariamos en condiciones de

afirmar que_en ambos casos se trate del mismo elemento cromosémico dado que

estos autores no utilizaron técnicas de —el-eremosoma—18invelucrado—enlos

ennuestrosresultados-dadalaausencia-detéenicas-de-bandas cromosdmicas en

sus estudios-enltes-andlisis-per-ellosrealizades,- Bianchi y col. (1975) analizaron

metafases de cultivos primarios y establecidos al igual que de lineas celulares
obtenidaes a partir de células de rifién y pulmoén de conejos neozelandeses. Es
importante destacar que el andlisis de estos investigadores se circunscribi6 a
metafases obtenidas mediante técnicas citogenéticas convencionales sin incluir el
andlisis de bandas cromosémicas. Ellos observaron en las lineas celulares
establecidas que el porcentaje de células hiperdiploides se incrementaba desde
valores cercanos a un 10% en el SC 10 hasta valores préoximos a un 60% en el SC
25, encontrando metafases con 45, 46 y 47 cromosomas. Sorprendentemente, los
cariotipos de estas células hiperdiploides mostraron siempre una trisomia del

cromosoma 19, al igual que la adicion de uno o dos cromosomas de forma
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aleatoria en el caso de las metafases con 46 y 47 cromosomas (Bianchi y col.,
1975). La disparidad de los resultados reportados por Bianchi y col. (1975) con los
alcanzados en esta Tesis Doctoral podrian deberse a una diferente nomenclatura
clasificatoria de los cromosomas del conejo debido asin—peder—deseartarse;
asimismeo,— la falta de utilizacion de técnicas de bandas cromosémicas para
permitir la correcta identificaciéon de los mismos. Por ultimo, Yang y Rosanoff
(1977) trabajando con varias lineas celulares derivadas de distintos tejidos de
embrién de conejo, incluyendo cérnea, rifién, higado, pulmon y piel, observaron
que la mayoria de los cultivos originados de cérnea, rifién e higado se volvian
poliploides. En contraposicion, los cultivos iniciados a partir de pulmoén y piel
resultaron ser mas estables desde el punto de vista cromosémico. Los mismos se
volvian pseudodiploides o hiperdiploides. En estos altimosestastineas—eelulares,
Yang y Rosanoff (1977) propusieron tres patrones de cambios a nivel
cromosémico: 1) ganancia de uno o mas cromosomas telocéntricos; 2) pérdida de
un cromosoma telocéntrico y aparicién de un cromosoma marcador metacéntrico
y 3) ganancia de un cromosoma marcador telocéntrico grande. A partir de
metafases bandeadas se determindé que en los dos primeros patrones se
encontraba involucrado el cromosoma 18, en el primer caso apareciendo como
trisomia o tetrasomia y en el segundo caso constituyendo un isocromosoma 18
(Yang y Rosanoff, 1977). Los autores llegan a la conclusién de que el cromosoma
18 estaria directamente involucrado en el proceso de transformacién de algunas
lineas celulares como las obtenidas de piel y pulmén (Yang y Rosanoff, 1977). En

correspondencia con estos hallazgos, la linea celular JPCS;, objeto del presente
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trabajo de Tesis Doctoral, ademas de la trisomia 18, posee otras aberraciones
caracteristicas no encontradas en los trabajos anteriormente citados. Entre las
mismas cabe mencionarse las trisomias 6 e inclusive, en los SCs 40 y 50,
tetrasomias del mismo cromosoma al igual que la delecién presente en 10p.

