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Resumen

La linea celular H9 deriva por clonacién de HUT78, obtenida a partir de un linfoma de células
T cuténeo. La linea celular HO/HTLV-Illz se caracteriza por poseer antigenos de HIV
demostrables por inmunoflorescencia en un 95-97% de células, mientras que H9/HTLV-1lIyn
muestra un 20% de células infectadas. Ambas se encuentran persistentemente infectadas y son
productoras. La caracterizacién citogenética de las mismas en distintos pasajes di6 resultados
que podrian ser elementos vélidos para discriminar estas consecuencias.

Se determiné el nimero cromosémico a partir de metafases de cultivos con tratamientos
citogenéticos convencionales para técnicas de bandas G, C, DA/DAPI, NOR y FISH. Las
lineas resultaron todas aneuploides, diferentes entre si y sin diferencias significativas en los
diferentes pasajes. H9 presenté un 2n=70 con un rango entre 60 y 74, el de HO/HTLV-IlIz fue
67 con un rango entre 60 y 75 mientras que el de HO/HTLV-IlImy fue 64 con un rango entre
46 y 70. No se observo la presencia de los cromosomas del set normal 4, 5, 6, 7, 10, 13, 18,
19, 20 y los sexuales (X e Y). Por medio de bandas G fueron identificados los cromosomas
involucrados en la formacién de marcadores. Al igual que H9 ambas lineas presentaron los
cromosomas marcadores M20 der(7), H10 der(10), H2 t(2q;1q) y M7 i(18) entre otros.
HY9/HTLV-IIIyx no presentd los marcadores H1 der (1), M31 t(5q;6q), M32 t(5p;6p) ni otros
en los cuales se encuentra involucrado el brazo q del cromosoma 6. Posiblemente esta
diferencia sea la que se encuentre mas relacionada con el menor porcentaje de infeccion de la
linea infectada con la cepa HIVMN.
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Introduccion

La validez de los cultivos celulares como modelo de las funciones fisiologicas in vivo es
reconocida en el mundo cientifico' 2.

Un cultivo se obtiene por crecimiento de las células que componen un fragmento de
tejido o directamente por disgregacién mecanica o enzimatica del mismo®. Este es el primer
paso en la obtencion de una linea celular. En el primer método mencionado, la seleccién actia
sobre la capacidad de las células de migrar desde el explanto, mientras que en el segundo
solamente aquellas células que sobrevivan a la técnica de disgregacion y se adhieran para
formar la monocapa asentaran las bases de un cultivo primario. Para el caso de un tejido
linfoide basta con crecer un niimero apropiado de células.

A partir de este cultivo primario se realiza un primer subcultivo; el cual pasa a
denominarse linea celular y puede propagarse y subcultivarse varias veces’.

La mayoria de las lineas celulares pueden multiplicarse sin modificar su composicion
cromosomica por un numero limitado de generaciones celulares, mas alld de las mismas
mueren o dan lugar a una linea celular continua’. La habilidad de una linea celular de crecer
infinitamente refleja su capacidad de variacion genética. Existen lineas celulares que
permanecen predominantemente euploides a lo largo de su vida en cultivo y nunca dan lugar a
una linea celular continua, mientras que otras, en general cultivos celulares de tumores
animales y humanos, originan cultivos continuos que mayormente son aneuploides’. Esta
alteracion en la constitucion cromosémica de la linea se denomina “transformacién in vitro” y
ocurre espontineamente o se induce por sustancias quimicas o virus oncogénicos’.

El término “transformacién” se aplica al proceso de formacién de una linea celular
continua. La transformacién implica importantes cambios genéticos que dan, como principal
resultado, la desregulacién del ciclo celular'. Una célula transformada no responde a las sefiales
inhibitorias de la proliferacién (como la inhibicién por contacto). Ademas logran evadir el
mecanismo de muerte celular programada (apoptosis), caracteristico del cultivo de células
normales luego de un nimero de duplicaciones que oscilan los 50 6 60'. La caracteristica més
interesante, desde el punto de vista citogenético, que presenta una linea celular continua es su

desviacion del nimero cromosomico normal.
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Caracteristicas tipicas de la variabilidad cariotipica de las células en cultivo

Los rearreglos cromosémicos numéricos y estructurales no son azarosos

Las técnicas de bandeo de alta resolucién’ han demostrado que las células malignas de
la mayoria de los tumores y leucemias analizados muestran anomalias cromosomicas
caracteristicas’ . Mas de 70 aberraciones cromosémicas han sido descriptas en varios tumores
malignos humanos’ . Los tipos mas habituales de anomalias no aleatorias son: translocaciones
equilibradas, deleciones de cromosomas, inversiones, monosomias y trisomias’.

La principal prueba en favor del caracter no aleatorio de los cambios cromosdmicos
numéricos y estructurales en lineas celulares permanentes es el mantenimiento in vitro de
muchas de las alteraciones cromosémicas especificas encontradas en material proveniente de
tumores y de leucemias a partir del cual la linea celular fue obtenida®. Las translocaciones
especificas t (8; 14), t (2; 8), y t (8; 22) encontradas en pacientes con linfoma de Burkitt
también se observan en las lineas celulares procedentes del mencionado linfoma’. En lineas
celulares establecidas de células hematopoyéticas de pacientes con leucemia mieloide crénica,
el cromosoma Philadelphia es frecuentemente retenido®. En la mayoria de las lineas celulares
originadas de neuroblastomas, deleciones ubicadas en el brazo corto del cromosoma 1 estan
presentes, mientras que en lineas celulares derivadas de tumores primarios de pulmén ocurre lo
mismo en el cromosoma 3° .

Otra prueba convincente a favor de la no aleatoriedad de los rearreglos cromosémicos
estructurales es la diferente distribucion de puntos de ruptura cromosémicos durante la
formacion de marcadores en lineas celulares de distinta histogénesis. En sublineas de la linea
celular HeLa las regiones centroméricas de los cromosomas 1, 3 y 5 son mayormente dafiadas
y los cromosomas 8 y 11 nunca participan en la formacién de marcadores®. En cambio, en la
linea celular Raji (establecida a partir de linfocitos B de un paciente con linfoma de Burkitt) el
cromosoma 8 y el 11 son los més involucrados en la formacién de marcadores y las regiones
centroméricas de los restantes cromosomas nunca participan en la formacién de los mismos
(excepto el cromosoma 18)"°. El mismo patrén de distribucién de puntos de ruptura
cromosémica se observa al analizar lineas derivadas de leucemias de linfocitos B'" .

