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RESUMEN

En este trabajo se inicia un banco genético del gato guifia (Oncifelis guigna),
felino endémico de Chile y Argentina en peligro de extincion. Lineas de celulas
fibroblasticas obtenidas desde una biopsia dérmica extraida de la oreja de un ejemplar
guifia y cultivada bajo condiciones adecuadas de temperatura y CO,, fueron congeladas
con nitrogeno liquido (-196°C), permitiendo preservar su informacion genética para
futuras investigaciones en clonacion heteroespecifica como alternativa biotecnolégica
para la reproduccion de especies en peligro. Ademas, la sobrevida y proliferacion celular
de cultivos fibroblasticos de tres gatos domésticos (Felis domesticus), especie en la que
ya se han logrado crias viables por medio de estas técnicas, son comparados con el
cultivo del gato guifia, determinando asi la factibilidad de su uso en el medio nacional.
Se describe el cariotipo de la glifia muestreada, aportando con informacién no
disponible para la especie y de valor en una segunda etapa experimental.

ABSTRACT

In the present work a genetic bank is started for guigna, “kodkod” (Oncifelis
guigna), endangered felid endemic for Chile and Argentina. For this purpose,
fibroblastic cells lines obtained from dermic biopsy taken from the ear of a guigna and
cultured in a known medium under adequate conditions of temperature and CO,, were
frozen in liquid nitrogen (-196°C), thus allowing preserved its genetic information and
providing material for future research in nuclear transfer as a biotechnological option for
reproducing endangered species. Moreover, the cell survival and proliferation of
fibroblastic cultures of three domestic cats (Felis domesticus), species in which viable
newborns have been obtained with these techniques, are compared with guigna cultures.
Hence, the factibility of pursuing this method in our country can be established. The
karyotype of Oncifelis guigna, not as yet described, was determined for our guigna, thus

contributing to the next experimental step of this research.



INTRODUCCION

La deforestacion y fragmentacion de los bosques nativos, sumado al reemplazo
de sus especies arboreas por otras de caracter comercial y la llegada de asentamientos
humanos, han generado cambios en el paisaje nacional, lo cual ha reducido
enormemente la disponibilidad de habitat para los animales que en ellos viven. La
capacidad para adaptarse a las nuevas caracteristicas del entorno va en relacion inversa
al grado de vulnerabilidad que muestra cada especie ante los cambios ocurridos. El alto
grado de especificidad de habitat y la reducida capacidad de adaptacién, que posee la
glifia (Oncifelis guigna), uno de los felinos nativos endémicos de nuestro pais, ha
generado que se vea seriamente afectada al punto de ser considerada una de las especies
en peligro de extincién. La limitada informacién disponible en la literatura actual y los
escasos esfuerzos en pro de su conservacion conforman un panorama incierto para la

especie.

Se han realizado estudios referentes a la obtencion “in vitro” de embriones de
animales vulnerables o en riesgo de extincion, utilizando técnicas de clonacion
heteroespecifica por medio de la transferencia de nlcleos somaticos, provenientes de
células aisladas desde la especie de interés, a ovocitos enucleados de una especie
donante. De esta manera se han logrado embriones viables capaces de ser implantados
en el Gtero de una hembra receptora para continuar con las etapas del desarrollo y
finalmente obtener una cria con la informacidn genética de la especie de interés. El
objetivo es proporcionar una alternativa reproductiva, en base a procedimientos
biotecnoldgicos, que ayuden a los programas de conservacion animal. Esto ha generado
nuevas lineas de investigacion en los mamiferos chilenos amenazados, entre los cuales
destaca el pudd (Pudu pudu) y el huemul (Hippocamelus bisulcus), sin embargo no hay

antecedentes concretos en lineas investigativas con respecto al gato glifia (Oncifelis

guigna).



En este estudio se establecieron lineas celulares fibroblasticas de un gato guifia,
en base a cultivo celular primario, comenzando con biopsias dérmicas obtenidas desde el
pabellon auricular externo, las cuales fueron incubadas en un ambiente apropiado con
medio de cultivo definido y sometidas a sucesivos pasajes celulares. Posteriormente se
congelaron en nitrégeno liquido, iniciando un banco genético de la especie, el cual podra
ser utilizado en etapas futuras de experimentacion que consideren a la transferencia
nuclear como alternativa reproductiva. Ademas, se determind el cariotipo de la giifia
muestreada y se describid citogeneticamente, aportando con informacién no disponible
aun en la literatura y que es de importancia fundamental para una segunda etapa de esta

investigacion.

También se muestred y cultivd dermis proveniente de orejas de tres gatos
doméstico (Felis domesticus), especie en la que ya se reportan éxitos reproductivos
utilizando cultivo celular y posterior transferencia nuclear. Los resultados obtenidos
fueron comparados con la experiencia en el ejemplar guifia, bajo criterios de
proliferacion y sobrevida celular. De esta forma se obtuvo informacién valiosa referente
al comportamiento de los fibroblastos, de un felino endémico de nuestra region,
cultivados con medio definido mediante técnica estandarizada, sentando un precedente

para futuras investigaciones.

Se enfatiza en que el objetivo de este estudio fue aportar informacion y apoyar a
los programas de conservacion del gato giifia (Oncifelis guigna), contribuyendo de esta
manera, a preservar la biodiversidad y el patrimonio genético chileno. Las técnicas
utilizadas no dafaron a los ejemplar muestreado ni les causaron sufrimiento alguno. El
genoma de la giifia fue preservado y no hubo manipulacion geneética, asi como tampoco

se alter6 el ecosistema.
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CAPITULO 1
La guifa, Oncifelis guigna (Molina, 1782)

1.1 El gato guifa.

El gato guifia (Oncifelis guigna) es uno de los representantes de las 10 especies
de felinos no domésticos existentes en Sudamérica, grupo que representa el 28% del
total mundial (Lucherini et al., 2004). Este ejemplar esta caracterizado por ser uno de los
felinos silvestres mas pequefios y menos conocidos a nivel mundial, habita solamente en
las areas boscosas con vegetacion arbustiva densa y tiene la particularidad de ser
endémico del centro sur de Chile y Argentina, por lo cual no se encuentran ejemplares,
en estado silvestre, en ninguna otra parte del mundo. Fue descrito, por primera vez, en el
afio 1782 por el abate Molina y la mayoria de los datos recopilados, que se tienen de la
especie, son de carécter anecddtico o poco actualizados (Nowell y Jackson, 1996;
Acosta, 2001; Sanderson et al., 2002; Dunstone et al., 2002a; Freer, 2004).

Se le conoce con los nombres de kodkod (Inglaterra), chat du chili (Francia),
guifia (Espafa), gato de Santa Cruz o gato guifia (Argentina) y huifia (Chile). EIl origen
del nombre kodkod no es claro y se postula que nace del dialecto mapuche “colocolo” en
posible referencia al gato de las pampas, Oncifelis colocolo, quedando “kodkod” como

una corrupcion del vocablo “colocolo” (Nowell y Jackson, 1996).
Actualmente, Oncifelis guigna se encuentra en peligro de extincion debido a los

profundos cambios que el hombre ha generado en su habitat y a la baja capacidad de

adaptacion que la especie ha mostrado ante estos (Acosta, 2001).
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1.2 Descripcion fisica del gato guifia.

Segun los registros morfométricos realizados por Sanderson et al., (2002), en la
isla grande de Chiloé, sobre un nimero de 5 giifias adultas, las caracteristicas metricas
del cuerpo de la Oncifelis guigna, dan cuenta de un ejemplar similar al gato domeéstico,
en tamafio y peso, registrando los siguientes datos en milimetros macho / hembra:
Circunferencia craneana 196,3 / 170, longitud del cuerpo 467,4 / 440, largo de cola
233,3 / 217,5 y masa corporal 2,2 / 1,7 Kg. Por su parte Dunstone et al., (2002b),
publican una serie de mediciones realizadas en el Parque Nacional Laguna San Rafael y
Parque Nacional Queulat sobre un nimero de 13 ejemplares adultos, proporcionando
registros que se expresan en rangos para macho / hembra: Masa corporal de 1,4 - 1,9 /
1,3- 1,55 Kg., largo de la colade 19,5 - 23 /19 - 21,1 cm. y longitud total de 59 — 66 /

57,5 - 61 cm., segun los siguientes datos resumidos en la Tabla n° 1.

El color base de su pelaje va desde el gris amarillento a un café rojizo, con
pequefias manchas negras que se distribuyen en la parte trasera y en los flancos, la cola
se presenta anillada con circulos oscuros y en muchos individuos se aprecian rayas
negras atravesando cara y cuello. La incidencia de melanismo aumenta a medida que se

avanza hacia el sur (Freer, 2004). (Imagen 1).

Imagen 1: Gato giiifia (Oncifelis guigna) en cautiverio, Buin Zoo, Santiago de Chile. 2007.
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Tabla n°1: Datos morfométricos de Oncifelis guigna, Parque Nacional Queulat y
Parque Nacional Laguna San Rafael.

Género y edad Peso (Kg.) Largo total (cm.) | Largo de cola (cm.)
Macho adulto 19 64,0 21,3
Macho adulto 19 59,0 19,5
Macho adulto 1,9 66,5 23,0
Macho adulto 1,8 62,0 22,5
Macho adulto 1,4 61,0 20,5
Macho adulto 18 62,0 20,0
Macho adulto 1,7 61,0 20,5
Hembra adulta 15 59,8 21,1
Hembra adulta 1,4 59,8 21,0
Hembra adulta 1,3 60,0 20,3
Hembra adulta 15 60,5 20,0
Hembra adulta 1,4 57,5 19,0
Hembra adulta 1,4 61,0 21,0

Dunstone et al, 2002b

1.3 Taxonomia.

Taxondmicamente, este animal se clasifica dentro del Phylum cordado, Clase
mamifera, Orden carnivoro y Familia felidae, siendo su nombre cientifico Oncifelis
guigna (IUCN, 2004). Se han propuesto dos subespecies de O. guigna en base al color
del pelaje, tamafio corporal y distribucion geogréfica, O. guigna guigna y O. guigna
tigrillo, la primera se caracterizaria por un pelaje mas brilloso, tamafio pequefio y de
mayor presencia en el bosque lluvioso templado del sur de Chile y Argentina, en cambio
O. guigna tigrillo seria de mayor tamafio, pelaje palido y asociada fundamentalmente al
bosque costero de Chile central. Hasta el momento no hay una explicacién con base
geneética que confirme la existencia de subespecies dentro de la especie guigna (Freer,
2004).
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Evolutivamente, la guifia se asocia al linaje del ocelote o linaje neotropical,
establecido hace unos 3 a 8 millones de afios, del cual deriva el grupo denominado
pequefios felinos de Sudamérica y que esta conformado por 7 representantes: ocelote
(Leopardus pardalis), tigrina (Leopardos tigrinus), margay (Leopardos wiedii), gato
andino (Oreailurus jacobita), colocolo (Oncifelis colocolo), gato de Geoffroy (Oncifelis
geoffroyi) y el gato guifia (Oncifelis guigna) (Pecon Slattery et al., 1994; Masuda et al.,
1996; Johnson et al., 1998, 1999, 2006).

1.4 Distribucién y héabitat.

Esta especie presenta una de las distribuciones geograficas mas restringidas del
mundo, encontrandose Unicamente en el territorio chileno y argentino. En Chile se ubica
entre los meridianos 70° a 75° O y los paralelos 30° a 48° S, es decir, entre la IV y la XI
region, aunque sus avistamientos recientes solo la describen desde la provincia de
Santiago hasta el sur de la isla grande de Chiloé, las Guaitecas y el parque nacional
Laguna San Rafael, desde el nivel del mar hasta el limite de la vegetacion. Su habitat
comprende zonas de bosque nativo y arbustivo de alta densidad, evitando transitar por
espacios abiertos e intervenidos por el hombre (Nowell y Jackson, 1996; Quintana et al.,
2000; Yensen y Seymour, 2000; Sanderson et al., 2002; Freer, 2004). (Imagen 2).