El axioma biol6égico que establece como desarrollo de tumores la
acumulacién de alteraciones genéticas sobre oncogenes y genes supresores de
tumores es ampliamente aceptado como principio fundamental de la biologia del
cancer (Nowak y col., 2002). La inestabilidad cromosémica puede ocasionar
ganancias o pérdidas de cromosomas enteros o parte de ellos, provocando un
aumento de la tasa de la pérdida de heterocigocidad. En lineas generales, las
ganancias estan relacionadas con el incremento de copias de genes mientras que
las pérdidas del material génico estan relacionadas con la disminuciéon del
namero de alelos. Existe una gran variedad de ejemplos donde las trisomias
estan relacionadas con el aumento de la expresién de oncogenes. Algunos de
estos estan representados por ciertos tipos de céncer gastrico, leucemias
promielocitica aguda y tumores desmoideos que presentan trisomia, tetrasomia y
distintos tipos de aberraciones que involucran al cromosoma 8 donde se
encuentra el locus del oncogen MYC (Mayer y col., 2007; Leal y col., 2009; Jones y
col., 2010). Otro ejemplo lo constituye la trisomia del cromosoma 7 en el
carcinoma renal hereditario, en este cromosoma se encuentra ubicado el locus del
protooncogen MET (Fischer y col., 1998; Zhuang y col., 1998; Schmidt y col., 2004).
Asimismo, las deleciones estdn asociadas, en muchos casos, a la pérdida de alelos

de genes supresores de tumores como por ejemplo el TP53 ubicado en el
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cromosoma 17 en la regiéon 17pl2. Esta region cromosémica se encuentra
delecionada en varios tipos de neoplasia, incluyendo gran parte de los sarcomas
humanos, disminuyendo la actividad génica de los mismos (Vogelstein y col.,
1988; Sanchez-Cespedes y col., 2001; Vauhkonen vy col., 2006; Kaur y col., 2007;
Woo H 1y col., 2011; Beothe y col., 2012). Dado el nivel resolutivo utilizado por las
metodologias de estudio empleadas en la presente investigaciéon no estariamos
en condiciones de afirmar o negar la participaciéon de ganancias o pérdidas de
material cromosémico donde estuvieran involucrados oncogenes o genes
supresores de tumores y no hayan sido puestos en evidencia en la presente Tesis
Doctoral. A modo de ejemplo podrian mencionarse, entre otros al TP53 cuyo
locus se ubica en el cromosoma 19, o el oncogen MYC cuyo locus estd ubicado a
nivel del cromosoma 3 en la especie por nosotros estudiada
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/100009292 y http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/gene/100327265 respectivamente), cromosomas que en nuestras
observaciones no evidenciaron participar significativamente en las aberraciones
tanto numéricas como estructurales observadas durante el mantenimiento de la

linea celular.

5.2. Secuencias de ADN de microsatélites de la linea celular JPCS;

Los resultados obtenidos en los estudios de las secuencias de ADN
microsatélite indican una gran estabilidad en los loci analizados durante el
mantenimiento de la linea celular JPCS;. Este hallazgo es contradictorio con la

mayor parte de la bibliografia existente, la cual afirma la adquisicién de alguna
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nueva variante alélica causada por una disminucién de la deficiencia del
sistema de reparacion por emparejamiento erréoneo (Peltoméki y col., 1993;
Lynch y col., 1997; Janin, 2000; Saetta y col., 2007, Agostini y col., 2010;
Funkhouser y col., 2012). Sin embargo, otros autores y marcando una total
correspondencia con nuestros resultados demostrarian la ausencia de
inestabilidad en los loci de microsatélites en cultivos celulares como Vaco 411,
Caco2, Colo205 entre otras, originados a partir de tumores de cancer esporddico
de colon (Eshleman y col., 1998; Parker y col., 2004). Asimismo, cabe destacar
que entre un 15 a un 20% de este tipo de céncer presentan inestabilidad
microsatelitaria (Chaves y col., 2000). Segun el Instituto Nacional de Cancer de
los Estados Unidos en el taller realizado en 1997: “La inestabilidad en los
microsatélites para la detecciéon del cancer y la predisposiciéon familiar: el
desarrollo de criterios internacionales para la determinacion de la inestabilidad
de microsatélites en cédncer colorrectal”, afirma que no todos los microsatélites
son buenos indicadores de inestabilidad genética para el diagnéstico del cancer
(Boland y col., 1998). La probabilidad de que un microsatélite sea susceptible a
la inestabilidad estd relacionada con la tasa de mutacién inherente a la
ubicacion de dicho marcador y, por ende, es posible sobrestimar la
inestabilidad dada por un defecto en el mecanismo de reparacién por
emparejamiento erréneo (Boland y col., 1998). En el taller se definié un panel de
5 marcadores de microsatélites para la evaluaciéon de algunos tipos de canceres
humanos, con el fin de eliminar una serie de discrepancias existentes entre

