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Resumen

Los mamiferos marinos experimentan ciclos de isquemia y reperfusion tisular durante el buceo,
lo cual eleva la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y puede llevar a un estado de
estrés oxidativo. Gracias a una mayor actividad de las defensas antioxidantes, en comparacién
con mamiferos terrestres, los mamiferos marinos pueden hacer frente al estrés oxidativo
derivado de la isquemia/reperfusion asociada al buceo en apnea. Para avanzar en el estudio de
las adaptaciones de mamiferos marinos a condiciones que en mamiferos terrestres conllevan a
dafio oxidativo, la disponibilidad de células con replicacién ilimitada, como los cultivos
inmortalizados, podria acelerar significativamente la investigacion. La inmortalizacidn celular,
prolongacidn potencialmente infinita de la vida celular, podria facilitar estudios sobre estas
adaptaciones. El antigeno T grande del virus de simio 40 (SV40 LT) es una oncoproteina viral que
inactiva proteinas regulatorias del ciclo celular, tales como p53 y Rb, y se ha utilizado para
inmortalizar células. En este estudio se utilizé6 SV40 LT para transfectar células musculares de
lobo marino de California y humano, se usd puromicina para seleccionar las células
inmortalizadas y se analizaron los indicadores de estrés oxidativo para evaluar el efecto. Aunque
la transfeccion fue exitosa en ambas especies, las células presentaron anomalias morfoldgicas,
periodos variables de viabilidad y muerte celular. Posterior a la transfeccion, debido a la escasa
biomasa, soélo fue posible cuantificar los indicadores de estrés oxidativo en los cultivos de lobo
marino de California. La actividad de superdxido dismutasa (SOD) y glutatién S-transferasa (GST)
aumento significativamente (2 y 6.1 veces, respectivamente) en comparacién con las células
mantenidas bajo condiciones control. En cambio, la actividad de catalasa (CAT) fue mayor en
células control (6.9 veces) que en las células transfectadas. Ademas, el dafio oxidativo a proteinas
fue significativamente mayor en células transfectadas (3.9 veces) que en las células control. Estos
resultados sugieren una acumulacidn progresiva de perdxido (H20z), probablemente derivada de
un efecto genotodxico provocado por la transfeccion. Ello podria contribuir a la activacion de vias
de muerte celular, como apoptosis y necrosis, ya que se observé la pérdida completa del cultivo
celular a los 50 dias posteriores a la exposicién a puromicina. Las células humanas, con menor
capacidad antioxidante, parecieron llegar a una saturacion temprana de defensas y un deterioro
mas rapido. Los resultados sugieren que la transfeccidon directa con SV40 LT induce estrés
genotoxico en células derivadas de musculo esquelético de humano y lobo marino de California,
impidiendo la inmortalizacion celular. Se propone, para estudios futuros, la co-transfeccion de
SV40 LT con hTERT como estrategia mas efectiva para la inmortalizacién celular. Ademas, el uso
de sistemas de transfeccién basados en lentivirus podria mejorar la eficacia del proceso. Este
estudio aporta conocimiento relevante sobre las limitaciones actuales y las posibles mejoras en
la generacion de lineas celulares inmortalizadas a partir de células musculares de mamiferos
terrestres y marinos.

Palabras Claves: Antigeno T, cultivo celular, H,0, SV40 LT, transformacion celular.
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Summary

Marine mammals experience cycles of tissue ischemia and reperfusion during diving, which
increases the production of reactive oxygen species (ROS) and can lead to oxidative stress. Thanks
to greater antioxidant defense activity compared to terrestrial mammals, marine mammals can
cope with oxidative stress caused by ischemia/reperfusion associated with apnea diving. To
advance the study of marine mammal adaptations to conditions that lead to oxidative damage in
terrestrial mammals, the availability of cells with unlimited replication potential, such as
immortalized cell cultures, could significantly accelerate research. Cellular immortalization, the
potentially infinite extension of cellular lifespan, could facilitate studies on these adaptations
Simian virus 40 large T antigen (SV40 LT) is a viral oncoprotein that inactivates cell cycle
regulatory proteins, such as p53 and Rb, and has been used to immortalize cells. In this study,
SV40 LT was used to transfect cells derived from skeletal muscle from California sea lions and
humans. Puromycin was used to select immortalized cells, and oxidative stress indicators were
analyzed to evaluate the effect. Although transfection was successful in both species, cells
exhibited morphological abnormalities, variable viability periods, and eventual cell death.
Following transfection, due to limited biomass, it was only possible to quantify oxidative stress
indicators in the California sea lion cultures. The activities of superoxide dismutase (SOD) and
glutathione S-transferase (GST) increased significantly (2- and 6.1-fold, respectively) compared
to cells maintained under control conditions. Conversely, catalase (CAT) activity was higher in
control cells (6.9-fold) than in transfected cells. Additionally, oxidative damage to proteins was
significantly higher in transfected cells (3.9-fold) compared to control cells. These results suggest
a progressive accumulation of peroxide (H20.), likely caused by a genotoxic effect induced by
transfection. This accumulation could contribute to the activation of cell death pathways, such
as apoptosis and necrosis, as complete loss of the cell culture was observed 50 days after
puromycin exposure. Human cells, with a lower antioxidant capacity, seemed to reach an early
saturation of defenses and a more rapid decline. The results suggest that direct transfection with
SV40 LT induces genotoxic stress in skeletal muscle-derived cells from humans and California sea
lions, preventing cellular immortalization. For future studies, the co-transfection of SV40 LT with
hTERT is proposed as a more effective strategy for cellular immortalization. Additionally, the use
of lentivirus-based transfection systems could improve the efficiency of the process. This study
provides relevant insights into the current limitations and potential improvements in generating
immortalized cell lines from muscle cells of terrestrial and marine mammals.

Keywords: T antigen, cell culture, H,0,, SV40 LT, cellular transformation.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cultivo celular

El cultivo celular se refiere a técnicas que permiten mantener células en condiciones in vitro,
conservando sus caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas y genéticas (Castafio, 2008). Estas
técnicas han permitido abordar interrogantes sobre diversos tipos de células, produccidon de
proteinas y respuestas a farmacos (Obinata, 2001). Ademas, el cultivo celular permite la
produccién de moléculas para validar modelos animales a menor costo y tiempo (Mouly et al.,
2005; Mamchaoui et al., 2011). Por ello, es esencial en areas como gendmica, proteémica y
farmacologia (Keehan et al., 1990; Freshney, 2010; Halliwell, 2014; Yao y Asayama, 2017). No
obstante, las células en cultivos primarios tienen un ndmero finito de divisiones antes de entrar
en senescencia, lo que restringe su utilidad para bioensayos (Ozer et al., 1996; Stewart vy
Weinberg, 2002; Freshney, 2010; Carter y Shieh, 2015). Adicionalmente, la variabilidad en la
pureza y los cambios fenotipicos durante la amplificacién in vitro son factores limitantes
(Mamchaoui et al., 2011; Carter y Shieh, 2015). La inmortalizacién celular se busca como
alternativa para maximizar su utilidad y minimizar costos, asegurando que las células conserven
sus funciones y propiedades fisioldgicas, asi como que perduren con menos cuidados (Obinata,

2001; Carter y Shieh, 2015).

1.2 Inmortalizacion de células

La inmortalizacién celular implica prolongar la vida de las células, potencialmente, de forma
infinita (Freshney, 2010). Este proceso desactiva genes supresores de tumores como
retinoblastoma (Rb), p53 y p16, impulsando la inestabilidad gendmica y fomenta mutaciones que
favorecen la inmortalizacion (Hara et al., 1991; Shay et al., 1991b; Freshney, 2010; Pifieiro-Ramil,
2020). Esto permite que la division celular continue mas alla de la senescencia (Maqgsood et al.,
2013). La senescencia esta controlada por unos 10 genes que interactUan para ejercer
retroalimentacidn negativa en el ciclo celular (Wright et al., 1989; Katakua et al., 1998; Freshney,
2010). La delecién, mutacion o sobreexpresion de estos genes puede permitir que las células
evadan el control negativo del ciclo y se vuelvan inmortales (Tevethia y Ozer, 2001; Freshney,

2010).



En presencia de dafio al ADN, niveles bajos de suero in vitro o alta densidad celular, Rb se
hipofosforila, activando la cascada de sefalizacién que conduce a la apoptosis (DeCaprio et al.,
1989; Morales et al., 1999). Rb interactia con pl07 y p130 para secuestrar factores de
transcripcién (E2F) y suprimir genes necesarios para la sintesis de ADN, metabolismo y ciclo
celular (Brehm et al., 1998; Welcker y Clurman, 2005; Engeland, 2022). El p53 es un factor de
transcripcidn supresor de tumores, que participa en la reparacion del ADN y la apoptosis, aunque
su funcidn varia segun el tipo celular (Ozer et al., 1996; Zaika et al., 2015; Engeland, 2022). En
circunstancias normales, p53 se une al promotor de human double minute 2 (HDM2), que
estimula su transcripcion y resulta en la proteina HDM2, la cual degrada p53 (Zaika et al., 2015;
Pifieiro-Ramil, 2016). El dafio al ADN provoca la fosforilacién de p53, liberandolo de la proteina
HDM?2 y promoviendo la transcripcién de genes relacionados con la senescencia o apoptosis

(Shay et al., 1991a; Zaika et al., 2015; Pifieiro-Ramil, 2016).

Existen diversos métodos para inmortalizar células, como el uso de genes virales (adenovirus Ela,
virus del papiloma humano, virus de Epstein-Bar) o la retroexpresion de transcriptasa (hTERT)
(Shay et al., 1991a; Ozer et al., 1996; Freshney, 2010; Massenet et al., 2020; Pifieiro-Ramil et al.,
2023). Uno de los genes virales mas utilizados para inmortalizar células es el antigeno T grande
del virus del simio 40 (SV40 LT) (Freshney, 2010). El antigeno T grande, una oncoproteina de 94
kDa y 708 aminodcidos, modula enzimas que influyen en la replicacién viral, transcripcion,
transformacién y sintesis de ARN (Wright et al., 1989; Valls et al., 2007; Freshney, 2010). Este
antigeno interactua especificamente con factores de regulacidn del ciclo celular, como p53, Rb,
p107 y p130 (Ozer et al., 1996; Lill et al., 1997; Welcker y Clurman, 2005; Valls et al., 2007;
Engeland, 2022). Aunque SV40 ha sido asociado previamente con cancer en humanos, la etiologia

tumorigénica no ha sido confirmada a nivel molecular (Rotondo et al. 2019).

Las lineas celulares inmortales proliferan mas y ofrecen un cultivo mas homogéneo (Van Der
Haegen y Shay, 1993; Freshney, 2010; Carter y Shieh, 2015). No obstante, el proceso de
inmortalizaciéon puede conllevar cambios genotipicos inesperados debido a la inestabilidad

gendmica causada por aberraciones cromosdmicas (Stewart y Bacchetti, 1991; Ozer et al., 1996;



Mamchaoui et al., 2011; Carter y Shieh, 2015). Esto puede resultar en la expresidon de rasgos

atipicos (Freshney, 2010; Pifieiro-Ramil, 2020).

1.3 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el desbalance entre la produccion de las especies reactivas y las defensas
antioxidantes, favoreciendo a las primeras (Halliwell y Gutteridge, 1999). Esto genera dafo
oxidativo a moléculas como proteinas, ARN, ADN vy lipidos (de Zwart et al., 1999; Stadtman vy
Levine, 2000; Sies y Jones, 2017; Pioschi y Pop, 2015; Sies, 2015). Este desequilibrio puede surgir
de una mayor produccion de especies oxidantes, disminucidn de antioxidantes, o ambos (Birben

et al, 2012; Litchtenberg y Pinchuk, 2015; Pioschi y Pop, 2015).

Las especies reactivas son radicales libres y otros compuestos oxidantes que pueden causar dafio
oxidativo al interactuar con distintos componentes (Halliwell y Gutteridge, 1999; Sies y Jones,
2017; Litchtenberg y Pinchuk, 2015; Carvajal, 2019). Los radicales libres son inestables y reactivos
debido a la presencia de un electrén no pareado que favorece las reacciones redox (Litchtenberg
y Pinchuk, 2015; Carvajal, 2019). En sistemas bioldgicos, las especies reactivas de oxigeno (ERO)
y nitrogeno (ERN) actian como moléculas sefializadoras y regulan procesos de proliferacion,
apoptosis y expresion de genes (Lushchak yGospodaryov, 2012; Pioschi y Pop, 2015). Las ERO y
ERN pueden resultar del metabolismo aerdbico o de la exposicion a metales pesados, rayos
ultravioleta, y otros factores externos (de Zwarts et al., 1999; Diaz-Acosta y Membirillo-

Hernandez, 2006; Birben et al., 2012).

Las principales ERO en sistemas bioldgicos son el radical superéxido (O.*), del cual deriva el
perdxido de hidrégeno (H;02). La combinaciéon de H;02 con O;" y/o con iones metalicos,
mediante las reacciones de Haber-Weiss y Fenton, genera el radical hidroxilo (*OH) (Halliwell y
Gutteridge, 1999; Hermes-Lima et al., 2001; Sies et al., 2017). En exceso, estas moléculas pueden
llevar al estrés oxidativo; pero en niveles moderados, las ERO funcionan como moléculas de
sefializacion (Jagannathan et al, 2017). El 02" es producido por nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasas (NADPH oxidasas, NOX) como parte de la respuesta inmune y la

sefializacion celular (Winterbourn, 2020). El H,0; actUa en diversas cascadas de sefializacion y



puede migrar lejos del sitio de generacidn, interactuando con factores de transcripcién como la
proteina activadora 1 (AP-1), el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NF-kB) y el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) (Oter et al., 2012). Las ERN de
mayor interés en sistemas biolégicos son éxido nitrico (NO) y peroxinitrito (ONOO") (Hermes-
Lima y Zenteno-Savin, 2002; Birben et al., 2012). Aumentos significativos en los niveles de ERO o
ERN, sin una respuesta proporcional por parte del sistema antioxidante, pueden generar cambios
en moléculas, células, drganos vy tejidos. El daiio oxidativo puede alterar las vias relacionadas con
la embriogénesis, apoptosis, ciclo celular y funcién inmune (Jones, 2006). Asi, el estrés oxidativo
se vincula al envejecimiento y con diversas enfermedades (Nikinmaa et al., 2011; Birben et al.,

2012).

Los antioxidantes son compuestos que retrasan o previenen la oxidacién de sustratos, aun a
concentraciones mas bajas que éstos (Pioschi y Pop, 2015). Pueden ser enzimaticos o no
enzimaticos, intervienen en la prevencién y reparacion del dafio oxidativo inactivando o
neutralizando ERO y ERN, restaurando acidos nucleicos, eliminando proteinas oxidadas y/o
reparando lipidos oxidados (Kurata et al., 1993; Pioschi y Pop, 2015). La capacidad antioxidante
depende del tipo celular, expresion génica, niveles de oxigeno, y senales exégenas (Sies et al.,
2017). Uno de los propdsitos de las defensas antioxidantes en los sistemas bioldgicos es
metabolizar las especies reactivas, como el oxigeno singulete (*10,), en el lugar de produccién, o
reducir el flujo de otras formas de ERO, por ejemplo, prevenir la formacién de *OH, dado su alto
grado de reactividad (Halliwell y Gutteridge, 1999; Lesser, 2011). En este sentido, la principal
contribucién la proporcionan los antioxidantes enziméticos (Sies et al., 2017). Estos constituyen
la primera defensa de las células e incluyen distintas isoformas de superéxido dismutasa (SOD)
que se encargan de transformar el 02" en H,0;; catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx) que
remueven H;0; y limitan la formacién de °*OH; y glutatidon S-transferasa (GST) que remueve
xenobidticos y productos téxicos del dafio oxidativo por ERO (Kurata et al., 1993; Halliwell y

Gutteridge, 1999; Jones, 2006; Litchenberg y Pinchuk, 2015; Pioschi y Pop, 2015; Sies et al., 2017).

Los antioxidantes no enzimaticos actlan como secuestradores de ERO o como sustratos vy

cofactores para antioxidantes enzimaticos; por ejemplo, el glutation reducido (GSH) que elimina



el H20,, *OH y oxidantes clorados, actia como cofactor de GPx (Halliwell y Gutteridge, 1999;
Hermes-Lima et al., 2001; Jones, 2006; Pioschi y Pop, 2015). En estas reacciones, GSH se oxida a
glutatién disulfuro o glutatidon oxidado (GSSG). Glutatién reductasa (GR), una de las enzimas
auxiliares en la defensa antioxidante, recicla GSSG a GSH; glutatidn sintetasa es la enzima clave
en la sintesis de GSH, y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) provee el NAPDH requerido
para la funcién de GR (Hermes-Lima et al., 2001; Sies et al., 2017).