En lineas celulares de glioma humano el patrén de rupturas es muy diferente: en la

formacién de marcadores se hallan involucradas predominantemente regiones proximales del
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brazo largo del cromosoma 12 y medias del brazo largo del 13 y 14",

El patron de distribucion de los “hot spots™ en los cromosomas y cambios en el nimero
de ciertos cromosomas son manifestaciones morfologicas de procesos bioquimicos-
moleculares conectados con cambios en el nimero y estructura de diferentes genes, incluyendo

los oncogenes®.

Pérdida de uno de los cromosomas sexuales

La pérdida de uno de los cromosomas sexuales es un evento frecuente en neoplasias de
células sanguineas, de médula osea y en otros tumores malignos humanos. La pérdida del
cromosoma X o Y es un hecho regular en el cultivo de lineas celulares humanas y animales,

ocurre tanto en estadios tempranos como tardios del establecimiento de la linea®.

Constancia en el nimero de NORs-Ag" y en su distribucion en los cromosomas de células
normales y tumorales

El nimero de cromosomas positivos al bandeo NOR (nucleolar organizer region) varia
entre células de diferente tejido de un mismo organismo y entre células del mismo tejido®. Esta
diferencia se reporta en el analisis de células de médula 6sea de pacientes sanos y de pacientes
enfermos y también en linfocitos normales y en fibroblastos de un mismo individuo. La causa
es la diferente actividad funcional de los genes ribosomales propia de los tejidos y del nivel de
diferenciacion celular para la misma histogénesis' .

Completamente diferente es el patron de tincion NOR que se observa en las lineas
celulares. Aunque el nimero de NORs activos puede variar en las células de una dada linea, un
patron tipico de tincidon de los cromosomas con plata (Ag') puede encontrarse facilmente.
Dado que las células son similares en niimero, intensidad y distribucion de NORs-Ag" se puede
individualizar cualquier linea celular aun en ausencia de marcadores’.

En lineas celulares humanas los NORs sobre los cromosomas marcadores pueden
localizarse intersticialmente y en telomeros. El patron de localizacion de los NORs sobre los
cromosomas marcadores junto con el patron de los cromosomas normales constituye una

caracteristica unica de una linea celular °.
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Balance del set cromosémico en células de tumores y en células de leucemias en cultivo

En la progresién tumoral se manifiestan cambios en el cariotipo de las células tumorales
que son particularmente notables en las células metastésicas. En los estados iniciales de la
enfermedad, suelen encontrarse rearreglos estructurales simples en las células malignas que
incrementan su complejidad a medida que el tumor se desarrolla. Los multiples cambios
numéricos y estructurales en las células tumorales dan lugar a la formacién de nuevos clones
celulares’.

El analisis de estos clones revela que existen entre ellos diferencias en el contenido de
ADN y en su composicién cromosdmica, lo cual indica la ausencia de un balance genémico en
las células estudiadas. En cambio, las lineas celulares continuas presentan la caracteristica mas
importante de las células en cultivo que es el balance del material cromosémico. Segun
Mamaeva se entiende por balance del material cromosémico a las semejanzas de los
“reconstructed karyotypes”(RK) entre las lineas celulares, es decir, a las similitudes del
material cromosémico total de diferentes células dentro del mismo clon, de células de
diferentes clones de la misma linea y de células de la linea como un todo. Y define a un RK
como el cariotipo normal que se arma a partir de los fragmentos cromosomales normales

. 6, 14
contenidos en los cromosomas marcadores” .

Persistencia de disomia en los autosomas de la mayoria de lineas celulares de tumores y
leucemias

Las células tumorales in vivo presentan un cariotipo con monosomia parcial o total de
ciertos autosomas. En las neoplasias humanas las monosomias més frecuentes involucran a los
cromosomas 1, 3, 5, 6, 7,9, 10, 11, 12, 17, 20 y 22. Ademés, han sido descriptos casos de
tumores con clones celulares cercanos a la haploidia, caracterizados por monosomia de
muchos autosomas y un niimero modal de 23-34°.

En cambio, la mayoria de las lineas celulares humanas y animales retienen la disomia de
todos sus autosomas’. Significa que cuando una linea celular permanente se establece lo logra
por seleccién de un clon preexistente con diploidia del set autosomal y con un alto potencial
proliferativo o por evolucion gradual del cariotipo de células hipodiploides iniciales. Segun
Mamaeva el 85% de las lineas celulares analizadas presentan al menos dos homélogos por cada
autosoma. El 15% restante serian ejemplos de lineas celulares que ain no alcanzaron su
estabilizacion cariotipica in vifro. Estas lineas compensarfan su falta de material genético a

8
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través de : (1) poliploidizacion de células con monosomia, (2) amplificacion de oncogenes, con
predominio de la familia myc y (3) extracopiado de autosomas completos o de sus fragmentos®.
La amplificacion de genes es identificada citogenéticamente en forma de dobles

diminutos o regiones homogéneamente tefiidas’ .

Historia de la Linea celular H9

En Mayo de 1984, Robert Gallo anuncio: el aislamiento del virus causante del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), denominado por su grupo HTLV-III y la
obtencion en grandes cantidades del mismo, hecho imposible hasta ese momento dado que no
existia una linea celular sobre la cual el virus pudiera replicarse. Cabe aclarar que
podteriormente se conocid que se trataba del mismo virus aislado por Luc Montagnier y
denominado LAV. En ese trabajo no se menciona quien habia establecido la linea celular. A
partir de este momento una gran discusion gird en torno del origen de H9 '+ 7.

En el trabajo “ Detection, isolation, and continuos production of cytopathic retroviruses
(HTLV-III) from patients with AIDS and pre—AIDS”(Mayo de 1984)'® se menciona que una
poblacion de linfocitos T derivada de un adulto con leucemia linfoide, susceptible a la infeccion
con HTLV-III (human T-lymphotropic retroviruses), fue cultivada con el fin de seleccionar
aquellos clones permisivos a la infeccion viral, que conserven altas tasas de crecimiento y de
produccion viral. La linea celular a partir de la cual se realizo6 la seleccion fue denominada por
ellos HT. HO resulto ser el clon que mejor resistio los efectos citopaticos y ademas fue un buen
productor del virus.