varios laboratorios. El panel consta de dos marcadores con repeticiones
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mononucleotidicas y tres con repeticiones dinucleotidicas. Aquellos tipos de
canceres que presentaran alteraciones en dos o més de estos marcadores se
considera que presentan una alta tasa de inestabilidad, mientras que, si es s6lo
un anico marcador el que se encuentra comprometido se considera que posee
una tasa baja de inestabilidad. Para distinguir tumores que presenten
estabilidad microsatelitaria de los de baja tasa de inestabilidad es necesario
extender el panel, razén por la cual se propusieron 19 microsatélites
alternativos al panel en el taller. En nuestro caso, el panel fue armado siguiendo
el criterio de poseer secuencias dinucleotidicas y los mismos estar distribuidos
en distintos cromosomas del complemento del conejo neozelandés. Se utilizaron
marcadores dinucleotidicos ya que, en general, presentan tasas de mutacion
altas y por ende el ntimero de variantes alélicas es alta (Schlotterer, 1998;
Goldstein y Schlotterer, 1999; Schlstterer, 2000; Eckert y Hile, 2009). A pesar de
los resultados aqui presentados los cuales indican una gran estabilidad genética
del panel de 16 microsatélites ensayados en la presente Tesis Doctoral, no
implica que en otros loci no estudiados ocurra dicho evento. Asimismo, debido
al insuficiente conocimiento de los microsatélites en la especie de conejo, es
poco probable poder formar un panel de marcadores con las caracteristicas
propuestas por el NCI, ya que son pocos los autores que se han dedicado a esta
tematica en la especie en cuestion.

Las monosomias y deleciones cromosémicas ocasionan pérdida de la
heterocigosis (Lu y Hano, 2008; Ding y col, 2011). Las aberraciones

cromosOmicas encontradas durante el mantenimiento de la linea celular
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deberian ocasionar desbalance de los alelos presentes en los loci de
microsatélites ubicados en los cromosomas 6, 18 o pérdida de heterocigosidad
en la aberraciéon del(10)(p13). Sin embargo, este evento no pudo ser puesto en
evidencia mediante el analisis de los marcadores seleccionados para los
cromosomas involucrados dado que resultaron ser homocigotas
(INRACCDDV0219, INRACCDDV0061 y INRACCDDVO0063, respectivamente).
Dicho fenémeno, no descarta la ocurrencia de desbalance de los alelos de los
marcadores heterocigotas o peérdida de la heterocigosis a nivel microsatelitario
en otros loci ubicados en los mencionados cromosomas, secuencias
nucleotidicas no incluidas en nuestro estudio. Cabe mencionar que tan solo tres
de los marcadores utilizados (INRACCDDVO0327, INRACCDDV0007 vy
INRACCDDV0044 ubicados en los cromosomas 1, 5 y 15 respectivamente)
presentaron manifestaron ser heterocigotas y no demostraron desbalance de las

variantes alélicas presentes en ellos.

5.3. Curvas de crecimiento

Los resultados obtenidos del tiempo de duplicaciéon poblacional
evidencian que recién a partir del SC 40 se observa una disminucién significativa
del tiempo de duplicacioén poblacional, indicando un aumento marcado en la tasa
de crecimiento en funcién del tiempo a partir de dicho SC. Respecto al anélisis de
la densidad limitante de la proliferaciéon se demuestra la existencia de un
aumento en la misma, a medida que aumenta el namero de los SCs evidenciando