La densidad poblacional y el rango de movimiento espacial han sido establecidos
por Dunstone et al., (2002b), en base al estudio telemétrico efectuado sobre 6 ejemplares
marcados con radio collares en el area sur del pais. Asi se estim6 que la densidad
poblacional es de 0,97/Km?, pudiendo llegar a ser de 3,3/Km?, debido al avistamiento de
ejemplares, durante el estudio, que no contaban con el dispositivo. El area media de
movimiento espacial fue de 288 hectareas para machos y de 240 hectareas para hembras,
lo cual es un espacio territorial muy reducido, considerando su condicién de carnivoro y
mas aln, esta area se puede ver disminuida ante la presencia de competidores o
predadores oportunistas dados los cambios ocurridos en su hébitat (Dunstone et al.,
2002b).
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Imagen 2: Habitat caracteristico de la giiifia, bosque nativo de vegetacion densa. Reserva nacional
Los Queules VII Region, Chile 2007.

1.5 Dieta.

Su alimentacion es en base a pequefios roedores, aves silvestres y domesticas,
lagartijas y ocasionalmente material vegetal (Dunstone et al., 2002a; Sanderson et al.,
2002). Posee un comportamiento preferentemente nocturno y su facilidad para trepar le
permite cazar presas, tanto en los arboles como en la superficie terrestre (Sanderson et
al., 2002).

El estudio de las fecas, publicado por Correa y Roa en al afio 2005, permite
determinar que la dieta de Oncifelis guigna, en la zona central de Chile, esta compuesta,
principalmente, por pequeiios mamiferos (65% de las presas) seguida de pequefios
invertebrados (25,8%) y de semillas. El mamifero mas consumido fue la laucha de pelo
largo (Abrothrix longipilis) (27,3%) y el artrépodo mas frecuente fue la madre de la

culebra (Acanthinodera cummingi) (62,5% de los invertebrados). En el 88,2% de las
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fecas se encontraron restos de mamiferos, mientras que en el 41,2% se evidencio el
consumo de artrépodos y s6lo en dos fecas se hallaron semillas de maqui (Aristotelia
chilensis) y Pinus radiata, sin encontrarse restos de aves. Por su parte, Sanderson et al.,
(2002) si reportd la caza de aves como el tordo (Turdus falklandii), chucao tapaculo
(Scelorchilus rubecula), huet-huet (Pteroptochos tarnii) e incluso aves de corral como la
gallina doméstica.

1.6 Situacion actual.

La gran especificidad de habitat y la baja capacidad de adaptacion a los cambios
del paisaje, mostrados por Oncifelis guigna, han hecho que la creciente deforestacion y
fragmentacion del bosque nativo nacional afecten, enormemente, a esta especie (Acosta,
2001; Acosta y Simonetti, 2004). El bosque nativo ha experimentado un progresivo
reemplazo de su flora por una de caracter comercial, como lo son las coniferas (ej. Pinus
radiata), este tipo de plantaciones se ha extendido preferentemente en el bosque costero
de Chile central, donde se reporté un reemplazo de mas del 31% del bosque nativo,
durante el periodo 1978 — 1987 (Donoso y Lara, 1996).

A los cambios ya mencionados se les asocian una serie de otras alteraciones que

ponen en riesgo a las especies endémicas de los bosques nativos, entre estas estan:

a) La reduccién en el nimero de presas disponibles: El estudio publicado por Vergara y
Simonetti (2003), expone que los nidos de las aves pertenecientes a la familia de los
Rinocriptidos, caracterizadas por poner sus nidos a nivel del suelo y que conforman
parte de la dieta de Oncifelis guigna, son predados tres veces mas en los territorios
intervenidos que en los territorios de bosque nativo, poniendo en riesgo su
disponibilidad. En general, las poblaciones de predadores responden a los cambios en la
disponibilidad de las presas, ya sea alterando su nimero (baja en tasa reproductiva,
muerte 0 migraciéon) o cambiando a presas alternativas (Angerbjorn et al., 1999). La

poblacion del gato Geoffroy (Oncifelis geoffroyi) aumento considerablemente su area de

16



accion y declind en numero cuando estuvo sometida a estrés alimentario por
disminucion en la disponibilidad de roedores durante un periodo de sequia (Pereira et
al., 2006).

b) Aislamiento de las subpoblaciones por fragmentacion del ambiente: La pérdida y la
fragmentacion del habitat han sido identificadas como las principales amenazas para la
sobrevida de la guifia. Once metapoblaciones de Oncifelis guigna fueron identificadas en
los bosques costeros de Chile central. Se entiende por metapoblacién al grupo de
subpoblaciones conectadas, entre si, por individuos que transitan entre ellas. Al
proyectar su viabilidad, en el tiempo, en base a la estimacion del tamafio territorial,
namero de individuos, intensidad del talaje y posibilidad de conexion entre
subpoblaciones, se determind que teéricamente sélo la metapoblacion Nahuelbuta podria
ser capaz de mantenerse, por si misma, en el mediano plazo, el resto estaria destinado a

desaparecer (Acosta et al., 2003).

Todo este panorama ha contribuido a que hoy en dia la guifia haya sido
considerada en peligro de extincién (Glade, 1993) e incluida en el apéndice Il de CITES
y en la “red list” de la International Union for Conservation of Nature (IUCN, 2004)
formando parte de las especies vulnerables, basandose en la reducida distribucion
geografica que presenta y en la estimacion poblacional desarrollada, la cual indica que el
namero efectivo de individuos maduros no supera los 10.000 ejemplares, con una
tendencia a la disminucion debido a la pérdida de habitat y a la persecucion por parte del
hombre. Sumado a esto, se calcula que no existirian subpoblaciones con mas de 1.000
individuos maduros (IUCN, 2004). Es asi como Cofré y Marquét (1999), le asignan a la
giifia y a su entorno, uno de los més altos valores dentro del indice de prioridad de

conservacion calculado para los mamiferos terrestres chilenos.

El interés cientifico por desarrollar lineas de investigacion en la conservacion de

los felinos sudamericanos, ha experimentado un fuerte auge a nivel mundial durante la
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ultima década. Asi se han establecido bases sdlidas en los conocimientos de areas como:
gametologia, embriologia, endocrinologia y criobiologia, para la mayoria de las especies
de la region, pensando en ser aplicados a programas de reproduccion asistida, sin
embargo ninguno de estos estudios ha sido realizado tomando como ejemplo al gato

guifia (Swanson y Brown, 2004).

La urgente necesidad por generar informacion, referente al comportamiento
ecologico y bioldgico de Oncifelis guigna, queda de manifiesto en el estudio publicado
por Lucherini y colaboradores en el afio 2004. En este, se establece un ranking de
prioridad en investigacion, dentro de los felinos sudamericanos existentes en Argentina,
en base a la evaluacion de los esfuerzos cientificos tanto regionales como mundiales y a
las caracteristicas de vulnerabilidad y especificidad de habitat mostradas por cada
especie. Debido al menor nimero de publicaciones y al fuerte grado de vulnerabilidad
mostrado, la guiifia obtuvo el primer lugar dentro de las prioridades de investigacion.

Recientes publicaciones efectuadas por autores nacionales y extranjeros, han
permitido conocer mas en detalle el comportamiento de la giifia dentro de su hébitat,
detallando su distribucion espacial, territorialidad, interaccién con su entorno y dieta,
reconociendo asi fortalezas y debilidades ante la intervencion antrépica (Acosta, 2001;
Dunstone et al., 2002ab; Simonetti et al., 2002; Sanderson et al., 2002; Freer, 2004), sin
embargo no se han desarrollado avances en el conocimiento de las variables bioldgicas
en cuanto a su estrategia reproductiva, informacion indispensable para reforzar los

programas de conservacion.

Solo se ha logrado estimar que un ejemplar puede llegar a vivir 11 afios y que
poseeria un ciclo reproductivo clasificado como poliestrico estacional de dias cortos con
un largo gestacional que variaria entre 72 a 78 dias pariendo camadas que van entre 1 a
4 cachorros (Freer, 2004).
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CAPITULO 2
Alternativas Biotecnologicas de la Reproduccion

Las biotecnologias reproductivas comprenden técnicas que permiten aumentar la
eficiencia reproductiva de los animales. Entre estas se encuentran: Inseminacion
artificial, congelacién de semen, sincronizacién e induccion de la ovulacién,
superovulacién, transferencia embrionaria y congelacion de embriones, clonacion de
animales por medio de transferencia nuclear, determinacion y seleccion del sexo de
embriones y espermatozoides, produccion “in Vitro” de embriones, micromanipulacion
de embriones para producir mellizos homocigotos y quimeras. Cada una de estas
técnicas tiene importancia “per se”, pudiendo ser utilizadas en forma individual o

combinadas entre si (Palmay Brem, 2001).

2.1 Biotecnologias reproductivas en la conservacion de especies en peligro.

Muchas especies de animales silvestres estan en peligro de extincién por
introduccion de especies competidoras, pérdida de sus habitats naturales o por caza
indiscriminada. Aunque la reproduccion natural debiera ser el método de eleccién para
incrementar el nimero poblacional de una determinada especie, cuando esta se encuentra
reducida en numero disminuye la probabilidad de encuentro, por lo cual las alternativas
biotecnolodgicas de la reproduccion podrian ser un aporte de valor a la hora de trabajar en
la conservacion de animales en riesgo (Holt et al., 1996; Holt y Pickard, 1999;
Fernandez, 1999; Holt et al., 2004).

La reproduccion de especies en peligro de extincion o en estado vulnerable,
podria favorecerse por el uso de material genético almacenado, el cual provendria de
parques zooldgicos, reservas naturales y universidades (Wildt et al., 1997). Las técnicas
a utilizar incluyen inseminacién artificial, transferencia de embriones, fecundacion "in
vitro", inyeccion intracitoplasmatica ICSI (Comizzoli et al., 2000; Pope, 2000) y

clonacion por transferencia nuclear (Wells et al., 1998; Fernandez, 1999; Wells, 2000).
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El proyecto argentino titulado “Asistencia a la Reproduccion y Conservacion
Animal” (ARCA), de la Fundacion Bioandina Argentina, mantiene un banco genético
que almacena espermatozoides, ovocitos, embriones y tejidos de diversas especies en
peligro, para desarrollar técnicas de reproduccion asistida. Esto ha permitido la
obtencion de tres crias de Muflén Corso (Ovis musimon) mediante inseminacion
artificial con semen congelado a —196°C, comprobando la utilidad del banco y los
beneficios que brinda a favor de la conservacion de especies silvestres. Sin embargo, no

se reporta el almacenamiento de células o tejidos de guifia (Bioandina Argentina, 2003).

Se ha considerado la restitucion de especies en peligro de extincién, en base a
clonacion por transferencia nuclear, técnica que requiere el establecimiento de bancos
genéticos que consideren la criopreservacion de células somaticas (diploides) obtenidas
a partir de biopsias, raspados de mucosa bucal o foliculos pilosos. Posteriormente, la
técnica considera la transferencia de uno de estos ndcleos a un oocito, previamente
enucleado, donado por la misma especie u otra cercana, obteniendo un embrion capaz de
continuar con las etapas posteriores del desarrollo en el Utero de una hembra receptora
tratada hormonalmente para tales efectos (Wells et al., 1998; Ferndndez, 1999;
Comizzoli et al., 2000; Rojas et al., 2004 y 2006).

