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ABSTRACT

El presente trabajo consiste en la caracterizacién de un clon de la linea celular Swan 71 almacenado
en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT. Swan 71 es una linea celular de
trofoblastos humanos, en particular citotrofoblastos extravellosos, la cual es una célula con fenotipo
proliferativo e invasor. El interés de validar una linea celular surge debido a que de lo contrario se
reduce completamente la fiabilidad de los resultados de una investigacién.

Considerando esto, y junto con el creciente interés en el estudio de trofoblastos humanos, se creyd
necesario realizar tal caracterizacidn con el fin de validar los resultados de los trabajos a llevarse a
cabo con esta linea celular, asegurando asi confiabilidad. Con el presente trabajo, se pretende
contribuir a futuro en la investigacion de la fertilizacidn asistida mediante el estudio de los procesos
de invasion del embridn y la posible estimulacién de dicho mecanismo.

Para ello, se estudio la tasa de crecimiento de la linea celular en diferentes concentraciones de SFB
determinando diversos pardmetros tales como velocidad mdxima de crecimiento y tiempo de
duplicacién. Por otra parte, se analizd la morfologia celular a distintas densidades y el contenido
cromosdmico mediante la realizacion de un cariotipo. Se evalué la excrecion de hCG empleando dos
métodos distintos asi como la presencia de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 en muestras de
sobrenadante de cultivo celular. A su vez, se realizé un andlisis de contenido de ADN y ciclo celular
de la poblacidon mediante citometria de flujo.

Se observé que la linea celular tiene un tiempo de duplicacidn en promedio de 1,5 dias y una
velocidad de crecimiento de 0,46 dias™. La morfologia de la linea celular se asemeja a la de un
trofoblasto primario con caracteristicas de citotrofoblastos tanto vellosos como extravellosos. Los
resultados del contenido cromosdémico mostraron un cariotipo principalmente pentaploide con
diversas aberraciones cromosémicas. Por otro lado, no se observd presencia de hCG en el
sobrenadante de cultivo con las metodologias empleadas, pero si se observé actividad de las MMP-2
y MMP-9 en el mismo. El andlisis mediante citometria de flujo, mostré que la poblacién pasa un
largo periodo en la fase S del ciclo celular.

De esta manera, se logré cumplir con los objetivos de caracterizar a la linea celular Swan 71 a un
pasaje promedio entre 17 y 27.



PALABRAS CLAVE

Caracterizacidon. Cariotipo. Citometria de flujo. Citotrofoblasto extravelloso. Gonadotropina
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ABREVIATURAS

CTEV: Citotrofoblasto Extravelloso.

CTV: Citotrofoblasto Velloso.

CV: Coeficiente de Variacidn.

DMEM: del inglés, Dulbecco's Modified Eagle's Medium.
DMSO: Dimetilsulféxido.

ELISA: del inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.
EDTA: del inglés, Ethylenediaminetetraacetic Acid.
FDA: del inglés, Food and Drug Administration.

FISH: del inglés, Fluorescence in situ Hybridization.

FSC: del inglés, Forward-Scattered Light.

hCG: del inglés, Human Chorionic Gonadotropin.
HLA-G: del inglés, Human Leukocyte Antigen G.

hTERT: del inglés, Human Telomerase Reverse Transcriptase.
IP: loduro de Propidio.

IVF: del inglés, In Vitro Fertilization.

MCB: del inglés, Master Cell Bank.

MEC: Matriz Extracelular.

MHC: del inglés, Major Histocompatibility Complex.
MMP: del inglés, Matrix Metalloproteinase.

NRK: del inglés, Normal Rat Kidney.

PBS: del inglés, Phosphate Buffered Saline.

PFA: Paraformaldehido.

SBF: Suero Fetal Bovino.

SD: del inglés, Standard Deviation.

SDS: del inglés, Sodium Dodecyl Sulfate.

SDS-PAGE: del inglés, Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide gel electrophoresis.
SSC: del inglés, Side Scattered Light.

SV40: del inglés, Simian Vacuolating Virus 40.

TRIS: Tris(hidroximetil)Jaminometano.

UN: del inglés, unknown.

W(CB: del inglés, Working Cell Bank.


http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide_gel_electrophoresis
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1. INTRODUCCION

El trabajo a continuacién surge a partir del interés de una empresa en la investigacién de los
mecanismos de invasién e implantacidn en el Utero materno durante el embarazo. Para posibilitar
dicha investigacidn, se aborda la caracterizacion de un clon de la linea celular Swan 71, constituida
por citotrofoblastos de primer trimestre de embarazo, almacenado en el banco celular del
Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT Uruguay. Esto se lleva a cabo con el fin de
validar sus caracteristicas e identificar y registrar desviaciones para, de esta forma, asegurar
resultados confiables y reproducibles.

1.1 Cultivo celular

Se entiende como cultivo celular eucariota de animales superiores al mantenimiento in vitro de
células tomadas de un tejido original, de un cultivo primario o de una linea celular. Los cultivos
primarios se obtienen directamente de la disgregacién de fragmentos de érganos o tejidos y son
considerados como tales hasta el primer subcultivo. Su obtencién es laboriosa, no todas las células
sobreviven, pues estan sujetas a estrés considerable, requieren condiciones de cultivo especificas y
suelen contaminarse con facilidad. La ventaja de este tipo de cultivos es que mantienen las
caracteristicas del tejido original.

Dada la heterogeneidad del cultivo primario de origen, se requieren sucesivos subcultivos para
alcanzar una linea celular homogénea. Estas lineas celulares son generalmente diploides vy
mantienen cierto grado de diferenciacidn, sin embargo, poseen un nimero de divisiones restringido
a50+10(1).

Considerando la corta vida util previamente mencionada de las lineas celulares y los cultivos
primarios, se ha impulsado al establecimiento de lineas celulares inmortalizadas como herramienta
para la investigacién, proceso que consiste en la generaciéon de una linea celular capaz de ser
propagada por un periodo de tiempo indeterminado (2).

1.1.1 Senescencia, inmortalizacion y transformacion de lineas celulares

La senescencia se define como un arresto irreversible del crecimiento celular. Este proceso esta
controlado por un grupo de genes que regulan negativamente al ciclo celular poniendo fin a la
proliferacién de las células. Ha sido demostrado un vinculo entre el fin de este potencial replicativo y
el progresivo acortamiento de los telémeros, indicando que, una vez alcanzado una determinada
longitud de los mismos, se activa el fenotipo celular de senescencia (3). Sin embargo, es posible
desviar la senescencia celular mediante la inmortalizacién. Se cree que la misma es un proceso de
varios pasos que implica la inactivaciéon de un niumero de genes reguladores del ciclo celular, tales
como los genes que codifican para Rb y p53. Generalmente se utiliza el gen SV40 LT para inducir la
inmortalizacion. El producto de dicho gen, un antigeno T, une Rb y p53, lo cual no solamente
extiende la vida util proliferativa sino que también restringe la actividad de vigilancia del ADN de
genes como el p53. Esto permite un aumento en la inestabilidad gendmica y en la posibilidad de
generar mutaciones adicionales que resultan favorables para la inmortalizacidn (4).
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En el contexto del presente trabajo se hace necesario diferenciar entre los términos inmortalizacion
y transformacion. La inmortalizacidn per se no implica el desarrollo de un control del crecimiento
aberrante y malignidad; durante este proceso se retiene la inhibicién por contacto, la limitacién de la
proliferacién por la densidad celular y la dependencia de anclaje. Sin embargo, algunos aspectos de
control del crecimiento son anormales y existe un probable aumento de la inestabilidad gendmica

(4).

Se le llama transformacion de una linea celular a la introduccién espontanea o inducida de cambios
fenotipicos heredables en una célula. En la transformacién de una linea celular se observan tres
clases principales de cambios fenotipicos: la inmortalizacién de la linea, aberraciones en el control
del crecimiento debido a la falta de muerte celular por inhibicién de contacto y malignidad (4).

Las principales caracteristicas que se observan en una linea celular al transformarla incluyen:
morfologia celular alterada (menor adherencia, células mas redondeadas, mayor relacion
nucleo/citoplasma), variacion en las tasas de crecimiento (decrecimiento del tiempo de duplicacién),
menor dependencia de factores de crecimiento, asi como un aumento de la heteroploidia y
aneuploidias (5). Dichas transformaciones no son deseables ya que alteran la biologia de la célula
original, por lo que es necesario tenerlos en cuenta a la hora de utilizar una linea celular
transformada para cualquier tipo de analisis o ensayo cientifico.

A fin de encontrar una metodologia capaz de revertir dichas transformaciones, Yamada et al. (6)
llevaron a cabo un estudio en el cual restauraron la morfologia de la célula original en ciertas lineas
celulares transformadas, mediante el tratamiento con una proteina de la superficie celular de
fibroblastos embrionarios de pollo. Las células control fueron tratadas con buffer y luego se
compararon con las células tratadas con la proteina mencionada.

En la figura 1 se muestra la morfologia alterada de la linea celular NRK (del inglés, Normal Rat
Kidney) (Figura 1.A) transformada con el virus sarcoma de Kirsten y la morfologia normal de la misma
linea restaurada (Figura 1.B). Comparando ambas figuras, es posible observar que las células
tratadas con buffer (control) en lugar de la proteina en cuestién exhiben la morfologia tipica de una
linea transformada previamente mencionada, pues las células se observan redondeadas, con
nucleos de mayor tamafio y menor adherencia.
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Figura 1. Células NRK transformadas con virus sarcoma de Kirsten. Tratadas con buffer (A), o proteina de superficie celular
de fibroblastos embrionarios de pollo (B) Adaptado de Yamada et al., 1976 (6).

Otra estrategia empleada para la inmortalizacién es la transfeccidén del gen de la telomerasa con un
promotor regulable (4). La telomerasa es un complejo de ribonucleoproteinas capaz de sintetizar las
repeticiones en los extremos terminales de los teldmeros. Al transfectar las células con el gen hTERT,
codificante para el componente catalitico de la holoenzima telomerasa, se observa un
mantenimiento de los teldémeros por encima de la longitud basal y un desarrollo de inmortalidad de
la linea celular. Esta es una prometedora técnica de inmortalizacion ya que no necesariamente
implica los cambios fenotipicos asociados con la transformacién celular previamente mencionados
(3, 4).

1.2 Trofoblastos y su rol en la implantacion

La placenta humana es un érgano fetal que resulta fundamental tanto para el desarrollo del embridn
como para que el embarazo sea llevado a término con éxito. Durante el primer trimestre de
embarazo, la placenta presenta estructura vellosa, contiene vasos sanguineos fetales y macréfagos
en un centro de tejido conectivo mesenquimatico, rodeado de una capa de citotrofoblastos
mononucleares que a su vez se encuentran rodeadas por una capa continua de sincitiotrofoblasto
multinucleado. Este 6rgano posee un rol importante en la implantacién, y actia como interfase
entre la madre y el feto (7).

La etapa de implantacidén representa una transicion en el proceso del embarazo, durante el cual el
blastocisto adopta una posicién fija y comienza a relacionarse fisiolégicamente con el utero. Dicha
etapa siempre involucra una interaccién directa del trofoblasto del blastocisto con el epitelio luminal
del Utero. La adhesién de los trofoblastos a las células uterinas se ve involucrada en el anclaje inicial
del blastocisto a la superficie apical del epitelio uterino (Figura 2). Luego de que el mismo se rompe,
la penetracidn avanza mediante el flujo de los trofoblastos a través del epitelio y de su lamina basal,
a tejidos estromales. Durante las primeras etapas de este proceso, los trofoblastos parecen estar
anclados lateralmente al epitelio intacto. La adhesion en etapas sucesivas de la implantacién puede
estar involucrada en el flujo del citoplasma de trofoblastos a los tejidos, alrededor de glandulas
uterinas, penetracion de vasos sanguineos, entre otros (8).
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Figura 2. Invasion del epitelio endometrial. Blastocisto al sexto dia de embarazo (A), blastocisto al séptimo dia de
embarazo (B). Adaptado de Pansky, 1982 (9).

Durante la invasion uterina, los trofoblastos se diferencian en citotrofoblastos extravellosos (CTEV) o
citotrofoblastos vellosos (CTV). El CTEV es una célula con fenotipo proliferativo e invasor, mientras
que el CTV no posee capacidades invasoras y se diferencia a sincitiotrofoblasto, una célula
multinucleada encargada del intercambio de gas y nutrientes entre el feto y la madre (10, 11).

La fusién de células de trofoblasto individuales para formar un sincitio es una caracteristica
prominente de la implantacién y placentacidn. El sincitio parece tener propiedades que resultan
ventajosas en el proceso de implantacién. Aparentemente, posee un buen flujo de superficie, lo cual
le permite no solamente formar proyecciones ectopldsmicas sino que también presenta actividad
endocitica. El involucramiento de una gran masa de citoplasma puede facilitar el flujo de dicho
sincitio en espacios irregulares, ademas de permitirle rodear completamente células individuales y
glandulas (8).

La investigacién de los procesos en los que participan los trofoblastos se ha visto restringida por la
falta de un modelo celular adecuado. En los ultimos tiempos, se han desarrollado una gran cantidad
de lineas celulares empleando diferentes métodos (Tabla 1). Sin embargo, se ha visto que las mismas
poseen caracteristicas fenotipicas diferentes. Se han generado varias lineas celulares utilizando, por
ejemplo, Simian Virus 40 (SV40), pero se ha demostrado que este procedimiento induce
anormalidades cariotipicas y fenotipicas. Una alternativa utilizada son las lineas celulares
coriocarcindmicas derivadas de trofoblastos, no obstante, estas células son malignas vy
tumorigénicas. Por lo tanto, los resultados obtenidos de estos estudios, si bien son valiosos, deben
ser interpretados con cautela (12).
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Tabla 1. Lineas celulares existentes de trofoblastos. Origen de las lineas celulares y su forma de inmortalizacién en los
casos correspondientes.