pérdida de la inhibicién por contacto. Asimismo, en confluencia la morfologia
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observada en los primeros SCs demostré6 un patrén de crecimiento con
orientacién paralela entre las células (“fingerprint”), esta disposiciéon es
caracteristica de muchos cultivos celulares con inhibicién por contacto. No
obstante en etapas de mantenimiento mas avanzadas se observé una tendencia a
la formacién de focos de crecimiento (“foci”) donde las células exhiben un patrén
de crecimiento desordenado y forman zonas de multicapa celulares indicando
una pérdida de la inhibicién por contacto. Este comportamiento es consistente
con algunas de las caracteristicas de las células transformadas, las cuales poseen
un crecimiento aberrante que se manifiesta, entre otras particularidades, por
presentar tasas de crecimiento aumentadas y alcanzar una mayor densidad
celular de saturacién que sus contrapartes normales, ademés de la formacién de
multicapas celulares debido a la disminucién de la inhibicién de proliferacién
celular por contacto (Borek y Sachs, 1966a; Dulbecco y Elkington, 1973; Rubin,

2008).

5.4. Independencia de suero

El analisis de las pendientes de las curvas de crecimiento con
independencia de suero manifest6 un aumento progresivo del valor de las
pendientes a medida que se incrementaban los SCs. Los resultados de la
proliferacion celular en ausencia de suero- demostraron que a partir del SC 40
existe un aumento significativo en el nimero de células, dicha tendencia se
mantuvo en aumento hasta el SC 50, siende—en—éstepresentando un valor dos

veces superior al in6culo inicial evidenciando proliferaciéon celular en ausencia
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de suero bovino fetal. Este comportamiento es consistente con una de las
caracteristicas de las células transformadas, la disminucién de los requerimientos
de suero o de factores de crecimiento aportados externamente, debido en parte a
la producciéon autécrina de factores de crecimiento (Todaro y De Larco, 1978;
Cross y Dexter, 1991; Sherwood y col., 2008), entre los que podemos mencionar el
factor de crecimiento fibroblastico (Marek y col., 2009), a las interleuquinas
(Fontana vy col., 1984; Sato y col., 2011; Escudero-Lourdes y col., 2012) y al factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (Shimozato y col., 1996; Majumdar y col.,
2009), entre otros. En otras ocasiones, estas células tienen requerimientos
reducidos de suero aportados por el medio de cultivo debido a que los sistemas
de sefializacion intracelular estan alterados, es decir, no estd regulada la
actividad de los receptores de los factores de crecimiento o de las vias de
transduccién de sefiales como es el caso del gen erbB que codifica una forma

alterada del receptor para EGF (Elliott y col., 2008).

5.5. Crecimiento independiente de anclaje
En ningtin momento la linea celular estudiada present6 crecimiento con
independencia de anclaje, la cual es una de las caracteristicas méas importantes

del proceso de transformacion celular, la—euwalinvolucrando —inveluera

modificaciones en las glicoproteinas involucradas en la adhesividad celular al
sustrato (Bruyneel y col., 1990; Carraway y Hull, 1991) y modificaciones en las
CAM (Yang y col., 2004). Si bien en la actualidad es ampliamente aceptada la

correlaciéon entre la tumorigenicidad y la capacidad de crecimiento en medios
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semisOlidos con Methocel o Agar (Freedman y Shin, 1974; Kahn y Shin, 1979;
Costea y col., 2008; Tirino y col., 2009) indicando uno de los eventos més
importantes del proceso de transformacién celular, este seria el tnico de los
ensayos realizados que descartarian que la linea celular JPCS; se encuentre
transformada.
5.6. Migracion celular

En la linea celular JPCS;, el proceso de migraciéon celular pone en
evidencia la existencia de un aumento gradual de la motilidad celular a partir del
SC 25, tendencia que se mantenida hasta el SC 50 coincidiendo con unos de los
aspectos utilizados para sefalar la transformacién celular, como lo es la
disminucion de inhibicién por contacto (Freshney, 2005). Un evento similar
ocurre durante el mantenimiento in vitro de la linea celular EP156T derivada de
epitelio de proéstata e inmortalizada mediante la transfeccion de hTERT, la misma
aun conserva muchas de las caracteristicas del tejido de origen (Kogan y col.,
2006). Esta linea celular crece en monocapa y presenta inhibicién por contacto,
pero tras una extensa subcultivacién in vitro, el cultivo celular adeguirié-adquiere
caracteristicas de la transformacién celular como ser la pérdida de inhibicién por

contacto y evidenciar un aumento en la motilidad celular (Ke y col., 2008).

