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PROLOGO
La discusión sobre el desarrollo y el fortalecimiento de la Investigación en salud ¡nielada 

hace años, ha definido planes de acción sobre la forma en que ésta puede mejorar la vida 
de las personas e Impulsar el desarrollo social y económico, centrándose en la producción, 
utilización y gestión de conocimientos a la vez que en el desarrollo de capacidades Indivi­
duales y de equipos.

Distintos autores destacan la importancia de la vinculación de la Investigación con las 
demandas sociales sobre todo en reglones como la nuestra donde es prioritario maxlmlzar 
recursos limitados. Por ello, la prlorlzación de la Investigación permite asegurar el mejor uso 
de los recursos y fortalecer los nexos entre políticas, práctica, conocimiento y desarrollo tec­
nológico. Contar con Investigaciones de calidad es crucial no sólo para impactar en las po­
blaciones siguiendo el principio de equidad, sino para estimular su desarrollo social y eco­
nómico.

En este sentido, el sistema de Investigación requiere de mecanismos que estimulen el 
uso de sus resultados destacando el avance hacia una cobertura universal de salud, la crea­
ción de capacidades locales para responder a las necesidades críticas de la población y con­
tribuir al desarrollo sostenlble de los más necesitados.

La Facultad de Medicina de la Universidad Nacional del Nordeste, tiene la misión de 
brindar a la sociedad profesionales competentes en el ámbito de la salud, destacados por su 
compromiso social e interés permanente en aprender y perfeccionarse, integrando docencia, 
investigación, extensión y transferencia intelectual y tecnológica, para una mayor inserción 
en las comunidades de la reglón. Por ello fomenta investigaciones ligadas a los determinan­
tes sociales y ambientales de la salud, con conocimiento generado por sus grupos de inves­
tigación en líneas que abordan problemas teóricos, prácticos y técnicos del contexto.

Fortalece además la formación científica de estudiantes de pre y posgrado a través de 
la gestión del conocimiento y la obtención de resultados científicos de calidad, con acciones 
que consolidan la política investigativa institucional. En este sentido, la Secretaria de Ciencia 
y Tecnología, enmarcada en el Plan Estratégico Institucional 2018-2022, viene estableciendo 
estrategias de formación de recursos humanos para la investigación en temas de interés re­
gional, el incremento de su presencia en publicaciones indexadas y la participación en con­
gresos nacionales e internacionales, además de la mejora continua de las condiciones de in­
fraestructura y equipamiento.

Este nuevo libro contiene trabajos científicos - en su mayoría productos de la labor de 
grupos de investigación con proyectos acreditados en distintas convocatorias - que difunden 
saberes generados en campos disciplinares y ayudan con soluciones legítimas a los comple­
jos problemas de la comunidad. En conjunto, le dan a la Facultad la capacidad de responder 
a las exigencias de la actualidad impulsando dinámicas en todas las áreas del saber.

Magister Mónica Cristina Auchter
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CULTIVO DE MICROESFEROIDES 3D PARA ESTUDIOS DE 
PLURIPOTENCIALIDAD TUMORAL EN LÍNEAS RENALES HUMANAS

Tamara Eliana Barnes*, Juan Pablo Rodríguez, Gabriela Beatriz Olea, 
Juan Pablo Melana Colavita, María Victoria Aguirre

F a cu lta d  de M e d ic in a  -  U n ive rs id a d  N ac ion a l del N o rde ste  
C o rre o  e le c trón ico : tam a ra e l¡a n a b a rn e s@ a m a ¡l.co rrí

RESUMEN
El ca rc in o m a  de cé lu la s  re na les  (C C R ) co n s titu ye  el c á n c e r u ro ló g ico  m ás leta l, re p re se n ta  el 2 -3 %  de to d o s  