Posteriormente se publica otro trabajo que compara todas las lineas celulares en donde
se crecio el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1, también conocido como HTLV-III).
En el mismo no se menciona si HT o H9 tienen relacion con alguna otra linea previamen.te
establecida’® .

Pero afios mas tarde, luego de una investigacion interna del Instituto Nacional de Salud
de los Estados Unidos (NIH) se conocio que HT habia sido clonada a partir de una linea
celular establecida por Adi Gazdar y a la cual habia denominado HUT78'%*°. La misma se
obtuvo a partir de un linfoma de células T cutaneo de pacientes con Sindrome de Sezary. Estas
células expresan el receptor de IL-2 y secretan IL-2 y factor de inhibicion de la migracion.

El establecimiento de una linea celular con las caracteristicas de H9 fue importante

porque permitio la deteccion de variantes citopaticas de HTLV en pacientes con SIDA vy
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ademds el andlisis inmunolégico y molecular del virus.

Caracteristicas principales de H9

La linea celular H9 deriva, como se mencioné anteriormente, por clonacién de la linea
celular HUT78. El clon H9 fue seleccionado por ser permisivo a la replicacién de HIV y ha
sido usado para aislar y propagar HIV de sangre de pacientes con SIDA y con sintomas que
preceden al SIDA (pre-SIDA).

HUT78 y H9 resultaron ser genéticamente idénticas cuando se analiz6 su patrén
aloenzimatico (isoenzimas alélicas) y de “fingerprint” de ADN (4cido desoxirribonucleico)®' .
Citogenéticamente también se puede sustentar el origen comin de estas dos lineas ya que

comparten 21 marcadores cromosémicos, la pérdida de 8 cromosomas normales y contienen
2 23

21 cromosomas con el mismo niimero de copias

La linea celular H9 presenta un cariotipo muy complejo. Su nimero modal es igual a 69
y su rango cromosémico es 64-74. El 65% de sus cromosomas son marcadores siendo los mas
frecuentes t(3p;4q), t(5q;6q), t(5p;6p), i(18q), i(18p), t(4q;7p) y del(7) (q32). Los cromosomas
normales N4, N5, N6, N7, N10, N13, N18, N19, N20, X e Y estén ausentes’**.

Existen lineas celulares persistentemente infectadas con HIV, entre ellas HO/HTLV-IlIg
infectada con una cepa viral HIVHXB-2* y H9/HTLV-IIIyy infectada por HIVMN?. Ambas
cepas virales son inductoras de sincicios, linfotrépicas y de replicacion répida.

HO/HTLV-Illg se caracteriza por poseer antigenos de HIV, demostrables por

inmunoflorescencia, en un 95-97% de células’” . En cambio, H9/HTLV-IIIyyy muestra un 20%

de células infectadas™ .

Importancia del estudio citogenético de las lineas celulares

El uso de lineas celulares permanentes en varios campos de la biologia, medicina, y
biotecnologia han estimulado el estudio citogenético intensivo de las células en cultivo. Esta

disciplina es utilizada en funci6n de la necesidad de desarrollar criterios de pureza y estabilidad
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Durante los cultivos prolongados las lineas celulares cambian algunas de sus
caracteristicas originales, incluyendo su cariotipo. Desafortunadamente, estos eventos pueden
resultar en la pérdida de propiedades fundamentales por las cuales las linea celulares fueron
mantenidas’.

Cuando se trabaja con cultivos celulares hay otro problema que se debe tener en
cuenta: pueden ocurrir contaminaciones intraespecies o interespecies de lineas mantenidas en el
mismo lugar*** . Tal contaminacién puede abolir muchos afios de esfuerzo de usar tales lineas
celulares como principal objeto de estudio. Planteada esta situacién, deben desarrollarse
criterios de pureza y autenticidad de las lineas, asi como controles de estabilidad de las mismas.

En la actualidad, se utiliza DNA fingerprinting y anélisis citogenético como criterios de
autenticidad, pureza y estabilidad. Ambos métodos pueden ser utiles para revelar
peculiaridades especificas de una linea y para establecer su pureza. Sin embargo, el anélisis
citogenético es un mejor método debido a que permite la individualizacion de cualquier linea o

sublinea celular animal o humana**’

en cualquier pasaje de la misma aunque hasta ese momento
no se haya realizado ningin tipo de caracterizaciéon. En cambio, para que un DNA
fingerprinting demuestre que una linea determinada no est4 contaminada es necesario contar
con dicho patrén en el momento que la linea se establecié para luego poder realizar una
comparacion de los mismos.

Por tltimo, los estudios citogenéticos en lineas celulares darfan una pista que podria

asociar un cambio cromosomal sutil con una expresién fenotipica®.
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Hipotesis de trabajo

Dado que las lineas celulares modifican su cariotipo a través de reordenamientos
cromosOmicos, especialmente si estan infectadas con virus, se espera encontrar que tanto
HY/HTLV-IlIz como HY/HTLV-IIlyy presenten una composicién cromosémica muy diferente
al cariotipo normal humano y con diferencias respecto a la linea sin infectar. Ademés se podria
esperar que ambas lineas infectadas difieran entre si con respecto a ciertos cromosomas que

tienen relacidon con el mecanismo de infeccion de HIV-1.
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Objetivos

Objetivo general

Caracterizar citogenéticamente a las lineas celulares H9, HO/HTLV-Illy y H9/HTLV-

Iy luego de varios pasajes en el pais.

Objetivos particulares

- Obtener el nimero cromosémico modal de las tres lineas celulares.

- Construir los cariotipos de las mismas.

- Identificar por medio del bandeo G los marcadores caracteristicos de cada una.

- Comparar la linea celular sin infectar con respecto a la infectada persistentemente para
estudiar si existen diferencias cariolégicas de las mismas atribuibles a la accion del virus.

- Comparar la linea celular H9 persistentemente infectada con la cepa HIVHXB; con
respecto a la infectada con la cepa HIVMN para determinar si en la constituciéon cromosémica
de las mismas se encuentra la causa que determina los diferentes porcentajes de infeccion

cuando se analizan sus antigenos por inmunoflorescencia.
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Materiales y métodos
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Materiales y métodos
Soluciones utilizadas

PBS (pH: 7)

Na,HPO,.12H,0 (fosfato dibasico de sodio dodecahidratado): 0,92 gs.
KH;PO4.HO (fosfato monobésico de potasio): 0,2 gs.

NaCl (cloruro de sodio): 8,00 gs.