Linea Celular Origen
BeWo (ATCC® CCL-98™) Coriocarcinoma humano
JAR (ATCC® HTB-144™) Coriocarcinoma humano
JEG-3 (ATCC® HTB-36™) Coriocarcinoma humano
Swan 71 (12) Placenta humana — infeccion con hTERT
AC1M-32 (13) Coriocarcinoma humano
TEV-1 (14) Placenta humana — expresion de E6 y E7 de HPV
HTR8/ (15) Placenta humana — expresion de SV40

La linea celular Swan 71 (Tabla 1) surgié con el fin de superar diversas limitaciones fundamentales en
la investigacion de los procesos en los que participan trofoblastos. Tales limitaciones incluyen la
dificultad y los cuestionamientos éticos asociados a la obtencion de muestras de pacientes para
realizar cultivos primarios y la necesidad de cantidades celulares adecuadas para llevar a cabo
experimentos.

1.3 Linea celular Swan 71

Swan 71 es una linea celular de trofoblastos del primer trimestre de embarazo inmortalizada
mediante la infeccién con hTERT, gen codificante para la enzima telomerasa. Esta fue generada por
el departamento de biologia molecular, celular y de desarrollo de la Universidad de Yale, Estados
Unidos (12).

Esta linea celular presenta determinadas caracteristicas fenotipicas asociadas a los trofoblastos,
dentro de las cuales se encuentran la expresion de citoqueratina 7, vimentina, HLA-G vy
Gonadotropina Coridénica humana (hCG). La expresion de vimentina estd asociada con las
propiedades invasivas de los trofoblastos extravellosos. La linea celular en cuestion exhibe
propiedades invasoras en matrigel, en las cuales la vimentina cumple un papel importante. Por otro
lado, el rol de la molécula HLA-G consiste en la prevencidn de la respuesta inmune de las células
Natural Killer maternas (12).

Es caracteristica de trofoblastos la expresién de la hormona hCG, la cual es secretada en grandes
cantidades por los sincitiotrofoblastos. Es necesaria para el mantenimiento del embarazo debido a
gue interactua con el cuerpo luteo, promoviendo de esta manera la secrecion de progesterona para
sostener el crecimiento del feto (16, 17). Dicha hormona estd compuesta por dos subunidades
unidas mediante enlaces disulfuro. La subunidad hCGp, con un peso molecular de 22,2kDa, confiere
especificidad biolégica e inmunoldgica mientras que la hCGa, con un peso molecular de 14,5kDa
(16), es comun a todas las hormonas glicoproteicas (18).

Aunque la hormona hCG es excretada a lo largo de todo el embarazo, las concentraciones de la
misma en la orina aumentan exponencialmente en el primer trimestre de embarazo, para luego
decrecer a menos de la mitad de la concentracién pico (19). De esta forma, los tests comerciales de
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embarazo pueden diagnosticar al mismo en etapas tempranas mediante la deteccidon de esta
hormona.

Otra caracteristica fenotipica asociada la linea celular Swan 71 es la expresién de metaloproteasas
de matriz o MMP (del inglés, Matrix Metalloproteinase). Las MMP son una familia numerosa de
proteasas que se subdivide en cinco grupos distintos de acuerdo a las diferencias estructurales que
presentan: colagenasas, estromelisinas, gelatinasas, matrilisinas y metaloproteasas de matriz tipo
membrana; y tienen como funcidn principal la remodelacidn de la matriz extracelular (MEC) (20, 21).
Estas enzimas son expresadas por el trofoblasto durante el proceso de invasién, ya que degradan el
colageno tipo IV. El mismo es considerado un componente principal de la membrana, y por lo tanto,
estas enzimas son fundamentales para invadir el Utero materno (22). Para que las MMP lleven a
cabo su funcidn, deben ser activadas mediante la accién de otras MMP, otras proteasas, o mediante
un cambio conformacional (20, 21). Son las gelatinasas Ay B (MMP-2 y MMP-9 respectivamente) las
mas estudiadas en la clinica humana tanto en procesos fisioldgicos como patoldgicos (20, 21, 23).

Tal como se menciond previamente, los trofoblastos, particularmente los citotrofoblastos
extravellosos, invaden el epitelio uterino materno a fin de formar la placenta y establecer las
interacciones materno-fetales necesarias para el desarrollo normal del feto. Dada esta propiedad de
los mismos, resulta de gran interés el estudio de diferentes factores en su estimulacidn, pues de
haber algun factor que presente una clara estimulacién del proceso de invasién se podria contribuir
al aumento de la tasa de éxito de la Fertilizaciéon In Vitro, la cual actualmente es cercana al 30% (24).

Es por esto que la linea celular Swan 71 constituye una herramienta prometedora para el estudio de
los procesos de invasion e implantaciéon del cigoto ya que segun lo reportado en bibliografia retiene
las caracteristicas de trofoblastos primarios (12).

De todas formas, teniendo en cuenta que la linea celular no esta disponible para ser adquirida en un
centro de referencia, resulta fundamental realizar una caracterizacion completa de la misma a fin de
validar la informacién disponible en cuanto al comportamiento de dicha linea.

1.4 Caracterizacion de una linea celular

Caracterizar una linea celular es vital, no solamente para probar su funcionalidad, sino también para
garantizar su autenticacién, confirmar su origen y probar su correlacion con el tejido original. A su
vez, la caracterizacién permite determinar si la linea fue transformada e indica si la misma es

propensa a variacion fenotipica e inestabilidad genética (4).

A su vez, resulta esencial probar la autenticidad de una linea celular para descartar la posibilidad de

gue ésta haya sido contaminada con otra linea celular existente, o erréneamente identificada debido
a una confusidn en su manejo o un mal etiquetado. Mientras que la criopreservacién de una linea
celular extiende su vida util y disponibilidad, al mantener mas de una linea celular en un mismo
laboratorio aumenta el riesgo de contaminacién cruzada entre lineas celulares, por lo cual resulta

fundamental la autenticacion de la linea previo a su uso (4).
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Siempre que se reciba a partir de una organizacién que no sea un centro de referencia o se
establezca una nueva linea celular, es necesario realizar estudios de caracterizacion y validacién. En
caso de que la linea se adquiera de un organismo de referencia, resulta fundamental exigir que se
presente la documentacién pertinente que pruebe la validez de la linea e incluya estudios de
caracterizacion (4).

Cada vez que se utilice una linea celular, ya sea como una herramienta de investigacion o con fines
comerciales, es de extrema importancia que ésta sea validada. En la industria, la validacidn es
requerida legalmente por varios organismos de acuerdo al pais en el que se lleve a cabo el desarrollo
en cuestién. Al utilizar lineas celulares para la investigacidn, si bien la ley no solicita su validacién, el
uso de lineas celulares que no estan validadas de manera apropiada reduce la confiabilidad y la
reproducibilidad de los resultados obtenidos.

La generacion de un sistema de banco celular se realiza a su vez con el fin de asegurar un suministro
de células para su uso durante los diferentes ensayos a llevar a cabo. Se implementa un sistema de
banqueo que consiste en un MCB (del inglés, Master Cell Bank) y un WCB (del inglés, Working Cell
Bank), lo cual presenta como ventaja la capacidad de una caracterizacion detallada de la linea celular
y una disminucion de la probabilidad de contaminacién, tanto por agentes adventicios como por
contaminacién cruzada, aumentando a su vez la capacidad de deteccién de los contaminantes
mencionados (25).

La creacion de bancos celulares asegura que los resultados sean reproducibles y brinda continuidad
tanto a la investigacion como a los procesos de produccién. Este proceso permite de alguna manera
mantener al minimo los cambios en componentes sub-celulares como acidos nucleicos y proteinas,
es decir, estabilizar genéticamente la linea celular con la que se trabaja. La exposicidn de la misma a
temperaturas criogénicas permite, en términos practicos, detener el tiempo reduciendo la chance de
contaminacion y la varianza genética.

No es suficiente con obtener una cantidad de células adecuadas para llevar a cabo un proceso de
investigacion o produccidn, es necesario asegurar que se trabaja con la linea celular adecuada y que
mantiene determinada estabilidad a sucesivos pasajes. La FDA (del inglés, Food and Drug
Administration) (25) establece que es necesario un riguroso analisis que demuestre que el patrén de
crecimiento, apariencia morfoldgica y marcadores especificos se mantienen estables desde el MCB
hasta la linea de uso. Adicionalmente, se debe probar que la misma esta libre de contaminantes
tales como virus, bacterias, micoplasma, o incluso otra linea celular. Estos andlisis constituyen un
proceso de caracterizacién y validacién de la linea celular.

Segun la bibliografia (4), se plantean varios requerimientos para cumplir con el objetivo de obtener
una completa caracterizacion celular, y estos incluyen: confirmar la ausencia de contaminacion
cruzada (también llamado autenticacién), confirmar especie y tejido de origen, determinacion de
transformacion de la linea celular y vulnerabilidad a inestabilidad genética, entre otras.

Las metodologias existentes para realizar estos requerimientos son amplias e incluyen ensayos
morfoldgicos, genéticos, citoldgicos, enzimaticos, proteicos e inmunoldgicos. Es mediante estos
ensayos, aplicados por separado o en conjunto, que se puede identificar y caracterizar una linea
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celular y sus marcadores unicos. Algunos ejemplos de estos marcadores son: aberraciones

cromosomicas especificas, moléculas de MHC (del inglés, Major Histocompatibility Complex), huellas

de ADN, deficiencias enzimaticas, entre otras.

1.4.1 Ensayos morfoldgicos

El analisis morfoldgico posee la ventaja de ser la técnica mas simple y directa, ya que es facilmente
visualizable tanto en cultivo como en preparados fijados y tefiidos. Sin embargo, esta metodologia
presenta la desventaja de no tomar en cuenta la variabilidad morfolégica que puede presentar una
linea celular bajo diferentes condiciones, densidades o medios de cultivo.

Diferentes caracteristicas morfolégicas tales como tamano y forma celular y de sus organelos
pueden ser analizados y medidos estadisticamente. Para analizar estas caracteristicas cominmente
se utiliza un microscopio dptico, debido a que resulta facil acceder al mismo y es simple de utilizar.
Sin embargo, la microscopia electrénica permite una lectura de la superficie e interior de la célula
mucho mas profunda aportando datos relevantes a la morfologia celular.

1.4.2 Ensayos citogenéticos

Se le llama citogenética al estudio del funcionamiento y estructura de los cromosomas celulares.
Esta area posee diferentes alcances para el estudio del cromosoma que abarcan desde la
determinacién de la cantidad de cromosomas existentes en una linea celular hasta el estudio de
cada cromosoma.

El cariotipo es la técnica mas utilizada dentro de este campo de investigacidn para la identificacion
de especie y sexo dentro de una linea celular. Realizar esta técnica requiere de un cultivo celular
arrestado en la etapa de metafase para obtener una visualizacidon de los cromosomas condensados,
a partir de esto se generan preparados que son procesados para su posterior analisis.

Este procesamiento puede involucrar una gran variedad de tinciones y bandeos cromosdmicos,
siendo la mas usada es el bandeo G. Este consta en el uso de Tripsina para la digestién de las
proteinas cromosdmicas, dejando visible un patrén de bandas caracteristico de la secuencia de ADN
subyacente. Es a partir de este bandeo que se logran identificar los diferentes cromosomas con el fin
de agruparlos (4).

Otro método frecuentemente usado para el estudio de cromosomas es el de FISH (del inglés,
Fluorescence in situ Hybridization). Esta técnica consta del uso de sondas altamente especificas para
especie y cromosoma las cuales poseen un elemento de fluorescencia y se hibridan a regiones
altamente especificas y conservadas dentro de cada cromosoma. El resultado permite visualizar la
presencia de los cromosomas mediante la fluorescencia de las sondas.

Estas técnicas, entre otras menos frecuentemente utilizadas, permiten no solamente la

identificacion entre especie y género sino que también la deteccion de aneuploidias y
heteroploidias, las cuales ayudan a definir la inestabilidad genética de una linea celular (26).
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1.4.3 Ensayos enzimaticos y proteicos

De acuerdo a su linaje, cada linea celular expresa diversas proteinas o enzimas diferentes,
caracteristicas de la misma, que dependiendo de su diversidad pueden ser utilizadas como
marcadores proteicos especificos. No solamente expresan diferentes proteinas, sino que se
reconocen diferentes alelos codificantes para una misma enzima que pueden ser identificados, por
ejemplo, mediante su resolucién electroforética. Este anadlisis es, ademds de sencillo,
extremadamente confiable a la hora de diferenciar entre diferentes individuos de una misma
especie. A nivel de expresién, las proteinas diferenciales pueden ser expresadas constitutivamente o
de forma inducida, por lo que a la hora de la caracterizacidon es necesario realizar controles de
expresion y de induccién para asegurar que los resultados obtenidos son confiables (4, 27).

1.4.4 Ensayos inmunolégicos

La caracterizacidon inmunoldgica es sencilla de realizar siempre y cuando se cuente con el material
adecuado, es decir, anticuerpos especificos. Los ensayos mas comunes son ELISA (del inglés, Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) e immunostaining. La técnica de ELISA se basa en la unién antigeno-
anticuerpo para detectar presencia de antigenos en muestras mediante reacciones colorimétricas.
Por otro lado, el immunostaining detecta antigenos en la superficie celular mediante anticuerpos
conjugados directa o indirectamente a fluorocromos o enzimas con un producto visible. Estos
ensayos son mayoritariamente utilizados con el fin de detectar antigenos especificos de superficie
celular que permitan diferenciar la linea (4, 27).

A su vez, es posible la inmunodeteccién de hormonas o enzimas secretadas por la linea celular al
medio de cultivo. Analizando el sobrenadante celular se puede, ya sea mediante tests comerciales o
ensayos simples tales como Western Blot, utilizar anticuerpos especificos para la detecciéon de
marcadores que son caracteristicos de cada linea celular y dependen de su linaje.

1.4.5 Analisis de contenido de ADN vy ciclo celular

Los andlisis de ADN son quizds la forma mas directa de identificar una especie celular, e incluso
posibilitan la distincidn entre diferentes clones de una linea. Estos involucran enfoques tales como la
deteccion de regiones altamente repetitivas caracteristicas de cada individuo, la hibridacién de
sondas a secuencias Unicas de ADN, la determinacién de secuencias tandem de diferentes loci, la
medida del contenido de ADN celular y el analisis del ciclo celular. Esto lleva a una buena
caracterizacidén, aunque estas técnicas son costosas y requieren de equipos especializados (4).