El estrés oxidativo participa en una amplia gama de enfermedades, incluidas la aterosclerosis
(acumulacion de grasas, colesterol y otras sustancias en las paredes de las arterias), la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), sarcopenia (pérdida de masa y fuerza
muscular), diabetes, e incluso depresidon (Pham-Huy et al., 2008; Baraibar et al., 2011; Black et
al., 2015; Ozsurecki y Aykac, 2016; Forman y Zhang, 2021). La acumulacién de ERO puede
contribuir a la degeneracidn de tejidos, ya que estas especies reactivas pueden dafiar neuronas
contribuyendo al Alzheimer (Forman y Zhang, 2021); pueden provocar dafio a los vasos
sanguineos, contribuyendo al desarrollo de aterosclerosis, patologia intimamente relacionada
con enfermedades del corazén y derrames cerebrales (Valko et al., 2007); asi como dafiar
proteinas y lipidos, lo que se relaciona a trastornos musculares, muerte celular e incluso cancer
(Pham-Huy et al., 2008; Baraibar et al., 2011; Butterfield y Halliwell, 2019). En infantes, la
displasia broncopulmonar (DBP), la retinopatia del prematuro (ROP), la enterocolitis necrotizante
(ECN), el sindrome de dificultad respiratoria (SDR) y las malformaciones congénitas han sido
relacionadas con el estrés oxidativo (Rokicki et al., 2003; Marseglia et al., 2014; Zhang et al., 2014;
Ozsurecki y Aykac, 2016). No obstante, la implicacion de ERO en diversas patologias puede variar
considerablemente, y la relacién de causa y efecto en muchos casos no es del todo clara (Pham-

Huy et al., 2008; Ozsurecki y Aykac, 2016; Forman y Zhang, 2021).

1.4 Estrés oxidativo en mamiferos marinos

Los mamiferos marinos son notables por su habilidad para bucear, con variaciones en Ia
profundidad y duracién de cada buceo entre especies (Davis, 2013). Los mamiferos marinos se
mueven, se alimentan y, en algunos casos, se aparean bajo el agua; las adaptaciones que les

permiten bucear abarcan desde cambios anatémicos y de comportamiento hasta bioquimicos



(Castellini, 2012; Davis, 2013). Los mamiferos marinos tienen mayores concentraciones de
hemoglobina y mioglobina, densidad mitocondrial y volumen sanguineo que los mamiferos
terrestres (Elsner, 1998; Kanatous et al., 1999; Vazquez-Medina, 2007). La respuesta al buceo
inicia con la apnea (suspension de la ventilacién pulmonar) e incluye bradicardia (reduccién del
ritmo cardiaco) y vasoconstriccion periférica (redireccion del flujo sanguineo hacia los érganos
sensibles a la hipoxia, como el sistema nervioso central) (Elsner, 1998; Vazquez-Medina, 2007,
Davis, 2013). Los humanos también presentan la respuesta al buceo, pero ésta es limitada en
comparacion con los mamiferos marinos (Gooden, 1994; Foster y Sheel, 2005; Wartzok, 2008).
La presion arterial aumenta de manera significativa en humanos (hasta 280/200 mmHg
sistdlica/diastdlica), mientras que en mamiferos marinos ésta se mantiene estable (120 mmHg
durante buceo en foca de Weddell, Leptonychotes weddellii) (Hochachka, 1981; Foster y Sheel,
2005; Wartzok, 2008).

La vasoconstriccién periférica asociada al buceo causa isquemia (suspension del flujo sanguineo)
y, con la eventual reduccion de la concentracidon de oxigeno en los tejidos afectados, causa
hipoxia (Elsner et al., 1969; Gooden vy Elsner, 1985; Davis y Williams., 2012; Allen y Vazquez-
Medina, 2019). Al regreso a la superficie después de un buceo, se reanuda la ventilacién
pulmonar, se restablecen el flujo sanguineo (reperfusién) y la oxigenacidn (reoxigenacion) de los
tejidos y, con ello, aumenta la produccién de ERO (Elsner et al., 1998; Vazquez-Medina et al.,
2006; Allen y Vazquez-Medina, 2019). Durante los periodos de isquemia/reperfusion, la
concentracion del adenosin trifosfato (ATP) disminuye, resultando en una acumulacién de
purinas y la conversidon proteolitica de xantina deshidrogenasa (XDH) a xantina oxidasa (XO);
durante la reperfusién, XO es capaz de reducir los nucledtidos de purina en presencia de oxigeno,
generando ERO como 03" y H,0; (Halliwell y Gutterridge, 1999; Zenteno-Savin et al., 2011). Ello
representa una amenaza de dafo oxidativo a macromoléculas y componentes celulares,
comprometiendo la salud y, potencialmente, la supervivencia de los individuos (Allen y Vazquez-

Medina, 2019).

En el estudio de las adaptaciones de mamiferos marinos a condiciones que en mamiferos

terrestres conllevan a dafio oxidativo, |la disponibilidad de células con replicacién ilimitada, como



ocurre en los cultivos inmortalizados, podria acelerar significativamente la investigacién. En este
contexto, utilizando cultivos de lobo marino de California (Zalophus californianus) como modelo
para mamiferos marinos y de humano (Homo sapiens) como modelo para animales terrestres,
este estudio busca determinar si existen efectos en los indicadores de estrés oxidativo en

respuesta al proceso de inmortalizacion.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generacion de lineas celulares inmortales

Los primeros trabajos sobre la inmortalizacion celular comenzaron en la década de 1950, con la
produccidn de células humanas inmortales, Hela, linea celular derivada a partir de tejido cervical
canceroso (Scherer et al., 1953). Los estudios posteriores se centraron en la senescencia celular.
Hayflick y Moorhead (1961) reportaron que las células humanas normales tienen un limite finito
de divisiones antes de entrar en senescencia. En 1960 se identificé el virus del simio 40 en
cultivos de rifién de macaco Rhesus (Macaca mulatta) utilizados para la produccién de la vacuna
contra el polio (Sweet y Hilleman, 1960; Xu et al., 2023). Este virus fue nombrado por el efecto
gue produce en los cultivos promoviendo el desarrollo anormal de vacuolas (Sweet y Hilleman,
1960). En la década de 1970 se identificaron diversos genes relacionados al cancer, oncogenes,
capaces de transformar las células en condiciones in vitro. Esta transformacién confiere a las
células la habilidad de continuar con la divisién celular por mas tiempo (Kavsan et al., 2011). Un
ejemplo claro de esto son los hibridomas, células inmortales con la capacidad de producir
anticuerpos con especificidad definida, resultado de la fusién de un linfocito B y mieloma (Kéhler
y Milstein, 1975). También se logro la transfeccidén con adenovirus 5 en células embrionarias de
riidon humano (HEK293) (Graham et al.,, 1977). Durante esta década, el SV40 LT se utilizo en
estudios de transformacioén celular para entender la interaccidon de éste con las vias celulares
involucradas en la carcinogénesis (Kuwata et al., 1976). Dado su potencial para desencadenar la
replicacion del ADN viral, se empled el SV40 LT para profundizar en el estudio de los procesos de
replicacion del ADN en general (Subramanian et al., 1977). Posteriormente, se investigd cémo
SV40 LT interactua con el genoma del huésped y como regula la expresion génica en las células
infectadas, lo cual fue fundamental para comprender la regulacion de genes en general (Segawa
et al., 1980). También se utilizé el SV40 LT en el desarrollo de modelos de investigacion del cancer
in vitro (Graham et al., 1979) y en el estudio de las respuestas inmunes especificas (Stillstrom,

1973).

En los 1980’s y 1990’s se popularizé el uso de oncogenes y la generacion de retrovirus para la
inmortalizacién en distintos tipos celulares de humano y raton (Tabin et al., 1982; Clark et al.,

1986), tales como el virus de Epstein-Barr (VEB) (Kempkes et al., 1995), SV40 LT (Wright et al.,



1989; Shay et al., 1991b; Wright et al., 1992), SV40 ST (Stewart y Bacchetti, 1991), y virus del
papiloma humano (VPH) (Hausen, 1999). Se lograron avances al describir los mecanismos
moleculares responsables de la senescencia, incluyendo Rby p53, y cdmo la inactivacién de éstos
aumenta el tiempo de vida media de los cultivos celulares (Hara et al, 1991). Ademds, se
propusieron mecanismos para entender la senescencia celular en fibroblastos de humano
(Wright et al., 1989; Shay et al., 1991b; Wright y Shay, 1992; Ozer et al., 1996). Se describieron
dos mecanismos que operan de manera independiente; el primero (M1) implica la senescencia
proliferativa, desactivada al inactivar los genes p53 y Rb, lo que aumenta el potencial de divisidn
celular, logrando que las células se dividan de 20 a 30 veces mas (Wright et al., 1989; Wright et
al., 1991). Este bloqueo genético no desactiva el segundo mecanismo (M2), el cual induce un
estado de crisis en el que el tamafo poblacional celular permanece constante (Wright et al.,
1989; Shay et al., 1991b). Esto se debe a que la tasa de divisidon celular es equivalente a la tasa
de senescencia. Cabe sefialar que el SV40 LT tiene la capacidad de evitar el mecanismo M1, pero
no ejerce un impacto directo sobre el mecanismo M2 (Wright et al., 1989; Wright y Shay, 1992).
No obstante, la introduccién de la inestabilidad genémica por parte de este agente externo
puede contribuir a la inactivacion de los genes responsables de las proteinas vinculadas al

mecanismo M2 (Wright et al., 1989; Wright et al., 1991; Ozer et al., 1996).

Se han inmortalizado diversas lineas celulares mediante el uso de SV40 LT; particularmente,
hepatocitos, células de rifién, musculo liso, células de Sertoli, provenientes de ratones (Yanai et
al., 1991; Kameoka et al., 1995; Hasegawa et al., 1997; Tabuchi et al., 2002; Ebihara et al., 2004;
Obinada, 2007). En conejos se han inmortalizado células de cartilago, epiteliales a partir de
cornea, melanocitos (Thenet et al, 1992; Araki et al., 1993; Chen et al., 2019). Se han
transfectado células provenientes de pato, ganso, cerdo, entre otros animales (Fu et al., 2012;
Zhang et al., 2019; Yang et al., 2020; Guo et al., 2022). En células de humanos, SV40 LT se ha
utilizado para estudiar mecanismos moleculares involucrados en diferenciaciéon celular,
regulacion del ciclo celular, patologias, expresidén génica in vitro, entre otros (Huang et al., 2015;
Kim et al., 2016; Carbone et al., 2020; Massenet et al., 2020; Peisker et al., 2022; Tran et al., 2022;
Pifieiro-Ramil et al., 2023). Arandel et al. (2017) generaron células musculares inmortales con

distrofia miotdnica tipo 1y 2 (DM1 y DM2, respectivamente) utilizando el retrovirus hTERT; en
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estas células encontraron agregados de ARN nuclear de repeticiones expandidas, un sello
distintivo de la distrofia mioténica. En DM1 y DM2 se encontraron caracteristicas propias de
mioblastos primarios parentales, con una capacidad de fusién reducida en los mioblastos DM1

inmortalizados en comparacion con las células control y con DM2 (Arandel et al. 2017).

Garcia-Mesa et al. (2017) caracterizaron células de microglia de humano, macaco y raton,
inmortalizadas mediante SV4OLT. Los autores reportaron que las células inmortalizadas
mantenian una apariencia similar a lo observado en cultivos primarios, ademas de expresar
marcadores clave de la linea celular, como integrina alfa subunidad M (CD11b), factor de
crecimiento transformante beta (TGFBR) y P2RY12. Andlisis comparativos de la migracion celular
en las placas de cultivo y de la capacidad de fagocitosis al introducir neuronas muertas revelaron
similitudes con los cultivos primarios (Garcia-Mesa et al. 2017). Los mismos autores analizaron la
regulacién de la expresién de genes relacionados a procesos proinflamatorios en respuesta a
lipopolisacdridos (LPS). Las lineas celulares inmortalizadas respondieron a partir de las 24 h,
promoviendo la expresidn de citocinas IL-1B, IL-6 y TNF-a; sin embargo, esta respuesta varié con

el numero de pasajes celulares (Garcia-Mesa et al. 2017).

Mata-Lopez et al. (2020) transfectaron un cultivo primario de células musculares proveniente de
perros, Myok9, utilizando SV40 LT para, posteriormente, caracterizar la linea celular generada
mediante la evaluacién de la proliferacidon, curvas de crecimiento, PCR cuantitativa,
electrotransferencia, espectrofotometria de masas y microscopia de luz. Los resultados revelaron
una mayor tasa de proliferacion en comparacién con el cultivo primario, junto con una mayor
resistencia a los cambios en el medio de cultivo y a los efectos de la tripsina en Myok9 (Mata-
Lépez et al. 2020). Adicionalmente, Myok9 expresé proteinas especificas para la diferenciacion
muscular, como la distrofina, de manera similar al cultivo primario; sin embargo, se observé que
la expresion de distrofina cesé a los 14 dias, posiblemente en relacién con cambios inducidos por

el SV40 LT en la linea celular (Mata-Lépez et al. 2020).

Pifieiro-Ramil (2020) obtuvo lineas de células madre mesenquimales (CMMs) procedentes de

médula dsea (CMMs-MOQO) de un paciente con artrosis y un donante sano con el objetivo de
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inmortalizar estas lineas celulares mediante SV40 LT. A pesar de no lograr la inmortalizacion,
Pifieiro-Ramil (2020) pudo generar retrovirus que llevaban la regién codificante temprana de
SV40 utilizando el plasmido pBABE. Estas lineas celulares sobrevivieron al antibidtico puromicina
en un periodo de diez dias, indicando que el gen de resistencia a la puromicina contenida en el
pldsmido comenzd a expresarse en las CMMs-MO transfectadas (Pifieiro-Ramil 2020). Con base
en estos resultados, Pifeiro-Ramil (2020) sélo fue capaz de evaluar la transfeccién y no la

inmortalizacion.

Asakawa et al. (2023) inmortalizaron células del ligamento periodontal provenientes de
pacientes con sindrome de Down (STPDLDS) y sanos (STPDL), usando el plasmido pBABE puro-
SV40 LT de Addgene y hTERT, para examinar la relacién entre el sindrome de Down vy la
enfermedad periodontal. Los autores reportaron una mayor expresién de DSCR-1, el cual se
encuentra en la “region critica de sindrome de Down” en el cromosoma 21 y se ha relacionado
con la ocurrencia de carcinoma (NIH, 2013) en STPDLDS en comparacion con STPD, lo cual es
consistente con la mayor expresion de dicho gen que ha sido relacionada con el sindrome de
Down. Ademds, Asakawa et al. (2022) reportaron una mayor proliferacion en los cultivos
inmortalizados en comparaciéon con los cultivos normales. Los resultados de estos estudios
sugieren que el uso de cultivos inmortalizados como modelo de estudio es una alternativa viable

para la investigacion de diversos procesos moleculares, fisioldgicos y patoldgicos.

2.2 Estrés oxidativo en mamiferos marinos y terrestres

En los 1990’s se iniciaron los estudios comparativos de los indicadores de estrés oxidativo en
mamiferos marinos y mamiferos terrestres. Se reporté mayor actividad de SOD en corazén de
foca anillada (Phoca hispida) que en corazén de cerdo (Sus scrofa), asi como una concentracion
elevada de hipoxantina (HX) y una produccién diferencial de 0,* en distintos tejidos de foca

anillada (Elsner et al., 1995; Elsner et al., 1998).

Wilhelm Filho et al. (2002) analizaron los niveles de antioxidantes en sangre en mamiferos
buceadores (manaties (Trichechus manatus manatus), elefantes marinos (Mirounga leonina),

ballenas minke comun (Balaenoptera acutorostrata), delfines rayados (Stenella clymene)) y
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mamiferos terrestres (mono (Cebus apella), hurén (Grison vittatus), mapache (Procyon
cancrivorous), oso hormiguero (Tamandua tetradactyla) y venado (Ozotocerus hesoarticus)). La
actividad de SOD, CAT, GR y GPx fue significativamente mayor en mamiferos buceadores que en
mamiferos terrestres (Wilhelm Filho et al., 2002). Esto sugiere una mayor capacidad antioxidante

en los mamiferos buceadores en comparacion con los mamiferos terrestres.

Zenteno-Savin et al. (2002) compararon los indicadores de estrés oxidativo en muestras de
corazon, musculo y rifidn de P. hispida y S. scrofa. Encontraron una mayor produccion de O;* en
tejidos de foca que de cerdo; sin embargo, el daifo oxidativo a tejidos, evaluado mediante la
cuantificacion de los niveles de acido tiobarbiturico (TBARS, un indicador de dafio oxidativo a
lipidos), no incrementé de manera proporcional. La actividad de SOD fue mayor en rifidén de cerdo
en comparacion el mismo tejido de foca anillada, y la capacidad antioxidante total fue
significativamente mayor en tejidos de foca (Zenteno-Savin et al. 2002). Ello concuerda con la
hipotesis de que los animales que bucean presentan niveles elevados de las defensas

antioxidantes.