Actualmente, son numerosos los casos en los que se han conseguido crias a
través de clonacion por transferencia nuclear de una célula somética a un ovocito
enucleado, por ejemplo, se han logrado crias de la raza bovina Enderby Island, adaptada
a condiciones climaticas extremas, transfiriendo nucleos de células de la granulosa a
oocitos enucleados, de vaca doméstica (Wells, 2000); Asi también se han obtenido crias
vivas de conejos (Yang, 2005), cerdos (Onishi et al., 2000), equinos (Hinrichs et al.,
2006) y perros (Jang et al., 2007) mediante la transferencia de un nucleo fibroblastico a
un ovocito enucleado. Se ha diagnosticado prefiez luego de implantar un embrién
obtenido por transferencia nuclear somatica desde una célula de argali (Ovis ammon) a

un ovocito enucleado de oveja doméstica (Ovis aries) (White et al., 1999) y utilizando
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las mismas técnicas se han reportado la obtencién de blastocistos de 0so panda gigante
(Ailuropoda melanoleuca) en oocitos de conejo (Chen, 1999) y blastocistos de pudu
(Pudu pudu) en oocitos de vaca (Venegas et al., 2006), este ultimo es un ejemplo mas
cercano ya que fue realizado por cientificos de la Universidad de Chile en un grupo

liderado por la Dra. Mariana Rojas.

El cultivar y almacenar células fibroblasticas, extraidas desde una biopsia
dérmica de la especie de interés, permite el establecimiento de un banco genético de
ésta, el cual puede ser utilizado en técnicas de transferencia de nucleos somaticos.
Actualmente, se han establecido bancos de lineas celulares fibroblasticas de gatos
domeésticos, tras sucesivos pasajes celulares de muestras de tejido fetal, 14 dias post
fecundacién y de tejido dérmico abdominal adulto, incubados con medios de cultivo
apropiados, utilizando como base al DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium)
adicionado con 10% de suero fetal bovino (Kitiyanant et al., 2003).

El afio 2002 Shin et al., comunico el nacimiento del primer gato doméstico (Felis
domesticus) clonado mediante transferencia nuclear, desde células fibroblésticas de gato
a ovocitos enucleados de la misma especie. Asi se obtuvo un embrion viable capaz de
continuar con las etapas del desarrollo, el cual fue transferido al Gtero de una gata

doméstica receptora (Imagen 3).

La transferencia de nucleos fibroblasticos a ovocitos enucleados, como
alternativa de reproduccion para las especies en peligro de extincién, ya ha sido
introducida en especies de felinos silvestres. Es asi como se han obtenido embriones del
gato africano silvestre (Felis silvestris libica) a partir de la fusion de uno de sus
fibroblastos con un ovocito enucleado de gata doméstica (Gomez et al., 2003), clonacion
heteroespecifica cuyo desarrollo genera alternativas ventajosas para el trabajo con
especies vulnerables o en peligro, pues su reducido numero poblacional complica la

utilizacion de sus ejemplares.
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Estos ultimos informes sientan las bases a seguir en las especies felinas y darian
un futuro auspicioso para el establecimiento de un banco genético de Oncifelis guigna,

en base a lineas fibroblasticas obtenidas mediante cultivo celular.

Imagen 3: Primer gato doméstico clonado a) Gata donante del nticleo somatico b) gato clonado
junto a la hembra receptora (madre sustituta). Shin et al., 2002

2.2 Criopreservacion.

Los pequefios nlcleos poblacionales de especies animales en peligro, son mas
vulnerables al riesgo de extincion y por lo tanto, a la pérdida del ADN contenido en el
nucleo celular, atentando contra la diversidad genética. La congelacidon de sus gametos,
embriones o células, ofrece la potencialidad de preservar el genoma animal mediante la
creacion de bancos de recursos genéticos, donde se mantengan a bajas temperaturas (-
196°C), en forma indefinida (Vazquez et al., 1998), proporcionando material biolégico a
los programas reproductivos basados en inseminacion artificial, transferencia

embrionaria o clonacion por transferencia nuclear (Long et al., 2003).
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La congelacién de tejidos bioldgicos es un proceso fisicoquimico complejo de
intercambio de calor y agua entre las células y el medio externo que culmina en un
cambio de fase liquida a solida (Aller et al., 1995). La utilizacion de temperaturas lo
suficientemente bajas hace posible la conservacion de células vivas a través del cese de
las reacciones quimicas inducidas térmicamente (Cabodevifia y Taruel, 2001) y de los
procesos de envejecimiento y degeneracion celular (Vazquez et al., 1998).

Los procesos de congelacion y posterior descongelacién someten a las células a
eventos altamente estresantes, causando dafios tanto a la membrana celular como a los
organelos citoplasmaticos y al citoesqueleto. El dafio directo, que el congelamiento
causa en las células, ha sido explicado por dos mecanismos: a) Formacion de hielo
intracelular y b) Efecto de solucién, actuando uno o el otro dependiendo de la tasa de
enfriamiento del sistema (Cabodevifia y Taruel, 2001; Han y Bischof, 2004; Moore et
al., 2006). Las tasas de enfriamiento excesivamente rapidas cristalizan el agua
intracelular dafiando organelos y citoesqueleto, si a esto se suma una descongelacion
lenta, los cristales sufren un crecimiento adicional, provocando un dafio mecanico que
compromete la vida celular. Por el contrario, cuando se utilizan tasas de enfriamiento
muy lentas se produce el efecto de solucion, ya que al iniciarse el descenso de la
temperatura comienza a formarse hielo en la solucion extracelular con la consecuente
concentracion de sales en la fraccion no congelada, la diferencia de presion osmética
genera la deshidratacion celular pues esta cede agua al medio externo, generando
disminucion del volumen celular y destruccion de la membrana plasmatica. Todo esto
hace necesario deshidratar, parcialmente, los tejidos antes de su congelacion, mediante
la incorporacion de agentes crioprotectores a la solucion de congelacion, los cuales
protegen a las células antes y durante la congelacion (Han y Bischof, 2004; Moore et al.,
2006). Los crioprotectores son sustancias de bajo peso molecular que pueden penetrar o
no a través de la membrana plasmatica. Entre los crioprotectores que si penetran la
membrana plasmatica se encuentran: Glicerol, dimetilsulfoxido, propilenglicol y

etilenglicol. Dentro de los crioprotectores que no penetran la membrana plasmatica se
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encuentran distintos azlcares, entre estos: Sucrosa, trealosa, glucosa y rafinosa; Ademas
de macromoléculas como: Polivinilpirrolidona, alcohol polivinilico y hialuronidato. Si
bien cada crioprotector tiene mecanismos propios de accion, sus efectos generales son
estabilizar las membranas celulares, producir la salida de del agua intracelular y reducir

la concentracion de electrolitos del medio extracelular (Cabodevifia y Taruel, 2001).

La congelacion convencional, a -196°C, considera 4 etapas comunes en las
distintas técnicas: La primera etapa contempla la exposicion, del material bioldgico a
congelar, a concentraciones molares crecientes de los agentes crioprotectores,
promoviendo la salida del liquido celular. Una segunda etapa considera el enfriamiento
desde temperaturas fisioldgicas hasta temperaturas que causan el cese de todas las
reacciones quimicas inducidas térmicamente. La tercera etapa guarda relacion con el
calentamiento desde la temperatura de conservacion a temperaturas fisioldgicas.
Finalmente, la cuarta etapa consiste en la extraccion del crioprotector. Los tejidos
alcanzan un equilibrio osmotico antes de comenzar el descenso de la temperatura y lo
mantienen durante el enfriamiento, esto se lleva a cabo lentamente permitiendo al tejido
contraerse y ceder agua, en respuesta del incremento gradual de la concentracién de la
solucion extracelular (Cabodevifia y Taruel, 2001).

La eficiencia de la clonacion, mediante técnicas de transferencia nuclear,
depende de mudltiples factores. Entre estos, son de crucial importancia los protocolos
escogidos para la congelacién y mantencion del banco genético, pues tasas de
enfriamiento no adecuadas podrian dafar las membranas bioldgicas, afectando la fusion
del nacleo somatico con el oocito enucleado. Asi, el proceso de congelamiento es un

paso critico para el éxito de esta técnica (Hayes et al., 2005).
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CAPITULO 3

Cultivo celular

3.1 Historia y generalidades del cultivo celular.

Actualmente se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten
la division, crecimiento y mantencion in vitro de un tipo de células, preservando al
maximo sus propiedades fisioldgicas, bioquimicas y genéticas, mediante la replicacion
de las condiciones de tonicidad, pH, temperatura y nutrientes del medio extracelular in
vivo, asi como también busca asimilar las influencias de las sefiales quimicas,
hormonales y factores de crecimiento que permiten su desarrollo en forma controlada
(Alberts et al., 1996; Smith y Wood, 1996; Reina, 2003a).

El cultivo de tejidos animales tiene sus origenes en 1907, con el zodlogo R.
Harrison, quien fue el primer autor en utilizar técnicas in vitro para el estudio de
fendmenos in vivo (Reina, 2003a). Este cientifico trat6 de comprobar la hipdtesis
conocida como teoria neuronal, la cual afirmaba que cada fibra nerviosa es una
prolongacion de una sola célula y no el producto de la fusién de varias de ellas. Para
esto, colocd pequefios fragmentos de médula espinal de rana, en plasma coagulado,
dentro de una cdmara humeda y caliente, al cabo de un dia pudo observar al microscopio
que las distintas células nerviosas emitian prolongaciones largas y finas hacia el plasma
coagulado, demostrando la teoria neuronal y estableciendo las bases de la revolucién del
cultivo celular (Alberts et al., 1996; Reina, 2003a).

En general, bajo condiciones adecuadas, los distintos tipos celulares, tanto
animales como vegetales, sobreviven, se diferencian e incluso expresan propiedades
diferenciales en un cultivo (Alberts et al., 1996; Smith y Wood, 1996). Salvo las células
asociadas a fluidos bioldgicos, como los linfocitos sanguineos, la mayoria de las células

derivadas de tejidos animales no estan adaptadas a crecer en suspension, de forma que
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necesitan una superficie sélida sobre la cual poder crecer y dividirse, por lo tanto, se les
llama células dependiente de anclaje. Actualmente esta superficie de soporte esta
mayormente representada por material de plastico (poliestireno) en formas de botellas o
placas (Alberts et al., 1996; Smith y Wood, 1996).

Los cultivos preparados directamente a partir de los tejidos de un organismo, con
o sin fraccionamiento previo, reciben el nombre de cultivos primarios. En la mayoria de
los casos, las células de los cultivos primarios pueden recuperarse de las placas de
cultivo y utilizarse para formar un gran nimero de cultivos secundarios. De esta forma
las celulas pueden ser subcultivadas repetidamente durante semanas 0 meses. A menudo
estas células muestran propiedades diferenciadas tipicas de sus origenes, asi por

ejemplo, los fibroblastos contindan segregando colageno (Alberts et al., 1996).

3.2 Biologia de la célula en cultivo.

En el proceso de establecimiento de un cultivo celular se seleccionan las células
gue creceran segin numerosos criterios, asi sélo formaran el cultivo aquellas células que
sean capaces de superar el proceso de disgregacion y de adherirse al sustrato para
proliferar en forma de monocapa. Las células dependientes de anclaje no iniciaran su
proliferacion hasta encontrarse adheridas a una superficie. Cuando un cultivo es
mantenido en el tiempo se establece una nueva seleccion, aumentando en nudmero
aquellas células que tienen una mayor tasa de crecimiento. En el momento en que se
alcanza la confluencia, en general, las células detienen su crecimiento. Asi pues, se ha de
entender el cultivo como un ente dindmico en el que las proporciones relativas de los
diferentes elementos que lo conforman varian en el tiempo en funcién de la presién

selectiva a la que estén sometidos (Reina, 2003a).
Las células animales en cultivo experimentan tres fases distintas: 1) Fase de

retardo: Es un periodo de crecimiento “cero” cuando el explante o las células han sido

recién incluidas en el medio de cultivo. El tiempo transcurrido en esta fase depende del
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tipo celular y del estado metabdlico, de éste, al momento de iniciado el cultivo. 2) Fase
de crecimiento exponencial: Periodo de continuas divisiones celulares, en esta etapa el
namero de células animales normalmente se duplica en 15 a 25 horas. 3) Fase
estacionaria: Periodo después del crecimiento exponencial, no hay cambios en la
densidad del cultivo celular y ocurre por disminucion en la concentracion de nutrientes,
por acumulacion de metabolitos inhibitorios o por confluencia celular. Un continuo
recambio de medio de cultivo o la creacion de subcultivos celulares (repicajes) puede
mantener la fase de crecimiento exponencial por una mayor cantidad de tiempo (Smith y
Wood, 1996; Cristofalo et al., 2004).

