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Resumen

La línea celular H9 deriva por clonación de HUT78, obtenida a partir de un linfoma de células

T cutáneo. La línea celular H9/HTLV-IIIB se caracteriza por poseer antígenos de HIV

demostrables por inmunoflorescencia en un 95-97% de células, mientras que H9/HTLV-IIIMN

muestra un 20% de células infectadas. Ambas se encuentran persistentemente infectadas y son

productoras. La caracterización citogenétíca de las mismas en distintos pasajes dió resultados

que podrían ser elementos válidos para discriminar estas consecuencias.

Se determinó el número cromosómíco a partir de metafases de cultivos con tratamientos

citogenéticos convencionales para técnicas de bandas G, C, DA/DAPI, NOR y FISH. Las

líneas resultaron todas aneuploides, diferentes entre sí y sin diferencias significativas en los

diferentes pasajes. H9 presentó un 2n=70 con un rango entre 60 y 74, el de H9/HTLV-IIIB fue

67 con un rango entre 60 y 75 mientras que el de H9/HTLV-IIIMNfue 64 con un rango entre

46 y 70. No se observó 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 formación de marcadores. Al igual que H9 ambas líneas presentaron los

cromosomas marcadores M20 der(7), HIO der(lO), H2 t(2q;lq) y M7 i(l8) entre otros.

H9/HTLV-IIIMNno presentó los marcadores H1 der (l), 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 más relacionada con el menor porcentaje de infección de la

línea infectada con la cepa HIVMN.
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Introducción

La validez de los cultivos celulares como modelo de las funciones fisiológicas in vivo es

reconocida en el mundo cientificol '2 .

Un cultivo se obtiene por crecimiento de las células que componen un fragmento de

tejido o directamente por disgregación mecánica o enzimática del mismoz. Este es el primer

paso en la obtención de una línea celular. En el primer método mencionado, la selección actúa

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 disgregación y se adhieran para

formar la monocapa asentarán las bases de un cultivo primario. Para el caso de un tejido

linfoide basta con crecer un número apropiado de células.

A partir de este cultivo primario se realiza un primer subcultivo; el cual pasa a

denominarse línea celular y puede propagarse y subcultivarse varias vecesz.

La mayoria de las líneas celulares pueden multiplicarse sin modificar su composición

cromosómica por un número limitado de generaciones celulares, más allá de las mismas

mueren o dan lugar a una linea celular continuaz. La habilidad de una línea celular de crecer

infinitamente refleja su capacidad de variación genética. Existen líneas celulares que

permanecen predominantemente euploides a lo largo de su vida en cultivo y nunca dan lugar a

una línea celular continua, mientras que otras, en general cultivos celulares de tumores

animales y humanos, originan cultivos continuos que mayormente son aneuploidesz. Esta

alteración en la constitución cromosómica de la línea se denomina ‘Ïransfonnación in vitro” y

ocurre espontáneamente o se induce por sustancias químicas o virus oncogénicosz.

El término ‘Ïransformación” se aplica al proceso de formación de una línea celular

continua. La transformación implica importantes cambios genéticos que dan, como principal

resultado, la desregulación del ciclo celular]. Una célula transformada no responde a las señales

inhibitorias de la proliferación (como la inhibición por contacto). Además logran evadir el

mecanismo de muerte celular programada (apoptosis), característico del cultivo de células

normales luego de un número de duplicaciones que oscilan los 50 ó 60‘. La característica más

interesante, desde el punto de vista citogene’tico, que presenta una línea celular continua es su

desviación del número cromosómico normal.
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Características típicas de la variabilidad cariotípica de las células en cultivo

Los rearreglos cromosómicosnuméricosy estructurales no son azarosos

Las técnicas de bandeo de alta resolución3 han demostrado que las células malignas de

la mayoría de los tumores y leucemias analizados muestran anomalías cromosómicas

características‘. Más de 70 aberraciones cromosómicas han sido descriptas en varios tumores

malignos humanos5 . Los tipos más habituales de anomalías no aleatorias son: translocaciones

equilibradas, deleciones de cromosomas, inversiones, monosomías y trisomíass.