Pine et al. (2007) analizaron la actividad de las enzimas antioxidantes GPx y CAT en células
epiteliales renales de T. truncatus (DKN1) y de S. scrofa (LLC-PK1); la actividad de CAT y GPx
fueron menores en DKN1 en comparacion con LLC-PK1, por 1.5 y 10.5 veces, respectivamente.
Los autores sugieren que las diferencias entre los tipos de células podrian estar asociadas a la
edad, ya que la muestra de T. truncatus fue extraida de un aborto espontaneo de un espécimen
en cautiverio, mientras que la muestra de S. scrofa fue de un juvenil (Pine et al., 2007). Se han
reportado cambios en las defensas antioxidantes asociadas a la edad en otras especies de

mamiferos (Carvan et al., 1994; Devi et al., 1996).

Vazquez-Medina (2007) analizé y comparé la produccion de ERO, dafio oxidativo y actividad
enzimatica antioxidante en tres especies de pinnipedos con capacidades de buceo diferentes
(foca encapuchada o de casco (Cystophora cristata), foca de arpa (Pagophilus groenlandicus) y
lobo marino de California (Zalophus californianus)). Vazquez-Medina (2007) encontré diferencias
significativas en la produccién enddgena de O;* entre especies, pero no en los indicadores de

dafio oxidativo, actividad enzimatica antioxidante o concentracién de GSH. El autor sugiere que
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tanto fdécidos como otdridos tienen un sistema antioxidante avanzado que les permite

contrarrestar los efectos de la isquemia/reperfusién asociados al buceo (Vazquez-Medina 2007).

Cantu-Medellin et al. (2011) analizaron la actividad antioxidante, produccién de 0O.*, dafio
oxidativo y niveles de glutatién (actividad de GPx, GST, GR y niveles de GSH) en tejidos (corazén,
rifidn, higado, pulmdn, cerebro y musculo) de delfin nariz de botella (Tursiops truncatus), un
buceador superficial, y cachalote pigmeo (Kogia sp), buceador de profundidad. En Kogia sp. la
produccién de O,* en todos los tejidos fue mayor en comparacidn con T. truncatus. Los autores
sugieren que estas diferencias estan relacionadas con la capacidad de buceo (corto/superficial vs

largo/profundo) de las especies estudiadas (Cantu-Medellin et al. 2011).

2.3 Estrés oxidativo e inmortalizacion celular

Hasta el momento, sélo dos estudios han utilizado cultivos celulares inmortalizados para el
analisis de indicadores de estrés oxidativo. Kinnula et al. (1994) compararon la actividad
antioxidante de células de epitelio bronquial de humano en cultivo primario y células
inmortalizadas (BEAS 2B). La linea celular inmortalizada se obtuvo mediante el uso de SV40 LT en
el Instituto Nacional del Cancer, EUA. El estudio inmunocitoquimico mostrd patrones similares
de localizacidn intracelular para superdxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD) y
catalasa entre células en cultivo primario y BEAS 2B (Kinnula et al. 1994). Con el tiempo, la
actividad de SOD dependiente de cobre y zinc (Cu,Zn-SOD) y de catalasa disminuyd en cultivos
primarios mientras que en BEAS 2B la actividad de Mn-SOD disminuyd (Kinnula et al. 1994). El
analisis bioquimico demostrd un alto grado de similitud en la actividad de catalasa y glutatién
reductasa (GR) en ambos cultivos, ademds de que la tasa de consumo exdégeno de H,0; se
mantuvo aproximadamente igual (100 y 80 nmol H,0, mg? proteina 15 min}, respectivamente),
indicando capacidad antioxidante similar (Kinnula et al. 1994). Los autores concluyeron que el
uso de lineas celulares inmortalizadas puede representar un buen modelo in vitro para la

investigacion de la actividad de las enzimas antioxidantes en células epiteliales.

Han et al. (2019) utilizaron células mesenquimales amniéticas humanas inmortalizadas (iHAM),

células epiteliales amnidticas humanas inmortalizadas (iHAE) y fibroblastos de piel humana (HSF)
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como control, para evaluar la produccién de ERO, viabilidad y morfologia celular al inducir estrés
oxidativo con rayos X y H20;. La produccién intracelular de ERO y la apoptosis se elevaron de
manera significativa en iHAM, mientras que iHAES exhibié resistencia al dafio oxidativo
relacionada a un aumento en la expresién de SOD, Nrf2, HO-1 posterior a la exposicion a rayos X
(Han et al. 2019). Los autores concluyeron que la linea celular iHAM es sensible al dafio oxidativo,
mientras que iHAES puede proveer cierto grado de proteccidn en el tejido amnidtico contra

circunstancias que favorezcan eventos de estrés oxidativo.
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3. JUSTIFICACION

El lobo marino de California esta sujeto a diversos desafios fisioldgicos derivados de su estilo de
vida, incluyendo el buceo en apnea de manera rutinaria. Estos animales han desarrollado
adaptaciones cardiovasculares, como la bradicardia y la vasoconstriccion periférica, vy
experimentan isquemia e hipoxia en sus tejidos con cada inmersidon. No obstante, los mamiferos
marinos no muestran signos de daino oxidativo en comparacion con los mamiferos terrestres.

Esto se debe en parte a los altos niveles de antioxidantes presentes en sus tejidos.

Los cultivos celulares son una alternativa valiosa para estudiar procesos fisioldgicos en animales
como el lobo marino de California. Sin embargo, tienen sus limitantes, siendo el factor tiempo
uno de los mas significativos. Sin importar el tipo de células o el medio de cultivo utilizado,
eventualmente las células entran en un estado de senescencia. El proceso de renovacion de
cultivos puede resultar tedioso, ademads puede afiadir un margen de error al intentar mantener
condiciones de cultivo consistentes. Una solucidén para garantizar la consistencia, tanto en el
material de experimentacidon como en los resultados, es utilizar células inmortalizadas. Estas
células son mas faciles de cultivar que las células extraidas para cultivos primarios, ya que
presentan un crecimiento veloz y continuo, lo que permite grandes cantidades de material de
interés para la investigacion. Entre otros, las células inmortalizadas pueden ser utilizadas para
evaluar la expresion de genes especificos, actividad enzimatica, morfologia, crecimiento,
diferenciacion celular, y otros aspectos relevantes de la fisiologia celular de especies con

adaptaciones especificas, como los mamiferos marinos.

En virtud de que, hasta donde sabemos, no hay reportes sobre los efectos de la inmortalizacion
de células en procesos de estrés oxidativo en mamiferos marinos en comparacién con mamiferos
terrestres, en este estudio abordaremos la siguiente pregunta. El inmortalizar células derivadas
de musculo esquelético de humano y lobo marino de California ¢altera los indicadores de estrés
oxidativo de tal manera que se pierden las diferencias observadas entre especies bajo

condiciones de cultivo celular primario?
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4. HIPOTESIS

La inmortalizacidn de células derivadas de musculo esquelético de humano (Homo sapiens) y lobo
marino de California (Zalophus californianus) afecta los niveles de estrés oxidativo de tal manera
gue se pierden las diferencias observadas bajo condiciones de cultivo celular primario entre

especies.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar si hay diferencias significativas entre especies en los indicadores de estrés oxidativo
antes y después de inmortalizar células derivadas de musculo esquelético de humanos (Homo

sapiens) y lobos marinos de California (Zalophus californianus).

5.2 Objetivos particulares

Establecer cultivos primarios de células derivadas de musculo esquelético de humanos y
lobos marinos de California y analizar los indicadores de estrés oxidativo bajo condiciones

basales.

e Transfectar células derivadas de musculo esquelético de Homo sapiens y Zalophus

californianus con el virus del simio 40 antigeno T grande, a partir del plasmido pBABE.

e Evaluar el efecto de la transfeccion mediante un perfil de citotoxicidad.

e Analizar los indicadores de estrés oxidativo en células derivadas de musculo esquelético

de humanos y lobos marinos de California en células en cultivo primario e inmortalizadas.

e Comparar los resultados entre tratamientos (células en cultivo primario, células

inmortalizadas) y entre especies (Homo sapiens y Zalophus californianus).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Colecta de muestras

La colecta de muestras de individuos de lobo marino de California (Zalophus californianus)
muertos se realizé en la temporada reproductiva, de mayo a julio de 2023, en la colonia Los
Islotes, en el Parque Nacional Zona Marina del Archipiélago de Espiritu Santo, Golfo de California.
En colaboracién con personal del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas del Instituto
Politécnico Nacional (IPN-CICIMAR) (permiso de colecta SPARN/DGVS/07012/23) los individuos
muertos se buscaron mediante conteos visuales con binoculares desde la embarcacién a 20
metros de la orilla (Aurioles-Gamboa y Zavala-Gonzdlez, 1994). Se buscaron animales muertos,
sin importar el estadio de madurez. Cuando se detectd posible un individuo muerto, se procedio

a desembarcar en laisla.

Se tomaron medidas morfométricas y se determind el sexo de cada individuo acuerdo con
Aurioles-Gamboa et al. (1983). Ademas, se determind el estado de descomposicién, con una
escala del 1 al 5 siguiendo la sugerencia de Pugliares et al. (2007), como se muestra a

continuacion.

1) El cadaver es recientemente muerto.

2) El caddver muestra una descomposicion leve notada por una ligera hinchazén.

3) El cadaver muestra una descomposicion moderada, exhibe hinchazén y descamacién de
la piel moderada, drganos internos intactos (excluyendo dafio post mortem); en los

machos el pene puede ser visible.

4) El cadaver muestra una descomposicidn avanzada, exhibe hinchazén y descamacion de la
piel avanzada, drganos internos irreconocibles, exposicion éseay en los machos extension

del pene.

5) El caddver se presenta como restos dseos o estd momificado.
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En los casos cuando el estado de descomposicion fue mayor a 3, no se recolectaron muestras y
se reanudé la busqueda. Por el contrario, cuando el estado de descomposicién fue menor a 3, se
procedid a la toma de muestras (Pugliares et al., 2007). Con ayuda de un bisturi previamente
esterilizado con alcohol al 80%, se recolectaron entre 3 y 5 gramos de musculo longissimus dorsi
de la regidon dorsolateral. Cuando no fue posible tomar las muestras del longissimus dorsi, se

tomé la muestra del musculo pectoralis major o pectoralis minor (Lu et al., 2000).

Las biopsias de humano se obtuvieron con ayuda del personal médico certificado del Hospital
General de Zona No. 1 de la Delegacién Baja California Sur del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS). Se extrajeron alrededor de 3 g de musculo esquelético abdominal de mujeres en
edad reproductiva (15-35 afios), sanas (sin enfermedades crdnicas), con seguimiento prenatal y
cesdrea programada. La obtencidn de estas muestras se realizé siguiendo los lineamientos éticos
establecidos por el Comité de Etica en Investigacion (CONBIOETICA-09-CEI-009-20160601) y

después de obtener el consentimiento informado de las participantes.

Para ambas especies, cada muestra se lavd con solucién salina amortiguada con fosfatos (PBS,
Gibco™) en una caja Petri. Los lavados con PBS tienen por objetivo eliminar el exceso de lipidos,
células sanguineas y bacterias que puedan acompafiar a la muestra (Mojica et al., 2015).
Posteriormente, la muestra se colocd en un tubo Falcon™ de 15 mL en medio de transporte
(medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco, F-12 de Ham (DMEM/F-12), 1X; penicilina-
estreptomicina, 10 U mL?) y se colocé en una hielera para su transporte inmediato al laboratorio
de Estrés Oxidativo del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), La Paz, Baja

California Sur, México.

6.2 Siembra y mantenimiento de cultivos celulares

Trabajando en una campana de flujo laminar difuso (Esco Class Il type A2; Esco Labculture™, E-
Series) y utilizando material previamente esterilizado (con alcohol al 80% y con exposicion a luz
UV por 10 minutos), se pasaron las muestras a cajas Petri para su diseccion y corte en fragmentos

de 0.5-1.0 mm? utilizando un bisturi (Freshney, 2010). Los restos de tejido se desecharon
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siguiendo las regulaciones de la Norma Oficial Mexicana (NOM-087-ECOL-SSA1-2002) para el

manejo de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos (RPBI) (DOF, 2003).

Los fragmentos de musculo se colocaron en cajas de cultivo tipo T de 12.5 cm? (25 mL, Falcon™)
usando pipetas Pasteur y se afiadieron 3 mL de medio de cultivo (DMEM/F-12, 1X; suero fetal
bovino (FBS, por sus siglas en inglés) o suero bovino cdsmico (CCS, por sus siglas en inglés), 12.4%;
penicilina-estreptomicina, 10 U mL?; L-glutamina-L-alanina (Glutamax), 100X; piruvato de sodio,
100 mM; acido sulfénico (HEPES), 1 M) (Rivera-Perez et al., 2021; Hernandez-Almaraz et al.,
2022). Los cultivos se incubaron por 24 h a 35 + 1°C en ambiente con CO; al 5% (v/v) (Barnstead
Lab-Line Lli CO2, Thermo Scientific™, Nueva Jersey, Estados Unidos). Al término de dicho periodo,
se afiadieron 2 mL de medio de cultivo a cada muestra, y se incubd nuevamente bajo las
condiciones previamente descritas con cambio de medio cada 72 h (Neville et al., 1997). Se hizo
un conteo celular, se monitoreé la propagacion de las células, se estimé empiricamente la
confluencia (es decir, el porcentaje de cobertura), se diferenciaron los tipos celulares presentes,
se identifico si habia contaminacién por bacterias, y se hizo una documentacion fotografica de
las células (Freshney, 2010) utilizando un microscopio invertido (Carl Zeiss Microscopy GmbH ™,
Axiovert 100, Nueva York, Estados Unidos) y el programa de computacién ZEN 2.0° (Carl Zeiss

Microscopy GmbH, 2011).

Cuando las cajas de cultivo estuvieron cerca del 100% de confluencia, se utilizé un protocolo de
tripsinizacién (Bischoff, 1974) para trasladar las células a nuevas cajas T. Se descarto el medio de
cultivo y se hizo un lavado con PBS. Posteriormente, se afadié tripsina-acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (1x) y se incubd por 5 minutos a 37°C. La tripsina hidroliza los
enlaces peptidicos de las proteinas al exterior de las células promoviendo su disgregacién
(Freshney, 2010). Se inactivd la reaccién afiadiendo medio de DMEM/F12, y las células se
recuperaron en tubos Falcon™ (15 mL). Se centrifugéd a 90 x g por 5 minutos a 25°C y el
precipitado se resuspendié en medio de cultivo. Por ultimo, se tomd la solucidn final y se repartid
en cajas de cultivo T nuevas. Los cultivos se mantuvieron en incubacién en las mismas condiciones
hasta alcanzar un 90-100% de confluencia. Se realizaron subcultivos hasta obtener un total de 12

cajas T por individuo, con una densidad de 0.8-1 x 10° células mL* en cada caja.
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6.2.1 Viabilidad celular

La densidad celular se estimé a través del método cuantitativo de viabilidad celular (Lu et al.,
2000). La viabilidad se determina bajo el principio de exclusién de captacién, basandose en el
hecho de que el colorante azul de tripano no puede difundirse a través de membranas integras
y, por lo tanto, sélo es capaz de tedir células muertas (Strober, 2001). Considerando un factor de
dilucién (FD) de 1:3, se mezclé la muestra con PBS y azul de tripano (0.4%, Gibco™). La solucion
se homogenizd y se incubd a temperatura ambiente (25°C) por 5 minutos. Se descargd en una
camara Neubauer y se cuantificaron las células en un microscopio éptico (Leica Microsystems).
El conteo de células vivas (Cy) y muertas (Cwv) en cada muestra se realizd por triplicado, dentro
de los cuadros exteriores (1 mm?), considerando Unicamente aquellas células que se encuentran
dentro de los limites del poligono (Stoddart, 2011). La viabilidad celular, expresada como

porcentaje (%Vc), se determind a partir de la ecuacién 1 (Louis y Siegel, 2007):

c, (1)
%Ve = - X 100
T

donde Cy se refiere al nUmero de células vivas y Cr al nimero de células totales. El valor de Cr se
obtiene a partir de la concentracion celular (Cc) y el volumen total (Vr en mL) de la muestra

original (ecuacion 2) (Louis y Siegel, 2011):

CT — CC X VT (2)

La concentracion celular se obtuvo a partir de la siguiente formula (ecuacion 3) (Louis y Siegel,

2011):
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c
Co = (N—V> x 10,000 X FD 3)

c

Donde Nc representa el nimero de cuadrantes contabilizados (Nc=4) y FD se refiere al factor de

dilucién.
6.3 Inmortalizacion de lineas celulares

6.3.1 Preparacion del plasmido pBABE-puro SV40LT

El plasmido pBABE-puro SV40 LT se obtuvo de Addgene (Addgene plasmid # 13970;
http://n2t.net/addgene:13970; RRID:Addgene 13970) (Zhao et al., 2003). Dicho plasmido consta
de un origen de replicacién en bacterias (ori), un gen de resistencia a ampicilina (AmpR), una 5'-
LTR, un sitio donador del splicing mutado, un gen viral gag truncado, el antigeno T, un promotor
de SV40 (SV40 ori) y el marcador de seleccién (Fig. 1) (Zhao et al., 2003). El gen de resistencia a
puromicina (puroR) expresa la enzima puromicina N-acetil transferasa, producida por la bacteria
Streptomyces alboniger, con la capacidad de otorgar resistencia a dicho antibidtico. La
puromicina inhibe el crecimiento de células eucariotas mediante el bloqueo de la sintesis de

proteinas a nivel ribosomal (80S) (Lanza et al., 2013; Pifieiro-Ramil, 2016) (Fig. 1).
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Figura 1. Plasmido pBABE-puro SV40 LT (tomado de Addgene.org)

En cajas Petri, se inoculd una colonia de bacterias DH5-a con el plasmido comercial en medio
sélido de LB (BD™ Difco™ LB Broth, Lennox, East Rutherford, NJ, EE.UU.) enriquecido con
ampicilina (50 pg mL !) a temperatura de 32-37°C por 16 a 24 h. De las cajas Petri, se separaron
colonias individuales; se realizé una segunda siembra en 5 mL de medio liquido LB enriquecido
con ampicilina (50 pg mL ) y se incubé por 24h a 37°C en una incubadora con agitacion (Pifieiro-

Ramil, 2016).