3.3 Evolucidn de las lineas celulares.

La mayoria de las células de los vertebrados demuestra una capacidad limitada
de divisiones en cultivo, manifestando en las Gltimas etapas del cultivo, una reduccion
gradual de sus propiedades de crecimiento y en el potencial de replicacion, para luego
morir tras un paso finito de divisiones, asi se describe una senescencia de la replicacién
celular (Cristofalo et al.,, 2004), la cual es posible determinar por un fenotipo
caracteristico, que en los fibroblastos incluye un alargamiento y flacidez celular con un
concomitante aumento en el tamafio de los nucleos y nucléolos, incremento en el
namero de lisosomas y Golgi, aparicion de vacuolas en citoplasma y reticulo

endoplasmico, junto con el incremento de microfilamentos citoplasmaticos.

Las lineas celulares eucaridticas constituyen una fuente ampliamente utilizada
para la obtencidén de células homogéneas. Las células cutaneas humanas en cultivo
sobreviven durante algunos meses, dividiéndose Unicamente entre 50 y 100 veces antes
de morir. Se sugirié que esta vida limitada estaba relacionada con la vida limitada del
animal del que derivan las células, sin embargo en cultivos, ocasionalmente, surgen
algunas células que han sufrido algin cambio genético que las hace realmente
inmortales, estas células proliferan indefinidamente y pueden propagarse como una linea
celular (Alberts et al., 1996; Smith y Wood, 1996). Las lineas celulares, tanto
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transformadas como no transformadas resultan extremadamente U(tiles para la
investigacion celular como fuente de un nimero muy elevado de células de un tipo
uniforme, especialmente porque se pueden guardar en nitrogeno liquido a -196°C
durante un periodo indefinido de tiempo y después de descongeladas todavia son
viables. Sin embargo, es importante reconocer que las células de ambos tipos de lineas
celulares casi siempre difieren de sus células progenitoras de los tejidos de las que
derivan, en caracteristicas fenotipicas o en las tasas de replicacion (Alberts et al., 1996;
Smith y Wood, 1996).

3.4 El medio de cultivo celular.

El cultivo celular se realiza en medios artificiales preparados mediante la mezcla
de componentes purificados o de soluciones organicas complejas, en el interior de
instrumentos que mantienen las condiciones fisico-quimicas adecuadas y sobre soportes
o0 recipientes que los contienen y aislan del medio exterior. Por ello, los elementos
principales del medio de cultivo son: 1) La naturaleza del sustrato o fase en que crecen
las células. 2) Las condiciones fisicoquimicas y fisioldgicas del medio. 3) La naturaleza
y composicion de la fase gaseosa. 4) Las condiciones de incubacién, especialmente
humedad y temperatura (Reina, 2003b).

Dentro de las propiedades fisicas del medio de cultivo se encuentran: pH,

osmolaridad, temperatura y viscosidad (Reina, 2003b).

e pH: En general, el pH Optimo de crecimiento, para la mayoria de los tipos
celulares, es de 7,4 y como indicador se utiliza el rojo fenol, el cual vira su
coloracion dependiendo del pH del medio, asi presenta coloracion rojiza a pH
7,4, naranja a pH 7, amarillo a pH 6,5, azul-rojo a pH 7,6 y parpura a pH 7,8. Un
componente tamponador es generalmente utilizado para evitar cambios bruscos

de pH, entre estos se menciona al tampon bicarbonato y al HEPES.
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Osmolaridad: La mayoria de los tipos celulares crece adecuadamente dentro de
un rango de 260 a 320 mOsm/Kg, con pequefias variaciones dependiendo del
tipo celular. Se recomienda utilizar medios ligeramente hipotonicos para

compensar la evaporacion durante el periodo de incubacion.

Temperatura: La temperatura tiene gran influencia en la tasa de crecimiento de
las células dada la regulacion que esta ejerce en los procesos metabdlicos, por lo

cual, debe mantenerse cercana a los 38°C.

Viscosidad: Est4 determinada fundamentalmente por los componentes del medio,
no tiene gran influencia en la tasa de crecimiento celular, pero si es importante
para evitar el dafio celular en la agitacion del cultivo (menor dafio a mayor

viscosidad).

En cuanto a la fase gaseosa, sus componentes mas significativos son el oxigeno

(O,) y el dioxido de carbono (CO,). Para la mayoria de los cultivos celulares, las
necesidades de oxigeno son cubiertas por la tension atmosférica (95% de O), sin
embargo es necesario mantener un control més detallado de la tension de CO,
atmosférico, ya que juega un complejo papel dentro de medio de cultivo, debido a que
influye en el pH y en la cantidad de iones HCO3 disueltos en é€l, por lo tanto es
recomendable que se mantenga estable y cercana al 5% (Smith y Wood, 1996; Reina,
2003b).

La mayoria de los medios de cultivo estan formados por los siguientes elementos

(Reina, 2003b):

a) Soluciones salinas equilibradas: Es una mezcla de sales inorganicas que incluye

usualmente bicarbonato sédico y suplementada con glucosa. Se utilizan para
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b)

d)

diluir medios méas complejos o para incubaciones cortas que requieren un medio
isotonico no completo nutricionalmente.

Aminoacidos: Se hace indispensable la presencia de los aminoacidos esenciales
que cubran los requerimientos celulares, normalmente se suplementa con

glutamina.

Suplementos organicos de bajo peso molecular: Dependiendo del medio pueden

ser piruvato, lipidos o nucledsidos intermediarios del ciclo de Krebs.

Hormonas y factores de crecimiento: En los medios no definidos suelen ser
aportados por el suero (Ej: Suero fetal bovino) el cual, a pesar de tener una
composicion conocida, posee componentes en cantidades variables que pueden
influir notablemente en el cultivo, por lo cual su utilizacion puede ser
problematica (Smith y Wood, 1996).

Inhibidores del crecimiento de los contaminantes: Antibidticos y antifungicos
deben ser adicionados bajo estricto control para evitar efectos nocivos sobre el
cultivo, esto debe ir acompafiado de una cuidadosa manipulacion aséptica para

asegurar un bajo riesgo de contaminacion (Smith y Wood, 1996).

Vitaminas y glucosa también son suplementos frecuentes en los medios de

cultivo, la limitacion de vitaminas se manifiesta en la supervivencia de las células y en la
reduccion de la tasa de crecimiento. La glucosa, que constituye la fuente de energia en
muchos medios de cultivos es metabolizada, preferentemente, via glucolisis hacia
piruvato, el cual puede ser convertido en lactato o acetoacetato que entra en el ciclo de
Krebs (Reina, 2003b).

Uno de los medios de cultivo celular, mas ampliamente utilizado, es el DMEM

(Dulbecco’s Modified Eagle Médium) que incluye una mezcla compleja de
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carbohidratos, aminoacidos, sales, vitaminas, hormonas y factores del crecimiento
(Smith y Wood, 1996). Contiene cuatro veces la concentracion de aminoacidos y
vitaminas que el medio basal de Eagle (Reina, 2003b) (Ver Tabla N° 2).

Tabla n°® 2: Componentes del medio de cultivo celular DMEM

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ‘ ?ﬁ%’?g
Inorganic Salts
CaCly(anhyd.) | 200.00
Fe(NO3) 9H,0 | 0.10
KCl ‘ 400.00
MgSO,(anhyd.) ‘ 97.67
NaCl | 6400.00
NaH,PO, H,0 | 125.00
Other Components
D-Glucose | 4500.00
Phenol Red | 15.00
Sodium Pyruvate ‘ 110.00
Amino Acids
L-Arginine HCI | 84.00
L-Cystine 2HCI | 63.00
L-Glutamine ‘ 584.00
Glycine | 30.00
L-Histidine HCI H,0 | 42.00
L-Isoleucine ‘ 105.00
L-Leucine ‘ 105.00
L-Lysine HCI ‘ 146.00
L-Methionine ‘ 30.00
L-Phenylalanine ‘ 66.00
L-Serine ‘ 42.00
L-Threonine ‘ 95.00
L-Tryptophan ‘ 16.00

31




L-Tyrosine 2Na 2H,0 ‘ 104.33 ‘

L-Valine ‘ 94.00 ‘
Vitamins |
D-Ca pantothenate ‘ 4.00 ‘
Choline Chloride | 400
Folic Acid | 4.00|
i-Inositol ‘ 7.20 |
Niacinamide ‘ 4.00 ‘
Riboflavin | 040
Thiamine HCI | 4.00

Smith y Wood, 1996

3.5 El fibroblasto.

Es la célula principal o mas abundante del tejido conectivo que se caracteriza por
elaborar los precursores de los componentes de la matriz extracelular (MEC), de este
hecho se desprende que su nombre signifique “formador de fibras” (Fawcett, 1986;
Paniagua et al., 1997; Geneser, 2000).

Este tipo celular se encuentra distribuido a lo largo del tejido conectivo, entre los
paquetes de las fibras colagenas, generalmente presenta un aspecto fusiforme, ahusado y
evidenciando proyecciones citoplasmaticas o procesos filamentosos de grosor variable,
pero también se le puede apreciar estrellada, aplanada y con numerosas prolongaciones
delgadas (Fawcett, 1986; Paniagua et al., 1997; Geneser, 2000). Teflidas con
Hematoxilina-Eosina y observadas bajo microscopia Optica, presentan un citoplasma
usualmente eosinofilico, pero tan debilmente tefiido que apenas se visualiza, por lo tanto
solo se ve un nucleo ovoide, conteniendo uno o dos nucléolos y escasa cromatina.
Utilizando microscopia electronica se puede observar un escaso reticulo endoplasmico
rugoso (RER) y un pequefio aparato reticular de Golgi, estas caracteristicas describen a
un fibroblasto no activo (Geneser, 2000). En condiciones de estimulacion, por ejemplo

heridas, los fibroblastos inician la elaboracion de componentes extracelulares, su
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citoplasma aumenta en cantidad y se torna de coloracion basofila, el RER y el aparato de
Golgi se desarrollan y evidencian numerosas cisternas, asi el fibroblasto adquiere la
apariencia de una célula glandular activa ocupada en la sintesis y secrecion de productos

extracelulares (Fawcett, 1986; Geneser, 2000).

La estimulacion también puede inducir su proliferacion mediante divisiones
mitoticas que son mediadas por un factor de crecimiento llamado “factor de crecimiento
fibroblastico” (FGF), el cual es secretado por macrofagos y desarrolla su accion
uniéndose a receptores especificos en la superficie de las membranas fibroblasticas,
ejerciendo un poderoso efecto mitdgeno. Ademas, existe estimulacion por parte de
vitaminas y hormonas, asi como también de otros factores de crecimiento, tales como:
Factor de crecimiento de células epiteliales (EGF), factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), factores de crecimiento similares a la insulina, tipo 1 y Il (IGF-I,
también llamado somatomedina C, e IGF-Il) y los factores de crecimiento
transformantes, alfa y beta (TGF-a y TGF-P) (Paniagua et al., 1997).

