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Optimizacion de cultivos primarios de células de carcinoma renal de
células claras como modelo “in vitro’’ para estudios metabdlicos y
determinantes de progresion neoplasica

Melana, Juan Pablo,; Rodriguez, ).P.; Stoyanoff, T.R.; Espada, ).D.; Todaro, }.S.;
Aguirre, M.V.

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue optimizar la implementacion de cultivos primarios a partir de muestras de
carcinoma renal de células claras (CRCC) para comprobar la conservacién del fenotipo lipogénico contra cortes
fijados del mismo origen.

Se utilizaron muestras de pacientes con CRCC, evaluandose diversas metodologias y condiciones experimentales
de digestion de muestras, adherencia y despegue celular, fenotipo lipogénico, potencial de clonacion,
proliferacion y capacidad de migracion. El mayor rendimiento y viabilidad celular se verific6 mediante digestion
con colagenasa. La adherencia inicial se logré a las 24 hs de incubacion, utilizando placas plasticas de cultivo,
recubiertas con coldgeno comercial y gelatina 0,2% en la mayoria de las muestras analizadas (60% de los casos). Se
obtuvieron monocapas, con potencial de migracién, en un 40% de los casos, tras 5 £ 1 dias de incubacién. El
promedio de subcultivos fue de 3 + 1. Este estudio permitid estandarizar cultivos primarios de CRCC
comprobandose la conservacidn de la fenotipia lipogénica, logrando de dicha manera una herramienta importante
y util para el estudio de la biologia tumoral y el ensayo de nuevas terapéuticas.

Palabras clave: Cultivos primarios tumorales; carcinoma renal; optimizacién técnica; lipogénesis.

SUMMARY

The aim of this study was to optimize the implementation of primary cultures from samples of renal clear cell
carcinoma (CRCC) to check the conservation of the lipogenic phenotype.

CRCC Patient samples were used, in order to evaluate different methodologies and the experimental conditions of
sample digestion, cell adhesion and lipogenic phenotype, proliferation and migration ability. The highest yield in
cell number and viability was assessed using collagenase digestion. The initial adhesion was achieved after 24
hours of incubation in plastic plates recoverd with commercial collagen or 0.2% gelatin (60% of cases).
Monolayers, with migration potential, were obtained in 40% of all cases, after 5 = 1 days of incubation. The
subcultures average was 3 + 1. This study allowed us to standardize primary cultures of CRCC and check the
conservation of the lipogenic phenotyping, achieving in this way an important and useful tool to study the tumor
biology.

Keywords: Tumor primary cultures; renal carcinoma; technical optimization; lipogenesis.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi otimizar a implementacdo de culturas primarias de amostras de carcinoma de células
claras renal (CRCC) para verificar conservacgdo fenétipo lipogenic contra os cortes previstos a mesma origem.

As amostras dos pacientes foram utilizados CRCC, avaliando diferentes metodologias e as condigGes experimentais
da digestdo de amostras, adesdo celular e fendtipo clonagem potencial take-lipogenic, proliferagao e capacidade
de migragao. O maior rendimento e a viabilidade celular foi avaliada por digestdo com colagenase. A adesao inicial
foi obtida apds 24 horas de incubagdo com colagénio e gelatina comercial 0,2% em 60% dos casos. As
monocamadas foram obtidos em 40% apds 5 + 1 dias de incubagdo com o potencial de migragdo. As subculturas
média foi de 3 * 1. Este estudo nos permitiu padronizar culturas primarias de CRCC sdo verificados quanto a
conservacgao da fenotipagem lipogenic, conseguindo desta forma um importante e util para o estudo da biologia
do tumor e teste de nova ferramenta terapéutica.

