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RESUMEN

Antecedentes: Transformacion celular es el mecanismo resultante de la potente accion generada por onco-
genes transformantes sobre una célula normal, los cuales con la consiguiente expresion de oncoproteinas
determinan drasticos cambios tanto en la morfologia como en los volumenes de los componentes celulares,
generando una célula con diferente funcionalidad. Objetivo: Precisar las modificaciones que caracterizan
al mecanismo transformante en células de epitelio mamario transfectado con el oncogén ras (HC11ras) en
comparacion con su tipo celular normal (HC11GM). Método: Se estudié con microscopia electrénica de
transmisidn aplicando técnicas morfométricas a estos tipos celulares con énfasis en los lisosomas, cuan-
tificando variaciones del organelo responsable de la digestion celular. Resultados: Todos los parametros
lisosomales evaluados en el tipo celular transformado presentan diferencias significativas con respecto a la
célula normal. Conclusion: Las drasticas modificaciones experimentadas por los lisosomas se reflejan en
la adquisicion de nuevas funcionalidades en la célula transformada.

PALABRAS CLAVE: Transformacion celular, lisosomas, morfometria

SUMMARY

Background: Cellular transformation is the result mechanism of powerful action generated by transforming
oncogene over a normal cell, which with the subsequent oncoprotein expression leads to drastic changes
in morphology as well as in cell components volumes, generating a cell with a different function. Objective:
To specify the modifications that characterizes the transforming mechanism in mammary epithelial cells
transfected with the ras oncogene comparing them with its normal cell type. Method: Transmission elec-
tronic microscopy using morphometric techniques was applied to this cell types, emphasizing lysosomes
variations, trying to clarify its role in each cell type metabolism. Results: Everyone lysosomal parameters
examined in transformed cell type present significant differences regarding to the normal cells. Conclusion:
The drastic changes in lysosomes reflected in the acquisition of new energy requirements and metabolism
in the transformed cell.
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INTRODUCCION

Las células HC11 constituyen una linea de epi-
telio mamario normal derivada del linaje COMMA
1D, obtenidas de glandula mamaria de ratas BALB/
¢ en mitad de prefiez, que se disponen en contacto
estrecho y formando un epitelio cubico en mono-
capa. Estas células retienen caracteristicas de la
diferenciacion normal de la glandula y sintetizan B3
caseina, la principal proteina de la leche (1).

Estas células mamarias normales y en etapa de
proliferaciéon reciben las estimulaciones del factor
de crecimiento epidérmico (EGF), agente mitogé-
nico que se une con un receptor tirosina quinasa
a nivel de la membrana plasmatica fosforilando
proteinas citoplasmaticas, etapa fundamental en el
desarrollo de la respuesta mitogénica (2).

En la medida que se realiza la introduccion en
las células HC11 de vectores de expresion de la
proteina oncogénica Ha-ras estas asumen diferen-
tes propiedades dando origen a un tipo celular mo-
dificado y con caracteristicas neoplasicas (3,4).

En el transcurso de la transformacién entre cé-
lulas que solo proliferan (HC11 GM) y aquellas que
sufren las variaciones de componentes producto
de la accién oncogénica (HC11 ras), la funciona-
lidad lisosomal adquiere un rol fundamental sien-
do responsable tanto de las actividades digestivas
derivadas de los mecanismos de fago y pinocitosis
como producto del proceso autofagico (5). En este
contexto, considerando que los lisosomas son res-
ponsables del proceso degradativo de sustancias
derivadas del medio ambiente celular y propias del
citoplasma (6,7), parecié importante determinar
desde el punto de vista cualitativo y morfolégico,
las variaciones que este organelo presenta durante
el mecanismo de transformacion celular.

MATERIAL Y METODO

Microscopia electronica de transmision. Al pellet
que contenia las células HC11 GMy HC11ras, se le
adicion6 solucion de glutaraldehido 2%, en tampodn
fosfato 0,15 M, pH 7,2 y se mantuvo a temperatura
ambiente por 2 horas. Posteriormente fue sometido
a un lavado en solucion de 6 g de NaCl y 73 g de
sacarosa, disueltos en 1 litro de agua destilada. La
post-fijacion se realizé en solucién de tetroxido de
osmio 1% disuelto en la solucién de lavado antes
descrita durante una hora a 40° C y acetato de ura-
nilo 0,5%, por 18 horas.