El ciclo celular es el mecanismo por el cual se reproducen las células eucariotas, este consiste en la
duplicacién del material genético y componentes celulares para una posterior separacién y por ende
duplicacién de la célula. El ciclo esta representado por cuatro fases llamadas: G, S, G, y M. Durante
la fase S se da la duplicacién del material genético, y durante la fase M la divisidn celular; G; y G, son
dos etapas intermedias donde se da crecimiento celular, duplicacion de organelos vy
simultdaneamente funcionan como puntos de monitoreo del ciclo, pudiendo entrar en estados de
reposo (Gy) si la situacion no es favorable para la duplicacion (28).
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El estudio del ADN resulta un buen enfoque para la caracterizacién de la linea, pues posibilita la
determinacién de los pardmetros del ciclo de division celular de la linea y las posibles ploidias que el
mismo presenta. Esto se logra mediante la medicidn del contenido de ADN dentro de cada célula a lo
largo de un periodo de tiempo determinado. Para esto se utiliza un citometro de flujo, equipo que
mide caracteristicas especificas de las células, entre las cuales se encuentran la intensidad de la
dgicas (29, 30).

fluorescencia, tamafno y anomalias morfo

La medida del contenido de ADN a través de citometria de flujo es posible gracias a la habilidad del
loduro de propidio de unirse de manera estequiométrica al ADN bajo condiciones apropiadas, pues
el equipo evaluda el nucleo de las células tefiidas de manera individual para analizar su contenido de
ADN. Los resultados se obtienen en forma de histograma en el cual la fluorescencia emitida por cada
nucleo celular es directamente proporcional a su contenido de ADN. A su vez, el ancho del pico
obtenido permite determinar la homogeneidad de la poblacidn celular estudiada (31).

Este andlisis resulta util para determinar la presencia de células aneuploides en una poblacion, asi
como para determinar el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular y estimar la fraccidon de
la poblacién que se encuentra en crecimiento. Para la determinacién de la ploidia se utiliza el indice
de ADN, el cual expresa la diferencia del contenido de ADN entre la muestra y la fluorescencia del
ADN utilizado como estandar (31).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

>

Caracterizar un clon de la linea celular Swan 71 estableciendo sus caracteristicas principales
para asegurar resultados consistentes y confiables en posteriores investigaciones con dicha
linea.

2.2 Objetivos especificos

A2 20 250 20 2 7

Generar bancos maestro y de trabajo de la linea celular Swan 71.

Evaluar los parametros de crecimiento de la linea en distintas condiciones de cultivo.
Realizar un analisis morfolégico.

Analizar el contenido cromosémico.

Evaluar la expresion proteica y enzimatica de la linea celular.

Analizar el ciclo celular mediante determinacion del contenido de ADN.
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3. METODOLOGIA

3.1 Reactivos generales

El medio de cultivo DMEM (del inglés, Dulbecco's Modified Eagle's Medium) High Glucose con
Piruvato de Sodio y L-Glutamina utilizado es de la empresa GE Healthcare, y el Suero Fetal Bovino
(SFB) empleado para suplementarlo es de Capricorn Scientific.

La polilisina empleada, al igual que la Tripsina-EDTA (0,05% Tripsina, 0,02% EDTA en PBS) y la
solucién de Penicilina-Estreptomicina (10.000 unidades/mL de Penicilina y 10mg/mL de
Estreptomicina) pertenecen a la empresa Sigma-Aldrich (US). También se obtuvieron de la misma
compaiiia Metanol Anhidro y Formaldehido 37%, Azul de Tripdn y loduro de Propidio.

Ademads, para el analisis morfolégico se emplearon Glicerol y Glicina, ambos provenientes de la
empresa Amresco, y el colorante Giemsa de la compaiiia Biopur.

Para la elaboracion de diferentes buffers y soluciones empleadas en cultivo celular se utilizé KCl y
KH,PO, provenientes de Merck y Na,HPO, y NaCl ambos de la compafiia Carlo Erba. Se obtuvo de la
misma compaiiia el TRIS.

Los reactivos Bromuro de Etidio y Colcemida utilizados para cariotipo, al Igual que las soluciones de
Tripsina (Tripsina 0,25%, NaH,PO,, NaCl) y de tincién del bandeo G (Giemsa, NaH,PO,, KH,PO,)

fueron gentilmente donados por Horacio Cardoso del laboratorio Genodiagnosis.

Los centricones utilizados para la concentracidon de muestras pertenecen a Amicon, mientras que los
test comerciales de embarazo fueron adquiridos de AccuMed.

3.2 Lineas celulares

La linea celular Swan 71 fue amablemente cedida por el departamento de biologia molecular, celular
y de desarrollo de la Universidad de Yale. Fue recibida una botella T25 (25cm? de superficie), a partir
de la cual se creé un MCB compuesto por seis criotubos en pasaje 12 con una concentracidn de
1,25x10° células/mL.

La linea celular continua de fibroblastos murinos NIH3T3 donada por José Badano, del Laboratorio
de biologia molecular del Institut Pasteur de Montevideo fue utilizada para diversos controles
durante la totalidad de este trabajo.

3.3 Procedimientos basicos

3.3.1 Tripsinizacion

Para el proceso de tripsinizacidn se procedio a la remocion del medio de cultivo y posterior lavado
con PBS 1x. Luego se agregd una solucion de Tripsina-EDTA en una proporcién de 20pL por cm? de la
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superficie de cultivo, y se incubé a 37°C durante al menos 5 minutos. Pasado este tiempo se
comprobé el estado de las células al microscopio, y una vez que se observd que se encontraban
despegadas, rapidamente se neutralizé con medio completo (DMEM complementado con 10% de
SFB).

3.3.2 Recuento celular

El recuento celular se realiz6 en Cdmara de Neubauer mediante el método de exclusion con Azul de
Tripan. El mismo permite distinguir entre células vivas (refringentes) y muertas (azules) ya que éstas
Ultimas presentan su membrana comprometida e incorporan el colorante. Se realizaron diluciones
de las muestras en Azul de Tripan 0,4% en PBS y se cargaron en la cdmara aproximadamente 10uL de
la suspensién para proceder a su recuento. Los valores obtenidos fueron utilizados para calcular la
concentracion de células empleando la siguiente ecuacién:

n2de cél _ ne de células vivas contadas = 10.000 = inversade la dilucion

mlL cantidad de cuadrantes contados

Por otro lado, el porcentaje de células viables se calculé de la siguiente forma:

abilidad (%) n?de células vivas 100
q —_— *
viasiiaag s n2de celulas totales

3.3.3 Mantenimiento de los cultivos

Las células fueron cultivadas en DMEM suplementado con 10% de SFB y 1% de solucidén stock de
Penicilina-Estreptomicina; a 37°C con una atmoésfera de 5% de CO,. En algunos casos
especificamente los cultivos se complementaron con 5% de SFB. Se monitorearon diariamente los
recipientes de cultivo en el microscopio invertido (Unico 1V951T) utilizando los objetivos (L-Plan) 10x
y 40x, observando cambios de color en el medio y porcentaje de confluencia. El medio se reemplazd
en promedio cada 2-3 dias una vez alcanzado un color naranja-amarillo. Por otro lado, se
subcultivaron las células al notar un porcentaje de confluencia de 80% de acuerdo a los
procedimientos descritos en 3.3.1 y 3.3.2. Se emplearon para este fin recipientes de cultivo de
25cm’ y 75¢cm” dependiendo de los rendimientos celulares requeridos en cada caso.

3.3.4 Congelacidon y descongelacion

Para la correcta congelacién de las células se utilizd un medio de criopreservacion compuesto por
10% Dimetilsulfoxido (DMSO) y 90% SFB. Los criotubos preparados fueron enfriados en un recipiente
con Isopropanol capaz de generar una rampa de temperatura de 1°C/minuto durante 24 horas a -
80°C; luego fueron traspasados a un tanque de nitrégeno liquido.

En todos los casos se congelaron células en fase de crecimiento exponencial a las que se habia
cambiado el medio 24 horas previo al congelado y con una viabilidad mayor al 95% al momento de
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realizar el procedimiento. Las mismas fueron procesadas de acuerdo a lo establecido en los puntos
3.3.1 y 3.3.2. Luego se centrifugaron a 200g durante 5 minutos, se descartd el sobrenadante y se
resuspendieron las células en el volumen adecuado de medio de criopreservacion para obtener una
concentraciéon mayor a 1x10° células/mL.

Para el descongelado, se tomé un criotubo del tanque de nitrégeno liquido a pasaje deseado y se lo
llevé a 37°C en baino de agua. Previamente se alicuotaron 9mL de medio en un tubo falcon y 5mL de
medio en una botella T25, los cuales fueron atemperados a 37°C. Una vez descongelado el criotubo,
las células fueron transferidas al tubo falcon cuidadosamente a fin de evitar un posible shock
osmético pero lo suficientemente rapido como para no comprometer la viabilidad de las mismas.
Luego, se centrifugd a 200g durante 5 minutos y el pellet resultante fue resuspendido en la T25
atemperada.

3.4 Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento fueron realizadas tanto en placa de 24-wells como en botellas T25. En el
caso de las placas de 24-wells se partié de concentraciones iniciales de 5x10°, 2x10* y 1x10°
células/mL. Por otro lado, en botella T25 se emplearon concentraciones iniciales de 6x10° y 1,2x10*
células/mL. Asimismo, se probaron diferentes concentraciones de SFB en el medio, en este caso se
utilizaron 5% y 10%.

Para la siembra se partié de una botella T25 o T75 con células en fase de crecimiento exponencial y
se llevé a cabo el proceso de tripsinizacion segun la seccion 3.3.1. Luego se realizé un conteo celular
en cdmara de Neubauer de acuerdo a la seccién 3.3.2. Se ajustd la concentracién celular de acuerdo
lo establecido en cada caso para botellas y placas y finalmente se sembré en el recipiente
correspondiente, tomando una alicuota de la muestra como tiempo 0. La cosecha se realizd
utilizando el protocolo de tripsinizacidon descrito en el punto 3.3.1, todos los dias a la misma hora y
por el mismo usuario, de forma tal de minimizar errores. Las células obtenidas se contaron segun el
protocolo descrito en el punto 3.3.2 por duplicado para las muestras de la botella T25 y por
triplicado para las muestras de la placa de 24-wells. En todos los casos los ensayos se hicieron por
triplicado.

La concentracién celular por cm” se graficdé en funcién del tiempo utilizando el programa
GraphPadPrism 5 para obtener curvas de crecimiento celular, a partir de las cuales se calculé el
tiempo de duplicaciéon de las células (Tp) y su velocidad maxima de crecimiento (u), de acuerdo a las
siguientes ecuaciones:

_I(ij T_EﬂE
u=tn(=)/ || &=

Xo=numero inicial de células
X¢;= numero final de células
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3.5 Analisis Morfolégico
3.5.1 Estudio de Morfologia a diferentes densidades en microscopio invertido

Se partié de una concentracién de 5x10* células/mL en botellas T25 y en placas de 6-wells, y se
evaluaron las muestras a dos y tres tiempos de cultivo diferentes respectivamente con el fin de
obtener distintas densidades celulares. Posteriormente se realizd un protocolo de tincién que
consistid en una fijacion con Metanol Anhidro, seguido por tincidn con Giemsa y sucesivos lavados
con agua destilada primero y luego del grifo hasta observar al enjuague incoloro. Se obtuvieron
micrografias previas y posteriores a la tincion con un microscopio invertido (Unico IV951T) utilizando
los objetivos (L-Plan) 10x y 40x para evaluar y registrar el crecimiento celular a diferentes
densidades.

3.5.2 Estudio de Morfologia a diferentes densidades en microscopio de contraste de fase

Se adapto la técnica para poder emplear un microscopio no invertido de contraste de fase de mayor
poder de resolucion. Para esto, se colocaron 12 cubreobjetos redondos de 12mm de didmetro
dentro de placas de 24-wells y se les agregd una solucion de polilisina 0,05mg/mL. Se dejo secar
durante 24 horas en una estufa 37°C. Durante el ensayo se probaron diferentes condiciones de
siembra a fin de obtener los mejores resultados posibles, para esto, se sembraron sucesivamente
tres placas. La primera con 1x10°, 5x10° y 2,5x10° células en 100pL de medio; 1x10*, 5x10%y 2,5x10°
células en 75l para la segunda y 4x10%, 2x10%, 1x10* y 5x10° células en 70uL para la tercera placa.
Cada concentracién se evalud a dos tiempos diferentes (24 y 48 horas), con y sin tincién.

Para los cubreobjetos sin teiiir, se realizé una fijacion con solucidn formaldehido 4% en PBS durante
15 minutos, seguido por tres lavados con PBS-glicina 100mM. Por otro lado, para los cubreobjetos
tefiidos se empled el protocolo descrito en la seccién 3.5.1.

Los cubreobjetos fueron montados de manera invertida en un portaobjetos sobre una gota de
solucién de Glicerol 80% en PBS y sellados con esmalte. Estos preparados fueron observados con un
microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse e100) y se obtuvieron micrografias utilizando los
objetivos (Nikon BE Plan) 10x, 40x y 100x empleando aceite de inmersién.

3.6 Cariotipo

El protocolo empleado fue adaptado a partir de un protocolo brindado por el Dr. Horacio Cardoso de
la empresa Genodiagnosis, con el fin de utilizarlo con una linea celular creciendo en botella.

