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Resumen:

El cancer comprende un grupo de enfermedades neoplasicas cuya caracteristica definitoria es la multiplicacion celular acelerada,
invadiendo 6rganos y tejidos en un proceso denominado metastasis.

Las células tumorales se diferencian al sufrir la modificacion de su genotipo, consecuencia de una importante inestabilidad genémica
adquirida en etapas tempranas de la transformacion maligna, que le confiere ventaja para su proliferacion descontrolada.
Comprender estos eventos es fundamental para el desarrollo de nuevas terapias disefiadas para tratar una etapa critica de este
proceso. Por ello, el objetivo de este trabajo es el andlisis preliminar del cariotipo de las células tumorales provenientes de la linea
LM3 (tumor mamario murino) con el fin de investigar posibles anomalias cromosomicas y potenciales mecanismos responsables de
la transformacién celular tumoral.

La linea celular LM3 se mantuvo en Dulbecco's minimum essential médium (DMEM) (GIBCO-Invitrogen) con el agregado de 5% de
suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor (Natocor), L-Glutamina (29,2 mg/mL), Penicilina y Estreptomicina (10,000 pg/mL)
(GIBCO-Invitrogen) como antibiéticos, a 37°C en atmdsfera himeda con 5% de C02. Las células tumorales en su fase de
crecimiento exponencial y con una confluencia del 85-90%, se trataron con 250 pL de solucion de colchicina (10 pg/mL) para detener
el ciclo celular en metafase. Se cultivaron durante 2 h y se recolectaron y suspendieron en medio de cultivo por tratamiento
enzimatico con Tripsina-EDTA 0.25% (GIBCO-Invitrogen). La actividad enzimatica se detuvo con el mismo volumen de SFB. La
suspension celular se centrifugd a 800 rpm durante 10 min para obtener un pellet celular. Se lo traté con 9 mL de solucién hipotonica
de KCI (0,075 M) y se incubd en la misma solucién durante 15 min a 37°C. Luego, se adicion6 1 mL de fijador de Carnoy (solucién
3:1 metanol-acido acético) y se centrifugd nuevamente. Se agregaron 5 mL de fijador para efectuar dos lavados al pellet celular. Las
células se extendieron, colocando dos gotas de suspension celular en el centro de un portaobjetos limpio y se dejaron envejecer por
5 dias a 37°C. Se colorearon los vidrios con solucién de Giemsa diluida al 4% durante 15 min.

Mediante este protocolo propuesto se logrd visualizar los cromosomas de las células tumorales de la linea LM3. El preparado
estandar obtenido tras la coloraciéon se observd al microscopio con aumento 10x para corroborar la presencia de metafases. En
aumento 100x, se contaron los cromosomas observados y se determind su morfologia. Al comparar los resultados con el cariotipo de
células de raton normales (2n=40 cromosomas), se revel6 en las metafases de la linea LM3 un promedio de 70 + 4 cromosomas,
representando una ganancia cromosomica, poniéndose en evidencia una anomalia genética asociada a la transformacion tumoral
sufrida. Estos resultados preliminares obtenidos nos permitirdn continuar con el estudio de las anomalias cromosémicas presentes
en esta linea tumoral.
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