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PROLOGO

La discusion sobre el desarrollo y el fortalecimiento de la investigacion en salud iniciada
hace afios, ha definido planes de accién sobre la forma en que ésta puede mejorar la vida
de las personas e impulsar el desarrollo social y econémico, centrandose en la produccion,
utilizacién y gestién de conocimientos a la vez que en el desarrollo de capacidades indivi-
duales y de equipos.

Distintos autores destacan la importancia de la vinculacion de la investigacion con las
demandas sociales sobre todo en regiones como la nuestra donde es prioritario maximizar
recursos limitados. Por ello, la priorizacion de la investigacion permite asegurar el mejor uso
de los recursos y fortalecer los nexos entre politicas, practica, conocimiento y desarrollo tec-
noldgico. Contar con investigaciones de calidad es crucial no sélo para impactar en las po-
blaciones siguiendo el principio de equidad, sino para estimular su desarrollo social y eco-
noémico.

En este sentido, el sistema de investigacion requiere de mecanismos que estimulen el
uso de sus resultados destacando el avance hacia una cobertura universal de salud, la crea-
cién de capacidades locales para responder a las necesidades criticas de la poblacion y con-
tribuir al desarrollo sostenible de los mas necesitados.

La Facultad de Medicina de la Universidad Nacional del Nordeste, tiene la mision de
brindar a la sociedad profesionales competentes en el ambito de la salud, destacados por su
compromiso social e interés permanente en aprender y perfeccionarse, integrando docencia,
investigacion, extensidn y transferencia intelectual y tecnoldgica, para una mayor insercion
en las comunidades de la region. Por ello fomenta investigaciones ligadas a los determinan-
tes sociales y ambientales de la salud, con conocimiento generado por sus grupos de inves-
tigacion en lineas que abordan problemas tedricos, practicos y técnicos del contexto.

Fortalece ademas la formacion cientifica de estudiantes de pre y posgrado a través de
la gestion del conocimiento y la obtencidn de resultados cientificos de calidad, con acciones
que consolidan la politica investigativa institucional. En este sentido, la Secretaria de Ciencia
y Tecnologia, enmarcada en el Plan Estratégico Institucional 2018-2022, viene estableciendo
estrategias de formacion de recursos humanos para la investigacion en temas de interés re-
gional, el incremento de su presencia en publicaciones indexadas y la participacidon en con-
gresos nacionales e internacionales, ademas de la mejora continua de las condiciones de in-
fraestructura y equipamiento.

Este nuevo libro contiene trabajos cientificos - en su mayoria productos de la labor de
grupos de investigacion con proyectos acreditados en distintas convocatorias - que difunden
saberes generados en campos disciplinares y ayudan con soluciones legitimas 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 dinamicas en todas las areas del saber.

Magister Mdnica Cristina Auchter
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RESUMEN

El carcinoma de células renales (CCR) constituye el cancer urolégico mas letal, representa el 2-3% de todos
los tumores y es la lesion sdlida mas frecuente en el rifién adulto. Dentro del grupo heterogéneo que engloba el
CCR un 70-80% de éstos incluye el Carcinoma Renal de Células Claras (CRCC). Reciente evidencia sugiere
que muchas enfermedades malignas son impulsadas por un fraccién celular que muestra propiedades de
células madre en las denominadas células madre cancerigenas (CSC). Para lograr la identificaciéon de esta
subpoblaciéon celular se ha desarrollado una metodologia fenotipica alternativa basada en la formacién de
esferas in vitro. En este estudio, como analisis preliminar, se seleccionaron varias lineas celulares de RCC
(Caki-2, Caki-1 y ACHN) y células renales de origen embrionario (HEK-293) fueron empleadas como linea
celular control. En ésta Ultima mencionada, se formaron estructuras 3D exitosamente con aumento progresivo
de tamafio durante todo el tiempo de ensayo pero de las tres lineas tumorales renales ensayadas (Caki-1, Caki-
2 y ACHN), solo Caki-1 pudo formar esferas 3D estables, aunque sin crecimiento tridimensional a largo plazo.
PALABRAS CLAVES: Células madre, Cancer Renal, Esferas 3D.