5.7. Estado de la linea celular JPCS;
Como hemos sefialado anteriormente la transformaciéon celular es un
proceso multietapa, lo que se hace evidente en base a los resultados obtenidos

en la presente Tesis Doctoral. Los ensayos orientados a corroborar anomalias en
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los distintos niveles citados al principio de esta seccién, como son la
inestabilidad genética, algunos aspectos del crecimiento aberrante y la
migracién celular, pusimos en evidencia que las modificaciones en estos niveles
no ocurren al mismo tiempo, sino que acontecen como cambios progresivos y
secuenciales durante el mantenimiento de la linea celular JPCSs1. El primero en
manifestarse es la inestabilidad genética, la cual es fundamental para el
desarrollo de todo proceso de transformacién celular como lo propusieran
Levan y Biesele (1958). Estos autores afirman acerca del origen de la
transformacion cancerosa el axioma “el cancer es la consecuencia de la pérdida
de la constancia cromosémica” (Levan y Bielsele, 1958). A pesar que ésta teoria
fue perdiendo aceptacién, en la actualidad se ha retomado y reformulado
debido a la inconsistencia de otras teorias vigentes para explicar el proceso
transformacién (Walen, 2002). Es ampliamente conocido que las aberraciones
cromosdmicas originan una gran variabilidad en los cariotipos de las
poblaciones celulares presentes en un cultivo celular. Esto quizas, aporte una
heterogeneidad genética necesaria para la seleccion clonal posterior (Mamaeva,
1998; Heng y col., 2006). Este mecanismo de inestabilidad genética y posterior
evolucion clonal ha sido sugerido como un mecanismo importante para la
progresion oncogénica (Nowell, 1976; Gao y col., 2007; Teixeira y Heim, 2011).
En el caso de la linea celular JPCS;, la inestabilidad cromosémica se expresa en
etapas tempranas del mantenimiento in vitro, mucho antes de manifestarse los
cambios a nivel del control del crecimiento y migracién celular. Es evidente que

durante la evolucién del cariotipo de la linea celular utilizada en el presente
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trabajo de investigacién, la seleccién clonal favorecié a aquellas células que
poseian aberraciones cromosémicas que resultaron ser patognomoénicas de la
misma. En primera instancia, en la seleccion clonal se vieron favorecidas
aquellas células que portaron una trisomia para el cromosoma 18, en una
segunda etapa aquellas con trisomia en el cromosoma 6 y en tercer instancia las
células que presentaron la delecion en el brazo corto del cromosoma 10 junto
con aquéllas que presentaron una tetrasomia del cromosoma 6. Cabe resaltar
que la evolucién del cariotipo no se estabilizé completamente, ya que atin en el
altimo SC estudiado, contintan haciéndose presentes aberraciones
cromosomicas de indole estocasticas.

Seguin Freshney (2005) “la transformaciéon implica el cambio fenotipico
permanente espontdneo o inducido resultante de cambios heredables en el
ADN vy en la expresion génica”. En el caso de la linea celular JPCS; presenta una
serie de modificaciones fenotipicas en los pardmetros del crecimiento celular
tales como una disminucién del tiempo de duplicaciéon poblacional, pérdida de
la inhibicién por contacto dada por un aumento de la densidad celular en
confluencia y por_un aumento en la capacidad migratoria, al igual que una
disminucién de los requerimientos de suero aportados externamente. Estas
caracteristicas se hacen evidentes en distintas etapas del mantenimiento de la
linea celular. No obstante, en todos los casos es a partir del SC 40 donde se
presentan las modificaciones mas drasticas, lo cual se encuentra correlacionado
con la acumulacién de aberraciones cromosémicas encontradas durante el