Los fibroblastos no abandonan el tejido conectivo pero si pueden desplazarse por
él, mediante movimientos ameboides, para ello son fundamentales los filamentos de
actina (fibrillas del citoesqueleto). EI movimiento se inicia cuando un lado de la célula
emite seudodpodos, los cuales se desarrollan por polimerizacion de actina, presentando un
elevado contenido de ella. Los seuddpodos se denominan lamelopodios cuando las
evaginaciones son anchas y filopodios cuando son delgadas. Una vez desarrollada la
evaginacion, el seudopodo se fija a la superficie en lugares llamados “adherencias
focales” cuyo tamano es de alrededor de 1 um, para ello la prolongacion cuenta con
receptores para la fibronectina presente en la MEC, posteriormente se desarrolla un
proceso de contraccion citoplasmatica en direccion del seudopodo, lo cual efectda el
movimiento celular. La direccion del movimiento es determinada por el fendmeno de
guimiotaxia que define la capacidad celular de desplazarse en direccidon de un atractante

o0 de alejarse de un repelente (Geneser, 2000).
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Los fibroblastos son células completamente diferenciadas que ordinariamente no
se diferencian en otro tipo de células pero la evidencia dice que bajo ciertas condiciones
pueden llegar a ser células de hueso o adipocitos por acumulacién de lipidos (Fawcett,
1986; Paniagua et al., 1997).

Para establecer un cultivo fibroblastico, a partir de un tejido dérmico, las células
deben ser aisladas de la matriz de tejido organizado en que se encuentran in vivo, para
esto se fragmenta la muestra en pequefias partes, las cuales son puestas en una placa
petri que contenga un medio de cultivo apropiado. Los fibroblastos son células
dependientes de anclaje, es decir, requieren de un sustrato para desarrollarse y
multiplicarse. Una vez anclados formaran una monocapa celular de alta densidad en el
fondo de la placa, evento denominado confluencia, en este momento es posible

desarrollar el pasaje celular o repicaje para formar subcultivos (Smith y Wood, 1996).
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CAPITULO 4
Descripcion citogenética

La citogenética es una disciplina que, entre otros objetivos, se preocupa de
describir y caracterizar la organizacion nuclear y cromosémica de las especies, pudiendo
también establecer comparaciones entre cariotipos de especies pertenecientes a un
mismo grupo Yy proponer explicaciones para los cambios nucleares y cromosémicos

ocurridos durante la evolucion (Spotorno, 1985; Walker, 1993).

La determinacion del cariotipo de una especie se realiza en base a la descripcion
y presentacion ordenada de sus cromosomas, considerando el niamero, la morfologia y el
tamafo de los mismos (Spotorno, 1985; Walker, 1993). Actualmente, para la mayoria de
las especies de mamiferos se ha descrito su cariotipo, permitiendo la realizacion de
estudios comparativos con otras especies y el establecimiento de relaciones de
parentesco evolutivo entre ellas (Spotorno, 1985), sin embargo, no hay publicaciones

que describan citogenéticamente a la guifia.

4.1 Citogenética.

Es la disciplina que se ocupa de estudiar la organizacion molecular y estructural
del ndcleo y de los cromosomas, estableciendo relaciones entre éstas estructuras y las
funciones génicas. También se ocupa de caracterizar los cariotipos de animales y
plantas, los tipos y frecuencias de cambios cromosémicos en poblaciones celulares y la
evolucion de éstas en el tiempo (Walker, 1993; Blood y Studdert, 1993).

La citogenética inicia su desarrollo con la formulacion de la teoria cromosomica
de la herencia, que pone de manifiesto el paralelismo existente entre dos fenomenos
hasta ese momento no relacionados: La forma de transmisién de los factores que
transmiten los caracteres postulados por Mendel (genes) y el comportamiento de los

cromosomas en mitosis, meiosis y fecundacion (Walker, 1993).
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El material genético de los eucariontes, organizado como cromatina, esta
contenido en el nucleo durante la interfase y en los cromosomas mitéticos y mei6ticos
durante las respectivas divisiones celulares. En la metafase de la mitosis, los
cromosomas, generalmente constantes en nimero y morfologia para todas las celulas
somaticas del individuo y de la especie, alcanzan su maxima condensacion, se hacen
visibles al microscopio Optico y son posibles de individualizar y de caracterizar. La
descripcion sistematizada del conjunto de cromosomas del individuo y de la especie se
denomina cariotipo (Walker, 1993). Por extensidn, también se define como cariotipo a la
microfotografia de los cromosomas ordenados numéricamente (Blood y Studdert, 1993).
El cariotipo es un caracter diagnostico de importancia en la identificacién de especies,
constituyendo las semejanzas y diferencias cariotipicas entre especies cercanas, buenos

estimadores de sus grados de parentesco (Spotorno, 1985).

Los descriptores basicos del cariotipo son el nimero de los cromosomas (2n) y
brazos cromosémicos (NF) o nombre fundamental, asi como también el tamafio y la
morfologia de estos en metafase mitdtica (Spotorno, 1985; Walker, 1993). Se ha
encontrado gran variabilidad para el nimero de cromosomas en las especies hasta ahora
caracterizadas. En mamiferos placentados la distribucion de los nimeros cromosémicos
genera una curva normal, siendo los mas frecuentes 2n = 38, 42 y 48. El tamafio de los
cromosomas varia entre un valor promedio de 5a 6 um, en el cariotipo de la mayoria de
las especies. Los cromosomas de un cariotipo, generalmente, presentan variaciones
graduales de tamafio, sin embargo, algunos organismos presentan cariotipos bimodales,
con cromosomas de gran tamafio 0 macrocromosomas y cromosomas muy pequefios o
microcromosomas (Walker, 1993). La morfologia cromosémica queda determinada por
la posicion del centromero o constriccion primaria, region de menor grosor que el resto
del cromosoma, que divide al cromosoma en dos segmentos o brazos, este puede
localizarse en cualquier posicion a lo largo del cromosoma: Medial, submedial,
subterminal o terminal, originando cromosomas llamados metacéntricos,

submetacéntricos, subtelocéntricos y telocéntricos, respectivamente (Levan et al., 1964)
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(Imagen 4). Las categorias morfoldgicas de los cromosomas se delimitan segin indices

que estiman la posicion del centromero. El indice centromérico, “IC”, estd dado por la

proporcion entre la longitud del brazo corto (s) y la suma del brazo largo (I) con el corto,

segun la siguiente formula: IC = [s/s + 1] x 100 (Spotorno, 1985).

NE K
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D

Imagen 4. Morfologias cromosoémicas segun la posicion del centrémero. Cromosomas A)
Telocéntrico, B) Subtelocéntrico, C) Submetacéntrico, D) Metacéntrico. Modificado de
Teutonico, D. s.f. La genética del pollo, criteri di classificazione dei cromosoma. [en linea].

Tabla n° 3: Nomenclatura cromosémica segun ubicacion del centrémero e Indice

centromérico.

Localizacion centromero Nombre cromosémico IC
Terminal absoluta Telocéntrico (T) 1
terminal telocéntrico (t) 1-125
subterminal subtelocéntrico (st) 125-25
submedial submetacéntrico (sm) 25-37,5
medial metacentrico (m) 37,5-50
Medial absoluta Metacéntrico (M) 50
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4.2 Descripcion citogenética en felinos.

Varios integrantes de la familia Felidae ya han sido estudiados
citogenéticamente, lo que ha permitido detectar el alto grado de conservacion de su
patron cariotipico (Hsu et al., 1963; Wurster-Hill y Gray, 1973; Dutrillaux y Couturier,
1983; Ledesma et al., 2004). Asi, dieciséis de los diecinueve pares cromosomicos
encontrados en Felis domesticus estan presentes en todas las otras especies de felinos
(Nie et al., 2002). De las especies estudiadas, hasta ahora, la mayoria presenta un
namero diploide que varia entre 2n=34 y 2n=38, presentando cromosomas sexuales de

morfologia y tamafios similares (Wurster-Hill y Benirshke, 1968).

Entre los antecedentes con que actualmente se cuenta para explicar el origen y
evolucion de los cariotipos de los felinos sudamericanos, grupo al cual pertenece la
glifia, estan los aportados por Pecon Slattery et al., 1994. Estos investigadores
realizaron una reconstruccion filogenética de este grupo en base a los resultados de
electroforesis de proteinas, sugiriendo que el origen del mismo habria sido monofilético,
con un ancestro en comun, el cual a través de un proceso de reduccién cromosdémica
habria pasado de 2n = 38 a 2n = 36.

El hecho de no contar con la descripcion citogenética de Oncifelis guigna ha
impedido realizar estudios evolutivos comparativos y filogenéticos con especies
cercanas a ella. Ademas, conocer el cariotipo de la guifia es de fundamental importancia
en una segunda etapa del presente trabajo, ya que es una de las caracteristicas a
considerar para la determinacion de normalidad celular. Evento de especial relevancia a
la hora de elegir la linea de fibroblastos desde la cual se obtendran los ncleos somaticos

a transferir en un futuro programa de clonacion por transferencia nuclear.
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OBJETIVO GENERAL

Aislar, caracterizar y cultivar células fibroblasticas de la dermis de un ejemplar
de guifa (Oncifelis guigna), para conservarlas mediante criopreservacion en nitrogeno

liquido e iniciar un banco genético de la especie.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar si el medio de cultivo DMEM permite un desarrollo adecuado de las
celulas fibroblasticas del ejemplar Oncifelis guigna.

e Evaluar y comparar las caracteristicas de proliferacion y sobrevivencia entre las
células fibroblasticas del ejemplar giifia y de gato doméstico, en un medio de cultivo
definido.

e Describir inmunohistoquimicamente las caracteristicas de las células fibroblasticas
obtenidas en el cultivo celular, al terminar el cuarto pasaje.

e Conocer y describir el cariotipo del gato guifia (Oncifelis guigna) muestreado.
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MATERIAL Y METODO

Material Bioldgico

Se utiliz6 una hembra de gulifia (Oncifelis guigna) perteneciente al jardin
zooldgico Buin-Zoo, Santiago de Chile y tres gatas domésticas (Felis domesticus)

jévenes, sin signos clinicos de enfermedad.

Toma de Muestras

La cirugia y toma de muestras, de las gatas, se realizd en los pabellones del
Servicio de Cirugia de Animales Pequefios de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad de Chile. Los animales fueron anestesiados mediante un protocolo en base a
premedicacion con sulfato de atropina (0,1% solucién inyectable ampolla de 1ml,
Sanderson) en dosis de 0,04 mg/Kg IM, e induccion con Zoletil® IV administrado a
efecto (Ampolla contiene 125mg de Zolazepan y 125 mg de Tiletamina, liofilizados para
reconstituir en 5ml de solucion estéril, Veterquimica). La mantencion anestésica se
realizd con Isofluorano (frasco de 100 ml, Bestpharma). Los procedimientos con la
glifia fueron realizados en los pabellones quirtrgicos del Buin-Zoo, donde la induccion

y mantencidn anestésica se hicieron directamente con Isofluorano (Imagen 5A).