KCl (cloruro de potasio): 0,2 gs.

Se lleva a un litro con agua bidestilada.

SSC 2X
NaCL (cloruro de sodio): 17,53 gs.
Citrato de sodio: 8,82 gs.

Se diluye en un litro de agua bidestilada.

Buffer de Sorensen

a) POsH;K (fosfato de potasio) 1/15 M: 4,53 gs. en 500 ml. de agua bidestilada

b)PO,NaH (fosfato de sodio) 1/15 M: 9,47 gs. en 500 ml de agua bidestilada

El buffer se prepara en las siguientes proporciones, 70 ml. de la solucién a) y 30 ml. de la
solucién b) para que tenga un pH igual a 7.

Lineas celulares

Fueron utilizadas 3 lineas celulares depositadas en el Centro Nacional de Referencia para el
SIDA (Facultad de Medicina) y gentilmente cedidas por el Dr. Daniel Rabinovich.

1) La linea celular H9 que deriva por clonacién de la linea celular HUT 78" obtenida de un
linfoma de linfocitos T cuténeo. Este clon susceptible a la infeccién por HIV-1 fue estudiado
en 3 pasajes diferentes. Entre el primero y segundo transcurrieron 4 pasajes y entre éste y el
tercero 28. Esta linea fue provista en 1995 por Dana Gallo del Viral and Rickettsial Diseases
Laboratory de California (EE.UU).

2) La linea HS/HTLV-IIIg deriva de la linea celular H9 persistentemente infectada con la cepa
HIVHXB2”. Fue suministrada por el NIH en 1995. Fue estudiada en 2 pasajes diferentes,

transcurriendo entre ambos 4 pasajes.
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3) La linea HY/HTLV-Illux deriva de la linea celular H9 persistentemente infectada con la cepa
HIVMN? . Se la estudi6 en 3 pasajes distintos. Entre el primero y segundo transcurrieron 4
pasajes y entre éste y el tercero 24. Fue provista en 1996 por Dana Gallo del Viral and
Rickettsial Diseases Laboratory de California (EEUU).

Las tres fueron mantenidas en medio RPMI 1640 (Gibco) con 10% de suero fetal
bovino (Sigma), glutamina al 0,09% (Gibco) y NaHCO; al 0,08% en una atmésfera de CO, al

5%. Se repican cada 7 dias en una dilucion al tercio.

Obtencion de metafases de las lineas celulares

Los cultivos celulares se trataron durante 2 horas con colchicina, en concentracién final
1pg/ml de cultivo, luego de transcurrir 48 horas posteriores al repique. Pasado este tiempo se
recogié toda la suspension en un tubo de centrifuga para centrifugarlo 5 minutos a 800 rpm..Se
descart6 el sobrenadante y el botdn celular se resuspendié en 2 ml. de solucién hipotdnica de
KCI 0,07 M. Se incubd 10 minutos a 37°C y se centrifugd nuevamente 5 minutos a 800 rpm.
para eliminar la solucion hipoténica. Las células se fijaron con 2 ml. de metanol:4cido acético
en proporcion 3:1.

Se dej6 aproximadamente 30 minutos el tubo en la heladera. Transcurrido este tiempo
las células ya fijadas fueron resuspendidas y se las lavé con fijador fresco las veces que se
consider6 necesario.

Los extendidos se realizaron dejando caer unas gotas de la suspension sobre

portaobjetos limpios y frios. Se dejo secar al aire, segin la técnica del air-drying™ .

Andlisis de las metafases

Los preparados se tifieron con solucion de Giemsa al 3% en agua para observar, dibujar
y contar el nimero de cromosomas de cada metafase. Se coloreé de 3-5 minutos y luego se
enjuag6 cada portaobjetos con agua.

El nimero modal fue el nimero de cromosomas de mayor frecuencia.

Las metafases primero se seleccionaron a bajo aumento (10 X) por la integridad de
citoplasma, se sefialaron sus coordenadas y se pasé a un objetivo de inmersion (100X) para
contar su nimero cromosémico. Se contaron 5 metafases y se agregaron 5 por cada nimero
cromosomico nuevo encontrado, hasta llegar a un maximo de 25 metafases. De esta manera

ninguna poblacién celular queda fuera del recuento’ .
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Ademaés de estudiarse la ploidia, se analiz6 la presencia de marcadores cromosémicos

aplicando técnicas de bandeo Gy C.

Bandeo G

Se utilizé la técnica de Seabrigth, M.

Los portaobjetos se incubaron 5 minutos en PBS a temperatura ambiente. Luego se
trataron con tripsina (GIBCO) 0,1 % en PBS libre de Ca™y Mg™" durante un tiempo variable
dependiente de la morfologia cromosémica y del estado del preparado. Se lavaron con PBS y
se colorearon con Giemsa a pH 7 al 4% preparada en buffer de Sorensen alrededor de 3

minutos.

Bandeo C

Fue realizado segin la técnica de Sumner, A.T.”

Los preparados se incubaron en HCI 0,2 N durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Se lavaron con agua destilada y se trataron con una solucién saturada de Ba(OH); a 50°C
durante un tiempo variable dependiente de distintos factores, entre ellos el tiempo de
envejecimiento del preparado. Se enjuagaron con abundante agua destilada y se los sumergié
en solucién SSC 2X 1 hora a 60°C. Se lavaron con agua destilada y se colorearon con Giemsa

2% a pH 7 en buffer de Sorensen durante 30 minutos.

Tincion con nitrato de plata

Se realizé segun la técnica de Howell y Black™ .

Colocar 2 gotas de una solucién de nitrato de plata (al 50% en agua bidestilada),
agregar una gota de gelatina (gelatina al 2% = &cido férmico 1%) y cubrir con un
cubreobjetos. Colocar sobre una placa térmica a 40 °C hasta que la preparacion se vuelva color
marrén dorado. Quitar el cubreobjetos sumergiendo la preparacion en agua destilada y lavar
cuidadosamente.