Palavras-chave: Culturas primdrias de tumores; carcinoma renal; otimizagdo técnica; lipogénese.
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INTRODUCCION

El carcinoma de células renales (CCR), es el mas comun de los tumores malignos en el rifidén
adulto. Aproximadamente el 33% de todos los pacientes tienen metastasis en la presentacién
de la enfermedad, y al 40% de los pacientes que se les practica la reseccion quirurgica,
eventualmente desarrollan metdstasis. EIl CCR posee caracteristicas clinicas Unicas, como ser la
metastasis tardia post cirugia curativa y una alta resistencia a la radioterapia y quimioterapia
convencionales. Debido al incremento en la deteccidn de tumores con el uso de técnicas de
imagen no invasiva, se encuentran un numero creciente de CCR incidentales. Entre los subtipos
histolégicos mas frecuentes de CCR el Carcinoma renal de células claras (CRCC) es el mas
frecuente (80-90%). Hasta el momento, resulta dificultoso predecir el prondstico basado
solamente en factores tales como el estadio, el grado de crecimiento, o la respuesta
terapéutica a la administracidon de antiangiogénicos. Es asi como hay una fuerte necesidad de
mayor conocimiento bdsico de los procesos celulares subyacentes (proliferacion,
diferenciacion, apoptosis, etc.) como de nuevos agentes terapéuticos basados en modelos que
reflejen o se aproximen a la situacién tumoral. Para ello, los cultivos celulares primarios,
generados a partir de muestras humanas obtenidas de cirugia, ofrecen contar con la
disponibilidad de gran nimero de células y permitir varios tipos de experimentos repetidos a lo
largo de prolongados periodos de tiempo 2.

Por otro lado, el uso de lineas inmortalizadas tiene una limitacién importante con respecto a
los cultivos primarios partiendo de la base de que son genéticamente alteradas y sufren
desdiferenciacion tras sucesivos pasajes in vitro, perdiendo asi las caracteristicas iniciales 34
Por el contrario, los cultivos primarios poseen y conservan las caracteristicas fenotipicas del
tejido original, incluyendo las funciones normales fisioldgicas en los tejidos sanos, como las
caracteristicas fenotipicas alteradas en los tumorales.

Estos modelos de cultivos in vitro son muy utiles en andlisis de mecanismos moleculares para
posteriores aplicaciones, identificacion de biomarcadores, estudios metabdlicos, gendmica,
transcriptémica, protedmica o lipiddmica y testeo de drogas®’. Ademas, el cultivo proveniente
de diferentes individuos permite al investigador generar conclusiones de mayor validacion al
comparar estudios de diferentes origenes.

Los cultivos primarios de CRCC han sido descriptos en numerosos trabajos, con diversas
especificaciones técnicas de implementacion y rendimiento disimil *#°. Sin embargo, hasta la
fecha no se dispone de un protocolo unificado con buenos rendimientos, lo que sustenta la
presente investigacion.

El desarrollo de este estudio permitio establecer un modelo experimental in vitro de cultivos
primarios de tejidos renales tumorales, a partir de muestras de pacientes diagnosticados con
CRCC sometidos a nefrectomia radical, como herramienta para explorar aspectos metabdlicos
de la biologia tumoral.

Material y método.

1. Evaluacion clinico-patoldgica y procesamiento de las muestras

Se trabajo con 36 tumores provenientes de pacientes diagnosticados con CCR con nefrectomia
radical o parcial del Servicio de Urologia del Hospital J.R. Vidal (Corrientes). Se cumplieron las
normas Bioéticas Nacionales (Disposicion ANMAT 5330/97) e internacionales (Declaracidn de
Helsinki).
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El presente plan cuenta con la aprobacidn del Dpto. de Investigacion del Hospital J.R. Vidal y el
aval del Dpto. de Bioética de la Facultad de Medicina-UNNE. Las muestras tumorales como las
de control (tejido renal normal distal) fueron fraccionadas en una porcion para la realizacién de
los cultivos primarios y el resto se destind para ensayos en paralelo incluidos en los diferentes
proyectos relacionados (fraccionamiento subcelular para inmunoblottings, extraccién de
ARNm, TUNEL in situ, inmunohistoquimicas y/o inmunofluorescencia indirecta). La
estadificacion (TNM) y graduacidon nuclear de Fuhrman se realizaron en su mayoria en el
Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital J.R. Vidal (Corrientes), incorporando informacién
referente a datos clinico-patoldgicos tales como sexo, edad y tamaiio del tumor.