6.3.2 Extraccion y cuantificacion de ADN plasmidico

Se extrajo el ADNp con un Miniprep (Thermo Fischer Scientific™) siguiendo el protocolo del
fabricante. Esta técnica se basa en la desnaturalizacién diferencial entre el ADN plasmidico
(ADNp) y el ADN cromosémico (ADNcr). Para ello, las células se someten a lisis en condiciones
altamente alcalinas, generalmente con un pH de 12 a 12.5, utilizando dodecilsulfato de sodio
(SDS) e hidréxido de sodio (NaOH) (Ehrt & Schnappinger, 2003). Esto provoca la desnaturalizacion
de las moléculas de ADN. Luego se agrega acetato de sodio para finalizar la reaccién, lo cual

permite que el ADNp se renaturalice y permanezca soluble, mientras que el ADNcr se precipita
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junto con los complejos SDS-proteinas; este ultimo se elimina mediante centrifugacion (Wright

et al., 2001).

Se tomaron 1.5 mL de cultivo liquido LB y se centrifugd 3900 x g por 2 minutos. Se removi6 el
sobrenadante y se resuspendid el precipitado en 150 pL en solucién amortiguadora a 4°C (glucosa
50mM; EDTA 10mM; Tris 25mM, pH 8.0; lisozima 4mg mL1). Se afiadieron 20 pL de ARNasa por
tubo, y se mezcld al vértex. Después, se afiadieron 300 pL de solucidn desnaturalizante (0.2 N
NaOH; 1% SDS) y se mezclé suavemente hasta que el contenido del microtubo fue visible. Se
incubd la solucidon a temperatura ambiente por 5 min y se afadieron 225 plL de soluciéon
renaturalizante (120 mL acetato de potasio5M; 23 mL acido acético glacial y 57 mL dH,0) a cada
tubo a 4°C (addgene.org, 2023). Se mezcld y se incubd por 5 min a -20°C. Posteriormente, se
centrifugd por 10 minutos a 12,000 x g. En este punto se forma un precipitado blanco que
corresponde a las proteinas y ADN gendmico (Wright et al., 2001). Se recuperd el sobrenadante
en tubos nuevos con 700 plL de isopropanol y 10% de acetato de sodio 3 M pH 5.2, se mezcld al
vortex y se incubd a -80°C por 30 min. Luego se centrifugd nuevamente bajo las condiciones
previamente descritas. Se decanto el sobrenadante y se afiadieron 500 uL de etanol al 70%. Se
centrifugd de nuevo por 2 min, se decantd nuevamente y se secé la pastilla resultante a 40°C en
un bloque térmico (termoblock, DLab Scientific Co., China). Por ultimo, se resuspendié el ADN
seco en solucion amortiguadora TE o agua estéril (10mM Tris-HCl ph 8, 0.1 mM EDTA) y se

almacend a 4°C hasta su uso.

Para evaluar la calidad de la extraccidn, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% en
buffer TBE 1X. La cuantificacidn se llevé a cabo en un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific™, MA,

EE.UU.).

6.4 Transfeccion de células derivadas de musculo esquelético con plasmido y perfil de
citotoxicidad

La transfeccidn se realizé de acuerdo con los métodos de Addgene (2023) (Fig. 2), en cultivos en
pase 3 con confluencia del 50-70% (~200,000 células) en cajas T de 12.5cm?. En el primer ensayo
se probaron distintas concentraciones de ADN, encontrando la mejor eficiencia de transfeccién

a 7.5 ug mL. En un tubo eppendorf, se diluyeron 7.5 pug de ADN del pldsmido pBABE-puro SV40
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LT en Xfect Reaction Buffer (Xfect™ Transfection Reagent kit, Takara Bio, U.S.A.), y se aifadié 1.5
uL de polimero Xfect, procurando un volumen final de 100 uL por réplica. Se agité en vértex por
10 segundos a velocidad alta y se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos. Luego se
agregaron 100 pL complementando con 900 pL de medio de alimentacion. Se incubd a 37°C por
al menos 4 h. Posteriormente, se elimind totalmente el complejo de nanoparticulas Xfect-DNA
en el medio de cultivo, y se afiadieron 5 mL de medio de cultivo. Después de 48-72 h, se llevd a

cabo la validacion de la transfeccion.

E. coli 2 E. coli
DHa DHa Extraccion de ADNp
Q)
— i : Lt} %,
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Validar transfeccion Se'IeCCIonaf células
con puromicina inmortalizadas

Figura 2. Esquema de la metodologia aplicada para la transfeccion en células musculares de
mamiferos a partir de pldsmido comercial pBABE-puro (Addgene) (creado con BioRender.com).

Se confirmd el éxito de lainmortalizacidon con un ensayo de citotoxicidad con puromicina (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Para ello, se realizé6 una curva de supervivencia celular en
respuesta a la exposicion a dicho antibidtico previo a la transfeccion siguiendo el protocolo de
Sigma Aldrich (2023) (Fig. 3). En cajas T de 12.5 cm? se sembraron aproximadamente 2 x 10°
células por caja con medio sin antibiotico. A las 48 h de la siembra, se aplic el tratamiento con
puromicina en concentraciones previamente definidas (Anexo 1). Se monitored cada 24 h a
través de un microscopio por 11 dias, con recambios cada 48 h. En los dias 5, 7 y 11 se determind

la viabilidad celular siguiendo el protocolo descrito en la seccién 6.2.1. Con los resultados de este
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ensayo, se aplico el tratamiento a las células que fueron tratadas con SV40 LT. Las células que
hayan sido transfectadas sobrevivirdn al ensayo y con ellas se establece una linea celular
inmortalizada de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccidon 6.2. Se almacend la
biomasa a -80°C hasta su andlisis para cuantificar los indicadores de estrés oxidativo (Sigma

Aldrich, 2023).

Recambio y Andlisis de viabilidad
Siembra monitoreo celular
Dia 2 Dia 6
Monitoreo Dia5 Monitoreo Dia 10

2 Dia4 . Dia8y9

Dia3 Monitoreo Dia7 Monitoreo
ol e Andlisis de Andlisis de viabilidad
viabilidad celular

celular

s gt g g g

0 pgmL?’ 0.25 ug mL" 0.5ugmL? 0.75 pgmL™ 1ugmL? 2.5 uygmL™’

Figura 3. Esquema del protocolo experimental para evaluar la supervivencia celular en respuesta
a la incubaciéon con diferentes concentraciones de puromicina. El proceso comienza con la
siembra de las células el Dia 0. En el Dia 1, se aplican tratamientos con cinco concentraciones
diferentes de puromicina, desde 0 ug mL" hasta 2.5 ug mL™. Los dias 2, 3, 5, 6, 7 estan dedicados
al recambio y monitoreo de las células; y los dias 5, 7 y 10 se analiza la viabilidad celular.

6.5 Analisis de indicadores de estrés oxidativo

6.5.1 Produccidn de radical superdxido en células derivadas de musculo esquelético de Homo
sapiens y Zalophus californianus

La tasa de produccion de O, enddgeno se evalia como indicador de la capacidad del tejido para
producir ERO (Drossos et al., 1995; Zenteno-Savin et al., 2002). La tasa de produccion de 0,° se
cuantifica mediante espectrofotometria durante la reduccion del ferricitocromo c en un intervalo
de tiempo fijo, de acuerdo con los métodos de Markert et al. (1984) y Drossos et al. (1995). A
cada muestra se agregd solucion amortiguadora de Krebs (cloruro de sodio (118 mM), cloruro de
potasio (4.7 mM), sulfato de magnesio (12 mM), fosfato de sodio monobasico (13.83 mM),

carbonato de sodio (1.9 mM), glucosa (0.2%), agua destilada) y se mezclé al vortex (VWR
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Scientific, Radnor, PA, EE. UU.). Se agregé citocromo C (15 puM) a cada muestra y se mezclé con
el vortex para iniciar la reaccién. Las muestras se colocaron en un bafio de agua (Polyscience,
Niles, IL, EE. UU.) a 37°C durante 15 minutos. Después se colocaron en agua con hielo y se afiadio
N-etilmaleimida (3 mM) para terminar la reaccidn. Las muestras se mezclaron con el vortex y se
centrifugaron a 500 x g a 4°C durante 5 minutos. Posteriormente, se transfirieron 250 pL de cada
muestra a una microplaca y se leyé la absorbancia a 550 nm en un lector de microplaca (Corning
Incorporated, Corning, NY, EE. UU). Para cada muestra se prepard un blanco; para ello, se
descartd el sobrenadante, se afiadié buffer de Krebs, N-etilmaleimida y citocromo C al
precipitado y se mezclé al vortex. Cada tubo eppendorf se incubd y se centrifugd de acuerdo con
lo previamente descrito. La absorbancia a una longitud de onda de 550 nm se usa para
determinar la tasa de produccién de O;". Los resultados se expresan en nanomoles de 0" por

miligramo de proteina por minuto.

6.5.2 Daiio oxidativo en células derivadas de musculo esquelético de Homo sapiens y Zalophus
californianus

La peroxidacion lipidica se mide como indicador del dano oxidativo inducido por ERO,
cuantificando el contenido de sustancias reactivas de acido tiobarbiturico (TBARS) mediante los
métodos modificados de Persky et al. (2000). Las muestras se homogenizaron en solucidn salina
(0.9%) y se centrifugaron a 2,000 x g por 10 min a 4°C. Se incubd en un bafio de agua por 15
minutos a 37°C. Luego los tubos se colocaron en agua con hielo. Se agregé acido tricloroacético
(TCA), acido clorhidrico al 20% y acido tiobarbiturico (TBA) al 1% a cada tubo y se mezclé al vortex.
Se incubd durante 10 minutos en bano de agua a 90°C (Precision, Thermo Scientific, Waltham,
MA, EE. UU.). Posteriormente, todos los tubos ser colocaron en agua con hielo, luego se
centrifugaron durante 15 minutos a 1500 x g a 4°C. La absorbancia de los sobrenadantes se leyd
a una longitud de onda entre 532-535 nm en un lector de microplaca; a partir de una curva
estandar (0 a 5 nmol 250 pL?) de malondialdehido bis-(dietilacetal) se obtuvo la concentracion
de TBARS para cada muestra. Los resultados se expresan en nanomoles de sustancias reactivas

al acido tiobarbiturico por miligramo de proteina.

El dafo oxidativo a proteinas se mide mediante el método modificado de Levine et al. (1990). A

cada muestra se le afiadié 1 mL de acido sulfosalicilico al 5% y se mezclé al vortex. Los contenidos
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se dividieron en cuatro partes iguales, con la finalidad de tratar dos tubos como “muestra” y los
otros dos como “blanco”. Estos se centrifugan a 350 x g durante 10 minutos a 4°C. Se descartd el
sobrenadante y a los tubos “muestra” se afiadié dinitrofenil hidrazina (DNPH 10 mM) mientras
gue a los “blancos” se les agregd acido clorhidrico (HCl 2.5 M; Fermont, Monterrey, SA, MX).
Posteriormente, los tubos se cubrieron para proteger de la luz, y se mezclaron al vortex por 5
segundos cada 15 minutos durante una hora. Finalizado dicho periodo, se agregd TCA al 20% a
cada tubo y se incubd en agua fria por 10 minutos; posteriormente, se centrifugd a 350 x g
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se descarté el sobrenadante y se lavo la solucidn
con etanol:acetato de etilo (1:1; J. T. Baker, Phillipsburg, N. J., EE. UU.). Se centrifugd nuevamente
en las condiciones previamente descritas y se afadié clorato de guanidina (6 M). Se mezclé al
vortex y se incubé en bafo de agua a 37°C por 15 minutos. Por ultimo, se centrifugd de nuevo y
se utilizaron los sobrenadantes para la lectura de las absorbancias en microplaca para muestras
y blancos a 340 y 405 nm, respectivamente. Se registré la absorbancia maxima y se utilizo el
promedio de cada muestra para el cdlculo de la concentracidon de carbonilos proteicos. La

concentracion de carbonilos proteicos se expresa en micromoles por miligramo de proteina.

6.5.3 Defensas antioxidantes en células derivadas de musculo esqueléticos de Homo sapiens y
Zalophus californianus

Previo a la determinacidn de la actividad de las enzimas antioxidantes y para homogenizar cada
muestra, se agregd solucion amortiguadora de fosfato (50 mM, pH 7.5) usando fluoruro de
metilfenilsulfonilo (PMSF 1 mM) como inhibidor de proteasas. Luego se centrifugd 1600 x g por
20 minutos a 4°C. El sobrenadante se utilizd en los analisis posteriores. La actividad enzimatica

se expresa en unidades (U) o miliunidades (mU) por miligramo de proteina.

La actividad de superdxido dismutasa (SOD; E.C. 1.15.1.1) se determiné siguiendo la metodologia
descrita por Suzuki (2000). Este método se basa en la capacidad de SOD de inhibir la produccion
de 0%, producto de la interaccidon entre xantina y xantina oxidasa (XO) (como generador
constante de 0;") con nitroazul de tetrazolio (NBT), produciendo formazan (Suzuki, 2000). Cada
muestra (10 pL) se mezclé con solucidn de trabajo (solucién amortiguadora de carbonato de

sodio (50 mM), xantina (100 uM), NBT (0.25 mM), EDTA (1 mM) y XO (0.1 unidades)). Se



29

prepararon blancos remplazando la muestra con solucién de trabajo. El cambio en absorbancia
se mide usando un lector de microplaca a 240 nm cada minuto durante cinco minutos. Una
unidad de actividad de SOD se define como la cantidad de SOD necesaria para inhibir el 50% de

la reaccion entre O2* y NBT.

La actividad de catalasa (CAT; E.C. 1.11.1.6) se determind siguiendo el método de Aebi (1984)
midiendo el decremento en la concentracién de peréxido de hidrégeno (H20z). En cubetas de
cuarzo (VWR Spectrophotometry Cell, Radnor, PA, EE. UU.) se mezclaron 10 plL de cada muestra
y 1.5 mL de solucién de trabajo (solucién amortiguadora de fosfato 0.1 M, H,0, 20 mM) por
triplicado. La absorbancia se leyé a 240 nm (DU 800, Beckman Coulter, Brea, CA, EE. UU.) cada
15 segundos durante 180 segundos en un lector de microplaca. Una unidad de actividad de esta

enzima se define como la cantidad de CAT necesaria para reducir 1 umol de H,0 por minuto.

La actividad de glutatién peroxidasa (GPx; E.C. 1.11.1.9) se determind segun el método de Flohé
y Gilnzler (1984). La reaccién se basa en la disminucion de NADPH al mantener constantes los
niveles de GSH. Se mezclaron 10 uL de muestra, solucién amortiguadora de fosfato de potasio
(500 mM), EDTA (50 mM), azida de sodio (20 mM), glutatidn reductasa (GR) (15 U mL™), NADPH
(1.5 mM), GSH (250 mM) y H20; (10 mM H>03). El blanco se preparé sustituyendo la muestra por
soluciéon amortiguadora. Se registré la absorbancia a 340 nm cada minuto durante 5 minutos en
un lector de microplaca. Una unidad de actividad se define como la cantidad de GPx necesaria

para causar la oxidacion de 1.0 umol de GSH y formar glutation disulfuro (GSSG) por minuto.