Se partid de células en fase de crecimiento exponencial en una botella T75. Se las arresté mediante
el agregado de 150uL de Colcemida y 21uL de Bromuro de Etidio para obtener una mejor lectura del
bandeo cromosémico y se colocaron en estufa a 37°C con 5% CO, durante 2,5 horas. Pasado este
periodo, las células fueron colectadas mediante una tripsinizacion (segin seccién 3.3.1) vy
centrifugadas a 200g durante 5 minutos, el pellet fue resuspendido en una solucién hipotdnica (KCl
0,075M) atemperada a 37°C.
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La suspensidn se fijé con tres gotas de Metanol:Acido Acético en relacién 3:1 a -20°C, y nuevamente
se centrifugd a 200g durante 5 minutos. El pellet fue resuspendido en el mismo fijador, y a partir de
este se realizaron los preparados. Para este fin se dejé caer una gota de la suspensidn sobre un
portaobjetos ensayando diferentes distancias hasta encontrar la dptima para una buena resolucion
cromosomica.

Finalmente se colocaron los preparados del cariotipo en una estufa a 97,5°C durante 20 minutos. Los
mismos fueron luego colocados en la soluciéon de Tripsina 0,25%, NaH,PO, y NaCl durante 8
segundos, luego de los cuales se realizaron dos lavados con Etanol 70%. La tincién se llevd a cabo
con una solucién de NaH,PO,, KH,PO,, y Giemsa durante 5 minutos, seguido de un lavado con agua
destilada y secado a temperatura ambiente.

Los preparados fueron procesados con la ayuda del Dr. Horacio Cardoso, de la empresa
Genodiagnosis. Los mismos fueron observados empleando un microscopio de contraste de fase
(Olympus CX31) y se tomaron fotografias. Luego se convirtieron las imagenes a escala de grises y se
pasaron a formato .fit. Posteriormente, se utilizd el programa SmartType version 1.0.0, para obtener
de esta manera el cariotipo ordenado segun el tipo de cromosoma.

3.7 Determinacién del contenido de ADN mediante citometria de flujo

A fin de realizar el anadlisis de ciclo celular y obtener una aproximacién de la ploidia de la linea en
estudio mediante citometria de flujo, se llevaron a cabo diferentes protocolos. Se sembraron placas
de seis pocillos a una densidad de 4x10° células/mL cuando las células se hallaban en fase de
crecimiento exponencial. Se realizd6 un primer intento de arresto con colcemida pero no se
obtuvieron resultados concluyentes. Se empled entonces otro protocolo en el que una vez alcanzada
la fase de crecimiento exponencial, se reemplazé el medio de mantenimiento por medio sin SFB para
iniciar un arresto celular en Gy por deprivacion de nutrientes. Luego de 24 horas, se realizé el cambio
a medio completo para re-iniciar el ciclo celular en forma sincronizada y observar su progreso.

Las muestras fueron cosechadas a tiempo 0, 4, 8, 16, 24, 32, 40 y 48 horas; luego fueron fijadas por
al menos 2 horas con 1 mL de etanol 70% a 4°C. Se utilizé la linea celular NIH3T3 como control. Una
vez obtenidas todas las muestras se procedid a centrifugar para eliminar el Etanol y resuspender las
mismas en PBS para su posterior coloracién. Se incubaron luego con RNasa libre de DNasa a una
concentracién de 100ug/mL durante 15 minutos a 37°C, con el objetivo de evitar la tincién del ARN
con el colorante empleado. Como ultimo paso, se realizé la tincidn con IP a una concentracion de
50ug/mL durante al menos 30 minutos a temperatura ambiente.

Las muestras fueron procesadas en un citdmetroCyAn™ ADP Analyzer equipado con un laser de
488nm. Se colectaron en promedio 10.000 eventos en la region de interés (R1) por muestra, definida
en el grafico de FSC (del inglés Forward- Scattered light) vs. SCC (del inglés Side-scattered light)
donde queda representada la complejidad interna vs. el tamafio celular. Se graficé también area de
IP vs. ancho de pulso a fin de descartar los dobletes (excluyéndolos de la regién R2), y finalmente se
cred un histograma del area de IP teniendo en cuenta las regiones R1 y R2 mencionadas

25



previamente. A fin de aumentar la sensibilidad se programd el canal de IP en trigger. Las
adquisiciones y parte del andlisis posterior se realizaron empleando el programa Summit version 4.3.

Para determinar el porcentaje de células en cada etapa del ciclo celular se empled el programa
ModFit LT version 4.1.7. Se realizaron las mismas graficas que en el caso anterior y se aplico el
modelo Marquardt nonlinear least-squares analysis para el ajuste matemdtico que permite adaptar
la distribucién de las poblaciones Go/G; y G,/M a curvas gaussianas. Esto se realiza con el fin de
calcular el porcentaje de células de dichas distribuciones en forma precisa.

Es importante destacar que la calidad de un histograma de ADN se estima a partir del ancho del pico
de ADN de las células en G;. Esto se mide mediante el CV del pico y se calcula a partir de la
desviacidn estandar (SD). Cuanto menor es el CV de los picos en el histograma de ADN, mas precisa
es la medicién de la ploidia y mejor serd la estimacion del porcentaje de células en los diferentes
compartimentos del ciclo celular. En general se considera que los resultados son pobres en cuanto a
gue no son precisos si el CV es mayor al 6% en las células que se encuentran en Gy/G;.

3.8 Deteccion de hCG en sobrenadante de cultivo

Se realizaron dos tipos de ensayos diferentes para la deteccién de la expresién de hCG de la linea
celular Swan 71. En primera instancia se trabajo con una electroforesis SDS-PAGE en gel de
poliacrilamida al 12% para observar el perfil proteico de expresidn de la linea celular, y en segunda
instancia se realizd una inmunocromatografia (test comercial de deteccién de hCG). Esta técnica se
basa en el movimiento por capilaridad de la muestra a ensayar. La misma se agrega en la almohadilla
de muestra donde hay anticuerpo anti-hCG marcado con oro coloidal que se solubiliza y se une a la
hCG presente en la muestra. EIl complejo hCG-anticuerpo se une a otro anticuerpo anti-hCG
inmovilizado en la zona de reaccién. Por otro lado, el anticuerpo anti-hCG no unido a hCG de la
muestra, se une a hCG inmovilizado en la zona de control, validando el ensayo.

En cada ensayo se utilizd orina de primer trimestre de embarazo como control positivo y
sobrenadante de cultivo celular de NIH3T3 como control negativo. Los sobrenadantes se obtuvieron
a partir de cultivos celulares a pasaje medio (pasajes 17-27) y condicionados por al menos 24 horas.

3.8.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se realizaron los ensayos de electroforesis en condiciones desnaturalizantes en gel de poliacrilamida.
Para esto se utilizaron muestras de sobrenadantes con y sin SFB. En todos los casos se realizaron las
corridas electroforéticas a 120V con amperaje libre con 40uL de muestra por pocillo excluyendo el
caso del marcador de peso molecular, del cual se sembraron 8uL. El marcador de peso molecular
utilizado fue el AccuRuler RGB PLUS Prestained Protein Ladder.

3.8.1.1 Sobrenadante con SFB

A continuacién se describe la obtencién de las muestras sembradas. Se trataron las muestras de
sobrenadante de NIH3T3 y Swan 71 mediante la centrifugacion a 4000g durante 15 minutos con un

26



centricon de 30kDa. Del mismo modo se procesaron dos muestras de orina de donantes
embarazadas empleadas como control. A su vez, el resultante de las muestras de NIH3T3 y Swan 71
fue nuevamente tratado mediante la centrifugacidn con un centricdn de 100kDa, en este caso se
conservo el eluido.

3.8.1.2 Sobrenadante sin SFB

Se trataron tres muestras de orina y las muestras de sobrenadante de NIH3T3, Swan 71 sin suero
mediante la centrifugacién a 4000g durante 15 minutos con un centricén de 30kDa, se conservé la
porcidn concentrada. Del mismo modo se procesaron tres muestras de orina de donantes
embarazadas empleadas como control.

3.8.1.3 Tincion

Se realizaron simultaneamente las tinciones con Plata y Azul de Coomassie siguiendo protocolos
adaptados de Sambrook & Russell (32). Brevemente, para la tincion con Azul de Coomassie se
sumergid el gel en dicha solucién colorante durante aproximadamente una hora, y luego se decoloré
con una solucién de Metanol, Etanol, Acido Acético y agua destilada. Por otro lado, para la tincién
con Plata, se fij6 el gel durante al menos 30 minutos en una solucién de Etanol y Acido Acético, y
luego se incubd durante 15 minutos en la misma solucién mas diluida. Se realizaron sucesivos
lavados con agua y se dejé un minuto en una solucién de Tiosulfato de Sodio. Luego de una serie de
lavados, se tifd con una solucién conteniendo Nitrato de Plata durante 20 minutos. Se procedié al
revelado del gel por unos pocos minutos en la solucién reveladora, y por ultimo, se frend la reaccidn
con la solucién de detencidn. Todas las fotos obtenidas a partir de los geles fueron capturadas con E-
Gel® Imager de Life Technologies.

3.8.2 Inmunocromatografia

Se llevé a cabo el test de deteccidn de hCG sobre cuatro muestras: orina de primer trimestre de
embarazo, sobrenadante de NIH3T3, sobrenadante de Swan 71 sin tratar y sobrenadante de Swan
71 tratado como se describié en la seccion 3.8.1.1.

3.9 Zimograma

Se llevd a cabo un zimograma con el fin de evaluar la expresiéon de las MMP-2 y MMP-9 en la linea
celular Swan 71 a través de su actividad. Para esto, se utilizaron muestras de sobrenadante a pasaje
26 de dicha linea y muestras de sobrenadante NIH3T3 a pasaje 25 como control positivo de
expresion. Las muestras fueron concentradas al igual que el item 3.8.1.1. Como control positivo de
actividad enzimdtica, se utilizé colagenasa de Sigma-Aldrich (cédigo C6885), donada gentilmente por
Mariela Bollati del Institut Pasteur de Montevideo. Se emplearon dos concentraciones diferentes,

1mg/mLy 1ng/uL.
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El protocolo utilizado, adaptado de Waas et al. (33), consistid en la corrida electroforética de un gel
de poliacrilamida al 7,5% conteniendo 2mg/mL de gelatina como sustrato. Las muestras se cargaron
con buffer de carga no reductor y no se hirvieron para mantener la actividad enzimdtica.

Los geles obtenidos fueron lavados 30 minutos a temperatura ambiente en Tritén X-100 2,5% (v/v),

Tris-HCl 50mM, CaCl, 5mM y 0,1% Tritén X-100 (pH 7,8). Luego de los lavados, se los incubd toda la
noche a 37°C en el mismo buffer con agitacién y tenidos al dia siguiente con Azul de Coomassie.
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4. RESULTADOS OBTENIDOS

4.1 Curvas de crecimiento

Al trabajar con una linea celular es fundamental conocer sus caracteristicas de crecimiento, es decir,
parametros tales como su velocidad de crecimiento, tiempo de duplicacion, densidad de saturacion
y rendimiento, entre otros. Esto permite el mantenimiento éptimo y el uso adecuado de la linea
celular. En otras palabras, es necesario estudiar dichos pardmetros a fin de definir los intervalos
entre sucesivos subcultivos, cambios de medio, densidades de siembra adecuadas. Esto es debido a
que tales parametros varian entre las diferentes lineas y dependen de la velocidad de crecimiento y
el metabolismo celular.

Al seleccionar el recipiente en el cual se llevard a cabo un cultivo, es necesario tener en cuenta
factores tales como la masa celular requerida, la necesidad de ventilacion, si el crecimiento se da en
adherencia o en suspension, la frecuencia de la toma de muestra y el tipo de analisis requerido (4).
En el presente trabajo se realizaron curvas de crecimiento en dos recipientes distintos, botella y
placa, para poder evaluar el crecimiento y rendimiento celular obtenido en cada caso, ya que a lo
largo del mismo se emplearon ambos tipos de recipientes con diversos fines.

El método recomendado para determinar la densidad de siembra adecuada para los cultivos consiste
en realizar curvas de crecimiento a diferentes densidades iniciales para determinar la concentracién
minima que da lugar a una fase lag corta seguida de una fase de crecimiento exponencial notoria (4).

Se evaluaron varias condiciones de siembra inicial con el fin de determinar la siembra éptima para
poder obtener datos que abarquen toda la curva de crecimiento celular (data not shown). Una vez
determinado el valor de la siembra éptima, se repitid la curva de crecimiento para el mismo a fin de
calcular los pardmetros deseados y estudiar el comportamiento de la linea. A su vez, todos los
recuentos se realizaron por duplicado o triplicado. Las curvas mostradas son representativas de cada
condicién en la cual se llevé a cabo el experimento.

Si bien en general se expresan los resultados en células/mL, se muestran las curvas de crecimiento
en valores de densidad celular (células/cm? vs. tiempo), para posibilitar la comparacién de aquellos
resultados obtenidos a partir del experimento realizado en placa con los obtenidos al llevarlo a cabo
en botella.

4.1.1 Curvas obtenidas de cultivos complementados con 10% SFB

Se analizd el crecimiento de la linea celular mediante una curva de crecimiento con una
ulas/mL (1x10* células/cm?) utilizando 10% de SFB en placa de 24-
wells (Figura 3). Esta concentracién de SFB corresponde a las condiciones sugeridas de cultivo de la

concentracién inicial de 2x10* cé

linea y por tanto fueron las condiciones utilizadas para su mantenimiento. A su vez, las
caracterizaciones reportadas de la misma fueron hechas en las condiciones mencionadas.
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Figura 3. Evaluacion del crecimiento en cultivo complementado con 10% SFB en placa de 24-wells. Grafico del aumento
del nimero celular en Células/cm? vs. Dias, en el eje de la derecha se representa la viabilidad en porcentaje a lo largo del
tiempo. Siembra inicial de 1X10* células por cm”. Obtenido a partir del programa GraphPad Prism 5.

La grafica obtenida muestra una fase lag relativamente corta seguida de una fase exponencial
pronunciada en la que se evidencia el aumento de aproximadamente un orden de magnitud (1x10” a
1x10°) en el nimero de células en cinco dias de cultivo.

Es posible que al alcanzar el ultimo dia del ensayo las células ya hubieran alcanzado el plateau, sin
embargo, para poder afirmar esto hubiera sido necesaria la toma de otra muestra al dia siguiente. A
su vez, se observé un mantenimiento de la viabilidad celular a lo largo de experimento.