mantenimiento del cultivo celular tanto numéricas, e.g., tetrasomia del
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cromosoma 6, trisomia del cromosoma 18, como estructurales, e.g., la delecion
del cromosoma 10. Resulta evidente por consiguiente, que aquellas células que
durante la evolucién del cariotipo fueron adquiriendo las aberraciones
cromosdmicas caracteristicas de esta linea celular se vieron favorecidas siendo
seleccionadas positivamente en el seno de la misma. Asimismo, la linea celular
utilizada no demuestra crecimiento con independencia de anclaje al sustrato, el
cual es un requisito de muchos autores para sefialar el estado de la
transformacién celular (Pérez-Rodriguez y col., 1981; Pérez-Rodriguez y col.,
1982). No obstante, segin Freshney (2005), para que una linea celular sea
considerada transformada debe presentar al menos uno de los tres cambios
fenotipicos anteriormente propuestos (secciéon 1.2.2.2).

Por lo anteriormente expuesto en base a los resultados reportados en la
presente Tesis Doctoral, a la linea celular JPCS;, a partir del SC 40 podemos
considerarla transformada. Sin embargo, el proceso de transformacién continta,
poniéndose en evidencia por las modificaciones encontradas en los estudios
realizados en el subsiguiente SC 50. La linea celular en cuestién expresa un
fenotipo donde las caracteristicas de proliferacion celular se encuentran
alteradas teniendo varios puntos coincidentes con la descripciéon de los
pardmetros de la transformacion propuesta por Freshney (2005), como son la
disminucion del tiempo de duplicacién poblacional, crecimiento en ausencia de
suero, pérdida de la inhibicién por contacto dado por la disminucién de la

densidad limitante de la proliferacién y aumento en la motilidad celular. El

| 119



Pilili, Juan Pablo | 2012

Unico ensayo que no concuerda con la anterior descripcién es el crecimiento
independiente de anclaje.

A pesar de que O. cuniculus es una especie utilizada comtnmente en
investigacion médica y en pruebas en productos de consumo tales como
medicamentos y cosméticos, la informacién respecto a las modificaciones
biolégicas acontecidas durante el mantenimiento o el cultivo de células
provenientes de conejo neozelandés es sumamente escasa o fragmentaria
cuando se la compara con otras especies de animales de laboratorio. Los aportes
de la presente Tesis Doctoral permiten conocer algunas de las modificaciones
acontecidas durante el proceso de transformacién in vitro. Nuestros hallazgos
sientan las bases de futuros estudios que permitirdn recabar mayor informacién
sobre los eventos observados, especialmente en aquellos vinculados a aspectos

moleculares no incluidos en la presente Tesis Doctoral.
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6. CONCLUSIONES

Al comienzo de esta investigacion nos planteamos una serie de
interrogantes vinculados a la transformacién de las células fetales de conejo
(Oryctolagus cuniculus).

Los resultados obtenidos pondrian de manifiesto que existe una serie
de indicadores que senalan los acontecimientos ocurridos durante la
transformacioén celular en la linea celular JPCS; establecida in vitro en la
presente investigacion.

Por lo expuesto podemos concluir que la linea celular JPCS;:

e  DPresenta inestabilidad cromosémica previa a los cambios en los
parametros de crecimiento y migracion celular, evidenciando una tendencia al
aumento del ntmero cromosémico (hiperdiploidizacion), particularmente
manifiesto por ganancias en los cromosomas 6 (trisomias y tetrasomias) y 18.
Asimismo, demuestra -una tendencia a la delecién de una porcién del brazo

corto del cromosoma 10 -del(10p)(13)- (seccion 4.1).

. Exhibe estabilidad a nivel de los loci de microsatélites utilizados en
el presente trabajo de tesis doctoral, sin haberse encontrado nuevas variantes
alélicas, asimismo no se evidencié desbalance de los alelos en los marcadores

heterocigotas (seccion 4.2).
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. Presenta un acortamiento del ciclo celular siendo un cambio
abrupto entre los SCs 30 y 40, determinado por la disminucion del tiempo de

duplicacién poblacional (seccién 4.3.1).

e  Demuestra una tendencia al aumento progresivo de la densidad
limitante de la proliferaciéon celular a medida que se incrementa el tiempo de
cultivo in vitro, exhibiendo una disminucién progresiva de la inhibicién por

contacto (seccién 4.3.2).