La actividad de glutation reductasa (GR; E.C. 1.8.1.7.) se determind siguiendo la metodologia de
Goldberg y Spooner (1987). La reaccidn se basa en la oxidacion de NADPH, lo que resulta en una
disminucion de la absorbancia a 340 nm. Se mezclaron 10 pL de muestra, amortiguador de
fosfato de potasio (500 mM), EDTA (50 mM), NADPH (2 mM) y GSSG (10 mM), y se preparé un
blanco sustituyendo la muestra por solucion amortiguadora. El cambio en la absorbancia a 340
nm se registro cada minuto por 5 minutos en un lector de microplaca. Una unidad de actividad
de esta enzima se define como la cantidad de GR necesaria para reducir 1.0 pumol de GSSG a GSH

por minuto.
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La actividad de glutation S-transferasa (GST; E.C. 4.4.1.34.) se determiné con el monitoreo de la
formacidn de tioéter glutatién dinitrobenceno, producto de la unién del GSH con 1-cloro 2, 4-
dinitrobenceno (CDNB), con base en el método descrito por Habig y Jakoby (1981). Se afiadieron
10 pL de muestra, solucion amortiguadora de fosfato (0.1 M), GSH (10 mM), EDTA (60 mM) y
CDNB (10 mM). El cambio en la absorbancia a 340 nm se registrd en un lector de microplaca cada
minuto durante cinco minutos. Una unidad de actividad de esta enzima se define como la

cantidad de GST necesaria para catalizar la conjugacidn de 1 umol de CDNB por minuto.

6.5.4 Proteinas totales

Para estandarizar los resultados, se cuantificod la concentracion de las proteinas solubles en las
muestras, siguiendo el método descrito por Bradford (1976), utilizando albumina bovina como
estandar. A partir de una solucién de albumina en agua destilada, se prepardé una curva estandar
en concentraciones de 0.005 a 0.2 mg mL™. Las muestras se diluyeron 1:20 con solucién de
homogenizacién (solucion amortiguadora de fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.5; EDTA 60 mM;
Fermont, Monterrey, SA, MX. (50 mM) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF 1 mM)). Luego se
diluyé 1:50 con agua destilada. Se afiadié colorante azul de Coomassie (Bio-Rad, Hercules, CA,
EE. UU.) a la muestra o estandar. Se mezcld con el vortex y se incubd por 15 min. Se leyeron las
absorbancias a 590 nm en un lector de microplaca. A partir de la curva estandar y usando la
ecuacién para linea recta y = mx + b (donde x = concentraciéon de albimina, y = absorbancia
promedio), se determind la concentracién de proteinas solubles en cada muestra. La

concentracion de proteinas totales se expresa en microgramos por mililitro.

6.6 Analisis estadistico

Para analizar la normalidad y homogeneidad de la varianza en los datos se aplicaron pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y de Levene, respectivamente (Zar, 1999; Garson, 2012). Dado que los
datos no cumplieron con los supuestos de normalidad, se utilizé la prueba Wilcoxon seguida de
una U de Mann-Whitney (Zar, 1999). Todos los andlisis se realizaron con el paquete R 4.3.3y la

significancia estadistica se estableci6 a p<0.05.
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7. RESULTADOS

7. 1 Establecimiento de cultivos celulares primarios

En total se obtuvieron 7 muestras bioldgicas de 3 especimenes de lobo marino de California. Se
levantaron 5 cultivos primarios a partir de las biopsias de longissimus dorsi de lobo marino de
California (Fig. 4A). Las células satélite fueron visibles al mes de la siembra, con una morfologia
esférica y un color luminoso, usualmente flotando en el medio (Fig. 4A y B). Dichas células se
replicaron y se subcultivaron hasta pase 5. Los mioblastos se distinguieron por su forma fusiforme
y su capacidad de fusién para formar miocitos multinucleados. Los cultivos secundarios
alcanzaron una confluencia >80% en aproximadamente una semana (Fig. 4C y D). Las células

musculares en pases 3 a 5 se emplearon para los bioensayos.

° P

Figura 4. Fotografias del cultivo primario de células derivadas de musculo esquelético de lobo
marino de California (Zalophus californianus) en condiciones control. A) Cultivo primario a un
mes desde la siembra con tejido (T) visible, 10X); B) células derivadas de musculo esquelético en
pase 3 donde se aprecian células musculares (CM) con nucleos (N) bien formados, células satélite
(CS) y células diferenciandose (CD), observacion a 20X; C) cultivo a 70% de confluencia, 10X; D)
cultivo a 100% de confluencia, a 10X.
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Se obtuvieron 3 muestras de tejido de musculo esquelético humano, a partir de las cuales se
levanto el cultivo primario (Fig. 5). Las células satélite fueron visibles una semana después de la
siembra, mostrando una morfologia similar a la observada en el lobo marino de California. Las
células musculares se identificaron por su forma fusiforme y alargada una vez adheridas. Al igual
gue en los cultivos de lobo marino, las células humanas fueron subcultivadas hasta el pase 5, y
se utilizaron células en los pases 3 a 5 para bioensayos (Fig. 5). A diferencia del lobo marino, las
células derivadas de musculo esquelético de humano alcanzaron una confluencia >80% en

aproximadamente 5 dias.

Figura 5. Fotografias del cultivo primario de células derivadas de musculo esquelético de humano
(Homo sapiens) en condiciones control. A) Cultivo primario a las dos semanas desde la siembra,
observacion a 10X); B) células musculares en pase 1, confluencia de 25%, observacién a 10X; C)
cultivo en pase 1, a 60% de confluencia, 10X; D) cultivo en pase 3, a 100% de confluencia,
observacion a 10X.
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7.2 Extraccion de ADN plasmidico pBABE

Luego de cultivar en 3 placas Petri, y 5 réplicas en cultivo liquido, se obtuvieron 10 muestras que
se usaron para estimar la relacion de cuanto material se requiere cultivar para extraer la cantidad
de ADN plasmidico que se necesita para la transfeccién. Usando un Nanodrop, se cuantificaron
las concentraciones y las tasas de absorbancia a las longitudes de onda (260/280 nm y 260/230
nm) que se utilizan como indicadores de pureza (Conde-Guerrero, 2019). Una muestra se
desechd por contaminacidén. A excepcién de la relacion de absorbancias 260/280 nm en la
muestra 4 (1.66), los demas valores de tasas indican extraccidn y pureza éptimas. Las muestras

cuya relacion de absorbancias indicé contaminacidn no fueron utilizadas en la transfeccion.

Tabla 1. Concentraciones y tasas de absorbancia de las extracciones de ADN plasmidico con SV40
LT. Las concentraciones se midieron en microgramos por mililitro (ug mL?). Las tasas de
absorbancia se midieron a longitudes de onda de 260/280 nm y 260/230 nm, que son
comunmente utilizadas para evaluar la pureza del ADN. La relaciéon de absorbancia ideal para
sugerir pureza en el ADN extraido es ~1.8. El valor marcado con un asterisco (*) indica una posible
contaminacion; esta muestra no fue usada en la transfeccion.

Muestra Concentracion 260/280 nm 260/230 nm
(ng mL?)
1 453.4 1.93 2.22
2 514.5 1.89 2.24
3 597.5 1.95 2.08
4 4297.6 1.66* 1.81
5 2494.7 2.11 2.27
6 737.4 1.92 2.18
7 5689.4 1.88 2.05
8 531.1 1.92 2.02
9 348.9 1.92 2.04
10 1257.3 1.98 2.24
11 1599.6 1.95 2.31
12 2217.6 1.94 2.13
13 1706.6 1.95 2.26
14 1474.4 1.97 2.31

=
(6,

2339.5 2.02 2.35
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7.3 Prueba de citotoxicidad con puromicina

7.3.1 Lobo marino de California

Para hacer las pruebas de citotoxicidad, las células derivadas de musculo esquelético de lobo
marino de California se expusieron a 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1y 2.5 pg puromicina mL™ por triplicado,
en cajas T (12.5 cm?). Se evalué la confluencia de los cultivos por 12 dias, y se estimé la viabilidad
celular en los dias 6,9y 12. A concentraciones elevadas (1y 2.5 pg mL?! puromicina), las células
comenzaron a perder su forma y tamafio desde las 24h de exposicién (Fig. 6). Entre el sexto y
noveno dia, a 0.25 pg puromicina mL? la confluencia se mantuvo por arriba del 50%, mientras
que a 0.5 pg puromicina mL? la confluencia se estimd alrededor de 10% (Fig. 7A y 7B). No se
detectaron células viables a partir del sexto dia en concentraciones de 1 pg mL* o mayores (Fig.
8; Tabla 2).). Por lo anterior, se selecciond la dosis de 1 pg puromicina mL?* de por un periodo de

6 a 10 dias para distinguir a las células transfectadas.

Figura 6. Microfotografia del cultivo primario de células derivadas de musculo esquelético de
lobo marino de California (Zalophus californianus) expuesto a 0.5 pg puromicina mL™.
Observacién a 40X. CS, célula satélite; CA, células en aparente proceso de apoptosis.
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Noveno dia

w4 ¢ h
I A% N, : 3
Figura 7. Fotografias del cultivo primario de células derivadas de musculo esquelético de lobo
marino de California (Zalophus californianus). Observaciones a los 6 y 9 dias de exposicidn a
puromicina. A) Control (sin puromicina); B) 0.25 pug puromicina mL!; C) 0.5 pg puromicina mL®; D)

0.75 pg puromicina mL™. Observacién a 10X.
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Figura 8. (A) Viabilidad celular y (B) confluencia del cultivo primario de células derivadas de
musculo esquelético de lobo marino de California (Zalophus californianus) tras la exposicién a
diferentes concentraciones de puromicina durante 12 dias. La letra K después de la cifra
representa miles.
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Tabla 2. Numero de células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California
(Zalophus californianus) viables después de la exposicién a distintas concentraciones de
puromicina por 12 dias. Los resultados se presentan como promedio * desviacién estandar.

Dosis Sexto dia Noveno Doceavo dia
(ng mL?) Dia
0 993750 +10606 346875188609 37812.5+16844
0.25 312500 + 88388.3 91458.3 + 65757.2 2604.1 + 2352.4
0.5 18750 £+ 0 5625 + 6495.1 4687.5 + 1875
0.75 7500 + 0 2812.5 + 3590 1875 + 2650
1 0 0 0
2.5 0 0 0

7.3.2 Humano

Para hacer las pruebas de citotoxicidad, las células derivadas de musculo esquelético de humanos
se expusieron a 0, 0.25, 0.5y 1 pg puromicina mL? por triplicado, en cajas T (12.5 cm?). Se evalué
la confluencia de los cultivos por 11 dias, y se estimé la viabilidad celular en los dias 4, 7 y 11 de
exposicion. Se observé una leve disminucién en la confluencia a las 24 h de exposicion en todas
las concentraciones de puromicina (Fig. 9). A partir del tercer dia, la confluencia observada en los
cultivos sometidos a 1 pg puromicina mL™? bajé un 35% (Fig. 9 y 11); es decir, un tercio de la

confluencia observada en los cultivos primarios mantenidos bajo condiciones control.
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Figura 9. Fotografias del cultivo primario de células derivadas de musculo esquelético de humano
(Homo sapiens). Observaciones a los 0, 1 y 3 dias de exposicion a A) 0.25 ug puromicina mL! B)
0.5 pug puromicina mL!, y C)1 ug puromicina mL! puromicina. Observacion a 10X

Para el cuarto dia de exposicion, la viabilidad estimada de los cultivos de células derivadas de
musculo esquelético de humano expuestos a 1 pug puromicina mL? correspondié al 1% en
comparacion con las condiciones control (Tabla 3). En las concentraciones mas bajas (0.25y 0.5
ug puromicina mL?) la confluencia se mantuvo por arriba del 50% (Fig. 10 y 11). Del séptimo dia
al término del bioensayo (dia 7), la confluencia observada en los cultivos expuestos a 0.25 ug
puromicina mL! aumentd gradualmente, igualando a los cultivos mantenidos en condiciones
control para el final del bioensayo. Por el contrario, a 0.5 pg puromicina mL? la confluencia
disminuyd gradualmente, hasta llegar a un 20% al undécimo dia (Fig. 11). A partir del séptimo
dia, no se detectaron células viables a 1 pg puromicina mL? (Fig. 11y Tabla 3). Por estas razones,
se selecciond la dosis de 1 ug mL* de puromicina por un periodo de 7 a 10 dias para detectar las

células transfectadas.
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humano (Homo sapiens) Observaciones a los 4, 7 y 11 dias de exposiciéon a A) 0 ug puromicina
mL%; B) 0.25 pg puromicina mL'; C)0.5 ug puromicina mL?; D) 1 ug mL puromicina. Observacion

a 10X.
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Figura 11. (A) Viabilidad celular y (B) confluencia del cultivo primario de células derivadas de
musculo esquelético de humano (Homo sapiens) expuestas a diferentes concentraciones de
puromicina por 11 dias. La letra K después de la cifra representa miles.
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Tabla 3. Numero de células derivadas de musculo esquelético de humano (Homo sapiens) viables
expuestas a distintas concentraciones de puromicina por 11 dias. Los resultados se presentan
como promedio + desviacidn estandar.

Dosis Cuarto dia Séptimo dia Onceavo dia
(ng mL?)

0 553125 + 306929 612500+ 27195 612500 £ 76569
0.25 409375 + 211240.1 543750 +321049.7 543750 + 43879.2
0.5 392812.5 £219332.2 251250 + 125573.6 251250 £ 20625

1 8437.5 £7098.6 0 0

7.4 Transfeccidn de células derivadas de musculo esquelético

7.4.1 Lobo marino de California

Para establecer una linea celular inmortalizada de células derivadas de musculo esquelético de
lobo marino de California, se llevé a cabo la transfeccién en 12 réplicas (cajas T 12.5 cm?) a una
concentracion de 7.5 pug ADNp mL™. Los cultivos resultantes fueron sometidos por 10 dias a 1 pg
puromicina mL™2. Luego de este periodo, se alimentaron los cultivos transfectados con medio de
alimentacidon completo y fueron subcultivados a la semana del término del bioensayo con
puromicina (Fig. 12). Posteriormente, se llevé a cabo mantenimiento basico del cultivo, llegando
a un 65% de confluencia a las dos semanas del término de la exposicidon a puromicina (14 dias)
(Fig. 13A). Este nivel de confluencia se mantuvo por aproximadamente 10 dias (24 dias después
de la exposicién a puromicina) con la aparicion de posibles cimulos de células satélites y desecho
celular (Fig. 13B). La confluencia decayé a menos de 50% en sélo 3 dias (27 dias desde el
bioensayo con puromicina). Se congelé la mitad de la biomasa restante (1.17 x 10°% + 1.16 x 10°

células) a -80°C, el resto fue repartido en 8 cajas T (25 cm?).
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Figura 12. A) Células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California (Zalophus
californianus) transfectadas y en el Gltimo dia de exposicion a 1 pg puromicina mL™. B) Células
derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California transfectadas y a los 7 dias de
mantenimiento después de exposicion a 1 pg puromicina mL™. Observacién a 10X.
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Figura 13. A) Células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California (Zalophus
californianus) transfectadas, dos semanas (14 dias) posterior a la exposiciéon a 1 yug puromicina
mL; se observa confluencia al 65%. B) Células derivadas de musculo esquelético de lobo marino
de California transfectadas, tres semanas (21 dias) posterior a la exposicién a 1 pug puromicina
mL %, la confluencia se mantuvo a 65%. C) Células derivadas de musculo esquelético de lobo
marino de California transfectadas 24 dias posterior a la exposicion a 1 ug puromicina mL %; se
observa disminucion de la confluencia a 40%. Observacion a 10X.

A partir de este punto, es decir, 28 dias después de terminado el bioensayo con puromicina, el
cultivo de células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California transfectadas
presentd un crecimiento lento y se observaron anomalias morfoldgicas y desecho celular (Fig.
14). Ademas, se percibieron células con estructuras que aparentemente corresponden a

micronucleos o vesiculas (Fig. 14C). Estas células mantuvieron una confluencia baja (en promedio
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de 10%) por aproximadamente dos semanas (42 dias desde la exposicién con puromicina). Para
eliminar el desecho celular se hicieron lavados con PBS en cada recambio. Subsecuentemente, la
confluencia del cultivo de células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California
transfectadas disminuyd significativamente (Fig. 15). A los 50 dias de haber terminado la
exposiciéon con puromicina, se estimé <1% de confluencia en las células derivadas de musculo
esquelético transfectadas (Fig. 15B). Las células que permanecieron adheridas presentaron
formacién de cuerpos extrafios (Fig. 16); la produccion de desecho celular se mantuvo. Se

congeld lo restante de células (~15,000 células) a -80°C para su posterior andlisis.