2. Implementacion del cultivo primario:

Se aplicé el método descripto por Valente y colaboradores *° ajustando variables técnicas a
nuestras condiciones experimentales para la optimizacién y rendimiento del cultivo. Cabe
mencionar que en todo momento se trabajé en condiciones de esterilidad, utilizando una
campana de flujo laminar horizontal de aire estéril y materiales esterilizados.

2.1. Aislamiento

El aislamiento de las células tumorales se realizé inmediatamente de su reseccidon quirdrgica
dentro de los 30 minutos (min), transportandose las muestras en medio de cultivo incompleto
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM-F12) marca Sigma®, suplementado con
antibidticos (penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 ug/ml) y antimicdtico (anfotericina B 2,5
ug/ml) en condiciones refrigeradas. Se procedid a la remocidn de restos necréticos, coagulos y
tejido fibroso en placas de Petri de 60 milimetros (mm). Los trozos de tejido se cortaron con
bisturi hasta lograr fragmentos de 1 mm3 y se lavaron varias veces con solucién fria fisioldgica
suplementada con antibiéticos y antimicético. Luego, los pequeiios fragmentos se digirieron en
3 condiciones diferentes: 1 mg/ml colagenasa (Sigma®) en Buffer de digestion HBSS (pH=7,6),
tripsina 0,25% vy tripsina mas colagenasa; en todos los casos se resuspendid en tubos pre-
entibiados con el medio de cultivo DMEM-F12. Se realizd una incubacion de 20 min a 372C con
agitaciéon suave permanente. Se efectuaron dos lavados con posterior centrifugaciéon a 400g 5
min a 42C para luego resuspender las células en medio de cultivo.

2.2. Cultivo celular

Previo al cultivo se determind la viabilidad y la celularidad con Trypan Blue (0,4%) a través de
microscopia éptica en cdmara de Neubauer. Las células aisladas (105 cél/ml) se sembraron en
placas de 6 wells y en frascos de cultivo (75 cm2) recubiertos con distintos adherentes:
coldgeno comercial 40 g/ml, coladgeno purificado y gelatina 0,2 % P/V, incubando en estufa
gaseada 5% CO2 a 379C. El medio de cultivo completo utilizado fue DMEM-F12 suplementado
con 10% suero fetal bovino, glutamina 5 ug/ml, transferrina 5 ug/ml y los antibidticos y
antimicdtico ya mencionados en las mismas concentraciones. El medio de cultivo se renové a
las 24 hs y se controlé el crecimiento con microscopio 6ptico registrando el mismo
fotograficamente. Se dejé que el cultivo alcance el 80% de confluencia antes de realizar un
Subcultivo y/o criopreservacion (1:10, Dimetilsulféxido (DMSO) + medio de cultivo) en termo
de nitrégeno liquido a -1802C.
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2.3. Subcultivos (Determinacion de capacidad de clonacidn).

Previo la remocién de la monocapa, dicha fue lavada con PBS tibio, acto siguiente se ensayaron
diferentes métodos de despegue: a) Mecanico con scrapping (uso de escobillas), b) Reactivo de
disgregacion libre de enzimas animales y humanas TryPLE Express (Life Technologies®) y c)
Tripsina al 0,25 % (Gibco®) con incubacion a 372C por 3 min, comprobando el desprendimiento
celular mediante observacién microscépica. La actividad de la tripsina proteasa se bloqued
agregando 10 ml de medio de cultivo suplementado. Tras varios lavados por centrifugacion, las
células se recultivaron ajustando la celularidad para su siembra.