Esta técnica argéntica permite identificar los organizadores nucleolares activos. Para

células humanas, se localizan en los cromosomas 13, 14, 15 (grupo D) y 21, 22 (grupo G).
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Hibridacion in situ por fluorescencia (FISH)

La técnica de FISH se efectué empleando sondas del total del cromosoma. Se
desnaturalizé el preparado en formamida 70% en 2xSSC a 72°C durante 2 a 5 minutos. La
deshidratacion se realizé en una serie creciente de alcohol: etanol 70%, 85% y 100% y se dejé
secar al aire. Se desnaturalizo la sonda a 70°C durante 10 minutos y se colocd sobre el
preparado. Se incub6 durante toda la noche a 37°C. Se lavé con formamida 50% y luego con
0,1xSSC y 2xSSC a 43°C para quitar la marcacion inespecifica. Se contracoloreé con ioduro

de propidio y se observé en un microscopio de epifluorescencia con filtros apropiados.

Tincion con distamicina A/ 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DA/ DAPI)

Se realizo segin la técnica de Schweizer et al.”*.

Se coloco sobre los preparados unas gotas de DA y se los cubrid con un cubreobjetos.
Se tifid en oscuridad entre 10-15 minutos. Se enjuagdé con agua destilada y se dejo secar.
Luego se colocé sobre los portaobjetos unas gotas de DAPI, se cubrié con cubreobjetos y se
tifié en oscuridad 20-30 minutos.

El fluorocromo DAPI es especifico de pares de bases A-T.

Fotografia

Las metafases seleccionadas, representativas del recuento, se fotografiaron con el
objetivo de inmersién en un microscopio Zeiss, utilizando una camara Olympus adaptada a
dicho microscopio. Se utilizé pelicula ortocromatica Kodalith de 32 ASA. Se revelé con
Dektol (proporcién 1:2 de agua) en un tanque individual durante aproximadamente 2 minutos
y se fijo con fijador Ronex durante 4 minutos. Luego de enjuagar con abundante agua se dejo
secar.

Las fotos fueron ampliadas en una ampliadora Magnifax 4a. A partir de las mismas se
realizaron los cariotipos. Los cromosomas correspondientes al set normal fueron ordenados de
acuerdo a lo establecido por el “Sistema Internacional de Nomenclatura para Citogenética
Humana™®. Los cromosomas marcadores identificados fueron ubicados dentro del grupo del

cual derivaron y los no identificados se ordenaron de mayor a menor al final del cariotipo.
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Resultados

Linea celular H9

La linea celular H9, derivada de un linfoma de células T cutdneo y seleccionada por
permitir la replicacién de HIV-1, crece en suspension y presenta una morfologia de tipo
linfobléstica (figura 1). El anélisis de tres pasajes diferentes de la misma en un lapso de ocho
meses demostré que la linea se mantuvo estable desde un punto de vista citogenético, ya que
no se observaron transformaciones que se reflejen en el nimero cromosémico o en las
alteraciones estructurales determinadas en el primer estudio.

El recuento cromosémico realizado sobre 25 metafases de cada pasaje teflidas con
Giemsa (figura 2), establecié que la linea celular H9 es aneuploide y presenta un niimero modal
igual a 70 en el 28% de las células analizadas, con un rango cromosomico de dispersion de 60
a 74 (figura 3).

Los cromosomas 4, 5, 6, 7, 10, 13, 18, 19, 20 y los sexuales (X, Y) del set normal
resultaron como tales siempre ausentes, encontrandose fragmentos de los mismos involucrados
en la formacion de los marcadores de la linea (ejemplo: M31, M32, M18). El resto de los
cromosomas correspondientes en morfologia y patrones de bandas a los cromosomas normales
1,3, 11 y 22 siempre se hallaron de a pares. Mientras que, el cromosoma 2 s6lo se lo encontré
en monosomia, el 21 y el 17 apareado o en trisomia y los cromosomas 8, 9, 12, 14, 15y 16
indistintamente en monosomia 0 como pares.

El estudio de las metafases con bandas G mostré que dicha linea presenta un cariotipo
muy complejo, el 68% del total de elementos por célula son cromosomas provenientes de
alteraciones estructurales (figura 4).

Esta linea present6 en el total de metafases analizadas un marcador muy caracteristico
del cariotipo, que denominamos H1 (figura 19). Aparecié siempre como un unico elemento y
fue el cromosoma de mayor tamafio. De acuerdo a su morfologia fue submetacéntrico, con un
brazo corto (p) igual al del cromosoma 1 y un brazo largo (q) que presenté alterada la banda
1q(31) probablemente por insercion de una regién de menor tincién en esa zona.

Los marcadores M31 t(5q;6q) (de a par en el 67% de las metafases) (figura 19), M32
t(5p:6p), M20 der (7), M22 del (12) (p12 p13), M7 i(18) y M18 der(20) que se encuentran en
el 100% de las metafases coincidieron con los ya descriptos por Chen T.R. y por tal motivo se

mantuvo su nomenclatura.
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Ademés se observé H4 t(3p;4q) (2 elementos en el 100% de las metafases), H7 del(7)
(q33) (67% en monosomia y 33% apareado) , HI10 der (10) (67% en monosomia), H63
t(6q;3p) (presente en todas las metafases, 67% en monosomia), H5 der (5) t(5q; ?) (en todas
las metafases, 67% en disomia y 33% en monosomia), H2 t(2q;1q) (apareado en 33%de las
metafases), H3 t(2p;3q) (67% en monosomia y 33% de a par) (figura 19). Otros cromosomas
provenientes de reordenamientos estructurales fueron H6 der (6), H8 der (7), H9 der (6), H12
der (13), H13 der (13), H14 der (X) y H15 der (X).

Las bandas C que producen una tincidn selectiva de la heterocromatina constitutiva
mostré en todos los cromosomas la region centromérica teflida intensamente (figura 5).

La técnica de fluorescencia DA/DAPI que permite identificar regiones
heterocromaticas mostré la presencia de los cromosomas 1, 9, 15 y 16. No se observaron
cromosomas con marca intersticial. Confirmé que el cromosoma marcador H1 deriva del
cromosoma 1 dado que present6 una tincion DA/DAPI caracteristica del 1, marca fluorescente
en la constriccion secundaria. También se observéd claramente que el brazo q de HI es de
mayor tamafio que el brazo q del 1, confirmando asi que en HI ocurri6 una insercion de un
fragmento de ADN (figura 6).

El bandeado Ag-NOR que tifie exclusivamente las regiones de los organizadores
nucleolares (NORs) mostré la presencia de 10 cromosomas con sitios activos,
correspondientes 3 de ellos al grupo D y 3 al grupo G del cariotipo humano. Los restantes
cromosomas visualizados probablemente corresponden a cromosomas rearreglados (figura 7).