Figura 14. Células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California (Zalophus
californianus) transfectadas a 42 dias de haber terminado la exposicion con puromicina. A)
Confluencia < 10%; observacién a 10X. B) Aparente desecho celular (DC); observacién a 20X. C)
Cuerpos extrafios o micronucleos (M); observacién a 40X.
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Figura 15. A) Células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California (Zalophus
californianus) transfectadas a 47 dias del término de la exposicion a puromicina. B) Cultivo 3 dias
después de la foto anterior (50 dias desde la exposicién a puromicina). Observacion a 10X.
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Figura 16. Células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California (Zalophus
californinus) transfectadas. M, cuerpos extrafios o micronucleos; DC, desecho celular.
Observacién a 40X.

7.4.2 Humano

Se llevaron a cabo 2 ensayos de transfeccion en células derivadas de musculo esquelético de
humano. En el primero, 12 réplicas (cajas T 12.5 cm?) fueron transfectadas a una concentracion
de 7.5 ug ADNp mL? y expuestas a 1 ug puromicina mL! por 7 dias. A lo largo de este periodo, la
confluencia en los cultivos transfectados decayd, con menos de 1% de células sobrevivientes al
final del tratamiento (Fig 17). En el segundo ensayo, se utilizaron 15 réplicas con la misma
concentracion de ADNp. Por 7 dias las células derivadas de musculo esquelético de humano
transfectadas se expusieron a dos concentraciones; 7 réplicas a 0.75 pg puromicina mL?! y las
restantes 8 a 1 ug puromicina mL™. Antes de la exposicidn a puromicina, se observaron anomalias
morfoldgicas como debris celular en el medio, la apariencia de rupturas en el citoplasma de las
células y una disminucidn en confluencia respecto al dia que se llevé a cabo la transfeccién (Fig.
18 y 19). Durante el tratamiento con puromicina, estas caracteristicas persistieron, y la
confluencia fue inferior al 1% para el final del ensayo (Fig. 18E). De todas las réplicas, sélo una,
tratada con 1 ug puromicina mL?, tuvo un parche de células que sobrevivid, las restantes tuvieron
el mismo comportamiento que el ensayo anterior. Las células transfectadas siguen en
mantenimiento; sin embargo, la biomasa hasta el momento sigue siendo baja, con una

confluencia de menos del 1% (Fig. 18F).
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Figura 17. Células derivadas de musculo esquelético de humano (Homo sapiens) en el primer
ensayo de transfeccion. A) Previo a la exposicion a puromicina; B) 1 dia después de la exposicion
a 1 pg puromicina mLt; C) 5 dias después de la exposicion a 1 ug puromicina mL*. Observaciones
a 10X.

S5

Figura 18. Células derivadas de musculo esquelético de humano (Homo sapiens) en el segundo
ensayo de transfeccién. A) Dia de la transfeccion, 10X; B) Antes del tratamiento con puromicina
y posterior a la transfeccidn, las flechas marcan las células con la apariencia de rupturas en
citoplasma, 10x; C) Antes del tratamiento con puromicina y posterior a la transfeccién, 40X; D)
Cultivo en el tercer dia de exposicion a 1 ug puromicina mL?, 10X; E) Cultivo en el séptimo dia de
exposicion a 1 pug puromicina mL?, 10X; F) 20 dias posteriores al tratamiento con puromicina. M,
cuerpos extrafios o micronucleos, R, apariencia de ruptura en el citoplasma.
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ensayo de transfeccidn. Antes del tratamiento con puromicina y posterior a la transfeccién. A)
10x, 10X; B) 20X. DC, debris celular, R, apariencia de rupturas en el citoplasma.

7.5 Andlisis de los indicadores de estrés oxidativo en células derivadas de musculo esquelético
de lobo marino de California (Zalophus californianus)

7.5.1 Produccion de O;* y dafo oxidativo

La produccion de O,* en células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California
(Zalophus californianus) bajo condiciones control fue en promedio 0.1986 + 0.145798 pumoles mg’
! de proteina min'. No se encontraron diferencias significativas al comparar estos datos con
aquellos obtenidos en las células transfectadas con SV40 LT (0.4108 + 0.2187 umoles 0,* mg?
de proteina min'; Mann Whitney-Wilcoxon, W=11, p =0.09) (Fig. 20A). El dafio oxidativo a lipidos,
cuantificado como los niveles de TBARS, estuvo por debajo del limite de deteccidn, tanto en las
células mantenidas bajo condiciones control como en las células transfectadas. En contraste, la
concentracion de carbonilos proteicos, indicador de dafio oxidativo a proteinas, fue 3.9 veces
mayor en células transfectadas (37961.94 + 10139.84 umoles mg™* de proteina) que en aquellas
mantenidas en condiciones control (10453.69 *+ 4589.89 umoles mg* de proteina) (prueba de

Mann Whitney-Wilcoxon, W= 0, p =0.00066) (Fig. 20B).
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Figura 20. A) Produccién de radical superdxido (02", umoles mg?! de proteina min!) y B)
concentracion de carbonilos proteicos (umoles mg! de proteina) en células derivadas de musculo
esquelético de lobo marino de California (Zalophus californianus) mantenidas en condiciones
control y después de ser transfectadas con SV40 LT. Los datos se presentan como promedio +
error estandar. *Denota diferencias significativas (p<0.05).

7.5.2 Defensas antioxidantes

Los resultados de la actividad de las enzimas antioxidantes en células derivadas de musculo
esquelético de lobo marino de California mantenidas bajo condiciones control y después de ser
transfectadas se muestran en la figura 21 y tabla 4. La actividad de SOD fue 2. 3 veces mayor
(prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon, W=7, p= 0.027) y la actividad de GST fue 6.1 veces mayor
(prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon, W=7, p = 0.027) en células transfectadas que en células
mantenidas bajo condiciones control. En cambio, la actividad de CAT fue 6.9 veces menor en
células transfectadas en comparacion con aquellas mantenidas bajo condiciones control (prueba

de Mann-Whitney-Wilcoxon, W=48, p = 0.002664).
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Figura 21. Actividad (unidades mg? de proteina) de A) SOD, superdxido dismutasa, B) CAT,
catalasa, C) GPx, glutatién peroxidasa, D) GR, glutatién reductasa, E) GST, glutation S-transferasa
en células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California (Zalophus
californianus) en condiciones control y después de ser transfectadas con SV40 LT. Los datos se
presentan como promedio * error estandar. *Denota diferencias significativas (p<0.05).
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Tabla 4. Actividad de enzimas antioxidantes en células derivadas de musculo esquelético de lobo
marino de California (Zalophus californianus) bajo condiciones de cultivo primario o control y
después de ser transfectadas con SV40 LT. La actividad enzimdtica se expresa en unidades por
miligramo de proteina.

Enzima Tratamiento ~ Promedio  Desv. Std. Min Max N
SOD Control 344.07 507.74 30.63 1599.26 10
Transfectadas* 684.59* 609.71* 375.88 1661.46 5

CAT Control 204.27 125.93 52.20 477.83 10
Transfectadas* 29.36 16.09* 13.11 56.10 5

GPx Control 46.76 40.99 9.87 145.25 10
Transfectadas 80.61 57.81 35.88 180.82 5

GR Control 104.94 143.33 18.01 485.17 10
Transfectadas 204.72 421.07 20.38 910.77 5

GST Control 13.66 7.90 1.13 24.52 10
Transfectadas* 83.47* 52.85* 11.74 154.98 5

Desv. Std., desviacidn estandar; Min, minimo; Max, maximo; SOD, Superdxido dismutasa;CAT, Catalasa; GPx, Glutation
peroxidasa; GR, Glutatidn reductasa; GST, Glutation S-Transferasa. *Denota diferencias significativas entre tratamientos
(p<0.05).

7.6 Analisis de los indicadores de estrés oxidativo en células derivadas de musculo esquelético
de humano (Homo sapiens)

7.6.1 Produccion de 0" y dafo oxidativo

Los datos de produccion de O2* en células derivadas de musculo esquelético de humano bajo
condiciones control se encuentran en la tabla 5. En virtud de la falta de biomasa suficiente, no se
pudieron realizar los analisis de produccién de O;* y dafio oxidativo en células derivadas de

musculo esquelético de humano después de la transfeccion.
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Tabla 5. Produccién de radical superdxido (02, umoles mg! de proteina min') y concentracién
de carbonilos proteicos (umoles mg? de proteina) en células derivadas de musculo esquelético
de humano (Homo sapiens) mantenidas bajo condiciones control. Los datos se presentan como
promedio * error estandar.

Promedio Desv. Std. Min Max N
0" 0.0330 0.023859 0.000233 0.073477 10
Carbonilos 228.47 144.78 41.010 484.14 10

proteicos

Desv. Std., desviacidn estandar; Min, minimo; Max, méaximo; O,°, produccién de radical superdxido.

7.6.2 Defensas antioxidantes

Los datos de la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx, GR y GST en células
derivadas de musculo esquelético de humano bajo condiciones control se resumen en la tabla 6.
En virtud de la falta de biomasa suficiente, no se pudieron realizar los analisis de la actividad de
las enzimas antioxidantes en células derivadas de musculo esquelético de humano después de la

transfeccion.

Tabla 6. Actividad de las enzimas antioxidantes en células derivadas de musculo esquelético de
humano (Homo sapiens) mantenidas bajo condiciones control. La actividad enzimatica se expresa
en unidades por miligramo de proteina.

Enzima Promedio  Desv. Std. Min Max N
SOD 714.11 130.14 497.75 939.30 10
CAT 61.96 15.78 33.90 92.66 10
GPx 196.59 151.96 41.38 438.86 10
GR 201.85 98.99 45.06 371.12 10
GST 93.49 32.90 28.13 142.55 10

Desv. Std., desviacidn estandar; Min, minimo; Max, maximo; Superéxido dismutasa, SOD; Catalasa, CAT; Glutatidn
peroxidasa, GPx; Glutatidn reductasa, GR; Glutatién S-Transferasa, GST.
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7.7 Comparacion entre especies

7.7.1 Produccién de 02" y dafo oxidativo en células derivadas de musculo esquelético de lobo
marino de California y humano

Los resultados de la produccion de Ox* y la concentracion de proteinas carboniladas en células
derivadas de musculo esquelético de humano y lobo marino de California bajo condiciones
control se muestran en la figura 22. La produccion de O;" fue 6 veces mayor en células de lobo
marino de California en comparacion con las células de humano (prueba de Mann-Whitney-
Wilcoxon, W=9, p = 0.00105). En contraste, el dafio oxidativo a proteinas fue mayor (1.6 veces)
para células derivadas de musculo esquelético de humano qué en aquellas de lobo marino de
California, aunque no se observaron diferencias significativas. Dado que no se pudo obtener
suficiente biomasa para realizar los analisis de produccion de 0,* y dafo oxidativo en células
derivadas de musculo esquelético de humano después de la transfeccién, no hay datos para

hacer la comparacidén entre especies.
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Figura 22. A) Produccion de radical superdéxido (02", umoles mg?! de proteina min?) y B)
concentracion de carbonilos proteicos (umoles mg™ de proteina) en células derivadas de musculo
esquelético de humano (Homo sapiens) y lobo marino de California (Zalophus californianus)
mantenidas bajo condiciones control. Los datos se presentan como promedio * error estandar.
*Denota diferencias significativas (p<0.05).
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7.7.2 Defensas antioxidantes

Los resultados de la actividad de las enzimas antioxidantes de células derivadas de musculo
esquelético en condiciones control de lobo marino de California y humano se presentan en la
Figura 23. Se encontraron diferencias significativas entre especies para todas las enzimas
antioxidantes analizadas. En células de humano, las actividades de SOD, GPx, GR y GST fueron
significativamente mayores en comparacién con las de lobo marino de California: SOD fue 4.1
veces mayor (prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon, W=81, p = 0.01854), GPx 3.9 veces mayor
(prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon, W=14, p = 0.005196), GR 1.9 veces mayor (prueba de
Mann-Whitney-Wilcoxon, W=80, p = 0.02323), y GST fue 6.8 veces mayor (prueba de Mann-
Whitney-Wilcoxon, W=100, p = 0.000001). En contraste, la actividad de CAT fue 3.2 veces mayor
en células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California (prueba de Mann-
Whitney-Wilcoxon, W=14, p = 0.005196). Dado que no se pudo obtener suficiente biomasa para
realizar los andlisis de la actividad de las enzimas antioxidantes en células derivadas de musculo

esquelético de humano después de la transfeccién, no hay datos para comparar entre especies.
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Figura 23. Actividad (unidades mg™ de proteina) de A) superdxido dismutasa (SOD), B) catalasa
(CAT), C) glutation peroxidasa (GPx), D) glutation reductasa (GR), E) glutation S-transferasa (GST)
en células derivadas de musculo esquelético de humano (Homo sapiens) y lobo marino de
California (Zalophus californianus) mantenidas bajo condiciones control. Los datos se presentan
como promedio * error estdandar. *Denota diferencias significativas (p<0.05).
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8. DISCUSION

El objetivo de inmortalizar células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California
y humano es evaluar su posible uso como modelo in vitro para continuar con el estudio de las
adaptaciones de los mamiferos marinos a retos como hipoxia e isquemia y su potencial aplicacion
para atender algunas patologias en humanos. El presente estudio es el primero en reportar el
efecto, en términos de los indicadores de estrés oxidativo, de la transfeccion en células
musculares derivadas de lobo marino de California con SV40 LT. Los resultados del presente
estudio contribuyen al conocimiento cientifico sobre los efectos del SV40 LT en los indicadores
de estrés oxidativo en células derivadas de musculo esquelético de humano y lobo marino de

California.

8.1 Determinacion de dosis y tiempo de exposicidon de puromicina

El pldasmido pBABE-puro de Addgene incluye un gen de seleccién de resistencia a la puromicina
(puroR), que codifica la enzima puromicina N-acetil transferasa, producida por la bacteria
Streptomyces alboniger, y permite a las células transfectadas resistir este antibiético (Lanza et
al., 2013; Pineiro-Ramil, 2016). Esto facilita la seleccién de células transfectadas con SV40 LT
mediante un tratamiento con puromicina por un periodo determinado. Por lo tanto, se realizaron
ensayos en cajas T (12.5 cm?) por triplicado en células derivadas de musculo esquelético en
condiciones control utilizando distintas concentraciones de puromicina. El objetivo fue
determinar la dosis y el tiempo necesarios para lograr el 100% de mortalidad en cultivos
primarios; estos pardmetros se aplicaron a las células transfectadas. Se expusieron las células
derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California a concentraciones de 0 a 2.5 ug
puromicina mL™? por 11y 12 dias (Fig. 12 y 13). Considerando la variacién en la confluencia y la
estimacidn de la viabilidad celular de células derivadas de musculo esquelético de lobo marino
de California (Fig. 13), se observé que las concentraciones menores a 0.75 pg puromicina mL?
solamente eliminaron el 80% de las células musculares de lobo marino en cultivo primario con
respecto al control. La concentracién minima de puromicina que eliminé el 100% del cultivo fue

de 1 ug mL?! (Fig. 14). Por lo tanto, ésta es la concentracion de puromicina que se utilizé por un
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periodo de 10 dias para la seleccion de células derivadas de musculo esquelético de lobo marino

de California transfectadas.

Arendel et al. (2017) seleccionaron las células musculares de humano transfectadas con 0.2 ug
puromicina mL? por 8 dias. Por lo anterior, y con base en los resultados obtenidos para células
derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California en el presente estudio, se
probaron concentraciones de 0.25 a 1 pg puromicina mL? en células derivadas de musculo
esquelético de humano. Las concentraciones de 0.25 y 0.5 pg puromicina mL! eliminaron el 95%
de las células musculares de humano en cultivo primario en los 11 dias que duré el ensayo (Fig.
13 y 14). La concentracién que elimind el 100% de las células musculares de humano en cultivo
fue 1 pg puromicina mL? en 7 dias (Fig. 14 y 15; tabla 3). Por lo que esta concentracién de
puromicina se utilizé por 7 dias en la seleccion de células derivadas de musculo esquelético de

humano transfectadas.