Las curvas realizadas en estas condiciones arrojaron resultados muy similares por lo que se calculd,
en promedio, el tiempo de duplicacion y la velocidad de crecimiento, siendo los mismos 1,3 dias y
0,53 dias* respectivamente.

Por otro lado, se analizd el crecimiento de la linea celular mediante una curva de crecimiento con

una concentracién inicial de 3x10* células/botella (1,2x103 céIuIas/cmz) utilizando 10% de SFB en
botella T25 (Figura 4).
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Figura 4. Evaluacion del crecimiento en cultivo complementado con 10% SFB en botella T25. Grafico de curva de
crecimiento en Células/cm? vs. Dias. Siembra inicial de 1,2x103 células por cm?’. Obtenido a partir del programa GraphPad
Prism 5.

La figura 4 corresponde a una curva de crecimiento realizada en una botella T25 con una cantidad
inicial de 3x10* células/botella (1,2x103 células/cmz). Debido a un error de registro, no se cuenta con
datos de viabilidad para esta curva. En la misma es posible observar una fase lag pronunciada con un
crecimiento celular minimo, lo cual puede deberse a la densidad celular baja al momento de la
siembra. Luego, se observa una fase exponencial mas tardia que la presentada en la curva realizada
en placa. Parece haber un plateau comenzando el noveno dia, pero seria necesario otro dato para
confirmarlo.

Las curvas realizadas en estas condiciones arrojaron resultados muy similares por lo que se calculd,
en promedio, el tiempo de duplicacion y la velocidad de crecimiento, siendo los mismos 1,7 dias y
0,41 dias* respectivamente.

4.1.2 Curvas obtenidas de cultivos complementados con 5% SFB

Se llevaron a cabo curvas de crecimiento utilizando 5% de SFB con el fin de evaluar el
comportamiento celular frente a una reduccién de la concentracidon de SFB en el medio de cultivo.
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Figura 5. Evaluacion del crecimiento en cultivo complementado con 5% de SFB en placa de 24-wells. Grafico de curva de
crecimiento en Células/cm? vs. Dias. Siembra inicial de 1x10* células por cm’. Obtenido a partir del programa GraphPad
Prism 5.

En la figura 5 se observa que las células logran adaptarse al crecimiento con 5% de suero luego de
una fase lag comparable a la obtenida para la curva realizada con 10% SFB en el mismo tipo de
recipiente, que se corresponde con una curva de crecimiento celular tipica. A su vez, se observa una
fase exponencial relativamente larga similar a la obtenida con 10% de SFB, asi como el
mantenimiento de la viabilidad celular a lo largo del experimento.

Las curvas realizadas en estas condiciones arrojaron resultados muy similares por lo que se calculdg,
en promedio, el tiempo de duplicacion y la velocidad de crecimiento, siendo los mismos 1,6 dias y
0,44 dias’ respectivamente.

En el séptimo dia del experimento, luego de dos dias sin tomar muestra ni cambiar el medio, el
medio de cultivo de la curva con 10% SFB se notd considerablemente mas acidificado que el de la
curva con 5% SFB, lo cual indicaria un mayor crecimiento celular. La acidez del medio es un indicador
del estado metabdlico de las células, ya que el lactato producido a partir del consumo de glucosa es
el responsable de la misma. Al consumir glucosa del medio, la célula la convierte en piruvato
mediante la glucdlisis y luego lo reduce a lactato mediante la enzima lactato deshidrogenasa.

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos a partir de las curvas de crecimiento realizadas.

Tabla 2. Parametros obtenidos a partir de las curvas de crecimiento. Comparacion entre curvas de crecimiento realizadas
en botella y placa a diferentes concentraciones de SFB.

Concentracion Recipiente Velocidad maxima de Tiempo de Méxima densidad
. .. . . celular alcanzada
de suero utilizado crecimiento duplicacion , 2
(cél/cm?)
5% Placa 24-wells 0,44 dias™ 1,6 dias 105.000
10% Placa 24-wells 0,53 dias™ 1,3 dias 140.000
10% Botella T25 0,41 dias™ 1,7 dias 180.000
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Se observod que el rendimiento éptimo se obtiene para la curva de crecimiento realizada en botella
(Tabla 2). Por otro lado, la velocidad maxima de crecimiento obtenida en los tres casos es similar, lo
gue permite la eleccién del recipiente a utilizar en el cultivo de acuerdo a las necesidades del caso
sin que se vea afectada la velocidad de crecimiento. Lo mismo ocurre con el caso del tiempo de
duplicacioén.

De acuerdo a lo reportado en bibliografia las lineas celulares normales usualmente dejan de dividirse
cuando alcanzan alta confluencia, a causa de a los cambios morfolégicos que se dan debido a la
limitacion de espacio y la falta de factores de crecimiento. Sin embargo, las mismas se detienen en la
fase G; de crecimiento y se deterioran muy poco, pudiendo permanecer asi durante dos o tres
semanas. Por otro lado las células transformadas y ciertas lineas embrionarias se deterioran con
rapidez a altas densidades si no son subcultivadas (4). Esto se verifico en linea celular Swan 71. Al
realizar las curvas de crecimiento, se notd que las células comienzan a morir una vez que alcanzan
confluencia alta. Se observd durante el monitoreo que la morfologia se altera, las células se
deterioran, liberan componentes al medio, se despegan y mueren.

A su vez, se observo que las células pueden crecer adecuadamente en una concentracion de SFB del
5%, es decir, con una concentracion de SFB reducida, a diferencia de otras lineas celulares. El
requerimiento de bajas concentraciones de SFB es una caracteristica que poseen las lineas celulares
transformadas (4).

El SFB promueve la proliferacion y fijacién celular mediante factores de crecimiento, de adhesién, y
hormonas (4, 5). Dentro de los sueros existentes para suplementar un cultivo celular, el SFB es el
mas utilizado debido a que presenta bajas cantidades de inmunoglobulinas y altas concentraciones
de factores de crecimiento. Sin embargo, la utilizacién de SFB presenta varias desventajas, tales
como la gran variacién lote a lote, lo cual se puede traducir en un problema respecto a la
reproducibilidad de los distintos ensayos; la falta de conocimiento sobre ciertos componentes
(nutrientes, proteinas, factores de crecimiento peptidicos, hormonas, minerales y lipidos), cuyas
concentraciones y acciones no han sido totalmente determinadas, que pueden tener un efecto
considerable sobre el crecimiento celular; la posibilidad de restricciones de la disponibilidad del
suero, dadas por diversos factores como sequia en las zonas de cria de ganado, propagacion de
enfermedades entre el ganado, la dificultad de purificacién de productos en presencia de suero, la
facilidad de contaminacién del suero con virus, que si bien pueden ser inofensivos para el cultivo
celular, representan un factor desconocido adicional fuera del control del operador; y su costo, pues
ciertamente el suero constituye la mayor parte del costo de una botella de medio (4).

En vista de las desventajas mencionadas y de que, segun los resultados obtenidos, la linea celular
Swan 71 puede crecer con concentraciones de SFB del 5% manteniendo un tiempo de duplicacion
apenas mas alto que a concentraciones mayores (10%), y una densidad celular menor (Tabla 2), se
recomienda a quien utilice esta linea realizar su mantenimiento con bajas cantidades de SFB.

Sin embargo, es importante destacar que debido a que las en reportes previos se utilizdé medio

completo con 10% SFB, se decidié realizar la caracterizacién de las células con ese porcentaje de SFB
para poder comparar los resultados obtenidos con dichos reportes. A su vez, es posible asegurar un
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crecimiento veloz que permite contar con las células necesarias al momento de comenzar con cada
experimento planteado en los tiempos establecidos.

4.1.3 Observaciones empiricas durante el desarrollo del cultivo

Las células mostraron gran sensibilidad a los cambios de concentracién de CO, en la atmdsfera,
particularmente una disminucién del CO,, causa la muerte rdpida de los cultivos.

Por otro lado, tal como se mencioné previamente en la seccidn 4.1.2 se comprobd que las células
son sensibles a la densidad del cultivo. Una vez alcanzado el 95-100% de confluencia, las células se
desprenden masivamente del sustrato, el medio vira rdpidamente al naranja-amarillo y el cultivo
muere inmediatamente.

4.2 Analisis morfolégico
4.2.1 Morfologia general

El estudio de la morfologia de una linea celular es fundamental, tanto para establecer y comprobar
sus caracteristicas tipicas como para determinar situaciones anormales. Esto es debido a que las
células se ven alteradas morfolégicamente cuando sufren periodos de estrés tales como necesidad
de cambio de medio o subcultivo, uso de medio inadecuado, contaminacidon bacteriana o incluso
toxicidad proveniente de algin componente en el medio. De todas maneras, es importante destacar
gue la observacidn al microscopio de cultivos vivos es mas importante y valiosa que la observacion
de cultivos tefiidos ya que proporciona una impresion mas real de la plasticidad del cultivo (4).

La linea celular Swan 71 muestra una morfologia tipo-fibroblasto, es decir, una célula bipolar con
una longitud mayor a su ancho. Las mismas poseen un nucleo céntrico con mas de tres nucleolos y
una membrana nuclear bien definida. Por otro lado, el citoplasma celular estd pobremente definido
y presenta variedad de tamanfios, lo cual es coherente con lo reportado para trofoblastos primarios
(34) (Figura 6). A su vez, en la figura 6.B es posible apreciar el citoplasma grisaceo caracteristico de
tincién con Giemsa asi como el nucleo violeta y los nucleolos azulados.
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Figura 6. Células Swan 71 pasaje 22 con tincidon de Giemsa. Imagenes obtenidas a partir de microscopio de contraste de
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fase. Imagen con objetivo 100x (A). Imagen con objetivo 40x (B).

Segun lo reportado en bibliografia los citotrofoblastos extravellosos son células mononucleadas, lo
cual se ha comprobado en esta linea celular. Sin embargo, estas retienen la habilidad de fusionarse

espontdneamente generando complejos multinucleados llamados "sincitios" tal como se muestra en
la figura 7.
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Figura 7. Esquema de formacion de sincitios en células de citotrofoblasto humanas (34).

La caracteristica mencionada es propia de los citotrofoblastos vellosos, ya que los mismos se
diversifican a sincitiotrofoblastos, de todos modos esta caracteristica se observa ocasionalmente en
esta linea celular, como se muestra en la figura 8.

Figura 8. Sincitio celular de Swan71. La flecha indica la presencia de un sincitio celular. Micrografia en botella T25 tefiida
con Giemsa obtenida con microscopio invertido con objetivo 40x.

La figura 9 muestra la morfologia de la linea celular en pasaje 10 reportada previamente (12). Al
compararla con la foto obtenida a partir de células en pasaje 22 (Figura 6), se aprecia que la
morfologia celular se mantiene a pasajes sucesivos.

Figura 9. Células Swan 71. Tincidn con Giemsa, objetivo 40x. Adaptado de Straszewski-Chavez et al. (12).
4.2.2 Estudio de morfologia a diferentes densidades en microscopio invertido

La familiarizacién con la linea celular de trabajo y su morfologia a diferentes densidades ayuda a
identificar con mas facilidad una contaminacion cruzada o alteraciones inducidas por estrés. Los
resultados obtenidos a continuacién representan la morfologia celular a diferentes densidades en
una botella T25. Se aprecia cierta dificultad para lograr una diferenciacion morfoldgica y de densidad
de crecimiento en células sin tincidon debido a la falta de contraste (Figura 10.A y 10.B). Por tal
motivo se realizd la coloracién con Giemsa descrita en la seccidén 3.5.1 que se muestra en las figuras
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10.Cy 10.D. Alli se observa mas facilmente un aumento de densidad celular entre los diferentes dias
de incubacidn, con el aumento de sincitios celulares.

Al aumentar la densidad celular en lineas finitas, se observa que la proliferacién se detiene una vez
alcanzada la confluencia. Si bien ciertas lineas celulares transformadas tienden a perder la inhibicidn
por contacto y crecimiento una vez alcanzada la confluencia (4, 35), éste no es el caso de la linea
celular Swan 71, ya que se observd que cuando alcanzan condiciones de alta confluencia, se lleva a
un redondeo celular e incluso despegue de la monocapa.
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Figura 10. Morfologia de la linea celular Swan 71 a di
microscopioinvertido a partir de botellas T25, objetivo 10x. Densidad baja sin tincidon (A), densidad alta sin tincién (B),
densidad baja con tincién (C), densidad alta con tincidn (D).

El andlisis morfoldgico a diferentes densidades en placa de 6-wells muestra resultados similares. Se
presenta nuevamente la dificultad para discernir densidad celular en las muestras sin tincién (Figura
11.A, 11.By 11.C), sin embargo, en las muestras tefiidas (Figura 11.D, 11.E y 11.F) se observa que se
alcanza una densidad de crecimiento aun mayor que en botella T25, transcurridos los mismos
tiempos de cultivo. Esto se debe a la superficie disponible en cada cada recipiente, si bien la botella
T25 posee mayor capacidad, se precisa de un mayor intervalo de tiempo para alcanzar confluencia.
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Figura 11. Morfologia de la linea celular Swan 71 a diferentes densidades de cultivo. Imagenes obtenidas en microscopio
invertido a partir de placas 6-wells, objetivo 10x.Densidad baja sin tincion (A), densidad media sin tincién (B), densidad alta

sin tincidn (C), densidad baja con tincién (D), densidad media con tincién (E), densidad alta con tincion (F).
4.2.3 Estudio de morfologia a diferentes densidades en microscopio de contraste de fase

A partir de este ensayo se lograron obtener imagenes con mejor calidad y definicién (Figura 12) de la
morfologia a diferentes densidades corroborando los resultados obtenidos en el ensayo previo en
placay botella.

: b Y 't
Figura 12. Morfologia de la linea celular Swan 71 a diferentes densidades de cultivo. Imdgenes obtenidas a partir de
preparados de cubreobjetos polilisinados en microscopio de contraste de fase, objetivo 10x. Densidad baja con tincidn (A),
densidad media con tincién (B), densidad alta con tinciéon (C), densidad baja sin tincién (D), densidad alta sin tincién (E).