La hibridacion in siru (FISH) realizada para el cromosoma X confirmé la ausencia de
éste como cromosoma entero normal. Se observaron fragmentos del mismo formando parte de
otros cromosomas. Un fragmento corresponde a una region centromérica y otro a un brazo
(figura 8).

También se realizd la técnica de FISH para el cromosoma 6. Se confirmaron los
resultados obtenidos por bandas G, ausencia del 6 normal y parte del mismo formando otros
cromosomas (figura 9).

El cariotipo present6 otros cromosomas provenientes de rearreglos estructurales que

no han podido ser identificados con certeza hasta el momento.



Figura 1. Morfologia de la linea celular H9. Negativa para la IFI contra antigenos de HIV.

Tincién positiva: isotiocianato de fluorescefna. Colorante de contraste: Azul de Evans.

Aumento objetivo: 40x.

Figura 2.Metafase de la linea celular H9 teflida con Giemsa.
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Figura 3. Histograma de la distribucién del niimero de cromosomas observado en la linea H9.
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Figura 4, Cariotipo de bandeo G de la linea celular H9. En la linea inferior se muestran los cromosomas no
identificados.
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Figura 5. Bandeo C de cromosomas de la linea celular H9.
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Figura 7. Tincién con Nitrato de Plata, que permite observar los organizadores
nucleolares (bandeo NOR) de los cromosomas de la linea celular H9. Se indican los
cromosomas pertenecientes a los grupos Dy G.

Figura 8. FISH del cromosoma X. de la linea celular H9. Se indica con flechas una region
centromérica y un brazo correspondientes al cromosoma X.
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Figura 9. FISH del cromosoma 6 de la linea H9. Las marcas amarillas corresponden al cromosoma 6.



Linea celular HY/HTLV-I1Iy

La linea celular HY/HTLV-IIIp infectada persistentemente con HIV-1, que por
inmunoflorescencia revela un 95-97% de células positivas para antigenos de HIV, muestra una
morfologia linfoblastica sin observarse la formacion de sincicios caracteristicos de una
infeccién aguda . El recuento cromosémico en 25 células de cada pasaje tefiidas con Giemsa
(figura 10), para dos diferentes pasajes, demostré un rango de aneuplodia que oscilé entre 60 y
75, con un nimero modal igual a 67 (28%) (figura 11).

Al igual que en la linea celular H9, los cromosomas 4, 5, 6, 7, 10, 13, 18, 19,20, X e Y
normales resultaron ausentes en todas las metafases. Cuando se analiz6 el bandeado G,
fragmentos de los mismos fueron hallados formando parte de ciertos marcadores. A modo de
ejemplo se puede mencionar el marcador H10 y el H63 (figura 12 y 19).

Los cromosomas 3, 8, 9, 14, 15 y 22 se observaron siempre de a pares. El 1, 2, 12y 16
en el 67% de las metafases estaban apareados y en las restantes en monosomia. El cromosoma
11 se observé siempre de a par, excepto en una metafase que se encontrd en trisomia. En
cambio, los cromosomas 17 y 21 estaban indistintamente de a par o en trisomia.

El bandeo G permiti6 dilucidar que en esta linea el 60% de los cromosomas que
constituyen su cariotipo son derivados de rearreglos cromosémicos (figura 12).

Los marcadores H1 ins (1q31), H2 t(2q;1q), M20 der (7), M22 del (12) (p12 pl13),
H63 t(6q;3p), H6 der (6), HI der (6), H7 del (7) (q33), H3 t(2p;3q) y H12 der (13) fueron
hallados en todas las metafases analizadas en monosomia. M31 t(5p;6p), H13 der (13) y HS
der (5) t(5q;?), fueron encontrados en el 67% de las metafases de a par. Siempre se observo al
marcador H10 der (10) (de a par) y al M7 i(18) (en monosomia). M32 t(5p;6p), H14 der (X) y
H15 der (X) se encontraron un 67% de veces.

Durante los meses de trabajo, la linea celular HO7HTLV-III; estuvo contaminada en
mas de una oportunidad, por tal motivo fue muy dificil de recuperar y asi obtener el material
Optimo para llevar a cabo otras técnicas de identificacién de bandas ademéis de la G. No
obstante, dado que mediante las bandas G se comprobé que practicamente no existen
diferencias entre esta linea y H9 consideramos que no era necesario esperar otros resultados
para concluir esta primera etapa del estudio.

Se hallaron otros cromosomas que no han sido identificados con certeza en su origen y

derivacion.
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Figura 10. Metafase de la linea celular HO/HTLV-III; tefiida con Giemsa.
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Figura 11. Histograma de la distribucion del nimero de cromosomas observado en la
linea HY/HTLV-IIIg.
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Figura 12. Cariotipo de bandeo G de la linea celular HO/HTLV-III. En la linea inferior se muestran los
cromosomas no identificados.
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Linea celular HY/HTLV-ITI vy

La linea celular HO/HTLV-IlIun infectada persistentemente con HIV-1 (cepa MN)
presenta en cultivo las mismas caracteristicas morfolégicas que la linea HO/HTLV-IIIj (figura
13). Esta linea que demostré por inmunoflorescencia un 20% de células infectadas, se
caracterizé por ser aneuploide. Presentd un nimero modal igual a 64 (figura 14) en el 24% de
las células analizadas en metafase con un rango cromosémico de dispersion de 46 a 70 (figura
15).

Los cromosomas 4, 5, 6, 7, 10, 13, 18, 19, 20, X e Y normales para un cariotipo
humano no se observaron en ninguna de las células analizadas en metafase. Con excepcion del
19, los restantes cromosomas arriba mencionados fueron hallados formando parte de
marcadores identificados.

Los otros cromosomas del set normal fueron hallados de a pares o en monosomia,
salvo casos aislados de trisomia del 3 o del 11. En todas las metafasesel 1, 8,9, 17, 21 y 22 se
visualizaron con su correspondiente homologo. En cambio, el 2, 12 y 14 siempre aparecieron
como unicos elementos.

La aplicacion de la técnica de bandas G permitié la caracterizacion de los cromosomas
marcadores de la linea (figura 16). Esta linea comparte con H9 y con HY/HTLV-IIl los
siguientes marcadores que se hallaron siempre en monosomia: H2 t(2q;1q), H3 t(2p;3q), H4
t(3p;4q), HS5 der (5) t(5q;?), H63 t(6q;3p), M20 der (7) y H15 der (X). Ademas tienen en
comun los cromosomas marcadores H10 der (10) y M7 i(18),pero los mismos se hallan
indistintamente de a par o en monosomia, excepto una célula que present6 trisomia de H10. El
cromosoma H8 der(7) y el M18 der (20) lo comparte sblo con la linea H9, siempre como
unicos elementos en todas las metafases.