e  En las etapas més avanzadas del mantenimiento de la linea celular
se observa un crecimiento con independencia de factores de crecimiento
aportados por el suero fetal bovino en el medio de cultivo, demostrando una
disminucion de las necesidades_de los mismos, ya sea por produccién autécrina
o por presentar algtin mecanismo de sefalizacion intracelular alterado (seccién

4.4).

e  No exhibe crecimiento con independencia de anclaje en ningtn

momento del mantenimiento del cultivo celular in vitro (seccién 4.5).

e  Exhibe un aumento de la capacidad migratoria de las células a
partir del SC 25 tendencia que se acenttia en el SC 40, demostrando una
disminucién de la inhibicién por contacto en concordancia con los ensayos de

proliferacion celular (seccion 4.6).
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e  Por todo lo expuesto anteriormente la linea celular se encuentra

transformada a partir del SC 40.

En resumen los resultados presentados en este trabajo de Tesis Doctoral
indican que los eventos de inestabilidad genética, manifestada en este caso por
la heteroploidia seguido de una seleccion clonal, son los eventos iniciales de la
transformacién celular en los cultivos obtenidos a partir de piel de conejo.
Dichos eventos se anticipan a los otros estudiados como son el control de
crecimiento aberrante y la migracion celular en el proceso de transformacién de

la linea celular JPCS;.
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GLOSARIO

Apoptosis: proceso activo de muerte celular programada. Caracterizado por la
ruptura del ADN cromosémico, la condensacién de la cromatina
y la fragmentacion nueclear y celular.

Biopsia: muestra de un tejido u érgano.

Cariotipo: presentacion de los pares cromosémicos de una célula ordenados
por tamafio y morfologia.

Confluencia: monocapa celular en la cual todas las células se encuentran en
contacto con otras en toda su periferia, y no hay sustrato libre de
crecimiento.

Cromosoma marcador: cromosoma estructuralmente anormal en el cual no se
puede identificar las partes que lo componen.

Cromosoma homélogo: Cromosomas que forman un par y recombinan durante
la meiosis. Tienen la misma estructuray los mismo loci pero
distintos alelos.

Cultivo celular: crecimiento de células disociadas del tejido original sea por
migracion celular o dispersién fisica o quimica.

Cultivo celular primario: cultivo iniciado de células antes del primer
subcultivo.

Diferenciacioén celular: proceso por el cual una célula sufre un cambio hacia un

tipo celular claramente especializado.
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Electroferograma: grafico realizado con los resultados de un analizado
genético.

Factor de crecimiento: proteina que debe estar presen5te en el medio ambiente
extracelular (medio de cultivo o cuerpo de un animal) para el
crecimiento y desarrollo normal de ciertos tipos de células.

Grupo homogéneo: se denomina a aquellas poblaciones entre las cuales no hay
diferencias estadisticamente significativas en el ANOVA.

Inhibicién por contacto: Inhibicién de la motilidad celular y la proliferacion
celular cuando las células se encuentran en contacto con otras
células adyacentes como sucede en un cultivo celular en
confluencia.

Linea celular: cultivo celular propagado después del cultivo primario.

Linea celular establecida: ver linea celular continua.

Linea celular continua: linea celular con la capacidad de mantenerse en cultivo
de forma infinita. Linea celular establecida y linea celular
inmortalizada son términos homologos con éste.

Oncogen: gen capaz de inducir una o maés caracteristicas de las células
cancerigenas.

Protooncogen: gen celular normal que puede convertirse a un oncogen; un gen
con el potencial de causar cdncer pero que requiere de alguna
alteracion para transformarse en un oncogen.

Senescencia celular: pérdida de la capacidad proliferativa de las células en

cultivo in vitro.
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Subcultivo: transferencia de células de un recipiente de cultivo a otro.

Transformacion: conversion de células normales en células tumorales en
cultivo.

Translocacién Robertsoniana: variante de la translocacién reciproca que
Unicamente involucra a cromosomas acrocéntricos.

Tumorigenicidad: capacidad de generar tumores.
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