ABSTRACT

Renal cell carcinoma (RCC) is the most lethal urological cancer, representing 2-3% of the total of tumours
and is the most common solid injury in the adult kidney. Within the heterogeneous group that includes RCC, 70-
80% of these involve the Renal Carcinoma of Clear Cells (CRCC). Recent findings suggest that many
malignancies are driven by a cellular compartment that displays stem cell properties called cancer stem cells
(C8Cs). To achieve the identification of this cellular subpopulation an alternative phenotypic methodology based
on the formation of in vitro spheres has been developed. In this study, as a preliminary analysis, several RCC
cell lines (Caki-2, Caki-1 and ACHN) were selected and the control was from embryonic kidney cells (HEK-293)
were performed as a control cell line. HEK-293 cell line formed 3D structures successfully with progressive
increase in size during the entire experimental time and what concerns to the three renal tumour lines tested
(Caki-1, Caki-2 and ACHN), although only Caki-1 could form stable 3D spheres, it was without long-term three-
dimensional growth.

KEY WORDS: Stem Cells, Renal Cancer, 3D Spheroids

INTRODUCCION

Uno de los carcinomas sélidos mas intrigantes en su desarrollo es el carcinoma de células
renales (CCR). Este constituye el cancer urolégico mas letal, representa el 2-3% de todos los
tumores y es la lesion sélida mas frecuente en el rifién adulto’. 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 ultimos
afos se ha incrementado, en particular en paises desarrollados, sin embargo, su mortalidad, no ha
sufrido grandes variaciones.

Hallazgos recientes indican que la recurrencia de la enfermedad y la posterior metastasis podrian
estar mediados por una pequefia subpoblaciéon anémala de células tumorales denominadas células
madre cancerigenas (CSC), que jugarian un papel critico en la progresion del cancer por sus
caracteristicas peculiares en términos de adhesion, crecimiento y metabolismo lo que le permite ser
mediadores activas a nivel del desarrollo tumoral, de la diseminacion metastasica y de la resistencia
al tratamiento®. Las CSC se caracterizan por el potencial de diferenciacion de autorenovacién y
multilinaje que, al igual que las células madre de tejidos normales, siguen organizaciones jerarquicas
y tienen la capacidad de tumorigénesis, promocion de la metastasis y la resistencia a la
quimioterapia o radioterapia“.

El ensayo mas ampliamente utilizado para el aislamiento de CSC se basa en la capacidad de
formar colonias flotantes o "esferas" debido a que pueden sobrevivir en condiciones independientes
de anclaje, probablemente debido a la activacion constitutiva de la quinasa de adhesion focal (FAK)
en estas células®. Esto indica que, su supervivencia y proliferacion en suspension 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 inapropiadas1 ya que células que no tienen
caracteristicas de células madres no sobreviven. Por otra parte, la creacion de una tercera dimension
para el cultivo celular es mas relevante para la fisiologia in vivo y nos permite comprender la biologia
del cancer en la etapa mas temprana del desarrollo del mismo accediendo a nuevos modelos de
crecimiento de cancer de células renales y con ello permitir investigaciones tendientes a acceder al
desarrollo de nuevos objetivos terapéuticoss.

OBJETIVOS

Examinar fenotipicamente la pluripotencia en lineas renales humanas mediante el empleo del
cultivo de microesferas celulares 3D como una técnica favorable para la simulacion de las
condiciones in vivo del desarrollo tumoral.

MATERIAL Y METODOS
Cultivos Celulares

Lineas celulares humanas renales embrionarias HEK-293(ATCC® CRL-1573™), primarias de
cancer renal Caki-2 (ATCC® HTB47™) y metastasicas 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/ml) y
estreptomicina (100 pg/ml) en botellas T75 de cultivo de células segun protocolos estandar en
condiciones normoxicas de cultivos de mamiferos (atmoésfera humidificada de 5% de CO, y 37°C).
Ambas lineas celulares renales humanas se subcultivaron al menos una vez después de la
descongelacion, hasta alcanzar aproximadamente una monocapa de 90 % de confluencia y luego se
sometieron a tripsinizacion (solucién de tripsina-EDTA al 0,25%; GIBCO) para su despegue y uso en
los posteriores experimentos.

Ensayo de Formacion de Esferoides

Las células resuspendidas se lavaron dos veces con PBS para eliminar cualquier medio restante
con SFB. Se cultivaron en suspension con medio suplementado con SFB*®.