Se observaron una serie de cromosomas no identificados hasta el momento en lo que
respecta a su origen.

La técnica de DA/DAPI confirmé la ausencia del marcador HI, caracteristico de la
linea celular H9. En las metafases analizadas siempre se observo el par 1, pero nunca ningiin
otro cromosoma submetacéntrico de mayor tamafio que el 1 y con su patrén de tincién (figura

17).
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La tincién con nitrato de plata demostré la presencia de cinco elementos con NORs
activos ubicados en sus respectivos telomeros. Estos cromosomas pertenecen, de acuerdo a su

morfologia y tamafio, 4 al grupo D y 1 al grupo G (figura 18).
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Figura 13. Morfologia de la linea celular HO/HTLV-IIl\n. Las células infectadas se

revelan de color verde por IFI. Tincion positiva: Isotiocianato de fluoresceina. Colorante
de contraste: Azul de Evans. Aumento objetivo: 40x.
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Figura 14. Metafase de la linea celular HO/HTLV-IIl\n tefiida con Giemsa.
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Figura 15. Histograma de la distribucion del nimero de cromosomas observado en la linea
H9/HTLV-MN.
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Figura 16. Cariotipo de bandeo G de la linea celular HO/HTLV-IIlp. En la linea inferior se muestran los
cromosomas no identificados.
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igura 17. Tincion DA/DAPI de cromosomas de la linea celular H/HTL V-1l
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Citogenetica de una linea infectada con HIV

Vanesa A. Guazzone
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Figura 19. Marcadores caracteristicos presentes cn las lineas celulares estudiadas.
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Discusion
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Discusion

Los estudios citogenéticos realizados en lineas celulares han demostrado que las
anomalias cromosomicas presentan una distribucién no aleatoria en el genoma. Los mismos
han permitido detectar alteraciones citogenéticas estrechamente asociados al diagndstico y
prondstico, especialmente en neoplasias’. Las ubicaciones primero y luego el analisis molecular
de los puntos de ruptura previamente asociados a cancer, permitié detectar la presencia en
ellos de oncogenes y genes supresores del tumor. Estas alteraciones constituirian un hecho
clave en la génesis de la neoplasia®’ . Por estas razones, la caracterizacién citogenética de las
lineas celulares que se utilizan en ensayos biomédicos es de suma utilidad, especialmente si
provienen como es el caso de material heterogéneo.

El establecimiento de la linea H9 en 1984 fue fundamental en la identificacion y
caracterizacion del virus causante del SIDA dado que permiti6 la replicacién in vitro del
mismo'®. Este clon derivado de un linfoma de células T humano fue el que mejor resistio los
efectos citopaticos del virus. Esta propagacion in vitro del HIV fue el avance cientifico que
permitié el desarrollo de reactivos inmunolégicos para detectar su presencia en muestras de
sangre”® y el desarrollo de medicamentos. En la actualidad estudios biolégicos y moleculares
que utilizan estas lineas como modelo permiten tener un mejor conocimiento del retrovirus
para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. En el Centro Nacional de Referencia para
el SIDA (Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires), la linea celular H9 y sus
analogas persistentemente infectadas son empleadas desde mediados de la década del ‘90 y
hasta el momento nunca se habia llevado a cabo una evaluacion citogenética de las mismas.

Segun King” existen 10 niveles de analisis cromosémico, cuya numeracién indica
sofisticacién en las técnicas empleadas. Estos incluyen desde estudios con coloracion
convencional (niveles 1 a 3), técnicas de bandeo C, G, Q, R, tincién argéntica y con
fluorocromos (niveles 4 a 8) y el uso de enzimas de restriccion y de hibridizacién in situ
(niveles 9 y 10). Este seminario caracterizd a nivel 10 segin King, las tres lineas celulares del
Centro Nacional de Referencia para el SIDA: la linea H9 sin infectar, H9 infectada
persistentemente con la cepa HIVHXB2 y H9 infectada persistentemente con la cepa HIVMN.

H9, HY/HTLV-1llz y HY/HTLV-IIlyn resultaron aneuploides, con nimeros modales
cromosomicos diferentes al de una célula normal humana, hecho esperable dado que las lineas
celulares continuas frecuentemente tienen su complemento cromosémico entre un valor

diploide y tetraploide™ *. Las tres presentaron un valor modal cercano a la triploidia. El
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numero modal de H9, 70 con un rango cromosémico de (60-74), concuerda con los ya
reportados por Chen T.R.*, Glukhova L.A”, Manolov G.* y Whang-Peng J.*. H9/HTLV-
IIIp presentd un nimero modal de 67 (60-75) que resulté acorde con el descripto por Manolov
G.” . El namero modal de H9/HTLV-Illyy fue 64 (46-70) y no se encontré ninguna
bibliografia que describa citogenéticamente esta linea.

Estudios cariolgicos (comparacion de los nimeros modales, de nimero y estructura
de marcadores) llevados a cabo sobre distintas lineas de tipo linfoblasticas T con diferente
susceptibilidad a HIV demostraron que las mismas tienen una tendencia a sufrir
poliploidizacién tanto durante su formaciéon (MT-4, Molt-3 y Molt-4) como durante los
cultivos prolongados (H9 and HUT 78)%. Ademés otros estudios publicados recientemente*"
! indican que el ¥pr, gen accesorio de HIV-1, induce anormalidades en el ciclo celular con
acumulacion de células en la fase G2/M e incremento de la ploidia. Células pseudodiploides se
vuelven aneuploides después de la expresion de Vpr. Seria interesante evaluar la
responsabilidad de este gen en la aneuplodia que se observd en los cultivos persistentemente
infectados.