4.3 Analisis del contenido cromosdmico
Como parte de la caracterizacion de la linea celular Swan 71, se llevé a cabo un andlisis del contenido

cromosdmico mediante la realizacidn de un cariotipo en el cual los cromosomas individuales se
pueden identificar de acuerdo con el tamafio, la posicién del centrémero y el patrén de bandas. Los
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andlisis citogenéticos permiten la identificacién de cada cromosoma asi como la determinacién de
las anomalias presentes (36).

En la figura 13 se muestra una imagen de los cromosomas metafdsicos de una célula encontrada en
uno de los preparados realizados para el analisis del cariotipo de la linea celular Swan 71.

. . -

Figura 13. Cromosomas metafasicos de la Linea Celular Swan 71. Imagen obtenida de un cultivo a pasaje 27 con tincién de

bandeo G tomada con el microscopio de contraste de fases Olympus CX31, objetivo 100x. Obtenida en el Laboratiorio
Genodiagnosis.

Se puede notar a simple vista que la linea celular Swan 71 presenta un cariotipo poliploide, lo cual es
muy comun en lineas transformadas, debido a la acumulacién de anomalias en sucesivas divisiones.

Para un mejor analisis del cariotipo de la linea celular, se procesé la imagen con el programa
SmartType version 1.0.0, el cual facilita el ordenamiento de los cromosomas. A fin de emplear una
camara con resolucidn suficiente para obtener imagenes microscépicas con un bandeo cromosémico
distinguible, se acudié a la empresa Genodiagnosis, en donde se llevd a cabo la clasificacién
cromosomica y el analisis del cariotipo bajo la supervisién del Dr. Horacio Cardoso, médico genetista.
El resultado final se presenta en la figura 14 y en el grafico de frecuencia de cromosomas (Figura 17).
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Figura 14. Cariotipo a pasaje 27 de la linea Celular Swan 71. Cromosomas metafasicos ordenados utilizando el programa
SmartType segun la clasificacion estandar, numerados del 1 al 22 y con los cromosomas X e Y por separado. En la categoria
UN se muestran aquellos cromosomas que no pudieron ser clasificados correctamente dentro de ninguno de éstos grupos.
Por convenciodn, el brazo corto (p) se coloca hacia arriba y el largo (qg), hacia abajo (36).

En la figura 14 se observa un cariotipo mayoritariamente pentaploide; sin embargo, los grupos 11,
14, 21, 22 y X presentan tres copias de cada cromosoma y los grupos 2, 3, 4 y 15 presentan cuatro
copias de cada cromosoma (en lugar de cinco). A su vez, se encontraron diez copias del cromosoma
reconocido con el nimero 1, aunque muchos de éstos no tienen la estructura clasica de un
cromosoma 1. Otros cuatro cromosomas no pudieron ser correctamente clasificados ya que el
patron de bandas no es el caracteristico en ninguno de estos casos, por lo que los mismos se
agruparon bajo la categoria UN (del inglés, unknown).

Las principales aberraciones cromosdmicas se pueden notar en diversos cromosomas pertenecientes
al grupo numero 1. En cuatro de los mismos, hay una delecién de uno de los brazos (en tres de éstos
el que falta es el brazo largo). Asimismo, también se presentan deleciones terminales en dos de los
cromosomas pertenecientes a este grupo (Figura 14, octavo y noveno cromosoma empezando de la
izquierda). Por ultimo, un cromosoma de este grupo posee deleciones en ambos brazos (borde
derecho).

Por otro lado, dentro del grupo nimero 7, el cromosoma que se encuentra sobre el borde derecho
se corresponde con un isocromosoma, el cual estd formado por dos copias del mismo brazo
cromosémico. Este es un cromosoma en el cual uno de sus brazos falta y el otro se encuentra
“duplicado” respecto a su imagen especular (Figura 15) (26).
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Figura 15. Representacion de un isocromosoma. Adaptado de Nussbaum et al. (26).

A su vez, durante la observacion de los preparados al microscopio, se notd la presencia de un
cromosoma con apariencia de cromosoma dicéntrico (Figura 16). Es importante destacar que no es
muy frecuente encontrar este tipo de aberracién cromosémica. Un cromosoma dicéntrico es un
cromosoma andémalo en el que dos segmentos cromosdmicos, cada uno con un centromero, se
fusionan extremo con extremo y se pierden sus fragmentos acéntricos (26).

Figura 16. Cromosoma dicéntrico. Imagen obtenida con el microscopio de contraste de fases Olympus CX31, objetivo 100x.
Con el propdsito de obtener una representacion del contenido cromosdmico que sea mds facilmente

visualizable, se realizé un grafico de barras donde se representa el nimero cromosémico (del 1 al 23
y UN) en funcién de su frecuencia (Figura 17).
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Figura 17. Frecuencias de cromosomas analizados. Grafico de barras donde se representa el nimero de cromosoma (del 1
al 23 y UN) en funcion de su frecuencia realizado en el programa GraphPad Prism 5.

Para lograr una clasificacion mds precisa de dichos cromosomas, se podria llevar a cabo una técnica
de citogenética basada en la hibridizacién in situ fluorescente conocida como FISH o alguno de sus
derivados. Por ejemplo, mediante la utilizacién del FISH multiplex o M-FISH, se pueden visualizar
todos los cromosomas homdlogos pintados de un color distinto. Para ello, se utiliza un cdctel de 24
sondas de distinto color (generalmente el mismo se adquiere comercialmente) lo cual permite
detectar y clasificar de manera rapida alteraciones numéricas. De esta manera, se podria distinguir a
qué cromosoma corresponden cada uno de los que se encuentran agrupados bajo la categoria UN
(37).

Existe un antecedente de un cariotipo realizado sobre esta misma linea celular en el que se trabajo
con un cultivo a pasaje mayor que 30; el resultado muestra un cariotipo pentaploide con algunos
cromosomas presentes en seis copias y once rearreglos especificos (38).

Al comparar nuestros resultados con los publicados por Schellinger et al., se puede notar una clara
concordancia con los mismos a nivel general ya que en ambos casos el cariotipo es pentaploide.
También en cuanto al nimero de cromosomas, debido a que en nuestro resultado el mismo es de
110 mientras que Schellinger et al. establecen que el nimero de cromosomas para Swan 71 se
encuentra entre los 103 y los 119 cromosomas.

Las lineas celulares continuas, en particular las tumorales, presentan una gran inestabilidad a nivel
genético que les permite generar las mutaciones necesarias para alterar o suprimir los genes
implicados en la vigilancia del ADN, tales como p53. Estas suelen ser aneuploides y con frecuencia
tienen un ndmero de cromosomas entre di y tetraploides. A su vez, en las mismas se ve una
considerable variacién en el nimero de cromosomas entre células de una misma poblacién
(heteroploidia) (4).

A pesar de que se ha reportado que la linea celular Swan 71 conserva las caracteristicas de
trofoblasto primario de primer trimestre, a medida que aumentan los pasajes del cultivo celular, se
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favorece la presencia de aneuploidias. Por lo tanto, es merced utilizar dicha linea celular con cautela
a la hora de estudiar la biologia normal de los trofoblastos, considerando también la necesidad de
controlar la posible inestabilidad genética en células inmortalizadas utilizando el gen de la
telomerasa (38).

4.4 Andlisis mediante citometria de flujo

Se llevd a cabo un andlisis del contenido de ADN mediante citometria de flujo con el fin de conocer
la distribucion de la poblacidn celular en las distintas fases del ciclo celular: Go/Gy, Sy G/M vy
estudiar su progresidn a través de las mismas. Para ello, se realizd un arresto mediante el cual las
células se sincronizaron. En primera instancia, el arresto celular fue realizado mediante el
tratamiento con Colcemida, dicho arresto no funciond de acuerdo a lo esperado, por lo que se
repitié el ensayo arrestando mediante deprivacién de SFB por 24 horas. Tal como se menciond en la
seccion 3.7, una vez finalizado éste periodo, se reinicié el ciclo celular cambiando el medio sin SFB a
medio completo y se cosecharon las muestras a tiempo 0, 4, 16, 24, 32, 40y 48 horas.

En general, para este tipo de ensayos, se utilizan como control interno lineas celulares diploides no
humanas, como los eritrocitos de pollo, con el fin de determinar la ploidia de una linea celular
utilizando al control como punto de comparacion (29). En este caso no se realizé tal procedimiento;
sin embargo, se decidid utilizar a la linea celular NIH3T3 como control externo principalmente por
dos motivos: a) ya que posee un contenido de ADN tetraploide (39), similar al de Swan 71 -definido
en este trabajo al realizar el cariotipo- y por ende, si se trabaja en idénticas condiciones constituye
un buen punto referencia, y b) debido a que el ciclo celular de dicha linea ya ha sido estudiado y se
sabe que si la técnica se realiza correctamente se obtienen resultados aceptables con coeficiente de
variacion (CV) menor a tres que permiten validar el ensayo. En nuestro ensayo, para todas las
muestras procesadas, el CV fue menor al 4%, cumpliendo con los criterios de aceptacién de la
técnica utilizada.

En la figura 18 se presentan los resultados obtenidos en el analisis del contenido de ADN de las
lineas celulares NIH3T3 y Swan 71. En la figura 18.A y 18.D se observan graficos biparamétricos Dot
Plot de SSC vs. FSC para ambas lineas, en los cuales se crea la regidon R1 de forma tal de seleccionar la
poblaciéon de interés. Por otro lado, en la figura 18.B y 18.E, se representa un Dot Plot del ancho de
pulso vs. el area de IP, donde se selecciona la regidon R2, excluyendo los dobletes celulares.

El descarte de dobletes es fundamental para el andlisis de ciclo mediante citometria ya que de lo
contrario se sobreestima el niUmero relativo de células en fase G,/M del ciclo celular. Los dobletes se
forman cuando dos células con contenido de ADN correspondiente a la fase Gy/G; se registran como
un Unico evento y por lo tanto presentan contenido de ADN similar a una célula en la fase G,/M. Las
células en G,/M tienen el doble de ADN que las de G; pero el diametro nuclear es sélo un 25%
mayor, por lo que dan un pico mas alto pero mas estrecho, esta diferencia es la que se emplea para
realizar el descarte (40, 41).

La figura 18.C y 18.F muestra un histograma de eventos vs. ancho de pulso, donde se representa
Unicamente las regiones R1 y R2 (Figura 18.A, 18.B, 18.D, 18.E) combinadas. En este gréfico se
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pueden distinguir los picos correspondientes a las células que se encuentran en las fases Go/Gy, Sy
G,/M del ciclo celular.
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Figura 18. Comparacion de analisis de contenido de ADN en NIH3T3 y Swan 71 a tiempo 0. Grafico de puntos de SSC vs.
FSC mostrando la region de interés R1 para NIH3T3 (A) y Swan 71 (D). Grafico de ancho de pulso vs. IP area para descarte
de dobletes donde se selecciona la regién R2 que contiene las poblaciones Go/G;; S; Go/M para NIH3T3 (B) y Swan 71 (E), e
histograma de la region de interés (R1y R2) para NIH3T3 (C) y Swan 71 (F).

En la figura 19 se presenta una superposicion de los histogramas de eventos vs. ancho de pulso para
NIH3T3 y Swan 71 a tiempo 0, donde es posible observar que bajo el mismo tratamiento ambas
lineas celulares tienen un perfil similar, es decir, los picos Go/G; coinciden. A su vez, el porcentaje de
células de NIH3T3 en Gy/G; previo al arresto celular es del 61,67% y de 88,13% luego del arresto, a
tiempo 0. En el caso de Swan 71 éste es de 43,14% previo al arresto y de 61,34% posterior al arresto,
a tiempo 0 (Tabla 3). De esta forma se comprueba que el arresto celular funciona tanto para NIH3T3
como para Swan 71. Se destaca también, que si bien se logrd el arresto de las células Swan 71, el
porcentaje de células en la fase G,, sigue siendo considerablemente alto (Tabla 3, Figura 18.F).
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Figura 19. Comparacion de analisis de contenido de ADN en NIH3T3 y Swan 71 a tiempo 0. Esquema de superposicién de

histogramas de las dos lineas celulares.

A fin de comparar los porcentajes de las poblaciones en la linea empleada como control (NIH3T3) vs.
Swan 71, se construyé la tabla 3 donde se establecen los porcentajes de células en cada fase del
ciclo.

Tabla 3. Porcentajes de células NIH3T3 y Swan 71 en cada etapa del ciclo celular. Resultados obtenidos a partir del
procesamiento de datos arrojados por el citdmetro de flujo con el programa ModFit version 4.1.7.

Porcentaje G,/G; | Porcentaje S| Porcentaje G,/M| CV
NIH3T3 sin arrestar 61,67% 28,36% 9,97% 3,91%
NIH3T3 t=0 post arresto 88,13% 8,89% 2,98% 3,79%
Swan 71 sin arrestar 43,14% 43,81% 13,05% 3,97%
Swan 71 t=0 post arresto 61,34% 13,29% 25,37% 3,64%

Esta reportado que una poblacién celular eucariota promedio tiene un porcentaje de sus células
cercano al 60% en la fase Go/G; en condiciones normales (42, 43), lo cual es observado para las
células NIH3T3 (tabla 3); sin embargo, no se observa esto mismo en las células Swan 71 (Tabla 3)
donde el porcentaje de células en Go/G; es menor.

La figura 20 muestra el andlisis mediante citometria de flujo de aproximadamente 10.000 eventos de
la linea celular Swan 71 sin arrestar obtenida a partir del software Summit v4.3. La figura 20.A
corresponde con la representacién grafica del SSC vs. FSC. En la figura 20.C es posible observar que
el pico correspondiente a las células en la etapa de Gy/G; es ancho y no muestra la distribucion
normal esperada, lo cual podria apuntar a la presencia de células aneuploides. Sin embargo, en la
figura 18.F previamente descrita, en la que se representa al mismo histograma luego del arresto
celular, la anomalia mencionada se ve corregida, por lo que se plantea la posibilidad de que esto sea
debido al lento pasaje por la fase S del ciclo celular de esta linea.
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Figura 20. Analisis de ciclo de las células Swan 71 sin arrestar. Grafico de SSC vs. FSC (A) y Ancho de pulso (Pulse Width) vs.
area de IP (B), Eventos vs. area de IP.