los  tu m o re s  y  es la les ión  só lid a  m ás fre cu e n te  en el riñón a du lto . D en tro  del g rup o  h e te ro g é n e o  q ue  e n g lo b a  el 
C C R  un 7 0 -8 0 %  de é s to s  in c lu ye  el C a rc in o m a  R ena l de  C é lu la s  C la ra s  (C R C C ). R e c ie n te  e v id e n c ia  su g ie re  
q ue  m u ch a s  e n fe rm e d a d e s  m a lig n a s  son  im p u lsa d a s  por un fra cc ió n  ce lu la r q ue  m u e s tra  p ro p ie d a d e s  de 
cé lu la s  m adre  en las d e n o m in a d a s  cé lu la s  m a dre  c a n ce ríg e n a s  (C S C ). Para  lo g ra r la id e n tif ica c ió n  de esta  
su b p o b la c ló n  ce lu la r se  ha d e sa rro lla d o  una m e to d o lo g ía  fe n o tlp ica  a lte rn a tiva  basada  en la fo rm a c ió n  de 
e s fe ra s  in v itro . En e ste  e s tud io , cóm o  a n á lis is  p re lim in a r, se  s e le cc io n a ro n  va h a s  líne as  c e lu la re s  de R C C  
(C a k i-2 , Caki-1  y  A C H N ) y c é lu la s  re na les  de o rigen  e m b rio n a rio  (H E K -2 9 3 ) fu e ro n  e m p le a d a s  co m o  linea  
ce lu la r con tro l. En ésta  ú ltim a  m e n c io n a d a , se  fo rm a ro n  e s tru c tu ra s  3D  e x ito sa m e n te  con  a u m e n to  p ro g re s ivo  
de ta m a ñ o  d u ra n te  to d o  el t ie m p o  de e n sa yo  pero  de las  tres  lin e a s  tu m o ra le s  re na les  e n sa ya d a s  (C a k i-1 , C ak i- 
2 y A C H N ), so lo  Caki-1  p udo  fo rm a r e s fe ra s  3D  e s ta b le s , a u n q u e  s in  c re c im ie n to  tr id im e n s io n a l a la rgo  p lazo. 
PALABRAS CLAVES: C é lu la s  m adre , C á n ce r R enal, E s fe ra s  3D.

ABSTRACT
R enal cell c a rc in o m a  (R C C ) ¡s th e  m o s t le tha l u ro lo g lca l cáncer, re p re se n tln g  2 -3 %  o f th e  to ta l o f tu m o u rs  

a nd  ¡s th e  m o s t co m m o n  so lid  ¡n jury in th e  a d u lt k idney. W ith in  th e  h e te ro g e n e o u s  g ro u p  th a t ine lu de s  RCC , 7 0- 
8 0%  o f th e se  ¡nvo lve  th e  R ena l C a rc in o m a  o f C le a r C e lls  (C R C C ). R e ce n t fin d in g s  s u g g e s t th a t m any 
m a lig n a n c le s  are  d rlven  by a ce llu la r c o m p a rtm e n t th a t d isp la ys  s te m  cell p ro p e rtle s  ca lle d  cá n ce r s te m  ce lls  
(C S C s). To a ch le ve  th e  Id e n tifica tio n  o f th ls  ce llu la r su b p o p u la tio n  an a lte rn a tlve  p h e n o typ lc  m e th o d o lo g y  based  
on th e  fo rm a tlo n  o f ¡n v itro  s p h e re s  has been  d eve lo pe d . In th ls  s tu d y , as a p re llm in a ry  ana lys ls , se ve ra l R C C  
ce ll Unes (C a k i-2 , Caki-1  a nd  A C H N ) w e re  s e le c te d  a nd  th e  con tro l w a s  fro m  e m b ryo n ic  k idn ey  ce lls  (H E K -2 9 3 ) 
w e re  p e rfo rm e d  as a con tro l cell line . H E K -2 9 3  cell line  fo rm e d  3D  s tru c tu re s  su c c e s s fu lly  w ith  P rogress ive  
¡nc re ase  ¡n s lze  d u rin g  th e  e n tlre  e xp e rim e n ta l tim e  and  w h a t co n ce rn s  to  th e  th re e  rena l tu m o u r Unes te s te d  
(C a k i-1 , C ak¡-2  a nd  A C H N ), a lth o u g h  o n ly  C aki-1  cou ld  fo rm  s ta b le  3D  sp h e re s , ¡t w a s  w ith o u t lon g -te rm  th re e - 
d lm e n s lo n a l g row th .
KEY WORDS: S tem  C ells , R ena l C án ce r, 3D  S p h e ro id s

INTRODUCCION
Uno de los carcinomas sólidos más intrigantes en su desarrollo es el carcinoma de células 

renales (CCR). Éste constituye el cáncer urológico más letal, representa el 2-3% de todos los 
tumores y es la lesión sólida más frecuente en el riñón adulto7. El carcinoma renal engloba a un 
grupo heterogéneo de subtipos tumorales que incluye al Carcinoma Renal de Células Claras 
(CRCC), responsable de un 70-80% de todos los carcinomas renales cuya incidencia en los últimos 
años se ha incrementado, en particular en países desarrollados, sin embargo, su mortalidad, no ha 
sufrido grandes variaciones.