La diferencia en el tiempo requerido y la sensibilidad de las células derivadas de musculo
esquelético de humano y de lobo marino de California al tratamiento con puromicina podria estar
relacionada con caracteristicas intrinsecas de cada tipo celular. Estas incluyen diferencias en su
tasa de proliferacion, metabolismo celular, mecanismos de reparacién del ADN, y susceptibilidad
al estrés (Jackson y Bartek, 2009; Vander-Heiden et al., 2009) inducido, en este caso, por la
puromicina. Las células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California fueron
mas resistentes al antibidtico de seleccion (10 dias a 1 ug puromicina mL?), probablemente
relacionado a mayores defensas antioxidantes, en particular CAT, en comparaciéon con humano
(Wilhem-Filho et al., 2002; Zenteno-Savin et al., 2002; este estudio). En condiciones control, la
produccién de O;* fue significativamente mayor en células derivadas de musculo esquelético de
lobo marino de California que de humano (Fig. 20). Sin embargo, el dafio oxidativo a proteinas
fue mayor (1.6 veces) en células derivadas de musculo esquelético de humano qué del lobo
marino de California, aunque no de manera significativa (Fig. 20). Por otro lado, las células
musculares derivadas de humano alcanzaron el 100% de mortalidad en un periodo mas corto (7
dias a 1 pg puromicina mL?!) en comparacién con las células derivadas de lobo marino de

California (5 dias a 1 pg puromicina mL?), lo que podria estar asociado a una menor capacidad



54

antioxidante en tejidos de humano o a diferencias en la regulacion de procesos como la

apoptosis.

8.2 Transfeccidn de células derivadas de musculo esquelético de humano y de lobo marino de
California

Tras la transfeccion de células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California y
humano, posterior al tratamiento con puromicina (1 pg mL? por 10 dias para lobo marino de
California y 7 dias para humano), se observaron células vivas; por ende, la transfeccion puede
considerarse exitosa en ambas especies (Pifieiro-Ramil, 2016). En los cultivos transfectados de
células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California se observé una asintota
de crecimiento al 70% de confluencia a los 14 y 21 dias post-tratamiento con puromicina,
evidenciado por leves cambios en confluencia celular en este periodo (Fig. 13 A y B). Ante
condiciones similares en fibroblastos humanos inmortalizados con SV40 LT se sugiridé un evento
de crisis, un periodo cuando el nimero de células se mantiene estable debido al equilibrio entre
las tasas de muerte y division celular, posterior a la transfeccién con SV40 LT (Wright et al., 1989;
Shay et al., 1991; Ozer et al., 1996, Tevethia y Ozer, 2001; Yuan et al. 2002). Lo observado en este
estudio para células musculares derivadas de lobo marino de California es similar a lo reportado
por Burkard et al. (2019), quienes transfectaron fibroblastos de ballena jorobada con SV40 LT,
reportando una eficiencia de transfeccidén baja y una rapida proliferacién celular inmediatamente
después de la transfeccion, misma que decae sélo unos cuantos pases después. A partir de los
21 dias post-tratamiento con puromicina, los cambios y declive de confluencia llevaron a la
eventual pérdida del cultivo. De manera similar, Mata-Lépez et al. (2020) reportaron la pérdida
de expresién de genes clave para la diferenciacién celular, distrofina y miogenina, en mioblastos
caninos a los 14 dias de la inmortalizacidon con SV40 LT. Estas alteraciones en los patrones de
expresion génica en mioblastos caninos podrian estar relacionados a alteraciones del ciclo celular
como efecto del vector utilizado (Mata-Lépez et al., 2020). Ademas, en células derivadas de
musculo esquelético de ratones inmortalizadas con SV40 LT se inhibid la diferenciacion celular
(Haider et al., 1994). En células madre mesenquimales de médula dsea (CMMs-MO)
inmortalizadas con retrovirus portadores de SV40 LT, se observaron fenotipos hipertréficos y

fallas en la division celular a los 20-30 dias post-inmortalizacién, por lo que la inmortalizacién no
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fue efectiva (Pifieiro-Ramil, 2016; Pifeiro-Ramil et al., 2020). De manera similar, en este estudio,
las células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California presentaron cimulos
de aparentes células satélite (Fig. 13), debris celular (Fig. 14B), vesiculas o micronucleos en el
citoplasma de las células (Fig. 14C) a partir de los 21 dias post-tratamiento con puromicina. A los
24 dias post-tratamiento con puromicina, la confluencia se estimé por debajo del 50% y el cultivo
perdid biomasa progresivamente, hasta desaparecer completamente al dia 50 (Fig. 15). Las
células derivadas de musculo esquelético de humano mostraron anomalias de forma mas
temprana. En los ensayos de transfeccion, menos del 1% de las células derivadas de musculo
esquelético de humano transfectadas sobrevivieron al tratamiento con puromicina, acompanado
por un aumento en la produccidn de debris celular, la presencia de micronucleos y/o vesiculas, y
aparentes rupturas celulares durante los dias de exposicién a puromicina (Fig. 18 y 19), rasgos
gue no se habian presentado durante el tratamiento de puromicina en células derivadas de
musculo esquelético de Lobo marino de California. Cabe destacar que la ultima caracteristica se
presentd incluso antes de aplicar puromicina a los cultivos transfectados, lo cual podria indicar
cierto tipo de alteracién en la regulacion y homeostasis de las células derivadas de musculo
esquelético de humano. En conjunto, estos resultados indican que la inmortalizacion a partir del
plasmido pBABE-puro de Addgene con SV40 LT no fue exitosa en células derivadas de musculo

esquelético de lobo marino de California y de humano.

En células de mamiferos, la respuesta a la transfeccién con SV40 LT es muy diversa, dependiendo
del potencial de replicacidn viral del ADN (Rotondo et al., 2019; Xu et al., 2023). En ciertos tipos
celulares, como fibroblastos humanos, cuando se produce la progenie viral, las células
hospederas se lisan y mueren (Katzman et al., 2008; Rotondo et al., 2019). Esto podria haber
ocurrido en los cultivos de células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California
y humano en el presente estudio. Los mecanismos mediante los cuales SV40 LT altera la
capacidad de replicacién viral ain no estdan completamente comprendidos (Rotondo et al., 2019).
La interaccidn de SV40 LT con p53 y pRB se caracterizé en diversas lineas celulares, tales como
fibroblastos, células epiteliales de distintas regiones, células hepaticas y condrocitos, de humano
y de ratén (Shay et al., 1991b; Hein et al., 2009; Maqgsood et al., 2013). Ademas, SV40 LT puede

interactuar con otras proteinas, como p300, CBPO, p130, p107, lo que puede desencadenar
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cambios en la cascada de sefializaciéon que se han relacionado con fallas en la diferenciaciéon
celular en diversas lineas celulares inmortalizadas (Lill et al., 1997; Anand et al., 2012; Rotondo
et al., 2019; Mata-Lépez et al., 2020). En células del sistema inmune, la transfeccién con SV40 LT
indujo un estrés genotdxico caracterizado por un aumento en la produccidon de ERO y dafio
oxidativo en la mitocondria. Esto provoca una cascada de sefializacion que compromete
proteinas involucradas en la reparacién y mantenimiento de la integridad del genoma (Kapplusch
et al., 2022). Este fendmeno podria explicar las anomalias observadas en el cultivo de células
derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California y humano transfectadas, y su

eventual pérdida, en el presente estudio.

En el presente estudio, se observaron cimulos de aparentes células satélites a partir de los 14
dias post-tratamiento con puromicina (Fig. 13), las cuales nunca precipitaron y fueron
desechadas con los recambios. Esto es similar a la pérdida de la diferenciacién celular después
del proceso de transfeccidén en células musculares de ratén reportada por Haider et al., (1994).
En mioblastos caninos inmortalizados con SV40 LT, la expresion de genes relacionados con la
diferenciacion celular, como distrofina y miogenina, se inhibié a los 14 dias de la transfeccién
(Mata-Lépez et al., 2020). Por otra parte, es posible que la formacién de cuerpos extranos o
micronucleos y el debris celular se deba a la naturaleza del virus. Desde su descubrimiento, se ha
reportado que SV40 LT induce la formacién de vacuolas en su hospedero, e incluso, por dicha
caracteristica, lo han llamado virus de vacuolacién en simios (simian vacuolating virus) (Anand et
al., 2012; Xu et al., 2023). Cabe agregar, que la expresién de SV40 LT en células de mamifero
tiende a ser corta y usualmente necesita la activacion de telomerasa, lo cual puede lograrse
mediante la co-transfeccidn con SV40 LT y hTERT (Burkard et al., 2019; Promjantuek et al., 2022).
Esto sugiere que las células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California hayan
perdido su capacidad de diferenciacidn, evidenciado por la aparicién de cimulos de células
satélite que eventualmente fueron desechandose con los recambios de medio (Fig. 13),
contribuyendo a la pérdida de biomasa y eventual pérdida del cultivo. Se sugiere, para estudios
posteriores, confirmar si las células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de
California y humano han perdido o no su capacidad de diferenciacién posterior a la trasnfeccién

con SV40 LT.



57

Dados los cambios en la actividad enzimatica, la pérdida de las caracteristicas (alteraciones en la
forma, aparicidn de debris celular, aparicién de vesiculas o microntcleos) en células derivadas de
musculo esquelético de lobo marino de California transfectadas se realizé una revisién
bibliografica sobre métodos y vectores que se han reportado en estudios de han intentado
inmortalizar células de mamiferos (Tabla 7). Los resultados sugieren que la transfecciéon directa
con el vector SV40 LT puede no ser el método mas adecuado en todos los contextos para obtener
células inmortalizadas. Se ha reportado mayor efectividad en inmortalizar al usar la co-
transfeccion de este vector en conjunto con la telomerasa transcriptasa reversa (hTERT) en lineas
celulares derivadas de queratinocitos, fibroblastos y células de ligamento de mamiferos
terrestres, como el humano (Yu et al, 2001; Yuan et al., 2002; Asakawa et al., 2023). En
mamiferos marinos la inmortalizacidn via transfeccién directa con el antigeno pequefio SV40 st
+ LT ha funcionado en fibroblastos de la marsopa lisa (Neophocaena phocaenoides
asiaeorientalis) (Wang et al., 2011); sin embargo, no se logré la inmortalizacion en fibroblastos
de ballena jorobada (Megaptera novaeangliae) con la transfeccién con SV40 LT, pero se reporta
qgue hTERT por si solo fue efectivo para este proceso (Tabla 7) (Burkard et al., 2019). Métodos
como el uso de retrovirus y lentivirus, teniendo como vector el SV40 LT, han sido utilizados con
éxito para inmortalizar células de mamiferos terrestres, como humano y perro (Canis lupus
familiaris), y en mamiferos marinos, como el delfin nariz de botella (Tursiops truncatus) (Tabla 7)

(Mata-Lopez et al., 2020; Tashiro et al., 2023).
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Tabla 7. Comparacién bibliografica de vectores y métodos utilizados en el proceso de
inmortalizacién celular en diversas especies y lineas celulares de mamiferos.

Vector Método Especie Linea celular Funciona Cita
SV40 ST+ LT  Retrovirus  Homo sapiens Fibroblastos No Yuetal.,
yhTERT 2001
SVA0 LTy Co- Homo sapiens Fibroblastos Si Yuetal.,
hTERT transfeccion 2001
SV40 LT Retrovirus  Homo sapiens Queratinocitos No Yuan et al.,
2002
SV40 st + LT Retrovirus  Homo sapiens Queratinocitos Si Yuan et al.,
2002
SV4ao0 LT Retrovirus  Homo sapiens Células No Hein et al,,
epiteliales 2009
SV40 ST + LT Co- Neophocaena Fibroblastos S Wang et al.,
y GFP transfeccion  phocaenoides 2011
asiaeorientalis
SV40 LT Retrovirus  Homo sapiens Células No Pifieiro-
mesenquimales Ramil, 2016
de médula
6sea
hTERT y Lentivirus  Homo sapiens Mioblastos y Si Arandel et
Cdk4 fibroblastos al. 2017
SV4a0 LT Transfeccion  Megaptera Fibroblastos No Burkad et
directa novaeangliae al., 2019
hTERT Transfeccion  Megaptera Fibroblastos Si Burkad et
directa novaeangliae al., 2019
SV4a0 LT Lentivirus Canis lupus Células Si Mata-Lopez
familiaris musculares etal. 2020
SV4a0 LT Lentivirus Balaenoptera  Células gliales Si Pereiro et
borealis de laretina al.,, 2022
(glia de Miiller)
SVA0 LTy Co- Homo sapiens Células del Si Asakawa et
hTERT transfeccion ligamento al., 2023
periodontal
SVA0 LTy Lentivirus Tursiops Células Si Tashiro et
hTERT truncatus epiteliales de al., 2023
rifidn

SV40, Virus del simio 40; st, antigeno T pequefio; LT, antigeno T grande; hTERT Transcriptasa telomerasa reversa;
GFP, proteina fluorescente verde; Cdk4 Quinasa dependiente de ciclina 4.

Es factible que el SV40 LT utilizado en este estudio pueda utilizarse para inmortalizar células
derivadas de musculo esquelético, si se emplea con otra metodologia. La transfeccion mediante
lentivirus se ha utilizado con SV40 LT para inmortalizar mioblastos caninos (Mata-Ldpez et al.,

2020), células musculares de humano (Arendel et al., 2017), epitelio de pulmdén humano (Tran et
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al.,2022), usando el mismo pladsmido que en el presente estudio en conjunto con otros plasmidos
comerciales de Addgene. Los retrovirus también se han utilizado con SV40 LT, el mismo plasmido
usado en el presente estudio, en células pancredticas de cerdo (Yang et al., 2020), fibroblastos
humanos (Peisker et al., 2022), fibroblastos embrionarios de ratén (Pintor-Cora et al., 2023) y se
reportd la inmortalizacién de células en todos los casos. La co-transfeccién con SV40 LT y hTERT
también se utilizé exitosamente en fibroblastos humanos (Promjantuek et al., 2022) y en células
de ligamento periodontal (Asakawa et al., 2023). La co-transfeccidon con SV40 LT y retrovirus se
ha utilizado para la inmortalizacién de células epiteliales de pulmén de humano (Fong-Ho et al.,
2023). Se reportd que la inoculacién utilizando el plasmido SV40 LT de Addgene mediada con
centrifugacién o espinoculacién mejora la eficiencia de la infeccidn viral y que este método es
efectivo en la inmortalizacién de células mesenquimales de médula dsea de humano (Pifieiro-
Ramil, 2020), condrocitos humanos (Pifieiro-Ramil et al., 2023), y microglia de humano y macaco
(Garcia-Mesa et al., 2017). Por lo tanto, la transfecciéon directa usando sélo un vector puede no
ser el mejor método para llevar a cabo la inmortalizacién de células derivadas de musculo
esquelético de lobo marino de California y de humano. Sin embargo, este método se ha utilizado
con anterioridad exitosamente en kits de transfeccidon con SV40 LT, como Lipofectamine 2000
(Invitrogen) en fibroblastos de orca pigmeo (Yajing et al., 2018), Lipofectamine LTX (Thermo
Fisher) y Fugene D (Promega) en ballena jorobada (Burkard et al., 2019). Es posible que el periodo
de incubacion afecte el resultado final. El kit Xfect Transfeciton utilizado en el presente trabajo
sugiere un tiempo de incubacion de 4 a 6 h (Clontehc Laboratories, 2020), mientras que el kit de

Lipofectamine 2000 requiere un tiempo de incubaciéon de 1 a 3 dias (Invitrogen, 2013).