Posteriormente, se realizé un estudio detallado de la progresidon de la poblacidn a través del ciclo
celular para lo que se tomaron muestras a distintos tiempos luego de la sincronizacion del mismo. En
este caso, el analisis de los resultados se llevd a cabo empleando el programa ModFit LT 4.1.7 en el
cual ademas de obtenerse los porcentajes en cada etapa del ciclo, se puede visualizar el porcentaje
de CV asi como la cantidad de eventos analizados, entre otros datos estadisticos. En la figura 21, se
visualiza una representaciéon de un histograma de eventos vs. area de IP correspondiente a una
muestra obtenida a tiempo cero y procesada con el programa ModFit LT 4.1.7. La misma se
representa a manera de ejemplificar la forma en la que se analizaron las diferentes muestras, para
obtener asi los porcentajes correspondientes de las distintas fases del ciclo. En ésta, se puede
observar la distribucién de la poblacidn celular de trabajo en las distintas fases del ciclo celular y los
picos correspondientes a cada una de ellas.
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Figura 21. Histograma representativo del analisis realizado con ModFit version 4.1.7. Se observa nimero de eventos vs.
area IP para la linea celular a tiempo 0.

La tabla 4 muestra los diferentes porcentajes de distribucién obtenidos como se menciond
previamente.

Tabla 4. Porcentajes de células en cada etapa del ciclo celular de la linea celular Swan 71 a diferentes tiempos del
arresto celular.

t (horas) | Porcentaje G,/G; | Porcentaje S | Porcentaje G,/M| CV
0 61,34% 13,29% 25,37% 3,64%
4 35,42% 44,59% 19,99% 3,64%
16 36,15% 43,51% 20,34% 3,71%
24 31,85% 45,72% 22,43% 3,94%
32 37,35% 47,02% 15,63% 3,94%
40 61,66% 26,19% 12,15% 3,64%
48 53,02% 36,36% 10,62% 3,70%

Se sabe que en una célula eucariota promedio, la fase S del ciclo celular dura entre 10-12 horas, con
una duracidn similar para la fase Go/Gy, y alrededor de 1 hora para G,/M (28); sin embargo, tal como
se ve en la tabla 4, la fase S parece tener una duracion superior a 10-12 horas, ya que una vez
llevado a cabo el desarresto celular, las células avanzan hacia la fase S donde se mantienen hasta las
32 horas, notdndose una disminucion del porcentaje celular en dicha fase entre las 32 y 40 horas
junto con un aumento de las células en fase Gy/G, indicando el inicio de un nuevo ciclo. Esto es
consistente con los resultados obtenidos a partir de las curvas de crecimiento, en las que se obtuvo
un tiempo de duplicacidn de entre 1,3 y 1,7 dias, es decir entre 31,2 y 40,8 horas.

En resumen, las células Swan 71 presentan un ciclo lento, que involucra una fase S larga que alcanza

una duracidén de al menos 24 horas. Las células de esta linea pasan la mayor parte del ciclo en la fase
S, atravesando posteriormente una fase G,/M corta antes de retornar a Gy/G;.
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Ya que la linea celular en cuestidon posee un largo tiempo de duplicacidn, la fase S dura al menos 24
horas, por lo cual es posible que la deprivacidn de SFB durante 24 horas no sea suficiente para lograr
un buen arresto. Se podria considerar realizar el ensayo con un arresto mas prolongado siempre y
cuando se tenga cuidado de que las células no mueran por causa de la deprivacién.

El mismo caso se observd para la Colcemida, donde se resolvid que los tiempos de exposicion a la
misma tampoco fueron dptimos para alcanzar un completo arresto celular (data not shown), motivo
por el cual se plantea una optimizacién de los tiempos de exposicién con la misma.

4.5 Deteccion de hCG en sobrenadante de cultivo

4.5.1 Electroforesis SDS-PAGE

Para el estudio de hCG en el sobrenadante de Swan 71, se realizé una electroforesis SDS-PAGE con
las diferentes muestras. Tal como se describe en la seccién 3.8.1, los geles se realizaron por
duplicado con el fin de evaluar los resultados con dos métodos de tincidn diferentes y se mantuvo el
siguiente orden de siembra: Marcador de peso molecular en los carriles 1y 5, controles positivos de
orina de donantes embarazadas en el primer trimestre tratados con un centricén de 30kDa en los
carriles 2 y 3, sobrenadantes de las lineas celulares Swan 71 y NIH3T3 tratados con centricones de
30kDa y 100kDa y sobrenadantes de las lineas celulares Swan 71 y NIH3T3 sin tratar.

En los dos geles resultantes (Figuras 22 y 23), se observa en los controles positivos dos bandas
fuertes, una cercana a los 90kDa y otra cercana a los 65kDa. La primera corresponde con lo esperado
para la proteina de Tamm-Horsfall o Uromodulina, la cual se encuentra presente en la orina de
mujeres embarazadas y tiene un peso aproximado de 85-90kDa (44-48). La segunda banda
concuerda con lo reportado para la Albumina, que posee un peso molecular de 68kDa. Se sabe que
al menos 10mg de esta proteina son excretadas en la orina (49).

Se observa a su vez en uno de los controles positivos, una ligera banda alrededor de los 35kDa,
correspondiente a la subunidad B de la hormona hCG. Bajo las condiciones desnaturalizantes en las
qgue se llevd a cabo esta electroforesis, la hormona hCG se divide en sus dos subunidades a y B.
Debido a que un tercio de la hormona hCG estd compuesto por carbohidratos, su movimiento
electroforético se ve retrasado (17, 18, 50). Es por esto que la banda perteneciente a hCGp,
subunidad que posee un peso molecular de 22,2kDa, podria encontrarse a la altura de 35kDa en una
electroforesis SDS-PAGE (18, 51).

En los carriles pertenecientes a los sobrenadantes de NIH3T3 y Swan 71 tratados se observa un perfil
de bandas intensas posiblemente provenientes del SFB presente en el sobrenadante del medio. Es
por esto que se plantea la realizacidon de un nuevo SDS-PAGE 12% llevado a cabo con sobrenadantes
de medio de cultivo sin SFB para obtener una mejor lectura del perfil proteico de estas lineas
celulares.
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245 kDa

100 kDa

Figura 22. SDS-PAGE en gel de poliacrilamida 12% con tincion de Coomassie. lzquierda: Marcador de Peso Molecular
AccuRuler RGB PLUS Prestained Protein Ladder. Derecha: Carril 1 - Marcador de peso molecular. Carriles 2y 3 - Muestras
de orina de primer trimestre de embarazo tratada (control positivo). Carril 4 - Sobrenadante de la linea celular Swan 71
tratado. Carril 5 - Marcador de peso molecular. Carril 6 - Sobrenadante de la linea celular NIH3T3 tratado. Carril 7 -
Sobrenadante de la linea celular Swan 71 sin tratar. Carril 8 - Sobrenadante de la linea celular NIH3T3 sin tratar. Carril 9 -
Marcador de peso molecular.

100 kDa
75 kDa

63 kDa

48 kDa

25 kDa

Figura 23. SDS-PAGE en gel de poliacrilamida 12% con tincion de Plata. lzquierda: Marcador de Peso Molecular AccuRuler
RGB PLUS Prestained Protein Ladder. Derecha: Carril 1 - Marcador de peso molecular. Carriles 2 y 3 - Muestras
concentradas de orina de mujeres embarazadas en su primer trimestre (control positivo). Carril 4 - Sobrenadante de la
linea celular Swan 71 tratado. Carril 5 - Marcador de peso molecular. Carril 6 - Sobrenadante de la linea celular NIH3T3
tratado. Carril 7 - Sobrenadante de la linea celular Swan 71 sin concentrar. Carril 8 - Sobrenadante de la linea celular
NIH3T3 sin concentrar.

Se realizaron dos geles a partir de muestras de sobrenadante sin SFB, y ambos fueron procesados
con tinciones diferentes. A continuacién se presenta el gel con tincion de Azul de Coomassie (Figura
24), dado que el gel con tincion de Plata no presenté un buen bandeo. Se puede observar que en los
carriles 1-3, los controles positivos de orina no muestran la banda a aproximadamente 35kDa
anteriormente visualizada correspondiente a hCGB. A pesar de esto, se decide presentar los
resultados a fin de mostrar el perfil proteico de la linea en estudio. Para esto, se observa en los
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carriles 5-8 que aln sin presentar SFB, se aprecia un perfil proteico similar en los sobrenadantes de
NIH3T3 y Swan 71, posiblemente debido a que ambas lineas celulares tienen origenes embrionarios.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 24. SDS-PAGE en gel de poliacrilamida 12% con tincion de Coomassie. lzquierda: Marcador de Peso Molecular
AccuRuler RGB PLUS Prestained Protein Ladder. Derecha: Carriles 1-3 - Muestras concentradas de orina de mujeres
embarazadas en el primer trimestre (control positivo). Carril 4 - Marcador de peso molecular. Carril 5 - Sobrenadante de la
linea celular Swan 71 sin suero, sin tratar. Carril 6- Sobrenadante de la linea celular NIH3T3 sin suero, sin tratar. Carril 7 -
Sobrenadante de la linea celular Swan 71 sin suero, tratado. Carril 8 - Sobrenadante de la linea celular NIH3T3 sin suero,
tratado.

4.5.2 Inmunocromatografia

Debido a que el trofoblasto es la principal fuente de hCG detectada tanto en suero como en la orina
materna durante el embarazo, y considerando que se ha reportado que la linea celular Swan 71 es
secretora de dicha hormona, se determind realizar un test de detecciéon de hCG comercial utilizando
el sobrenadante de la linea celular. Esta aproximacidn para evaluar la secrecion de hCG en el
sobrenadante de cultivo tiene un limite de resolucidn diferente al proporcionado por el SDS-PAGE,
ya que se basa en la deteccién de la hormona mediante un anticuerpo especifico.

En la figura 25 se muestran los resultados obtenidos a partir del test comercial de deteccién de hCG.
En la figura 25.C se observa que en el sobrenadante de Swan 71 a pasaje 17 no se detecta presencia
de la hormona mediante este ensayo. A partir de esto se decide tratar la muestra, sin embargo, el
resultado fue nuevamente negativo (Figura 25.D). Por otro lado, el control positivo de donante
embarazada (Figura 25.A) y el control negativo de sobrenadante de cultivo de la linea celular NIH3T3
(Figura 25.B) resultaron de acuerdo a lo esperado, lo cual valida el ensayo.
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Figura 25. Test de deteccion de hCG. Control positivo: orina (A), Control negativo: sobrenadante de NIH3T3 (B),
Sobrenadante de Swan 71 a pasaje 17 (C), Sobrenadante de Swan 71 a pasaje 21 tratado tres veces (D).

Para la linea celular Swan 71, esta reportado que el sobrenadante de un cultivo de 5x10° células
condicionado durante 48 horas, secreta hCG en una concentracion de 3,70 + 0,14mUl/mL, medido
mediante un ensayo inmunométrico automatizado (12).

En este caso, se trabajo con sobrenadante de cultivo condicionado, pero es posible que dichos
niveles de expresién sean muy bajos para ser detectados mediante el test de deteccion de hCG
comercial utilizado (25mUl/mL), incluso concentrando la proteina tres veces.

4.6 Deteccion de metaloproteasas

El zimograma se llevd a cabo con el fin de detectar la actividad de las metaloproteasas expresadas
por la linea celular Swan 71, MMP-2 y MMP-9. Los citotrofoblastos, al igual que los fibroblastos,
secretan metaloproteasas con el fin de remodelar la matriz extracelular (52). Es por este motivo que
se utiliza sobrenadante de la linea celular NIH3T3, proveniente de fibroblastos embrionarios
murinos, como control positivo de la expresién de metaloproteasas en sobrenadante de cultivo.

En la figura 26 se observa el resultado del zimograma, en el cual fueron sembrados los

sobrenadantes de cultivo de las lineas celulares NIH3T3 y Swan 71 junto con un control positivo de
colagenasa comercial. El ensayo reveld actividad enzimatica en todos los sobrenadantes.
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Figura 26. Zimograma con tincion de Coomassie. lzquierda: Marcador de Peso Molecular AccuRuler RGB PLUS Prestained
Protein Ladder. Derecha: Carril 1- Marcador de peso molecular. Carril 2- Sobrenadante de la linea celular Swan 71 tratado.
Carril 3 - Sobrenadante de la linea celular NIH3T3 tratado. Carril 4 - Sobrenadante de la linea celular Swan 71 sin tratar.
Carril 5 - Sobrenadante de la linea celular NIH3T3 sin tratar. Carril 6 - Colagenasa diluida 1/1000. Carril 7 - Colagenasa
diluida. Carril 8 - Colagenasa concentrada (1 mg/mL).

El control positivo comercial de actividad enzimatica utilizado, proviene de una mezcla de 10-18
enzimas secretadas por Clostridium histolyticum, por tanto su peso molecular aparente en una
electroforesis esta definida en un rango de entre 68 y 125kDa. En el carril 8, se observa una zona
clara abarcando el rango de 35-180kDa, correspondiente a la actividad de la mezcla enzimatica de la
colagenasa. En el carril 6 y 7, donde fue sembrada la colagenasa diluida, se observa actividad
enzimatica en forma de dos bandas entre 180-135kDa, y 80-100kDa.

En los carriles correspondientes al sobrenadante de la linea celular Swan 71 (Carriles 2 y 4), se
observa una intensa banda de actividad enzimatica entre 80-100kDa correspondiente a la pro-MMP-
9, la cudl posee un peso molecular de 92kDa. Este pro-péptido libera una enzima de 82kDa una vez
clivado (MMP-9), el cual se ubica también dentro de la banda anteriormente mencionada. Por otro
lado, se observa una banda entre 50-75kDa correspondiente a la MMP-2. La pro-MMP-2 (Zimdégeno
de MMP-2) presenta un peso molecular de 72kDa, y una vez clivada su peso se encuentra en el
rango de 59-62kDa, todos los cuales se encuentran dentro del peso molecular de la banda descrita
para MMP-2 (53, 54).