La principal prueba en favor del carácter no aleatorio de los cambios cromosómicos

numéricos y estructurales en líneas celulares permanentes es el mantenimiento in vitro de

muchas de las alteraciones cromosómicas específicas encontradas en material proveniente de

tumores y de leucemias a partir del cual la línea celular fue obtenidaó. Las translocaciones

específicas t (8; 14), t (2; 8), y t (8; 22) encontradas en pacientes con linfoma de Burkitt

también se observan en las líneas celulares procedentes del mencionado linfoma7. En líneas

celulares establecidas de células hematopoyéticas de pacientes con leucemia mieloide crónica,

el cromosoma Philadelphia es fiecuentemente retenidos. En la mayoría de las líneas celulares

originadas de neuroblastomas, deleciones ubicadas en el brazo corto del cromosoma l están

presentes, mientras que en líneas celulares derivadas de tumores primarios de pulmón ocurre lo

mismo en el cromosoma 39.

Otra prueba convincente a favor de la no aleatoriedad de los rearreglos cromosómicos

estructurales es la diferente distribución de puntos de ruptura cromosómicos durante la

formación de marcadores en líneas celulares de distinta histogénesis. En sublineas de la línea

celular HeLa las regiones centroméricas de los cromosomas l, 3 y 5 son mayormente dañadas

y los cromosomas 8 y 11 nunca participan en la formación de marcadoresó. En cambio, en la

línea celular Raji (establecida a partir de linfocitos B de un paciente con linfoma de Burkitt) el

cromosoma 8 y el ll son los más involucrados en la formación de marcadores y las regiones

centroméricas de los restantes cromosomas nunca participan en la formación de los mismos

(excepto el cromosoma 18)"). El mismo patrón de distribución de puntos de ruptura

cromosómica se observa al analizar líneas derivadas de leucemias de linfocitos Bll .

En líneas celulares de glioma humano el patrón de rupturas es muy diferente: en la

formación 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 1412.

El patrón de distribución de los “hot spots” en los cromosomas y cambios en el número

de ciertos cromosomas son manifestaciones morfológicas de procesos

moleculares conectados con cambios en el número y estructura de diferentes genes, incluyendo

los oncogenesó.

Pérdida de uno de los cromosomas sexuales

La pérdida de uno de los cromosomas sexuales es un evento frecuente en neoplasias de

células sanguíneas, de médula ósea 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 líneaó.

Constancia en el número de NORs-Ag“y en su distribución en los cromosomas de células
normalesy tumorales

El número de cromosomas positivos al bandeo NOR (nucleolar organizer region) varía

entre células de diferente tejido de un mismo organismo y entre células del mismo tejidoó. Esta

diferencia se reporta en el análisis de células de médula ósea 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

diferenciación celular para la misma histogénesis13.

Completamente diferente es el patrón de tinción NOR que se observa en las lineas

celulares. Aunque el número de NORs activos puede variar en las células de una dada linea, un

patrón tipico de tinción de los cromosomas con plata (Ag+) puede encontrarse fácilmente.

Dado que las células son similares en número, intensidad y distribución de NORs-Ag+ se puede

individualizar cualquier linea celular aún en ausencia de marcadoresó.

En lineas celulares humanas los NORs sobre los cromosomas marcadores pueden

localizarse intersticialmente y en telómeros. El patrón de localización de los NORs sobre los

cromosomas marcadores junto con el patrón de los cromosomas normales constituye una

caracteristica única de una linea celular 6.
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Balance del set cromosómíco en células de tumores y en células de leucemias en cultivo

En la progresión tumoral se manifiestan cambios en el cariotipo de las células tumorales

que son particularmente notables en las células metastásicas. 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 múltiples cambios

numéricos y estructurales en las células tumorales dan lugar a la formación de nuevos clones

celularess.

El análisis de estos clones revela que existen entre ellos diferencias en el contenido de

ADN y en su composición cromosómica, lo cual indica la ausencia de un balance genómico en

las células estudiadas. En cambio, las líneas celulares continuas presentan la característica más

importante de las células en cultivo que es el balance del material cromosómico. Según

Mamaeva se entiende por balance del material cromosómico a las semejanzas de los

“reconstructed karyotypes”(RK) entre las líneas celulares, es decir, a las similitudes del

material cromosórnico total de diferentes células dentro del mismo clon, de células de

diferentes clones de Ia misma línea y de células de la línea como un todo. Y define a un RK

como el cariotipo normal que se arma a partir de los fragmentos cromosomales normales

contenidos en los cromosomas marcadoresó’¡4.