Hallazgos recientes indican que la recurrencia de la enfermedad y la posterior metástasis podrían 
estar mediados por una pequeña subpoblaclón anómala de células tumorales denominadas células 
madre cancerígenas (CSC), que jugarían un papel crítico en la progresión del cáncer por sus 
características peculiares en térm inos de adhesión, crecimiento y metabolismo lo que le permite ser 
mediadores activas a nivel del desarrollo tumoral, de la diseminación metastásica y de la resistencia 
al tratam iento6. Las CSC se caracterizan por el potencial de diferenciación de autorenovación y 
multilinaje que, al igual que las células madre de tejidos normales, siguen organizaciones jerárquicas 
y tienen la capacidad de tumorigénesis, promoción de la metástasis y la resistencia a la 
quimioterapia o radioterapia4.

El ensayo más ampliamente utilizado para el aislamiento de CSC se basa en la capacidad de 
form ar colonias flotantes o "esferas" debido a que pueden sobrevivir en condiciones independientes 
de anclaje, probablemente debido a la activación constitutiva de la quinasa de adhesión focal (FAK) 
en estas células2. Esto indica que, su supervivencia y proliferación en suspensión es porque son
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resistentes a una apoptosis inducida por la pérdida de anclaje de la célula a la matriz extracelular o 
porque las interacciones célula-matriz son insuficientes o inapropiadas* 1 * * * ya que células que no tienen 
características de células madres no sobreviven. Por otra parte, la creación de una tercera dimensión 
para el cultivo celular es más relevante para la fisiología in vivo y nos permite comprender la biología 
del cáncer en la etapa más temprana del desarrollo del mismo accediendo a nuevos modelos de 
crecimiento de cáncer de células renales y con ello permitir investigaciones tendientes a acceder al 
desarrollo de nuevos objetivos terapéuticos5.

OBJETIVOS
Examinar fenotípicamente la pluripotencia en líneas renales humanas mediante el empleo del 

cultivo de microesferas celulares 3D como una técnica favorable para la simulación de las 
condiciones in vivo del desarrollo tumorai.

MATERIAL Y METODOS 
Cultivos Celulares

Líneas celulares humanas renales embrionarias HEK-293(ATCC® CRL-1573™ ), primarias de 
cáncer renal Caki-2 (ATCC® HTB47™) y metastásicas Caki-1 (ATCC® HTB46™) y ACHN (ATCC® 
CRL1611™ ) se cultivaron en iguales condiciones en medios DMEM/F12 y RPMI 1640 suplementado 
con suero bovino fetal al 10% (SFB) (Hyclone), bicarbonato de sodio, penicilina (100 Ul/m l) y 
estreptomicina (100 pg/ml) en botellas T75 de cultivo de células según protocolos estándar en 
condiciones normóxicas de cultivos de mamíferos (atmósfera humidificada de 5% de C 0 2 y 37°C). 
Ambas líneas celulares renales humanas se subcultivaron al menos una vez después de la 
descongelación, hasta alcanzar aproximadamente una monocapa de 90 % de confluencia y luego se 
sometieron a tripsinización (solución de tripsina-EDTA al 0,25%; GIBCO) para su despegue y uso en 
los posteriores experimentos.
Ensayo de Formación de Esferoides

Las células resuspendidas se lavaron dos veces con PBS para elim inar cualquier medio restante 
con SFB. Se cultivaron en suspensión con medio suplementado con SFB3,8.

Tras contaje celular en hemocitómetro, la siembra se ajustó a una densidad de 10.000 células/ml 
en placas de 96 pocilios en forma de U no adherentes con 100pL por pocilio de RPMI 1640 o 
DMEM/F12 suplementados con antibióticos (100 Ul/m l de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina), 
SFB al 10% y 1% y bicarbonato de sodio.

Para un primer experimento, las líneas celulares HEK 293, Caki-1, Caki-2 y ACHN se cultivaron 
durante 4 días, en el medio descripto previamente mientras que en un segundo experimento, las 
líneas celulares HEK-293 y Caki-1 se cultivaron durante 7 días, renovando el medio de cultivo dos 
veces durante ese período.

Durante el desarrollo de ambos experimentos se tomaron fotos de los esferoides de todos los 
días de cultivo, usando un microscopio de luz invertida con un aumento de 5X. Para el análisis 
cuantitativo, los esferoides formados se contaron a partir de seis campos microscópicos 
representativos utilizando el software ISCapture. Finalmente, el diámetro de las esferas individuales 
se midió usando el software ImageJ y el correspondiente análisis estadístico de los datos obtenidos 
se realizó considerando un promedio de mediciones de los diámetros. Los valores se expresan en 
promedio ± desviación estándar (DE) de un experimento con un número constante de células.