A su vez, por debajo de los 41kDa para el sobrenadante de Swan 71 sin tratar (Carril 4), se pueden
observar dos bandas de identidad desconocida. Estas pueden corresponder a metaloproteasas
degradadas que alin conservan actividad (55).

En los carriles 3 y 5, donde fue sembrado el sobrenadante de la linea celular NIH3T3 tratado y sin
tratar respectivamente, también se observan bandas de actividad enzimatica. La primera banda se
encuentra entre 100-135kDa mientras que la segunda se encuentra entre 63-75kDa. Esta reportado
que la linea celular NIH3T3 al ser una linea fibroblastica secreta una variada cantidad de MMPs,
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entre las cuales se encuentran las MMP-2 y 9 (56). Esto se corresponde con los pesos moleculares
anteriormente descritos para estas enzimas, siendo la banda mds pesada que se observa en estos
carriles correspondientes a la MMP-9 y la mas ligera a MMP-2.
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5. DISCUSION

En el presente trabajo se realizd una caracterizacién completa de la linea celular Swan 71 obtenida
gentilmente del Departamento de Biologia Molecular, Celular y de Desarrollo de la Universidad de
Yale, Estados Unidos. El abordaje de dicha caracterizacién incluyé la evaluacion de diversos
parametros de crecimiento en diferentes condiciones de cultivo asi como la realizacién de ensayos
morfoldgicos, citogenéticos, enzimaticos, proteicos e inmunoldgicos. Por otro lado, se analizé el ciclo
celular mediante la evaluacion de su progreso utilizando un citdmetro de flujo.

En primera instancia, se analizé la morfologia de la linea celular. La misma presenta células bipolares
con un largo considerablemente mayor a su ancho lo cual fue observado al microscopio con y sin
tincidén. Este tipo de células recibe el nombre de fibroblastica de acuerdo a la morfologia presentada
(4). En los cultivos realizados, se comprobd que los CTEV son células mononucleadas, lo cual se
corresponde con los datos bibliograficos reportados previamente (57).

Si bien las células de la linea celular estudiada son CTEV, se observé que, a su vez, son capaces de
formar sincitios, lo cual es caracteristico de los CTV, que se diferencian a sincitiotrofoblastos. El
hecho de que la linea celular en cuestién exhiba esta caracteristica puede deberse a que los CTEV y
la capa multinuclear del sincitiotrofoblasto poseen un origen comun: el trofoectodermo (58).

Por otro lado, al comparar el estudio morfolégico de la linea realizado a pasaje medio con el estudio
a pasaje bajo reportado (12), se observé que la morfologia se mantiene a pasajes sucesivos. Esto es
coherente con la literatura, que reporta que las células inmortalizadas con el gen hTERT conservan
mejor sus caracteristicas originales como morfologia nativa que aquellas inmortalizadas con virus
(60).

Cuando se realiza una caracterizacion celular, resulta relevante es cuantificar su contenido genético.
Es por ello que se realizé un estudio del cariotipo para asi poder confirmar su ploidia. Este estudio se
realizd en el laboratorio Genodiagnosis, bajo la tutoria de Horacio Cardoso. El resultado obtenido fue
un cariotipo anormal, con hasta cinco copias de varios grupos de cromosomas, lo cual es coherente
con el cariotipo reportado para la linea celular en cuestidn, el cual también es pentaploide (38). A su
vez, se encontraron aberraciones cromosémicas tales como deleciones, isocromosomas, y un
cromosoma dicéntrico. Por otro lado, el andlisis del ciclo celular mostré que la duracién de la fase S
para la linea estudiada es superior a lo normal, pues las células se mantienen en la fase S hasta las 32
horas una vez realizado el desarresto celular. Estos resultados se corresponden entre si: el alto
contenido cromosdmico que presenta dicha linea celular se traduce en un ciclo celular lento en que
las células de esta linea pasan la mayor parte del ciclo en la fase S en la cual se lleva a cabo la
replicacion. Este dato también es consistente a su vez con los resultados obtenidos a partir de las
curvas de crecimiento, en las que se obtuvo un tiempo de duplicacion de 31 a 41 horas
aproximadamente.

Para obtener un dato mas certero con respecto al ciclo celular, es conveniente realizar nuevamente
el andlisis mediante citometria de flujo pero en este caso, el tiempo de arresto por deprivacion de
suero debe ser de al menos 31 horas. De acuerdo a los resultados obtenidos en este nuevo
procedimiento, se podra evaluar con mayor fiabilidad la progresion a través de las distintas fases.
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Con respecto al arresto mediante Colcemida, el mismo se llevd a cabo con el fin de sincronizar las
células en la fase M de division celular (59). Sin embargo, no se logré una correcta sincronizacion en
primera instancia (data not shown) por lo que se considera la posibilidad de que, al igual que con la
deprivacion de suero, los tiempos de exposicidn al tratamiento no fueron suficientes para lograr una
sincronizacién eficiente de las células en la fase M. Esto se da debido a que se observa una fase S con
una duracién de al menos 32 horas y las células fueron expuestas a Colcemida durante 2,5 horas. De
todas formas, se debe destacar que la Colcemida en si no fue ineficiente ya que para la realizacion
del cariotipo, el tratamiento con la misma mostro resultados exitosos.

En cuanto al andlisis del contenido de ADN mediante la realizacidon del cariotipo, con el fin de
obtener datos que sean estadisticamente representativos, el mismo se deberia repetir analizando
cromosomas de mds de una célula a partir de los preparados realizados. Cabe resaltar, igualmente,
gue los datos obtenidos presentan coherencia con los reportados por otro grupo de investigadores
al estudiar el cariotipo de dicha linea celular.

Una herramienta utilizada para la caracterizacidon de lineas celulares es la deteccién de proteinas
expresadas por la misma, que sean caracteristicas del linaje celular que les dio origen (4). Dado que
la expresién de hCG es caracteristica de los trofoblastos, se planted su deteccion mediante dos
métodos diferentes: electroforesis SDS-PAGE e inmunocromatografia.

En ambos ensayos no se detectd presencia de dicha hormona en las muestras. Esto se debe
principalmente a la baja sensibilidad de los ensayos para el nivel de expresién de hormona
reportada. A su vez, se estiman grandes pérdidas de la proteina de interés en el procesamiento de
las muestras, debido tanto a adsorcion de la proteina a la membrana del centricén, o un punto de
corte mayor a los 30kDa indicados.

Al analizar los geles obtenidos como resultado de la electroforesis SDS-PAGE, no se observa
presencia de bandas por debajo de los 50 kDa para las muestras concentradas. Esto posiblemente
radica en el procesamiento de las muestras mediante el uso del centricén de 30kDa. Considerando lo
mencionado, se deberia repetir el tratamiento de las muestras utilizando un centricdn de 10kDa, de
manera de obtener un margen mas grande entre el peso esperado para la proteina de interés vy el
corte del centricdn. A su vez, se podria utilizar otros métodos de concentracidn de proteinas tales
como la liofilizacién.

Con respecto a la inmunocromatografia, la muestra se deberia haber concentrado mads veces con el
fin de alcanzar el limite de sensibilidad de la técnica dados los niveles bajos de expresién de hCG
reportados para la linea celular en estudio.

Por otro lado, con respecto al analisis enzimatico mediante la realizaciéon de un zimograma, a partir
del ensayo se comprobd que la linea celular expresa las MMP-2 y 9, las cuales fueron visualizadas
claramente en los geles realizados. Esto se corresponde con la bibliografia, pues estd reportado que,
sobre todo durante el primer trimestre de embarazo, los trofoblastos expresan tanto la MMP-2
como la MMP-9 (60, 61, 22). De todas formas, se deberia realizar un Western blot para verificar la
identidad de las metaloproteasa encontradas en la muestra asi como para verificar si las bandas de
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identidad desconocida que se ven por debajo de los 41kDa para el sobrenadante de Swan 71 sin
concentrar, no son mas que productos de degradacion de las mismas.
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6. ANALISIS ECONOMICO

La caracterizacién de una linea celular es un proceso complejo que involucra técnicas variadas e
insume muchas horas de trabajo que se traducen a su vez en costos elevados. De todas formas, es
un proceso vital y necesario por el cual muchas empresas y laboratorios pagan grandes cantidades
de dinero a organismos dedicados exclusivamente a ofrecer dicho servicio. Las lineas celulares
adecuadamente caracterizadas son vitales para asegurar la fiabilidad de los resultados de una
investigacion o proceso de produccion asi como la reproducibilidad y consistencia de los mismos. Sin
embargo, hay que destacar que en nuestro pais no existe ningun centro de referencia en el cual se
puedan adquirir lineas celulares certificadas o solicitar el servicio de caracterizacidn de otras lineas.

Por este motivo, se debe subrayar la importancia del presente trabajo en cuanto al establecimiento
de procedimientos y puesta a punto de diversas técnicas implicadas en la caracterizaciéon de una
linea celular, las cuales podrian ser empleadas, con las modificaciones necesarias para cada caso en
particular, tanto para otras lineas celulares que se reciban o que se generen en el laboratorio asi
como para la validaciéon de lineas celulares ya banqueadas. El conocimiento generado tiene un gran
valor y se podria aplicar como servicio en nuestro pais para lineas celulares provenientes ya sea del
Uruguay como de otros paises de la region.

En particular, la caracterizacién de la linea celular Swan 71, disponible en el laboratorio de la
Universidad ORT Uruguay permite su uso respaldado y confiable como herramienta para el estudio
de los procesos de invasion del embrién asi como de los mecanismos para su estimulacién. Esta
investigacion es de suma importancia dentro del creciente campo relacionado con la infertilidad.
Esto se debe a que la técnica de Fertilizacién In Vitro (IVF), una técnica de reproduccion asistida,
tiene asociada una alta tasa de riesgo provocada por fallas en la invasién del blastocisto debido a
mecanismos de sefializacion celular pobremente entendidos (62).

A nivel mundial, mds de 70 millones de parejas se ven afectadas por problemas de infertilidad. Es
por esta razén que durante la ultima década, el uso de multiples tecnologias de reproduccidn
asistida ha aumentado en una tasa de 10,5% anual (63). En la figura 27, se muestra el costo marginal
por ciclo de IVF, el cual va de USS 66.667 hasta USS 114.286 para el primer y para el sexto ciclo
respectivamente. Se debe tener en cuenta que el costo aumenta debido a que con cada ciclo en el
que la fertilizacion falla, la probabilidad de éxito del siguiente ciclo disminuye (64).
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Tabla 3. Marginal Cost per Delivery with in Vitro Fertilization for
the Base and Low- and High-Range Assumptons.
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Figura 27. Costo marginal de fertilizacidon in vitro. Adaptado de Neumann et al. (64).

Ciertas condiciones en las que se lleva a cabo la IVF se podrian mejorar si se contara con una masa
critica de resultados validados respecto a la estimulacion de los mecanismos de invasién. La linea
celular Swan 71 constituye un modelo celular adecuado y prometedor para tal fin. A modo de
ejemplo, la transferencia de varios embriones es una practica comun ya que de ésta manera se
busca mejorar la tasa de éxito; sin embargo, resulta en una mayor probabilidad de embarazo
multiple la cual es de 15-30% en IVF en relacion con la de concepcidn espontanea correspondiendo a
1,05-1,35% (63, 65, 66).

Los embarazos multiples que son consecuencia de la introduccién de un mayor numero de
embriones, producen un aumento de los riesgos a corto y largo plazo tanto para la madre como para
el bebé, entre los cuales se encuentra el parto prematuro, la hipertensidon provocada por el
embarazo, diabetes gestacional y hemorragia uterina, entre otros. Los riesgos asociados para los
bebés comprenden prematuridad, muerte y discapacidades fisicas, mentales o de desarrollo (66).
Estas discapacidades llevan a una mayor duracidn en unidades de cuidados intensivos. Por esto se ha
estimado que los cargos hospitalarios son cuatro veces mayores para gemelos y hasta 11 veces
mayores para trillizos que aquellos asociados con un hijo Unico (64, 66).

Como resultado final, se podria no solamente contribuir a una mayor tasa de éxito en la IVF, sino
gue también reducir la cantidad de embriones que se transfieren por ciclo resultando en un menor
riesgo tanto para la madre como para el hijo. A su vez, los costos serian considerablemente
menores.
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7. CONCLUSION

7.1 Conclusion general

Se logré caracterizar la linea celular Swan 71 a un pasaje promedio entre 17-27 considerado como el
rango de pasajes de trabajo.

7.2 Conclusiones especificas

Se realizé un MCB, el cual permite mantener la linea celular conservada en pasaje bajo, asegurando
resultados confiables. A su vez, se generd un banco celular de trabajo que posibilita realizar todos los
experimentos en el rango de pasajes anteriormente mencionados, pues brinda un stock celular
constante.

En cuanto al mantenimiento celular, se concluyé que se debe cambiar el medio de cultivo cada 2-3
dias y subcultivarlas antes de que alcancen un 80% de confluencia. Esto es debido a que al llegar a la
confluencia, las células se desprenden masivamente del sustrato y mueren. Asimismo, se definio la
siembra éptima de células para mantenimiento como 5x10* células/mL en botella T-25 y de 2x10*
células/mL para la evaluacién de crecimiento celular en placa de 24-wells.

Con respecto a la evaluacidén del crecimiento celular con distintas concentraciones de SFB, se probd
que la linea celular es capaz de crecer con 5% de suero. Se observé que la linea celular tiene un
tiempo de duplicacién en promedio de 1,5 dias y una velocidad de crecimiento de 0,46 dias™.

La morfologia celular mostré consistencia de acuerdo lo reportado para trofoblastos primarios.

Por otro lado, los ensayos citogenéticos mostraron un contenido cromosdémico anormal. Se
comprobé que su ciclo celular posee un pasaje lento por la fase S, reafirmando tanto que el

contenido genético es anormal como que posee lentos tiempos de duplicacién.

Para finalizar, no se observé expresién de hCGPB con los métodos utilizados, y una presencia de las
enzimas MMP-2 y 9 en los pasajes trabajados.
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