Luego de lavado el material fue deshidratado
en concentraciones crecientes de acetona (30 a
100%) e incluido en Araldita 6005. Se obtuvieron
cortes ultrafinos de aproximadamente 70 nm de

grosor, los que fueron tratados con acetato de ura-
nilo 2% durante 40 minutos y citrato de plomo 0,5%,
por 10 minutos. Las muestras fueron estudiadas y
fotografiadas en un microscopio electronico Phillips
EM 400.

Meétodo estereoldgico. A partir de los bloques
para microscopia electrénica, fueron obtenidos cor-
tes ultrafinos, en los cuales se micrografiaron cada
uno de los tipos celulares, con un aumento de 10.500
X. Para la evaluacion de las fracciones volumétricas
lisosomales, fue sobrepuesto un reticulo de puntos,
en las micrografias electrénicas y se procedié al con-
teo diferencial de los puntos que incidian sobre los
perfiles de dichos organelos, calculandose la frac-
cién volumétrica que ocupa, mediante la siguiente
ecuacion:

Pi
Fv=——
Pt

Donde:

Fv = fraccién volumétrica del componente

especifico

Pi = puntos incidentes sobre el componente en
estudio

Pt = puntos totales incidentes en la estructura
celular

Para el calculo del area lisosomal fue utilizado
el software Sigma Scan Pro 5.0. Con el objetivo de
determinar diferencias estadisticamente significati-
vas los datos morfométricos fueron sometidos a la
prueba de Wilcoxon para muestras no paramétri-
cas.

RESULTADOS

Anadlisis cuantitativo. Las fracciones volumétri-
cas correspondientes a los lisosomas cuantificadas
en los tipos celulares proliferativos y transformados
se muestran en la Figura 1, evidenciando que exis-
te una clara diferencia en la tasa de mecanismos
endocitésicos y autofagicos en cada célula. Aun
mas, estudiadas, cuantificadas y sometidos todos
los resultados obtenidos a la prueba estadistica de
Wilcoxon para muestras no paramétricas, con un
95% de confianza y un error de 5%, considerando
un p=0,42 y 0,43 y considerando que esta prueba
establece diferencias con un valor de Z= a 2,032
y 2,023 tanto para las longitudes y areas que po-
seen los lisosomas (elegidas por azar) como en
el nimero de organelos evaluados en las células
HC11 GM y HC11 ras, indican que existen marca-
das diferencias, situacion evidenciada claramente
en la Tablas I, Il y Ill, respectivamente.
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Tabla lll
87 NUMERO DE LISOSOMAS CUANTIFICADOS EN
7 5 CELULAS MAMARIAS PROLIFERANTE (HC11
GM) Y TRANSFORMADAS (HC11 ras)
6 -
Lisosomas Células HC11 GM Células HC11 ras
5 1 2 10
4 A 2 2 14
3 3 3 18
4 5 21
21 5 6 23
1-
| Anaélisis morfoldgico. Los escasos lisosomas

HC11GM HC11ras
Figura 1. Fracciones volumétricas (%) correspondientes a

lisosomas cuantificadas en células mamarias proliferantes
(HC11 GM) y transformadas (HC11 ras).