Tras contaje celular en hemocitometro, la siembra se ajusté a una densidad de 10.000 células/ml
en placas de 96 pocillos en forma de U no adherentes con 100uL por pocillo de RPMI 1640 o
DMEM/F12 suplementados con antibiéticos (100 Ul/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina),
SFB al 10% y 1% y bicarbonato de sodio.

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

Durante el desarrollo de ambos experimentos se tomaron fotos de los esferoides de todos los
dias de cultivo, usando un microscopio de luz invertida con un aumento de 5X. Para el analisis
cuantitativo, los esferoides formados se contaron a partir de seis campos microscopicos
representativos utilizando el software ISCapture. Finalmente, el diametro de las esferas individuales
se midi6 usando el software ImageJ y el correspondiente analisis estadistico de los datos obtenidos
se realiz6 considerando un promedio de mediciones de los diametros. Los valores se expresan en
promedio * desviacién estandar (DE) de un experimento con un nimero constante de células.

RESULTADOS

Se logré verificar el potencial que poseen varias lineas celulares renales para crear agregados
sélidos en condiciones normoxicas y en presencia 0 ausencia de suero fetal bovino (SFB). La Figura
1 presenta los cambios en la morfologia agregada de la linea celular renal embrionaria HEK-293
durante 4 dias de cultivo en condiciones norméxicas con diferentes concentraciones de suero (1% y
10%). Esta misma metodologia, permitié registrar el tiempo y las variaciones ocurridas para la
creacion de agregados solidos de las otras lineas celulares ensayadas (Grafico 1).
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La linea celular derivada de tumor primario de carcinoma de células renales (Caki-2) y de una
linea de carcinoma renal proveniente de un sitio metastasico (ACHN) no pudieron crear agregados
solidos con ninguno de los medios con diferentes concentraciones de SFB (Figura 2).

En otro experimento, comparando el desarrollo de los esferoides correspondientes a las lineas
celulares HEK-293 y Caki-1, ambos lograron crecer hasta el séptimo dia de cultivo, pero en el caso
de la linea metastasica el tamafio se mantuvo sin variaciones (Figura 3).

FIGURA 1
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Figura 1. Imagen representativa de la influencia en la agregacién en la linea celular renal embrionaria
HEK-293 debido a la variacion en la concentracion de SFB (1% y 10%) en el medio de cultivo. Medicién
realizada con aumento 5X y escala de 100 um.
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Grafico 1. Representacion grafica de la evolucién del diametro de las esferas formadas a partir de las
lineas celulares renales embrionaria y tumoral metastasica HEK-293 (A) y Caki-1 (B), respectivamente,
durante los siete dias de crecimiento. Los datos representan la media + desviacion estandar (DE) de un
experimento con un numero constante de células.
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Figura 2. Imagen representativa de la influencia en la agregacion en la linea celular metastasica y
primaria ACHN y Caki-2, respectivamente debido a la variacién en la concentracion de SFB 1%y
10%) en el medio de cultivo. Medicion realizada con aumento 5X y escala de 100 pm.
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Figura 3. Imagen representativa del crecimiento durante el periodo de siete dias de las lineas
celulares renales embrionaria y tumoral metastasica HEK-293 y Caki-1, respectivamente debido a la
variacién en la concentracién de SFB (1% y 10%) en el medio de cultivo. Medicién realizada con
aumento 5X y escala de 100 ym.

DISCUSION Y CONCLUSION

De las cuatro lineas celulares renales estudiadas, una embrionaria (HEK-293) y tres lineas
tumorales renales ensayadas (Caki-1, Caki-2 y ACHN), solo HEK-293 y Caki-1 formaron esferas 3D
estables, aunque solo la primera con aumento progresivo de tamafio durante todo el tiempo de
ensayo ya que en la linea metastasica no hubo crecimiento tridimensional a largo plazo, revelando
que conserva autoagregacion, con una posible pluripotencialidad limitada.
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La técnica de cultivo y evaluacién de microesferas celulares 3D parecen ser mas favorables para
la simulacion de las condiciones in vivo que los sistemas 2D convencionales para los experimentos
basicos de pluripotencialidad y para estudios de condiciones microambientales para el desarrollo
tumoral. Esto permitio evidenciar diferentes rasgos caracteristicos de cada linea celular en estudio de
acuerdo a su potencial proliferativo y de adherencia permitiendo inferir el posible caracter de célula
madre tumoral.
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