Persistencia de disomía en los autosomas de la mayoría de líneas celulares de tumoresy
leucemias

Las células tumorales in vivo presentan un cariotipo con monosomía parcial o total de

ciertos autosomas. En las neoplasias humanas las monosomias más fiecuentes involucran a los

cromosomas l, 3, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 17, 20 y 22. Además, han sido descriptos casos de

tumores con clones celulares cercanos a la haploidía, caracterizados por monosomía de

muchos autosomas y un número modal de 23-345.

En cambio, la mayoría de las líneas celulares humanas y animales retienen la disomía de

todos sus autosomasó. Significa que cuando una línea celular permanente se establece lo logra

por selección de un clon preexistente con diploidía del set autosomal y con un alto potencial

proliferativo o por evolución gradual del cariotipo de células hipodiploides iniciales. Según

Mamaeva el 85% de las líneas celulares analizadas presentan al menos dos homólogos por cada

autosoma. El 15% restante serían ejemplos de líneas celulares que aún no alcanzaron su

estabilización cariotípica in vitro. Estas líneas compensarían su falta de material genético a

8
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través de : (1) poliploidización de células con monosomía, (2) amplificación de oncogenes, con

predominio de la familiamyc y (3) extracopiado de autosomas completos o de sus fragmentosó.

La amplificación de genes es identificada citogenéticamente en forma de dobles

diminutos o regiones homogéneamente teñidas15.

Historia de Ia Línea celular H9

En Mayo de 1984, Robert Gallo anunció: el aislamiento del virus causante del

Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), denominado por su grupo HTLV-III y la

obtención en grandes cantidades del mismo, hecho imposible hasta ese momento dado que no

existía una línea celular sobre la cual el virus pudiera replicarse. Cabe aclarar que

podteriormente se conoció que se trataba del mismo virus aislado por Luc Montagnier y

denominado LAV. En ese trabajo no se menciona quien había establecido la línea celular. A

partir de este momento una gran discusión giró en tomo del origen de H9 16’¡7.

En el trabajo “ Detection, isolation, and continuos production of cytopathic retroviruses

(HTLV-III) from patients with AIDS and pre-ADS’ÏMayo de 1984)18 se menciona que una

población de linfocitos T derivada de un adulto con leucemia línfoide, susceptible a la infección

con HTLV-III (human T-lymphotropic retroviruses), fiJe cultivada con el fin de seleccionar

aquellos clones permisivos a la infección viral, que conserven altas tasas de crecimiento y de

producción viral. La línea celular a partir de la cual se realizó la selección fiJe denominada por

ellos HT. H9 resultó ser el clon que mejor resistió los efectos citopáticos y además fiJe un buen

productor del virus.

Posteriormente se publica otro trabajo que compara todas las líneas celulares en donde

se creció el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1, también conocido como HTLV-III).

En el mismo no se menciona si HT o H9 tienen relación con alguna otra línea previamente

establecida19 .

Pero años más tarde, luego de una investigación interna del Instituto Nacional de Salud

de los Estados Unidos (NIH) se conoció que HT había sido clonada a partir de una línea

celular establecida por Adi Gazdar y a la cual había denominado HUT7816’20.La misma se

obtuvo a partir de un linfoma de células T cutáneo de pacientes con Síndrome de Sezary. Estas

células expresan el receptor de IL-2 y secretan IL-2 y factor de inhibición de la migración.

El establecimiento de una línea celular con las características de H9 fue importante

porque permitió la detección de variantes citopáticas de HTLV en pacientes con SIDA y

9



además el análisis inmunológico y molecular del virus.

Caracteristicasprincipales deH9

La línea celular H9 deriva, como se mencionó anteriormente, por clonación de la línea

celular HUT78. El clon H9 fue seleccionado por ser pennisivo a la replicación de HIV y ha

sido usado para aislar y propagar HIV de sangre de pacientes con SIDA y con síntomas que

preceden al SIDA (pre-SIDA).

HUT78 y H9 resultaron ser genéticamente idénticas cuando se analizó su patrón

aloenzimático (isoenzimas ale'licas)y de “fingerprint” de ADN (ácido desoxirribonucleico)“.