3. Evaluacion de la cinética de crecimiento de las células cultivadas (bioensayo de MTT)

La funciéon metabdlica de las células tumorales se evalué con la sal de tetrazolio: bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), que al reducirse por accién de las
deshidrogenasas mitocondriales de las células viables produce formazan purpura, detectable
colorimétricamente segln técnica descripta por Mosmann y col.'* Brevemente, las células
tumorales se cultivaron por triplicado en placas de 24 wells. En todos los casos se colocé 5x105
células/pocillo y se incubaron a 37°Cy 5 % de CO2 en estufa. Las placas se centrifugaron a
diferentes tiempos a 1500 rpm y se removieron los sobrenadantes. Las microplacas se lavaron
finalmente con PBS, para evitar interferencias de las proteinas del suero fetal en la dilucién
final del formazan’. La monocapa se re suspendid en 700 ul de medio de cultivo sin
suplementar y sin rojo fenol con 100 ul de MTT (5 mg/ml) y se incubaron nuevamente en las
mismas condiciones por 4 hs adicionales. Finalizado este tiempo, se agregd 1 ml de etanol para
disolver el colorante reducido y rapidamente con alicuotas de 300 ul se midié la absorbancia a
540 nm en espectrofotometro (Jenway 7305®). Las absorbancias registradas se asumieron
como medida indirecta de masa celular viable. Los resultados se correlacionaron con
cuantificaciones de células en microplacas tomando 10 campos al azar durante varios dias de
observacion hasta alcanzarse el 80% de confluencia con el uso del software Image J.

Se evalud la cinética de crecimiento en la fase exponencial (fase log) y se determiné la
constante de crecimiento (k) de cada cultivo primario, tomando como referencia los
pardmetros conocidos de una linea comercial cultivada en paralelo (HCT-116 ATCC CCL-247,
k=0,028 y tiempo de duplicacién de 21 hs).

4. Estudio del perfil lipogénico en células CCRC de cultivos primarios

4.1. Tincién con Red-Qil del contenido lipidico

Las células aisladas antes de cultivar y cultivadas hasta el 80% de confluencia fueron evaluadas
en su contenido lipidico total. Brevemente, las células se fijaron con 10% de formalina
incubando 10 min a temperatura ambiente. La formalina se removid y se procedio al lavado de
las células 2 veces con 2 ml de agua destilada y luego con 2 ml de isopropanol al 60% por 5 min.
Las células se dejaron secar completamente a temperatura ambiente y se tifieron por 10 min a
la misma temperatura con 1 ml de Qil Red O (previamente filtrado). Se removié el colorante y
se lavé 4 veces con agua destilada. Luego, tras su secado, los portaobjetos se montaron con
medio acuoso (glicerol/PBS) para su observacién con microscopia éptica = .
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4.2. Coloracion de lipid-droplets con BODIPY

Para estos experimentos, las células se sembraron en cubreobjetos que fueron colocados en la
parte inferior de platos de 6 pocillos en un volumen de 2 ml. Dichas células se fijaron 20 min
con 1 ml de paraformaldehido al 4% en PBS que contenia 3% de sacarosa. Eliminado el fijador,
las células se lavaron tres veces con PBS, y se llevaron a cabo dos tinciones fluorescentes
incubando los preparados durante 10 min con 2 ug/ml de BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-
diazo-s-indaceno, Thermo Scientific®) flouréforo apolar indicado especialmente para detectar
lipid droplets y 1 ug/ml de DAPI (4 '6-diamino-2-fenilindol), compuesto fluorescente que se
une fuertemente a regiones ricas en Adenina y Timina para contra-tincion nuclear.

Los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos de microscopia con 25 pl de una solucién de
alcohol de polivinilo para su andlisis por microscopia de fluorescencia. Se utilizé un microscopio
de epifluorescencia Olympus CX31® con combinacién de filtros (DAPI: 358/461 nm; BODIPY,
493/503 nm) registrando las imagenes fotograficamente. Las mismas fueron analizadas con el
software Image-J fusionando los canales de emisién verdes y azules™.