Nuestros estudios realizados sobre la linea celular H9 arrojaron resultados coincidentes
en su mayoria con los obtenidos por Chen T.R.*. Ausencia de los cromosomas 4, 5, 6, 7, 10,
13, 18, 19, 20 y los sexuales del set normal (figura 4) y presencia de los marcadores por él
identificados como M31, M32, M20, M22, M18 y M7. Con respecto a los cromosomas
sexuales, cabe mencionar que en el trabajo de Whang-Peng J.** se indica que H9 presenta dos
copias del X y una copia del cromosoma Y. Nosotros confirmamos el resultado de Chen T.R. -
ausencia de cromosomas sexuales normales- dado que el anélisis de hibridizacion in situ para el
cromosoma X no reveld ningun cromosoma marcado en su totalidad correspondiente al set
normal. Sélo se revelaron dos fragmentos, uno de brazo y otro centromérico, en cromosomas
no individualizados y para los cuales seria interesante realizar bandeo G-FISH secuencial. Por
otro lado, con técnicas de bandeo G y C se descart6 la presencia del Y.

Mediante los bandeos G y C y las tinciones con nitrato de plata y DA/DAPI
identificamos un cromosoma, que presenta su brazo p idéntico al del cromosoma 1 y su brazo
q es el del 1 mas la insercion de una regién clara para el bandeo G. A nuestro parecer esta es
otra coincidencia con respecto a los resultados de Chen T.R., dado que su trabajo muestra un
cromosoma denominado M41 mediante el cual logra diferenciar a H9 de la linea HUT78 de la
cual derivé. El mismo estd ubicado al lado del par 1 en el cariotipo de bandeo G mostrado y es

similar en tamafio y morfologia a H1. En el trabajo nunca se menciona el tipo de alteracién que
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origind dicho cromosoma. Esta identidad es importante porque junto con las anteriormente
mencionadas nos confirman que realmente esta linea H9 es la misma que se halla depositada en
la American Type Culture Collection (ATCC) con el nimero: HTB-176.

El anélisis citogenético comparativo realizado por Manolov G.*# sobre la linea H9 y la
linea H9/HTLV-III; informa que ambas presentan un alto nimero de arreglos estructurales que
involucran % del complemento y que sélo existen pequeilas diferencias entre ambas. Este autor
no muestra ninglin cariotipo ni describe cromosomas, razon por la cual no pudimos realizar
ninguna comparacion con nuestros resultados. Nosotros encontramos que estas dos lineas son
muy similares, salvo que en H9/HTLV-IIIz no se observaron los marcadores denominados
MI18, H4 t(3p4q) y H8 der(7) y que el marcador H2 t(2qlq) es observado con mayor
frecuencia. Por otro lado, Whang-Peng J.* llevé a cabo un estudio cromosémico donde
compara H9 sin infectar con respecto a H9 infectada con el sobrenadante de un cultivo celular
productor de HIV-1 (KB/HTLV-IIIg) mostré que las células infectadas presentan los mismos
rearreglos cromosémicos que las no infectadas més 2 copias extras del cromosoma 17 y las
siguientes deleciones, del(2) (p21), del(7) (q32). Cabe mencionar que en el trabajo publicado
por Glukova L.A.* se indica que secuencias provirales de HIV-1 se localizaron integradas en
el brazo q del cromosoma 17, ademds de encontrarse en otros tres loci de los cromosomas 2, 7
y 19 de una linea celular persistentemente infectada (HTHIV-27). De acuerdo a nuestros
resultados, copias extras del cromosoma 17 ya se encontraron en la linea H9 sin infectar, por lo
tanto no podemos adjudicarle al virus relacion alguna con dicha alteracién numérica.

Al comparar la linea celular H9/HTLV-IIIyn con respecto a su andloga H9, la
diferencia mas evidente al observar las metafases teflidas por bandeo G y DA/DAPI es la
ausencia del marcador H1 caracteristico de la linea H9, que como ya describimos deriva del
cromosoma | y es el de mayor tamafio. Tampoco se observaron M32 t(5p6p), M22 del (12),
H12 der (13) y H14 der (X). Es de resaltar que en la linea infectada con la cepa HTLV-IIIuy ,
el cromosoma 12 siempre se encontré en monosomia inientras que en la otra linea siempre
estaba de a par. Algo similar sucedié con el cromosoma 11, que en un alto porcentaje se
encontré en monosomia y una tnica vez en trisomia. El 3 fue el otro cromosoma que se halld
en trisomia en una sola oportunidad. Otros marcadores que resultaron ausentes son aquellos
que involucran al brazo q del cromosoma 6, como ser M31, H9 y H6. Esta diferencia es
interesante porque posiblemente podria guardar relacion con el menor porcentaje de infeccion
(20%) observado en la linea HO/HTLV-IlIyn. Se conocen que en este cromosoma residen

genes que codifican para cofactores necesarios para que tenga lugar la funciéon Rev de HIV-1,
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relacionada con el transporte y traduccién de mensajeros de RNA*. Los proximos trabajos
serian (1) separar las poblaciones celulares que componen la linea -las que presentan antigeno
de superficie de las que no presentan- para analizar desde un punto de vista citogenético las
diferencian que retnen y (2) infectar a la linea H9 con la cepa HIVMN para comparar su
cariotipo con el de la linea persistentemente infectada. Estas experiencias aportarian mayores

datos para inferir el rol del cromosoma 6 en la infeccién de HIV-1.



Citogénetica de una linea infectada con HIV Vanesa A. Guazzone

Conclusiones

v' Las tres lineas celulares resultaron cromosomicamente estables en los distintos pasajes
analizados.

v"  Presentaron un nimero modal cercano a la triploidia.

v" Alrededor del 60% de su cariotipo fueron cromosomas rearreglados.

¥" En todas las metafases analizadas resultaron ausentes los cromosomas normales 4, 5, 6, 7,
10, 13, 18, 19, 20 y los sexuales (X,Y) como tales.

v" El cariotipo de H9 result6 ser muy similar al de HO/HTLV-IlIg, excepto que esta tltima
no presento los cromosomas marcadores H4 t(3p4q), H8 der(7), M18 der(20).

v" Elmarcador H1 der(1) ins(q31), caracteristico de H9 result6 siempre ausente

en la linea H/HTLV-IIIy. Otra diferencia importante es la ausencia de aquellos marcadores

que involucran el brazo largo del cromosoma 6. Podriamos inferir que esta caracteristica se

correlaciona con el menor porcentaje de infeccion, dado que en el cromosoma 6 se encuentran

genes que codifican para cofactores relacionados con la funcién Rev viral.
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Apéndice

p=brazo corto del cromosoma
q=brazo largo del cromosoma
t=translocacién

der=derivado
i=isocromosoma
del=delecion

ins=insercion

[FI=inmunofluorescencia indirecta
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