RESULTADOS
Se logró verificar el potencial que poseen varias líneas celulares renales para crear agregados 

sólidos en condiciones normóxicas y en presencia o ausencia de suero fetal bovino (SFB). La Figura
1 presenta los cambios en la morfología agregada de la línea celular renal embrionaria HEK-293
durante 4 días de cultivo en condiciones normóxicas con diferentes concentraciones de suero (1% y
10%). Esta misma metodología, permitió registrar el tiempo y las variaciones ocurridas para la
creación de agregados sólidos de las otras líneas celulares ensayadas (Gráfico 1).
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La línea celular derivada de tum or primario de carcinoma de células renales (Caki-2) y de una 
línea de carcinoma renal proveniente de un sitio metastásico (ACHN) no pudieron crear agregados 
sólidos con ninguno de los medios con diferentes concentraciones de SFB (Figura 2).

En otro experimento, comparando el desarrollo de los esferoides correspondientes a las líneas 
celulares HEK-293 y Caki-1, ambos lograron crecer hasta el séptimo día de cultivo, pero en el caso 
de la línea metastásica el tamaño se mantuvo sin variaciones (Figura 3).

FIGURA 1
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Figura 1 . Im ag en  re p re se n ta tiva  de  la in flu e n c ia  en la a g re g a c ió n  en la línea  ce lu la r rena l e m b rio n a ria  
H E K -2 9 3  d e b id o  a la va r ia c ió n  en la c o n ce n tra c ió n  de  S FB  (1%  y 10% ) en el m e d io  de  cu ltivo . M e d ic ión  
re a liza d a  con  a u m e n to  5 X  y  e sca la  de 100 pm .
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Gráfico 1 . R e p re se n ta c ió n  g rá fica  de la e vo lu c ió n  de l d iá m e tro  de las e s fe ra s  fo rm a d a s  a p a rtir de las 
líne as  c e lu la re s  re n a le s  e m b rio n a ria  y tu m o ra l m e ta s tá s ica  H E K -2 9 3  (A) y Caki-1  (B), re sp e c tiva m e n te , 
d u ra n te  los s ie te  d ía s  de  c re c im ie n to . Los d a tos  re p re se n ta n  la m e d ia  ± d e sv ia c ió n  e s tá n d a r (D E ) de  un 
e xp e rim e n to  con  un n ú m e ro  co n s ta n te  de cé lu las .
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Figura 2 . im a g e n  re p re se n ta tiva  de la in flu e n c ia  en  la  a g re g a c ió n  en la líne a  ce lu la r m e ta s tá s ica  ' 
p rim a ria  A C H N  y  C ak i-2 , re sp e c tiva m e n te  d e b id o  a la va r ia c ió n  en la c o n ce n tra c ió n  de S FB  (1 %  ’
1 0% ) en el m e d io  de cu ltivo . M e d ic ió n  re a liza d a  con a u m e n to  5 X y  e sca la  de  100 pm .
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Figura 3 . Im ag en  re p re se n ta tiva  del c re c im ie n to  d u ra n te  el p e rio do  de s ie te  d ías  de las líne as  
ce lu la re s  re na les  e m b rio n a ria  y tu m o ra l m e ta s tá s ica  H E K -2 9 3  y C ak i-1 , re sp e c tiva m e n te  d e b id o  a la 
v a r ia c ió n  en la  c o n ce n tra c ió n  de  S FB  (1 %  y  10% ) en el m e d io  de cu ltivo . M e d ic ió n  re a liza d a  con 
a u m e n to  5 X  y  e sca la  de  100  pm .

DISCUSION Y CONCLUSION
De las cuatro líneas celulares renales estudiadas, una embrionaria (HEK-293) y tres líneas 

tumorales renales ensayadas (Caki-1, Cak¡-2 y ACHN), solo HEK-293 y Cak¡-1 formaron esferas 3D 
estables, aunque sólo la primera con aumento progresivo de tamaño durante todo el tiempo de 
ensayo ya que en la línea metastásica no hubo crecimiento tridimensional a largo plazo, revelando 
que conserva autoagregación, con una posible pluripotencialidad limitada.
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La técnica de cultivo y evaluación de microesferas celulares 3D parecen ser más favorables para 
la simulación de las condiciones ¡n vivo que los sistemas 2D convencionales para los experimentos 
básicos de pluripotencialidad y para estudios de condiciones m icroambientales para el desarrollo 
tumoral. Esto permitió evidenciar diferentes rasgos característicos de cada línea celular en estudio de 
acuerdo a su potencial proliferativo y de adherencia permitiendo inferir el posible carácter de célula 
madre tumoral.
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