MECANISMOS DE INMORTALIZACION CELULAR
Aplicaciones a la preservacién de la biodiversidad animal
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1. Objetivo Estudiar los sistemas experimentales utilizados en los laboratorios de investigacion para inmortalizar
celulas diploides eucariotas de mamiferos basados en la telomerasa y el virus Epstein-barr, con el fin de
—\' obtener un banco de tejidos que contribuya a la preservacion de la biodiversidad de las especies

animales, asi como su aplicacion para fines clinicos o incluso para trabajos de investigacion.

Cada vez el numero de especies animales que se encuentran en peligro de extincion es mas elevado: por lo gue los
metodos de preservacion de la biodiversidad animal han pasado a ser, en los ultimos afios, objeto de gran interes por la
comunidad cientifica.

Uno de los metodos gue se utiliza para llevar a cabo este objetivo es la inmortalizacion celular. Disponer de lineas celulares
mediante tecnicas experimentales en los laboratorios constituye una fuente importante de material genético y una
herramienta clave para el desarrollo de nuevas estrategias de preservacion de las especies animales.

El potencial proliferativo de las celulas eucariotas de mamiferos en cultivo es limitado. Este fenomeno se conoce como
senescencia replicativa ya que durante esta fase las celulas se caracterizan por presentar un detenimiento de su
crecimiento en la fase G1 del ciclo celular. Los fibroblastos de mamiferos constituyen el modelo tipico para estudiar este
fenomeno. Sin embargo, se ha descubierto que en algunas especies, por ejemplo en roedores, se producen danos en el
DNA de las celulas que impiden la respuesta a las senales apoptoticas conduciendo, por lo tanto, a la inmortalizacian
celular. Luisten dos mecanismos de inmortalizacion celular: la inmortalizacion espontanea y la inmortalizacion inducida.

Actualmente la telomerasa constituye uno de los mecanismos de inmortalizacion mas
utilizados en los laboratorios. Esta enzima, gue fue descubierta en 1985, permite la
elongacion de los extremos telomericos conduciendo a la inmortalizacion celular
(figura.3). Esta compuesta por una subunidad catalitica con actividad transcriptasa
inversa TERT (Tflomerase Reverse Transcriptase). un componente de RNA que
proporciona la plantilla para la sintesis de los nuevos nucleotidos TLERC (TFlomerase RNA
Component) y varias proteinas asociadas. Recientemente, se ha visto gue es posible
transfectar celulas con subunidades ectopicas de la telomerasa y se ha conseguido su
inmortalizacion. Es lo que se ha hecho con los fibroblastos equinos transfectados con
subunidades de telomerasa humanas (figura.1 y figura.2)
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Figura.2: Fibroblastos equinos transfectados con ambas subunidades proliferan a
un ritmo rapido sin presentar estado de crisis (Adaptado de Vidale et al. 2012)
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Ll virus Epstein-Barr (EBY) es un virus que pertenece a la familia herpes.
Posee un genoma constituido por una molecula lineal de DNA de unos 170
kb que codifica para cerca de 100 proteinas virales que interaccionan con
las moleculas de las celulas infectadas y actuan a diferentes niveles del
ciclo celular. Se ha observado que la infeccion de linfocitos B in vitro con el
EBY, produce una infeccion latente con inmortalizacion de las celulas. Tras
la infeccion de los linfocitos B, el genoma lineal del EB se torna circular,
formando un episoma y su genoma habitualmente permanece latente en
estas celulas B . Varios estudios sugirieron que este virus induce una
reprogramacion epigenetica del genoma de las celulas infectadas
conduciendo a una disminucion de la metilacion de histonas (figura.5). Esta

5. Epstein-Barr

caracteristica promueve la proliferacion celular e inhibe la apoptosis
conduciendo a la inmortalizacion celular . Ademas, se ha descubierto que
el EBY presenta una protemna llamada EBNAT que regula numerosos
procesos gue afectan al ciclo celular inhibiendo la apoptosis vy
promoviendo la proliferacion celular (figura.4)
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] Figura.4: Resumen de los efectos de la EBNA1 que inducen la
SMAD2 supervivencia celular e inhiben la apoptosis: en verde activacion, en
Prx1, SOD1 NOX2 rojo inhibicién (Adaptado de Frappier, 2012).
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Las células eucariotas tienen un potencial proliferativo limitado. Sin embargo,
gracias a la induccion de mecanismos gue permiten el escape de la apoptosis, se

puede conseguir la inmortalizacion celular. Es un sistema experimental que se utiliza
en los laboratorios para obtener lineas celulares para su posterior aplicacion a
estudios clinicos y, constituye una herramienta clave en el desarrollo de nuevas
tecnologias de reproduccion asistida y por lo tanto, contribuye a la preservacion de
la biodiversidad animal. No hay que olvidar pero, que queda mucho por recorrer en
este ambito y que muchos de los procesos celulares invelucrados estan todawvia, por
conacer
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Figura. 1: a) Fibroblastos primarios, b) fibroblastos senescentes al cabo de varias PD en
cultivo, c) fibroblastos inmortalizados tras la transfeccién de la subunidad catalitica TERT
(Adaptadode Vidale et al. 2012).
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Figura.3: E: del proceso de inmor
telomerasa (Adaptado de Pacini, F. et al. 2011).
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mediante diferentes aplicaciones

-Crear un banco de lineas celulares.

-Crear una fuente de material genetico que sera la

referencia para estudios de investigacion clinica.
Desarrollar nuevas tecnologias de reproduccion asistida

gracias al estudio de celulas en cultivo.

-Material de referencia para realizar

asociacion entre enfermedades y genoma.

-Elaborar nuevos farmacos.

dear nuevos metodos de conservacion.
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Figura.5: Patrones de metilacion de las células activadas, las células inactivas y las células B
inmortalizadas por el EBV. Vemos como las células inmortalizadas por el EBV presentan una
metilacién menor respecto al resto de células (Adaptado de Hansen et al., 2013)
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