Tablal

EVALUACION DE LA LONGITUD (u) DE 5
LISOSOMAS PERTENECIENTES TANTO A
CELULAS MAMARIAS PROLIFERANTES (HC11
GM) COMO TRANSFORMADAS (HC11 ras)

Lisosomas Células HC11 GM Células HC11 IM
1 0,57 1,30
2 0,63 1,40
3 0,70 1,54
4 0,90 1,74
5 0,95 190
Tabla ll

AREA LISOSOMAL (u2) EVALUADAS EN 5
CELULAS MAMARIAS PROLIFERANTES (HC11
GM) Y TRANSFORMADAS (HC11 ras)

Lisosomas  Células HC11 GM Células HC11 ras
1 2,5 9,6
2 2,9 10,3
3 3,2 12,7
4 4,6 14,5
5 5,3 16,6

pertenecientes a la célula proliferante se caracte-
rizan por distribuirse al azar en todo su citoplasma
(Figura 2), presentando una estructura basicamen-
te esférica y de pequefo tamafo destacandose la
presencia de su estructura membranosa rodeando
un lumen que puede aparecer tanto homogénea
y traslucida como electrodensa (flechas). Por otro
lado, como se muestra en la Figura 3 los multiples
lisosomas encontrados en la célula transformada
se caracterizan por presentar gran tamafno, dispo-
niéndose en toda la superficie citoplasmatica, evi-
denciando formas variadas tanto circulares como
ovoides y cuya caracteristica principal es la de pre-
sentarse como cuerpos multivesiculares en cuyo
interior aparecen restos de material producto de
digestion celular (flechas).
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o

Figura 2. Micrografia electronica correspondiente a una
célula mamaria proliferante (HC11 GM), evidenciando la
morfologia de lisosomas (flechas) 10.500 X.
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Figura 3. Micrografia electronica correspondiente
a una célula mamaria transformada (HC11 ras),
evidenciando la morfologia de lisosomas (flechas).
10.500 X.

DISCUSION

Los datos morfométricos aqui presentados
describen que las células en proceso proliferativo
y altamente indiferenciadas carecen de organelos,
situacién que concuerda con lo descrito en 1975
por Junqueira y Salles (8), en el sentido que han
demostrado que las células indiferenciadas practi-
camente no poseen organelos, incluyendo lisoso-
mas, cuya traduccion funcional en este caso, esta
representada por escasos mecanismos de endoci-
tosis y autofagia

En este mismo sentido Trump y cols (9), ya des-
cribian que la autofagia es un mecanismo carac-
teristico de las células que siguen el curso normal
de los procesos de diferenciacion, abandonando
las fases indiferenciadas de la mera proliferacién y
crecimiento celular.

Por otra parte, la transfeccion de estas células
mamarias mediante el oncogén ras, se traduce en
el cese inmediato de la sintesis lactea debido al blo-
queo del factor de transcripcion del gen de B casei-
nay con la consiguiente adquisicion de un fenotipo
neoplasico (10). Este dato es importante, puesto
que en 1987 Fawcet (11) describié en epitelio ma-
mario normal un aumento en el nimero de lisoso-
mas en medida que sobreviene el término de la lac-
tacion, o sea, comenzando el periodo de involucion
de la glandula mamaria, evidenciandose, como en
nuestros resultados, gran cantidad de lisosomas
secundarios bajo la forma de cuerpos multivesi-
culares conteniendo porciones de organelos como
reticulo endoplasmatico granular, mitocondrias o
granulos de secrecion en su interior. Este proceso
de autofagia tendria como objetivo una eventual re-
modelacion de estas células transformadas.

En este mismo sentido, nuestros resultados
muestran claramente que los lisosomas sufren
diversas modificaciones con el decorrer del me-
canismo de transformacion, y resulta evidente un
drastico aumento tanto en el volumen, nimero y
longitud, como en las areas de estos organelos.
Estos datos son coincidentes con lo informado por
Trump y cols (9), quienes plantean que cuando las
células normales son sometidas a injurias sub-leta-
les (tal como la transfeccién con el ras), se generan
multiples lisosomas producto de activos procesos
autofagicos.

Visualizando las variaciones experimentadas
por los lisosomas con el devenir del mecanismo
de transformacion, resulta obvio que corresponde
al reflejo de alteraciones en el metabolismo de las
células y por tanto, puede concluirse que la eva-
luacién de este organelo, cuantificados en células
transformadas, expresan notables incrementos y
por tanto, estos drasticos aumentos en todos los
parametros cuantificados, determinan un sdlido
marcador del proceso de transformacion celular en
este epitelio mamario (12).
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