5. Ensayo de migracion (Scratch wound healing assay)

Este ensayo permite evaluar la migracidn y el crecimiento de células en cultivo cuantificando
distancias y/o tiempos de sellado en la reparacidon de una brecha o corte realizado en una
monocapa de cultivo®®. Brevemente, las células se cultivaron hasta un 80% - 90% de
confluencia en DMEM — F12 suplementado.

Sin cambiar el medio, se marcé una linea recta lenta cuidadosamente en la monocapa con
punta de micropipeta de siembra a través del centro del pozo. La placa se lavd suavemente dos
veces con medio para eliminar las células desprendidas, reponiendo con medio suplementado
tibio. La brecha se monitored con registro fotografico cada 12 hs de cultivo hasta el sellado
total. La distancia de separacion de los frentes celulares generados, se evalud
cuantitativamente con el uso del software Image J 16,

6. Imagenes y analisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando el Software INSTAT 3.0 y PRISM versién 4.0
(GraphPad Software, San Diego, California, U.S.A.), y se expresaron como la media + S.E.M,,
considerando significativo un P< 0.05. Los gréficos fueron realizados con mediante el uso del
software Graph Pad Prism version 4.0. Las imagenes digitalizadas de los preparados por
microscopia 6ptica y de fluorescencia se procesaron con el software Adobe Phothoshop 8.0, las
mediciones se realizaron con el software Imagel (http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html) *’.

Resultados.

1. Cultivos primarios y cinética de crecimiento

La Tabla 1 resume los resultados de las diferentes condiciones ensayadas, referentes al
aislamiento, adherencia, despegue y pasajes efectivos de las células de cultivos primarios de
CCRC. La mejor condicidén para el aislamiento de las células tumorales fue la digestién con
colagenasa (1 mg/ml) durante 3 min a 372C con agitacién frecuente (27,6 + 1,8 x 10° células / g
de tumor).



Revista de la

Facultad de Medicina

de la Universidad Nacional del Nordeste
Melana, Juan P. y Col. Rev. Fac. Med. UNNE XXXVI: 1, 6-17, 2016

Tabla 1. Optimizacion de condiciones de digestion, adherencia y despegue de monocapa

Condiciones ensayadas Rendimiento
6
Colagenasa (1 mg/ml) 276+18x10
Digestion de muestras 0 am 125 +23x 10°
(Ne células /g tumor) P e
o 11,7+1,6 x 10°
Tripsina + colagenasa
Colageno comercial (40 11
Recubrimiento de placas (N° ug/ml)
cultivos con células Colageno purificado 9
adherentes a las 24 hs) _ 12
Gelatina 0,2% (p/v)
Tripsina 0,25% 5/12 - 97 %
Despegue de monocapas 3 min a 37°C
o . . P
(N° de subcultivos efectivos/ Despegue mecanico 217-72 %
cultivos primarios totales y (scrapping)
% viabilidad) TryPLE Express® 4/9-96 %

El establecimiento de cultivo primario, considerado positivo si a las 24 hs se verificaba
adherencia celular, se alcanzé en un 60% de los cultivos realizados. La adherencia 6ptima se
logré con cobertura previa de las placas de cultivo con gelatina comercial estéril 0,2%. El 40%
de éstos logréo formar monocapas confluentes (80-90%) tras 5+1 dias de incubacion. El
promedio de pasajes con mantenimiento la cinética de crecimiento fue de 3 + 1. Las
monocapas fueron levantadas con igual grado de rendimiento y viabilidad con Tripsina—EDTA
durante 3 minutos a 372C que con el uso del reactivo no enzimdtico TryPLE Express , siendo el
proceso de levantamiento mecanico por scrapping causante de alta mortalidad. Los cultivos
capaces de formar monocapas confluentes mostraron morfologia (Figura 1) y cinética de
crecimiento (Figura 2) similares.

La fase lag tuvo una duracién de 31 dias, la fase log de 512 dias promedio; mientras que las
fases plateau y de senescencia muy variables entre las diferentes muestras.