Una vez anestesiados se obtuvo una biopsia dérmica, desde el pabellon auricular
externo, mediante el uso de un biopunch de 8 mm de diametro (Imagen 5B) (Biopunch
Fray®). Las heridas quirdrgicas fueron ocluidas mediante sutura a puntos simples
separados con Supramid® vy desinfectadas localmente durante 7 dias, momento en que
se extrajeron los puntos. De la giifia se obtuvieron, ademas, 3ml de sangre periférica

desde la vena cefalica, ésta se mantuvo en un hemo tubo estéril con heparina.
Las biopsias se trasladaron al laboratorio de Embriologia Comparada del Programa

de Anatomia y Biologia del Desarrollo de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Chile, transportandolas en un tubo de fondo conico, Orange Scientific® 50 ml,
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esterilizado con radiacion gamma, el cual contenia 45 ml del medio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle Médium 4,5 g/l de glucosa (DMEM GIBCO®, 11995-065)
enriquecido con antibioticos (penicilina-estreptomicina-glutamina, GIBCO® 10378-
016), nistatina (Sigma®, N1638) como fungicida y suero fetal bovino (GIBCO® 16000-
0369) (ver preparacion al final de este capitulo). Una vez en el laboratorio, las biopsias
fueron colocadas en placas de cultivo de 60 mm de didmetro, se rasuraron con una hoja
de bisturi y se lavaron con PBS (GIBCO® 14190-136), bajo una lupa estereoscopica
(Zeiss® Stemi DV4). Luego, en otras placas de cultivo de 60 mm y bajo una campana de
flujo laminar (Heal Force® HF SAFE -1200c) las biopsias se fragmentaron con hoja de
bisturi y se les adicioné 1,5 ml del medio DMEM al borde de cada placa de cultivo,
utilizando una pipeta estéril de 5 ml montada en una pro pipeta electronica (Ver
imagenes 5D y E), para luego ser colocadas en incubadora (Heal Force® HF151 UV), a
38°C y bajo una atmosfera de 5% de CO, (Vignon et al., 1998; Bourc’his et al., 2001).
A las 48 horas se agregaron 500 pl de DMEM. Al tercer dia (72 horas) se cambi6 el
medio de cultivo por 2 ml sin utilizar y comenzd la observacién diaria de las placas, con
un microscopio invertido (Leica® DMIL), registrando morfologia, estados de
confluencia y replicacion celular. Al sexto dia, de iniciado el cultivo, se agreg6 3 ml de
DMEM, a las placas (completando 5 ml) cuyas células estuvieran adheridas al fondo de

la placa, si no, se esperd 1 o 2 dias antes de agregar los 3 ml de medio.

Alrededor de los 10 dias de incubacién y con un estado de confluencia celular del
80 %, las placas de cultivo se trasladaron a la cAmara de flujo laminar y se realizo el
repicaje, para esto se extrajo el medio de cultivo y se lavaron dos veces con PBS a 37°C,
luego de eliminar el PBS se adicion6 1 ml de tripsina (tripsina 0,25% - EDTA 0,02%
GIBCO® 25200-056) para despegar las células adheridas al fondo y romper las uniones
intercelulares. Al completar 3 minutos (tiempo que selecciona el despegue de
fibroblastos), se detuvo la reaccion agregando 3 ml del medio DMEM. La suspension
celular se volvié a sembrar, para esto, se centrifugd a 1000 rpm durante 5 minutos, en

tubo con fondo conico estéril de 15 ml, el precipitado resultante fue resuspendido en 3
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ml de DMEM y sembrado en dos placas de cultivo de 60 mm de didmetro (1,5 ml en
cada placa) y se continud incubando. Al dia siguiente se observaron las placas, bajo
microscopio invertido, para determinar la adhesion celular en sus fondos. La mantencién

de los cultivos continué con el mismo protocolo sefialado hasta los proximo repicajes.

Al término de este estudio (4 pasajes celulares) las células fueron congeladas, para
esto se centrifugd el contenido de cada placa, segun el protocolo explicado y el
precipitado celular se resuspendio en 4 ml del agente crioprotector Dimetil Sulféxido
(DMSO) (Sigma® D2650) al 10 % en suero fetal bovino. Cuatro criotubos fueron
cargados con 1 ml de la suspension, para cada uno. La congelacion se realizé lentamente
a -20°C por 1 hora, luego pasaron a -80°C por 1 hora. Finalmente, las células fueron

colocadas en nitrégeno liquido a -196°C, iniciando asi el banco genético del gato guifa.

En el Laboratorio del Servicio de Genética del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile, se procedid al cultivo de los linfocitos presentes en la muestra de sangre
periférica (3 ml) del gato guifia, a fin de determinar el cariotipo del animal. Se utiliz6 el
protocolo descrito por Moorhead et al., (1960) con modificaciones: La sangre
muestreada se dejé sedimentar y se tomd la porcion del plasma rica en linfocitos para
ponerla en un tubo que contenia 5 ml de medio de cultivo GIBCO 199 adicionado con
0,8 ml de suero fetal bovino y 0,15 ml de fitohemoaglutinina (como estimulante de la
mitosis linfocitica). Luego de 72 horas a 37°C y recostado en angulo de 45° se agreg6
0,1 ml de colchicina (GIBCO 15212012), para interrumpir la formacion de microtabulos
y detener las mitosis en la etapa de metafase. Se esper6 40 minutos y se centrifugd a
1200 rpm, luego se resuspendié en KCI 0.05M y se mantuvo 20 minutos a bafio maria
(37°C), para luego centrifugar nuevamente, sacar el sobrenadante y resuspender en 10ml
de &cido acético al 4 %. Se volvio a centrifugar y se resuspendié en 10 ml de liquido
fijador, compuesto de Metanol y acido acético a razon de 3:1, se esperd 20 minutos a
4°C, se centrifugd y saco el sobrenadante, dejando un poco para resuspender el pellet. Se

colocé una gota de la suspension en un porta objeto y se tifid con el colorante Giemsa.
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En el Laboratorio de Citogenética Evolutiva del Programa de Genética Humana
de la Facultad de Medicina, la muestra fue observada en un microscopio optico Nikon
Labophot y las metafases, de buena calidad, fueron fotografiadas con una camara digital
Nikon Coolpix 4500 acoplada al microscopio, hasta completar un nimero de 100. Los
cromosomas de las fotografias fueron contados y clasificados segin forma y tamafio en
la pantalla de un computador, utilizando el software Adobe Photoshop 7.0.
Posteriormente se determind el valor modal del nimero de cromosomas por célula y se

propuso el numero diploide de cromosomas (2n) de la guifia muestreada.

Para el analisis morfométrico, de los cromosomas, se escogieron 12 fotografias de
metafases con Optima coloracién y morfologia. Los cromosomas fueron clasificados y
apareados, segun forma (en base a la ubicacion de la constriccion primaria), para esto se

les calculd el Indice Centromérico (IC) utilizando la siguiente férmula:

Pi
IC= — x100
Pi + Qi

Donde :
pi = Longitud media del brazo corto del i-ésimo cromosoma

gi = Longitud media del brazo largo del i-ésimo cromosoma

Las mediciones se realizaron utilizando el software Image Tool v 3.0 sobre

iméagenes digitalizadas y procesadas previamente con el Software Adobe Photoshop 7.0.

Valoracién del Estudio

e Morfologia y proliferacién celular.
En cada pasaje las células fibroblasticas fueron observadas bajo el microscopio
invertido de contraste de fases, donde se analizaron caracteristicas morfoldgicas y se
registraron los tiempos trascurridos hasta lograr confluencias celulares. En el altimo

pasaje se determind la concentracion celular, en cada placa, mediante cdmara de
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Neubauer y se calcul6 la concentracion media para cada uno de los cuatro grupos de
placas (guifia y los tres gatos domeésticos). La existencia de diferencia estadistica entre
las concentraciones medias celulares para los grupos, se determind a través del analisis
de varianzas entre medias muestrales, mediante el estadigrafo F (ver recuadro), utilizado

para variables con distribucién normal. Las hipétesis formuladas fueron las siguientes:

Hipdtesis nula: Hy: No existe diferencia entre las medias grupales.

Hipdtesis alternativa: Hi: Al menos un par de medias muestrales es distinto.

Donde : C.M(E) =S.C(E) / G.L(E)
C.M(D) =S.C(D)/ G.L(D)

C.M(E) S.C.(E) = Ymi(X; - X)?
F= —omeoeeee ~ F(k-1, n-k) S.C.(D) = 2(1:1i-1)-si2
C.M(D) G.L(E) = k-1
G.L(D) = n-k

(E) = Entre grupos; (D) = Dentro de grupo; C.M = Cuadrado medio; S.C = Suma de cuadrados; G.L =
Grados de libertad; n; = NUmero de elementos del i-ésimo grupo; X; = Media aritmética del i-ésimo
grupo; X = Media aritmética de las medias de cada grupo; S;* = Varianza muestral del i-ésimo grupo; k
= Ndmero de tratamientos; n = Nimero de elementos totales.

Ho fue rechazada si el valor de F calculado resultaba superior al valor F
correspondiente en la tabla de distribucién F acumulativa con grados de libertad 3 y 28,

considerando un o = 5%, (F325 = 2,946).

El valor de F fue calculado con el software Stata 8.0, empleando el comando
computacional “oneway concentracioncelular grupo, tab”. En el caso de rechazar Hy, Se
efectud la comparacion maultiple de Bonferroni, mediante el comando computacional
“oneway concentracioncelular grupo, tab bon” para determinar entre qué grupos existio
diferencia estadistica.
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e Estudio inmunohistoquimico de doble marcaje.

En el tercer pasaje se coloco un cubre objeto en el fondo de una de las placas de
cultivo del gato guifia, para que las células se adhirieran a él y facilitar la técnica a
desarrollar. En el cuarto pasaje se extrajo el cubre objeto y se sumergid, durante 6
minutos, en una placa petri, de 60 mm de diametro, conteniendo metanol a — 20°C y
posteriormente 1 minuto en acetona, a la misma temperatura, para luego pasarlo por
(PBS) tampodn fosfato durante 5 minutos y cubrirlo con suero de cabra 1/10 en PBS-BSA
al 2% dejandolo en una camara htimeda por 1 hora. En el doble marcaje se utilizd, como
anticuerpo primario, antivimentina (Dako) 1/100, para destacar los filamentos
intermedios de los fibroblastos, dejandolo toda una noche en refrigeracion. Luego, como
anticuerpo secundario se utilizé 1gG Souris Rouge Texas (Vector) al 1/200 y para
evidenciar los ndcleos celulares de color azul se emple6 el anticuerpo Hoechst 33258
(Polysciences) 1/500. Para reconocer la presencia de células epiteliales (Keratinocitos)
se utilizd, como anticuerpo primario la anticitokeratina 8-18 (Zymed) y como anticuerpo
secundario 1gG Souris (Vector) 1/10. Se lavo en PBS-BSA al 0.2 % dos veces por 10
minutos y se montd sobre un porta objeto con Moviol® (Propyl Gallate). La observacion
se realizd en un microscopio confocal del CESAT de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, donde se evaluaron caracteristicas morfologicas evidenciadas por
las técnicas inmunohistoquimicas. Se utiliz6 como control negativo, una muestra

sometida al protocolo, ya descrito, pero sin la incorporacion del anticuerpo primario.

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO UTILIZADO.

1) DMEM 4.5 g/l de glucosa (GIBCO®, 11995-065).

2) Suero fetal bovino (GIBCO® 16000-036): 10% v/v.

3) Penicilina-Streptomicina-Glutamina (GIBCO® 10378-016): 100 Ul/ml.
4) Nistatina (Sigma®, N1638): 24 ml/L.
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Imagen 5: Resumen gréfico del material y método. A) Guifia anestesiada en base a Isofluorano
B) Obtencion de biopsia dérmica desde oreja rasurada, mediante el uso del Biopunch. C)
Material béasico para procesar la muestra dérmica, pipetas, placas de cultivo, tubos eppendorf y
tubos de fondo conico, hojas de bisturi, pinzas. D) Fragmentacién de la biopsia dérmica en placa
de cultivo con ayuda de la hoja de bisturi. E) Adicion del medio de cultivo DMEM utilizando
pipeta y micropipeta. F) Toma de muestra sanguinea desde vena cefélica para descripcién
citogenética de la guifia.
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RESULTADOS

1) DMEM como medio de cultivo fibroblastico para el gato guifia.

El medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DMEM), enriquecido
con 10% de suero fetal bovino y suplementado con Nistatina mas la asociacion
antibidtica de Penicilina - Estreptomicina, fue de utilidad en el establecimiento del
cultivo primario de células fibroblasticas del gato glifia, provenientes de una biopsia
dérmica tomada desde el pabelldn auricular externo, fragmentada y mantenida a 37°C
con 5 % de CO, atmosférico. Los componentes del DMEM satisficieron los
requerimientos nutricios de los fibroblastos de guifia, permitiendo un adecuado anclaje
celular, al fondo de la placa de cultivo y una posterior replicacion, manteniéndolos
viables durante el tiempo que durdé la experiencia. Junto con lo anterior, DMEM
permitid una correcta conservacion de la biopsia dérmica durante el traslado de la
muestra, al utilizarse como medio de transporte desde el lugar de obtencion del tejido

hasta el laboratorio para su procesamiento.

2) Comparacion de proliferacion y sobrevida celular entre los cultivo fibroblasticos

del gato giifia (Oncifelis guigna) y 3 gatas domésticas (Felis domesticus).

La experiencia llevada a cabo consideré cultivos celulares, en paralelo, de
biopsias dérmicas provenientes desde el pabellon auricular externo de un ejemplar
hembra de giifia (Oncifelis guigna) y tres gatas domésticas (Felis domesticus). Estos
fueron monitoreados bajo microscopio invertido de contraste de fases, considerando las
caracteristicas morfologicas de los fibroblastos, proliferacion celular, tiempo
transcurrido en lograr estados de confluencia celular del 10, 30, 60 y 80 %,
comportamiento post repicaje y la concentracion celular al término del 4° pasaje. Al

considerar como dia 0 el inicio del cultivo primario celular, es decir, la fragmentacién
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del tejido dérmico y distribucion de los trozos en la placa de cultivo, méas la adicién de

1,5 ml de medio DMEM suplementado, podemos afirmar que:

1)

2)

3)

4)

5)

Tanto para Oncifelis guigna como para las tres gatas domésticas (Felis
domesticus) se pueden observar las primeras replicaciones de células
fibroblasticas a partir del 4° dia de cultivo (96 horas). Estas células so6lo se
encuentran en las regiones cercanas a los borde de los tejidos dérmicos y ya se
aprecian firmemente adosadas al fondo de las placas, ademas presentan finas

proyecciones citoplasmaticas o filopodios (Imagen 6).

Ambas especies alcanzan una confluencia celular del 10 % al 5° dia de cultivo
(120 horas) observandose fibroblastos cada vez mas alejados del tejido dérmico
del cual provienen, sin embargo, ain es posible identificar desde qué tejido se
origina cada célula. Ademéas de los filopodios se observan proyecciones

citoplasmaticas de mayor grosor o lamelopodios. (Imagen 7).

Tanto para las gatas domésticas como para la glifia, se alcanza una confluencia
celular del 30 %, en el fondo de la placa de cultivo, al 6° dia de cultivo (144

horas).

Una confluencia celular del 60 % es lograda al 8° dia de cultivo (192 horas) en

las placas de ambas especies.

Las placas de cultivo presentan un 80 % de confluencia celular al 10° dia de
cultivo, disminuyendo notoriamente la tasa de replicacion fibroblastica, esto es
valido para ambas especies. En este estado de confluencia se realiza el primer

repicaje celular, segun el protocolo sefialado. (Imagen 8).
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6)

7)

8)

9

Las células fibroblasticas, recién repicadas, no presentan las proyecciones
citoplasmaticas mencionadas, se pueden ver totalmente esféricas y no se

encuentran adheridas al fondo de la placa.

Ya sea en Oncifelis guigna o en Felis domesticus, las células repicadas
comienzan a generar filopodios recién transcurrida 1 hora desde realizado el

repicaje, sin embargo, aun no se encuentran adosadas al fondo de la placa.

A las 24 horas de realizado el repicaje, las células ya se encuentran firmemente
adheridas a la placa y han reiniciado su actividad mitética, visualizdndose en un
estado de confluencia celular del 40 % para ambas especies. Se hace evidente

tanto la presencia de lamelopodios como de filopodios.

Al 6° dia, de efectuado el repicaje, las células nuevamente han alcanzado un 80
% de confluencia, en cada placa, lo cual permite realizar el 2° repicaje. Este
comportamiento fue similar en todos los pasajes efectuados durante la etapa

experimental (4 para cada ejemplar).

Imagen 6: Imagen microscopica de los primeros estados de cultivo fibroblastico (96 horas). Se
observan las primeras replicaciones celulares tanto para Oncifelis guigna (6A) como para Felis
domesticus (6B). Las células se distribuyen cercanas a los borde de los tejidos dérmicos.
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Imagen 7: Imagenes microscopicas de la evolucion del cultivo fibroblastico en distintos estados de
confluencia celular para gato guifia y gato doméstico. Se aprecia un 10 % de confluencia celular al
5° dia de cultivo, tanto para gato guifia (7A) como para gato doméstico (7B) y en ambos las células
fibrobléasticas originadas se mantienen cercanas a los tejidos de origen. Al 6° dia la confluencia
celular alcanzada es del 30 % para glifia (7C) y gato doméstico (7D) abarcando cada vez mas
espacio en el fondo de la placa. ElI 60 % de confluencia celular se logra al transcurrir 8 dias de
cultivo (glifla 7E y gato doméstico 7F) con este aumento es posible visualizar claramente las
proyecciones citoplasmaticas de los fibroblastos.
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Imagen 8: Iméagenes microscopicas de Confluencia celular y repicaje. Al 10° dia de cultivo las
células han alcanzado un 80% de confluencia, tanto para guifia (8A) como para gato doméstico (8B),
estado apto para realizar el primer repicaje celular. En las imégenes 8C y 8D, para giifia y gato
doméstico, respectivamente, se pueden ver los fibroblastos 24horas post repicaje, los cuales ya se
encuentran en un estado del 40% de confluencia celular. Al 6° dia post repicaje las células vuelven a
alcanzar un 80% de confluencia, momento indicado para realizar un 2° repicaje (8E guifia y 8F gato
doméstico)
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10) EIl andlisis de varianza para la concentracion celular media entre grupos, al
momento del 4° repicaje, gener6 un valor del F calculado de 0,1. Este, al
resultar menor que el F en tabla (F328.95 = 2,946) determin6 no rechazar la
hipdtesis nula Ho. Asi, no existen diferencias estadisticamente significativas
entre las concentraciones celulares de los individuos considerados y ésta solo
tiende a ser mayor en el gato 2. El anélisis estadistico, realizado en el software

Stata 8.0, es resumido a continuacién.

. oneway concentraciéncel grupo, tab

Summary of concentraciéncel
grupo|  Mean  Std. Dev.  Freq.
— Y
glifia | 1.6250 .10350983 8
gatol| 1.6125 .08345232 8
gato2| 1.6375 .11877348 8
gato 3| 1.6125 .11259916 8
— P

Total | 1.6218 .10075321 32

Andlisis de Varianza

Fuente de variacién SC GL CM F Prob > F

Between groups  .003437496 3 .001145832 0.10 0.9576
Within groups 311249985 28 .011116071

Total 31468748 31 .010151209

F calculado 0,1 < F en tabla 2,946.
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TABLA n° 4 Concentracion celular (millones / ml) por placa de cultivo al 4°
repicaje, segun individuo.

N° de placa Guina Gato 1 Gato 2 Gato 3
1 1,5 x10° 1,6 x10° 1,5 x10° 1,7 x10°
2 1,6 x10° 1,5 x10° 1,8 x10° 1,5 x10°
3 1,7 x10° 1,7 x10° 1,6 x10° 1,5 x10°
4 1,5 x10° 1,6 x10° 1,7 x10° 1,7 x10°
5 1,8 x10° 1,7 x10° 1,6 x10° 1,5 x10°
6 1,7 x10° 1,5 x10° 1,6 x10° 1,8 x10°
7 1,6 x10° 1,6 x10° 1,8 x10° 1,6 x10°
8 1,6 x10° 1,7 x10° 1,5 x10° 1,6 x10°

Promedio 1,625 x10° 1,6125 x10° 1,6375 x10° 1,6125 x10°

Calculado mediante camara de Neubauer utilizando un factor corrector de 50.000.

Promedios de concentracion celular (millones / ml)
en placa de cultivo al 4° repicaje, segun individuo

1,64
1,635
1,63
1,625
1,62
1,615
1,61
1,605

1,6 T T T
p<0,05 Guifia Gato 1 Gato 2 Gato 3

millones / ml

Grafico n° 1. No existe diferencia estadisticamente significativa, entre individuos, al comparar los
promedios de concentracion celular en las placas de cultivo al 4° repicaje.
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3) Descripcion inmunohistoquimica de fibroblastos obtenidos al 4° pasaje.

La observacion, bajo microscopio confocal, de las muestras celulares obtenidas
en el cuarto pasaje de cultivo y tratadas con técnicas inmunohistoquimicas de doble
marcaje para evidenciar filamentos intermedios, ademas del antiuerpo Hoechst 33258
para visualizar los nucleos celulares, permite describir la morfologia celular. En primera
instancia se estudiaron las imagenes por separado, segun los distintos fluor6foros
utilizados y el color del haz luminico que estos emitieron en una determinada longitud
de onda. Posteriormente las imagenes fueron colocalizadas, obteniendo una imagen que
entregd mayor informacion posicional de cada una de las estructuras resaltadas.

(Imégenes 9 y 10). Asi, es posible describir que:

Los filamentos intermedios, destacados en las células fibroblasticas, se
distribuyeron en la totalidad del &rea celular conformando un patrén reticular que
permite la clasificacion morfologica de estas. Los fibroblastos presentaron variadas
formas y tamafios, destacando formas ahusadas, fusiformes y estrelladas. El nucleo se

aprecio ovoide o esférico, ubicandose tanto en el centro como en la periferia celular.

Las prolongaciones citoplasmaticas o seudépodos, que se visualizaron, fueron de
distinta magnitud o desarrollo, encontrandose la presencia de finas proyecciones

(filopodios), asi como también evaginaciones mayores (lamelopodios).

Fue posible determinar diversos estados de diferenciacion celular, pues se
apreciaron células esféricas y pequefias, resultantes de divisiones mitéticas recientes que

aun no comenzaban la emision de prolongaciones citoplasmaticas.
A pesar de que se utilizaron marcadores anticitokeratina, para evidenciar la

presencia de queratinocitos, estos no fueron visualizados, asi como tampoco otros tipos

celulares presentes en la dermis.
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Imagen 9: Células fibroblasticas observadas mediante microscopia confocal. A) Se aprecia el
inmunomarcaje de los filamentos intermedios, coloracion rojiza B) Nducleos celulares
fibrobléasticos evidenciados de cloracién azul tras la inmunomarcacion con Hoechst 33258

(Polysciences).

Imagen 10: Colocalizacion del marcaje filamentoso y nuclear de células fibroblasticas. Se
aprecian células con distinta forma y tamafio, emitiendo prolongaciones citoplasmaticas o
seudopodos en forma de filopodio (flecha delgada) o lamelopodio (cabeza de flecha). Las flechas
gruesas muestran células en estados tempranos de diferenciacién, de tamafio pequefio y

esféricas que carecen de proyecciones citoplasmaticas.
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4) Descripcion citogenética de la guifia (Oncifelis guigna) muestreada.

Al contabilizar los cromosomas en 100 linfocitos detenidos en metafase mitotica,

el valor modal 2n resultante fue de 36 cromosomas con NF = 72. En base al Indice

centromérico, la morfologia cromosdmica resultd ser mayoritariamente submetacéntrica

(pares cromosoémicos 1, 4, 5, 7, 10, 11, 12, 13, 16) y metacéntrica (pares cromosoémicos

2, 6, 8,9, 14, 15, 17, 18) con so6lo un par subtelocéntrico, el par 3. No se encontro la

forma telocéntrica y el tamafio cromosomico resultd ser relativamente homogéneo entre

ellos (calculos resumidos en la tabla 5) (Iméagenes 11y 12).