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, se recomienda optimizar el proceso de
inmortalizaciéon de células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California y
humano mediante el uso del plasmido comercial pBABE de Addgene, que contiene el gen SV40
LT, en combinacién con hTERT. Esta estrategia podria implementarse utilizando transfeccion
directa o, preferiblemente, sistemas basados en lentivirus para mejorar la eficiencia y estabilidad

del proceso de inmortalizacién.
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8.3 Indicadores de estrés oxidativo en células derivadas de musculo esquelético de lobo marino
de California (Zalophus californianus) y humano (Homo sapiens) en respuesta a la transfeccion

La mayor actividad enzimatica de SOD y la menor actividad de CAT en células derivadas de
musculo esquelético de lobo marino de California transfectadas que en aquellas mantenidas bajo
condiciones control se relaciona con la mayor produccién de 0;* (NS) y la posible acumulaciéon
de H,0; en las primeras. En las células de mamiferos, SOD y CAT desempefian un papel clave
como parte de la defensa antioxidante (Ma et al., 2017). Las diferencias en la actividad de SOD
y CAT entre las células mantenidas bajo condiciones control y después de la transfeccidon pueden
deberse a la accién en cascada de LT con p53, p16, pRb u otras proteinas. Se ha reportado que la
p53 puede inducir una respuesta antioxidante en condiciones de bajo estrés intracelular al
regular la expresion de SOD y GPx (Sablina et al., 2009; Borras et al., 2011; Budanov, 2014). En
condiciones de estrés oxidativo, la p53 puede promover la generacidon de ERO para favorecer la
muerte celular, activando enzimas pro-oxidantes como quinona oxidorreductasa (NQO1) y
prolina oxidasa (POX) (Polyak et al., 1997; Rivera y Maxwell, 2005; Borras et al., 2011; Chen et al.,
2018). Este mecanismo podria explicar las pérdidas de biomasa observadas entre los dias 21-24
(Fig. 13) y 47- 50 post-tratamiento con puromicina (Fig. 15), donde posiblemente las condiciones
de estrés oxidativo hayan aumentado en las células transfectadas, desencadenado la sefal
necesaria para que p53 favoreciera la muerte celular. La accién de ciertos oncogenes, como el
SV40 LT (utilizado en el presente estudio), adenovirus y virus del papiloma humano, pueden
activar sefiales de estrés por dafio al ADN, activando la proteina p53 en ciertos casos (Volgestein
et al., 2000; Borras et al., 2011). Esto podria estar relacionado al efecto genotéxico derivado de
la transfeccidon con SV40 LT en células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de
California y humano. Se ha descrito que p16 regula los niveles de estrés oxidativo en ciertos tipos
celulares como melanocitos, queratinocitos, y fibroblastos de humano (Jenkins et al., 2011; de
Almeida et al., 2022). La inactivacion de p16 aumenta significativamente la produccién de ERO
en queratinocitos humanos y fibroblastos de ratén (Jenkins et al., 2011). En respuesta a un
incremento en la produccién de ERO en melanocitos humanos, la expresién de p16 aumentd de
manera significativa (Jenkins et al, 2011). Sin embargo, en fibroblastos de humano
inmortalizados, la inactivacion de p16 disminuyé la produccion de ERO, mientras que la

sobreexpresién de p16 aumentd los niveles de ERO en fibroblastos humanos (Takahashi et al.,
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2006). Por lo que la relacion de p16 y la regulacidon de ERO varia mucho entre tipos celulares
(Jenkins et al., 2011). En este contexto, se ha demostrado que SV40 LT puede suprimir la
actividad de p53, Rb, p16 y p21, lo cual es crucial para la inmortalizacion celular (Maqgsood et al.,
2013; Budanov, 2014; Rotondo et al., 2019). Sin embargo, esto puede tener repercusiones en la
actividad regulatoria de p53, en la respuesta antioxidante y en la regulacién de ERO intracelular
por parte de p16 en células derivadas de musculo esquelético, posiblemente aumentando la
produccién de ERO, el dafio oxidativo y posibles cambios en la fisiologia celular. A pesar de estos
hallazgos en células de mamiferos terrestres, existe poca informacidn sobre el papel de estas
proteinas y su interaccion con SV40 LT en mamiferos marinos, lo que complica la obtencién de
lineas celulares inmortalizadas en estas especies. Es probable que las alteraciones morfolégicas
y fisiologicas observadas en este estudio estén relacionadas con la interaccidn del antigeno Ty
estas proteinas reguladoras, aunque se requiere mayor investigacién para confirmar este

mecanismo.

En células epiteliales de rifién derivadas de mono verde (Cercopithecus aethiops), el SV40 LT
indujo dafio al ADN mediante interacciones entre SV40 LT y la proteina regulatoria Bubl y partes
de cromatina del hospedero (Dulaney, 2011). Parte del mecanismo del virus para entrar a la
célula hospedera aumenta la produccién de ERO, mediante la alteracidn del balance de calcio en
la interfaz mitocondria-reticulo endoplasmatico y la ruptura de puentes disulfuro en células
epiteliales de rifién derivadas de mono verde (Dulaney, 2011). Esto lleva a un efecto genotdxico
en las células hospederas, aumentando la produccién de ERO y puede activar mecanismos de
dafio al ADN (DDR “DNA-damage response”, por sus siglas en inglés) probablemente mediado
por la quinasa ataxia-telengiectasa mutada (ATM), activando NF-kB (Dulaney, 2011; Sowd et al.,).
NF-kPB se ha relacionado con la activacidén de genes promotores de SOD, CAT y GSH en fibroblastos
humanos (Echeverri y Mockus, 2008). Aunque no es claro si el aumento en la produccién de ERO
es un aspecto critico o un efecto secundario de la infeccion con SV40 LT (Dulaney, 2011). De
cualquier manera, el aumento en la produccién de ERO y el dafio oxidativo observado en las
mitocondrias de macroéfagos derivados de ratones que expresan SV40 LT (Kapplusch et al., 2022)
respalda la posibilidad de que la transfeccién con SV40 LT en este estudio haya activado la

cascada DDR. Esto podria incluir la activacion de ATM y NF-kB, lo que aumenta las ERO
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intracelulares y lleva a la muerte celular. Ademds, en casos de dafio oxidativo mitocondrial
severo, se pueden activar vias de muerte celular, como la apoptosis intrinseca mediada por
caspasas y proteinas regulatorias relacionadas con p53, como Tp53 (Ott et al., 2007; Giorgi et al.,
2008). En células epiteliales de rifidon derivadas de mono verde y ratén, SV40 activa la via
apoptotica mediada por poli (ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP-1) y caspasas (Butin-Israeli et al.,
2010). En presencia de ERO el calcio del reticulo endoplasmico se libera en el citoplasma,
promoviendo la liberacion de las ERO contenidas en la mitocondria (Giorgi et al., 2008, Dulaney,

2011), lo que puede derivar en dafio oxidativo al ADN (Dulaney, 2011).

El masculo esquelético es un tejido altamente metabdlico, tiene una densidad mitocondrial
elevada, y requiere mayor energia en comparacion con otros tipos celulares (Kanatous et al.,
1999). En el musculo de diversos pinnipedos, como el lobo marino de Steller (Eumetopias jubatus)
y el oso marino de Artico (Callorhinus ursinus), la densidad mitocondrial en promedio por
volumen de fibra es de 8.8% (Kanatous et al., 1999), mientras que en el de humano es del 3 al 8%
(Larsen et al., 2018). Por lo que es factible que la transfeccion de SV40 LT en células derivadas de
musculo esquelético de lobo marino de California y humano haya aumentado la produccién de
ERO al suprimir la actividad de proteinas clave en la regulaciéon del ciclo celular, como p16, p53,
pl6, CBPO y pl107, desencadenado vias de sefializacién de DDR. Esto posiblemente derivé en
dafio oxidativo en organelos importantes, como mitocondrias y reticulo endopldsmico, activando

vias de muerte celular, como la via apoptética mediada por poli (ADP-ribosa) PARP-1 y caspasas.

La SOD cataliza la conversién de O, a H,03, una especie reactiva con mas alcance de dafio dado
su mayor tiempo de vida media, capacidad de migrar lejos del sitio de generacién y participacion
en procesos de sefializacion celular (Oter et al., 2012; Halliwell y Gutteridge, 2015). Esta ERO
puede dafiar el ADN, alterar el sistema de transporte de electrones, y puede activar o desactivar
diversos procesos celulares, como la remodelacion de la cromatina (Tan et al, 2016). En
fibroblastos humanos la respuesta a H,0; depende de la concentraciéon: dosis muy bajas (3 a 15
KUM) inducen una respuesta mitogénica de 25-45%; a dosis medias (120 a 150 uM) se detiene
temporalmente el crecimiento para evitar el dafio a ADN; a concentraciones de 250 a 400 uM

H,0,, se detiene permanente el crecimiento de fibroblastos humanos; a dosis altas (0.5a1 mM
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H.0;) sucede la apoptosis, y concentraciones superiores (5a 10 mM H;0;) conducen a la necrosis
por desintegracion de la membrana celular y desnaturalizacién de proteinas y dcidos nucleicos
(Davies, 1999; Lafon, 2003). La CAT es la principal enzima encargada de regular los niveles de
H,0; presentes en el citosol y peroxisomas (Halliwell y Gutteridge, 1999). Su actividad fue menor
en células transfectadas en comparacion con los controles. Esto probablemente haya resultado
en una sobreproduccion y/o acumulacién de H,0;, deteniendo el crecimiento celular a los 14-21
dias post-puromicina, manteniendo una confluencia de 65% por dichos dias (Fig. 13). Los
resultados de este estudio sugieren que a medida que el H,0, fue acumuldndose, las células
entraron en apoptosis entre los dias 21-24 post-puromicina, lo que se refleja en un declive
pronunciado de la confluencia celular (Fig. 14). Las células transfectadas que resistieron hasta
este punto probablemente continuaron en arresto del crecimiento, hasta que el H,0; alcanzdé
niveles que indujo necrosis/apoptosis entre los dias 47-50 post-puromicina (Fig. 16). Estos
hallazgos coinciden con lo reportado por Han et al. (2019), quienes observaron que el
tratamiento con 50 uM H;0; indujo apoptosis en células mesenquimales humanas inmortalizadas
en las primeras 24 horas (Han et al., 2019). De manera similar, Lafén (2003) reportd que dosis
superiores de 100 uM el H,0; disminuy® la viabilidad celular e indujo dafio al ADN, llevando a la
apoptosis al menos a un 50% del cultivo de células derivadas de médula suprarrenal de rata. Estos
resultados respaldan la hipdtesis de este estudio de que las células derivadas de musculo
esquelético de lobo marino de California acumularon H,O; progresivamente como parte de un
efecto genotodxico, inducido por las interacciones del SV40 LT con p53, p16, RB, entre otras, lo
cual al final favorecié la activacion de vias de muerte celular, como la apoptdtica mediada por

poli (ADP-ribosa) PARP-1 y caspasas.

El mayor dafio oxidativo observado en las células derivadas de musculo esquelético de lobo
marino de California transfectadas, en comparacién con las células mantenidas bajo condiciones
control, podria estar relacionado a una acumulacién de H,0,. Este compuesto tiene como blanco
principal el grupo tiol o sulfhidrilo de los residuos de cisteina presentes en diversas proteinas
(Carvajal, 2019). La formacion de radicales peroxilo y la oxidacion de residuos de cisteina durante
el estrés oxidativo provoca cambios conformacionales, que, en ultima instancia, pueden afectar

las funciones y modificar las interacciones proteina-proteina (Stadtman y Levine, 2000;
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Jagannathan et al., 2017; Carvajal, 2019). Por ejemplo, el dafio a proteinas cinasas o fosfatasas
lleva a fallas en la cascada de sefializacion, afectando multiples funciones celulares (Jagannathan
et al., 2017). Las proteasas degradan proteinas dafiadas, pero algunos residuos son resistentes a
la degradacion proteolitica y pueden acumularse (Stadtman y Levine, 2000). Esto se ha vinculado
a necrosis y apoptosis en fibroblastos de humano (Davies, 1999). Lo anterior refuerza la hipotesis
de que la transfeccidn directa con SV40 LT induce la acumulacién de H;0: en células derivadas

de musculo esquelético en lobo marino de California.

En las células derivadas de musculo esquelético de humano es posible que, posterior a la
transfeccion y dadas las diferencias encontradas en condiciones control, se haya acumulado H,0>
llevando a una rapida muerte celular. La actividad de CAT, enzima clave en la regulacién de los
niveles de H,0, (Halliwell y Gutteridge, 1999), fue significativamente mayor en células derivadas
de musculo esquelético de lobo marino de California, siendo 3.2 veces superior en comparacion
con las células derivadas de musculo esquelético de humano en condiciones control (prueba de
Mann-Whitney-Wilcoxon, W=14, p =0.005196). A pesar de que las células derivadas de musculo
esquelético de lobo marino de California exhibieron una produccién de O,° significativamente
mayor (6 veces), el dafio oxidativo a proteinas fue mayor en células derivadas de musculo
esquelético de humano (NS). Esto sugiere que las mayores defensas antioxidantes en células
derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California, especialmente la actividad de
CAT, contribuyeron a prolongar su viabilidad posterior a la transfeccién. En contraste, en células
derivadas de musculo esquelético de humano, la capacidad antioxidante pudo haberse saturado
rapidamente debido a la acumulacion de H,O; posterior a la transfeccidn, contribuyendo a su

muerte prematura.

La mayor actividad de GST observada en células derivadas de musculo esquelético de lobo marino
de California transfectadas, en comparacion con las células mantenidas bajo condiciones control,
sugiere que el proceso de transfeccidon activé vias de desintoxicacion, particularmente GST
enzima de la fase Il que cataliza la conjugacion de GSH con xenobidticos electrofilicos, incluyendo
toxinas (Sharma et al., 2004; Roncalli et al., 2015). El GSH, como el principal tiol no proteico en

las células, contribuye a la homeostasis redox y sefializacion en condiciones de estrés oxidativo
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(Rahantaniaina et al., 2017). El H,0; tiene como principal blanco el grupo tiol en proteinas, lo que
puede alterar su estructura y funcion (Carvajal, 2019). Por ende, es posible que la acumulacién
de H;0: en las células transfectadas haya reducido la disponibilidad GSH, afectando la actividad
de GSTy GPx, enzimas que requieren de este tiol para su funcionamiento (Chin et al., 2007, Mejia-
Sanchez et al., 2018). En estudios previos, el aumento en actividad y expresion de GST en células
derivadas de musculo esquelético humano expuestas a di(2-etilhexil) ftalato (DEHP), un
plastificante, se asocié con mecanismos de proteccidén (Brassea et al., 2024). De manera similar,
los resultados obtenidos en el presente estudio podrian reflejar una respuesta al estrés oxidativo
generado por el vector SV40 LT. En condiciones control, la actividad de GPx y GST fue
significativamente mayor en células derivadas de musculo esquelético de humano en
comparacion con aquellas de lobo marino de California. Esto podria sugerir que en las células
humanas transfectadas, la acumulacién de H,O; haya sobrepasado rdpidamente la disponibilidad
de GSH, dejando inactivas estas enzimas. Este mecanismo puede haber contribuido a la eventual

muerte celular observada para ambas especies posterior a la transfeccién con SV40 LT.
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9. CONCLUSIONES

En este estudio se evaluaron los efectos de la inmortalizacion mediante transfeccién del SV40 LT,
conocido por su interaccion con proteinas reguladoras del ciclo celular como p16y p53, en células
derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California y humano. Se analizaron los
cambios en los indicadores de estrés oxidativo y la viabilidad celular; lamentablemente, la
inmortalizacién no tuvo éxito. Es posible que el proceso de transfeccion con SV40 LT haya
ocasionado un desbalance en la produccion de ERO, relacionado con la mayor tasa de produccion
de 0,* y actividad de SOD y la menor actividad de CAT, que condujo a la acumulacién de H.0; en
las células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California y de humano. Esta
acumulacién progresiva de H,0, pudo desencadenar un arresto del crecimiento celular a los 14-
21 dias post-tratamiento con puromicina. Este efecto genotdxico se caracterizé por dafio
oxidativo a proteinas, y potencialmente al ADN, lo cual, posiblemente activé vias de muerte
celular. Una acumulacién de H,0; puede explicar las anomalias observadas a lo largo del cultivo,
como el debris celular, los cimulos de células satélite, los micronucleos o vesiculas y la apariencia
de rupturas en el citoplasma de las células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de
California y de humano. Se observaron diferencias entre especies; las células de lobo marino
mostraron mayor actividad de CAT y menor dafo oxidativo en comparacién con las células
humanas en condiciones control, potencialmente contribuyendo a la prolongacion de la
viabilidad celular tras la transfeccidn. Sin embargo, la escasez de informacidn sobre la interacciéon
del SV40 LT con proteinas regulatorias en mamiferos marinos limita la comprensién del
mecanismo exacto y complica la obtencidn de lineas celulares inmortalizadas en estas especies.
Se recomienda estudiar si la transfeccidon con SV40 LT induce un efecto genotéxico en las células
derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California y de humano, si este efecto estd
asociado a la inactivacion de p53 y/o p16, si estas ultimas tienen un papel clave en la regulacion
de ERO, y si se activan mecanismos de muerte celular mediados por ATM, la activacion de
caspasas o la via PARP-1. Con base en los resultados de este estudio, se sugiere explorar el uso
de estrategias complementarias, como la co-transfeccidn con telomerasa transcriptasa reversa
humana (hTERT) para estabilizar el efecto del SV40 LT y aumentar las posibilidades de generar

lineas celulares inmortalizadas y estables de células derivadas de musculo esquelético de lobo
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marino de California y de humano. La combinacién sugerida podria mejorar la eficiencia del
proceso de inmortalizacidn, reduciendo los efectos genotdxicos y aumentando la estabilidad de
los cultivos. Ademas, el uso de sistemas basados en lentivirus podria optimizar la transfeccién al
incrementar la eficacia de la integracion genética y permitir una manipulacién mas precisa del
material celular. Futuros estudios deberian enfocarse en el papel de las proteinas regulatorias en
la interaccién con el SV40 LT en especies no modelo, como los mamiferos marinos, para asi
avanzar en la comprension de los mecanismos celulares implicados y optimizar los protocolos

experimentales.

En conclusion, este estudio establece una base para mejorar los métodos de inmortalizacién en
células derivadas de musculo esquelético de lobo marino de California y humanos, subrayando
la importancia de optimizar las condiciones experimentales para avanzar en la comprensién de
las adaptaciones celulares y su potencial aplicacidn en el entendimiento del estrés oxidativo en

mamiferos marinos y terrestres.
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