La evaluacion de la cinética de crecimiento se ilustra en Figura 2.

Como se advierte la curva de crecimiento (Figura 2 A) se ajusta a una ecuacion del tipo
exponencial:

N = No.ekt (1)

No es el numero inicial de células, t es el tiempo de crecimiento, N es el numero de células al
tiempo ty k es la constante de crecimiento. De la ecuacidn (1) puede deducirse el tiempo de
duplicacién de la poblacién celular (tg) segun la expresion (2)

tg=In 2/k=0,69 /k (2)

La Figura 2B muestra la ecuacion lineal de donde se obtiene experimentalmente la constante
de crecimiento para cada muestra tumoral. Se tomé como referencia una linea de k conocida y
crecimiento de duplicacion muy préximo al ideal (R’=1).
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Figura 2
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2. Capacidad de migracion de las células tumorales en cultivo
Todas las monocapas tuvieron un potencial de migracidén, evaluado con la técnica del scratch-
healing (Figura 3).

Figura 3

La apertura de la brecha se cuantificé con el software Imagel cada 12 hs hasta sellado total,
tomado medidas perpendiculares al eje central de la brecha en 10 campos representativos.
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En la Figura 4 se grafican estas distancias promedio + SEM en funcion del tiempo para el calculo
de la velocidad del cierre de la brecha (1,4839 [m /hora).

Figura 4
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3. Evaluacion del perfil lipidico:

Tras su aislamiento, las células de CRCC se mostraron con tipica morfologia redondeada repleta
de gotas lipidicas (lipid droplets) que fueron visibles por simple refringencia (Figura 5 Ay B) con
microscopia dptica, como con la tincion de Red Qil (Figura 5C).

Figura5 .
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Luego de su adherencia en el cultivo, las células de CRCC adquirieron morfologia poligonal
conservando el fenotipo lipogénico con abundantes lipid droplets en su citoplasma, que fueron
visualizadas tanto con la coloracién de Red Oil como con la coloracién fluorescente con BODIPY
[15] (Figura 5 D-F).

Discusion

Existen numerosos estudios “in vitro” para evaluar la biologia de los tumores sélidos con mayor
o menor grado de similitud al status “in vivo”, entre ellos, cultivos de explantes tumorales, de
rifones perfundidos, de cortes de tejido renal, segmentos de nefrones, lineas celulares
inmortalizadas y cultivos primarios renales™. Si bien el uso de lineas inmortalizadas ha
permitido dilucidar variados aspectos del metabolismo celular; es sabido que el mantenimiento
de la fenotipia no es duradero y que a menudo no pueden extrapolarse los resultados a una
situacion operante in vivo & &,

Este estudio permitid ajustar los cultivos primarios a nuestras condiciones experimentales a un
rendimiento aceptable en cuanto a aislamiento, adherencia, subcultivos y cinética de
crecimiento a partir de muestras de CCRC.

El estudio de la cinética de crecimiento y la optimizacién técnica de las condiciones de cultivo
adaptadas a nuestras condiciones experimentales ofrece nuevas herramientas para disponer
de células en cantidad suficiente para el desarrollo de diversos estudios posteriores (western
blottings, imnocitoquimica, IFI, RT-PCR y gPCR). Adicionalmente se comprobd la conservacién
del perfil lipogénico durante los sucesivos pasajes o subcultivos que conservaron similar
cinética de crecimiento *°.

Conclusion:

La implementacién de cultivos primarios de células tumorales renales humanas de pacientes
diagnosticados con CRCC; permite analizar in vitro, la variacién cuantitativa y cualitativa del
perfil metabdlico, en particular del adipogénico y de la expresién de proteinas de interés
relacionadas con la hipoxia del microambiente tumoral, la apoptosis y la angiogénesis para
intentar establecer entre otras cosas: nuevos targets terapéuticos, posibles biomarcadores
para CRCC y establecer un correlato con los indicadores de malignidad y progresiéon tumoral.
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