Tabla n°5: Cuadro resumen de la morfologia de los cromosomas de la guifia
muestreada, por pares cromosémicos segun Indice Centromeérico calculado.

NC de par Longitud Longitud Indicg _ ]
CrOmMos6Mico brazo_ corto brazo_ largo Centromérico Morfologia
(p) pixeles (q) pixeles (1C)
1 20,34 59,18 25,58 sm
2 41,2 43,71 48,52 m
3 15,73 56,02 21,92 st
4 19,48 36,33 34,90 sm
5 15,73 38,95 28,77 sm
6 25,47 26,97 48,57 m
7 17,23 35,96 32,39 sm
8 25,09 26,97 48,19 m
9 19,1 31,09 38,06 m
10 12,73 35,58 26,35 sm
11 15,73 29,6 34,70 sm
12 9,74 28,84 25,25 sm
13 13,48 22,48 37,49 sm
14 13,48 17,23 43,89 m
15 13,86 15,73 46,84 m
16 10,11 19,1 34,61 sm
17 11,99 19,1 38,57 m
18 11,24 13,11 46,16 m
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Imagen 11: Microfotografia de una metafase de linfocito, de la giiiia muestreada. Los
cromosomas se encuentran lo suficientemente condensados para ser visualizados, contados y
caracterizados morfoldgicamente.
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Imagen 12: Cariotipo propuesto para la giiifia muestreada. Los cromosomas fueron apareados
segln morfologia y tamafio, posteriormente fueron ordenados en orden decreciente de tamafio.
No se identifican los cromosomas sexuales.
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DISCUSION

La constante intervencion del habitat, de Oncifelis guigna, a través de la tala
progresiva de los bosques nativos y el reemplazo, de estos, por especies arbdreas de
caracter comercial, sumado al nuevo uso de tierras cultivables que se les ha ido dando
con la llegada de asentamientos humanos, generan como resultado la fragmentacion del
terreno. Esto acrecienta en gran medida, la situacion de vulnerabilidad que hoy enfrenta
esta especie, aislando las subpoblaciones existentes y generando un panorama no muy
auspicioso para ella. Por esto, es indispensable aunar esfuerzos desde los distintos
estamentos nacionales y adoptar medidas que protejan estos ambientes, permitiendo el
desarrollo local con sistemas de explotacion sustentable de los recursos. Simonetti et al.,
2002 propone incorporar la participacion de terrenos privados y dar especial importancia
a la matriz que circunda las areas resguardadas, la cual es utilizada para explotacion
comercial, por lo que habitualmente es considerado un sitio hostil que separa un terreno
protegido del otro. También propone que la cooperacion publico-privado podria asegurar
las condiciones minimas de la matriz para que al menos, ocasionalmente, sea utilizada
como corredor bioldgico, permitiendo el paso de ejemplares desde un sector protegido al
otro, condicion indispensable para lograr una conservacion efectiva de la biodiversidad.

El protocolo anestésico realizado en terreno por Sanderson et al., 2002 vy
Dunstone et al., 2002b, con buenos resultados en ejemplares de Oncifelis guigna, basado
en la induccidn anestésica con ketamina clorhidrato (20 mg/Kg masa corporal), no fue
considerado en este estudio dada la factibilidad de utilizar la maquina para anestésicos
de gases, durante la toma de muestra dérmica en el pabellén quirargico del Parque
Zooldgico Buin Zoo. La induccion y mantencion anestésica proporcionada por el gas
Isofluorano son comparativamente mas seguras que los anestésicos inyectables (Flores,
2004) dada su rapidez en volver desde los planos anestésicos una vez interrumpida su
administracion, la cual incluso puede verse acelerada al administrar ventilacion artificial,

logrando recuperar rapidamente al paciente ante complicaciones quirdrgicas.
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Al igual que en las investigaciones realizadas con felinos domésticos (Shin et al.,
2002; Kitiyanant et al., 2003) y el gato africano silvestre, Felis silvestris libica (Gomez
et al., 2003), en este estudio el medio de cultivo DMEM suplementado, también resultd
ser de utilidad tanto en el transporte como en el establecimiento de los cultivos celulares
fibroblasticos. El hecho de haber utilizado al Oncifelis guigna sienta un precedente para

futuros investigadores que tomen como modelo a esta especie.

En cuanto a la biologia del cultivo celular observada, tomando en cuenta la
proliferacion fibrobléstica, existié concordancia con las tres fases del cultivo propuestas
por Smith y Wood, 1996, comenzando por una primera etapa llamada fase de retardo,
caracterizada por un crecimiento cero, inmediatamente después de incorporar el tejido
dérmico al medio de cultivo y que en este estudio abarcé los 4 primeros dias de iniciada
la experiencia, visualizando replicacion fibrobléastica solo a partir del 5° dia en adelante.
Una segunda etapa, denominada fase de crecimiento exponencial, se determina por un
periodo de continuas divisiones celulares, aumentando el nimero de éstas, lo cual se
pudo apreciar entre el 5° y el 9° 0 10° dia de cultivo. En este momento, se logré una
confluencia celular del 80 %, lo que disminuy6 la tasa de replicacion fibroblastica,
efecto también descrito por Reina, 2003a, haciendo entrar al cultivo en la tercera etapa
propuesta, denominada fase estacionaria, donde no hay cambios en la densidad celular.
En estas condiciones, se realizé el repicaje o subcultivo celular, reactivando la actividad
mitética fibroblastica, experimentando nuevamente las tres fases propuestas, pero con
una fase de retardo y proliferacion notoriamente inferiores, ya que en menos de un dia se
reinicio la replicacion celular y a los 6 dias ya se contaba con el 80 % de confluencia

celular.

Desde el punto de vista de la evolucion del cultivo celular, los fibroblastos
obtenidos en los sucesivos pasajes considerados, no evidenciaron las caracteristicas
fenotipicas de envejecimiento celular descritas por Cristofalo et al., 2004. Estas incluian

el alargamiento y flacidez celular con un concomitante aumento en el tamafio de los
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ndcleos y nucléolos, incremento en el nimero de lisosomas y del Golgi, aparicion de
vacuolas en el citoplasma y reticulo endoplasmico, junto con el incremento de
microfilamentos citoplasmaticos y la reduccion en las tasas de replicacion celular. Si
bien es cierto, en este estudio no se consideraron técnicas microscéopicas que dieran
cuenta del estado de la ultraestructura celular a nivel de organelos, lo visto a través del
microscopio invertido con contraste de fases permitid describir células fibroblasticas
totalmente acorde con los pardmetros normales, segin Fawcett, 1986; Paniagua et al.,
1997 y Geneser, 2000. Es decir: Forma ahusada o estrellada con un patron regular de
microfilamentos intracelulares, los cuales acompafiaban tanto a las proyecciones
citoplasmaticas finas como a las gruesas y un ndcleo ubicado tanto en el centro celular
como en la periferia. A esto se suma la alta tasa de replicacién celular que presentaron
durante todo el tiempo que duro la experiencia. Sin embargo, dado el reducido namero
de pasajes celulares que se realiz6 (4) es posible que las caracteristicas fenotipicas de
envejecimiento celular puedan observarse en un mayor nimero de repicajes, quedando

planteada esta interrogante para investigaciones futuras.

El hecho de que no hayan existido diferencias estadisticamente significativas
entre la concentracion celular, obtenida al término del 4° pasaje, para Oncifelis guigha y
gato doméstico, deja en claro que el protocolo de cultivo celular utilizado en este estudio
es aplicable al gato guifia. Los resultados obtenidos fueron similares a los descritos para
otras especies que también consideraron biopsias dérmicas mantenidas en DMEM en un
ambiente de 37°C y 5 % de CO, atmosférico (Vignon et al., 1998; Bourc’his et al., 2001;
Shin et al., 2002; Gomez et al., 2003; Kitiyanant et al., 2003; Venegas et al., 2006;
Rojas et al., 2006).

En cuanto a la descripcion citogenética realizada para Oncifelis guigna, se puede
afirmar que el protocolo propuesto por Moorhead et al., 1960 y modificado actualmente
(Ledesma et al., 2004) es compatible con la especie, ya que se obtuvo una adecuada

proliferacion de linfocitos, lo que permitio el estudio de las celulas en metafase que
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evidenciaban claramente a los cromosomas. Es necesario aclarar que, en este caso, solo
se pueden emitir afirmaciones para el ejemplar muestreado, ya que para enunciar el
cariotipo definitivo de la especie se requiere incorporar, al estudio, un mayor numero de
individuos. De la misma forma, en este estudio no se pudo determinar al par de
cromosomas sexuales, pues no se contd con la muestra de un ejemplar macho de guifia
que permitiera identificar al par cromosémico heteromorfico (XY) y compararlo con los

cromosomas encontrados en la hembra.

Sin embargo, los resultados obtenidos concuerdan con la reducida informacion
citogenética disponible en la literatura para Oncifelis guigna. Es asi como el cariotipo
2n=36, que aqui se describe, esta dentro de los rangos descritos para las familia Felidae
que van entre 34 y 38 cromosomas (Wdrster-Hill y Benirshke, 1968). De igual manera
hay concordancia con lo descrito por Pecon Slattery (1994), quien propone un origen
ancestral monofilético para los felinos pequefios de Sudamérica, los que habrian
experimentado un proceso de reduccion cromosémica, evolucionando desde un 2n=38 a
un 2n=36. Por lo tanto, a pesar de que los resultados obtenidos son suficientes para
continuar con futuras etapas de experimentacion, en esta linea celular, queda pendiente
enunciar en forma completa el cariotipo de la especie Oncifelis guigna. Para esto es
necesario montar un esquema de investigacion que considere un mayor namero de
individuos, asi como también ejemplares de ambos sexos. Una vez determinado el
cariotipo de la guifia se abriran numerosas lineas de investigacion en el area de la
citogenética evolutiva, relacionadas con el estudio filogenético de la especie, la
evolucion de ella misma y el grado de parentesco con especies cercanas, todo lo cual se

engloba en la rama de la citogenética Ilamada cariologia comparada (Spotorno, 1985).
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CONCLUSIONES

En base a los protocolos descritos para obtencion de muestra, cultivo celular y
criopreservacion, fue posible aislar, caracterizar y cultivar células fibroblasticas de la
dermis de guifia (Oncifelis guigna), para posteriormente conservarlas en nitrégeno

liquido e iniciar el establecimiento de un banco genético de la especie.

El medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DMEM) adicionado
con un 10% de suero fetal bovino y las soluciones antimicrobianas Nistatina y
Penicilina-Estreptomicina, permite un desarrollo adecuado de las células fibroblasticas
de Oncifelis guigna, logrando tasas de replicacion y confluencia celular acorde con lo

descrito, en la literatura, para otras especies.

Las caracteristicas de proliferacion, concentracion y sobrevida celular en un
medio de cultivo definido, para Oncifelis guigna y Felis domesticus no presentan
diferencias en cuanto a los tiempos requeridos para lograr los distintos estados de
confluencia celular, las concentraciones obtenidas al término del 4° pasaje y la
mantencién de la capacidad proliferativa, hasta el término de la experiencia.

Las técnicas inmunohistoquimicas de doble marcaje, utilizadas, permitieron
caracterizar morfoldégicamente a los fibroblastos obtenidos en el 4° repicaje. Estos
presentan forma ahusada o estrellada con nucleo esférico y un patron regular de

microfilamentos que acompafa a las proyecciones citoplasmaticas.
El cariotipo del gato glifia muestreado presentd un 2n=36, NF=72, con

morfologia cromosdmica mayoritariamente metacéntrica 'y  submetacéntrica,

encontrandose s6lo un par subtelocéntrico.
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