Citogenéticamente también se puede sustentar el origen común de estas dos líneas ya que

comparten 21 marcadores cromosómicos, la pérdida de 8 cromosomas normales y contienen
22,2321 cromosomas con el mismo número de copias

La línea celular H9 presenta un cariotipo muy complejo. Su número modal es igual a 69

y su rango cromosómico es 64-74. El 65% de sus cromosomas son marcadores siendo los más

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 están ausentesn' 2‘.

Existen líneas celulares persistentemente infectadas con HIV, entre ellas H9/HTLV-IIIB

infectada con una cepa viral HIVHXB-225 y H9/HTLV-IIIMNinfectada por HIVMN”. Ambas

cepas virales son inductoras de sincicios, linfotrópicas y de replicación rápida.

H9/HTLV-IIIB se caracteriza por poseer antígenos de HIV, demostrables por

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

de células infectadas”.

Importancia del estudio citogene’ticode las líneas celulares

El uso de líneas celulares permanentes en varios campos de la biología, medicina, y

biotecnología han estimulado el estudio citogenético intensivo de las células en cultivo. Esta

disciplina es utilizada en función de la necesidad de desarroflar criterios de pureza y estabilidad

10
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Durante los cultivos prolongados las líneas celulares cambian algunas de sus

características originales, incluyendo su cariotipo. Desafortunadamente, estos eventos pueden

resultar en la pérdida de propiedades fundamentales por las cuales las línea celulares fueron

mantenidasó.

Cuando se trabaja con cultivos celulares hay otro problema que se debe tener en

cuenta: pueden ocurrir contaminaciones intraespecies o interespecies de líneas mantenidas en el

mismo lugar” 29.Tal contaminación puede abolir muchos años de esfirerzo de usar tales líneas

celulares como principal objeto de estudio. Planteada esta situación, deben desarrollarse

criterios de pureza y autenticidad de las líneas, así como controles de estabilidad de las mismas.

En la actualidad, se utiliza DNA fingerprinting y análisis citogenético como criterios de

autenticidad, pureza y estabilidad. Ambos métodos pueden ser útiles para revelar

peculiaridades específicas de una línea y para establecer su pureza. Sin embargo, el análisis

citogenético es un mejor método debido a que permite la individualización de cualquier línea o

sublínea celular animal o humana's’23en cualquier pasaje de la misma aunque hasta ese momento

no se haya realizado ningún tipo de caracterización. En cambio, para que un DNA

fingerprinting demuestre que una línea determinada no está contaminada es necesario contar

con dicho patrón en el momento que la línea se estableció para luego poder realizar una

comparación de los mismos.

Por último, los estudios citogenéticos en líneas celulares darían una pista que podría

asociar un cambio cromosoma] sutil con una expresión fenotípica”.

11
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Hipótesis de trabajo

Dado que las líneas celulares modifican su cariotipo a través de reordenamientos

cromosómicos, especialmente si están infectadas con virus, se espera encontrar que tanto

H9/HTLV-IIIB como H9/HTLV-IIIMNpresenten una composición cromosómica muy diferente

al cariotipo normal humano y con diferencias respecto a la línea sin infectar. Además se podría

esperar que ambas líneas infectadas difieran entre sí con respecto a ciertos cromosomas que

tienen relación con el mecanismo de infección de HIV-1.
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Objetivos

Objetivogeneral

Caracterizar citogenéticamente a las líneas celulares H9, H9/HTLV-IIIB y

IIIMNluego de varios pasajes en el pais.

Objetivosparticulares

- Obtener el número cromosómico modal de las tres líneas celulares.

- Construir los cariotipos de las mismas.

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

- Comparar la línea celular sin infectar con respecto a la infectada persistentemente para

estudiar si existen diferencias cariológicas de las mismas atribuibles a la acción del virus.

- Comparar la línea celular H9 persistentemente infectada con la cepa I-HVHXBZcon

respecto a la infectada con la cepa HIVMN para determinar si en la constitución cromosómica

de las mismas se encuentra la causa que determina los diferentes porcentajes de infección

cuando se analizan sus antígenos por inmunoflorescencia.
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Materiales y métodos

Soluciones utilizadas

PBS (pH: 7)

NazHPO4.12H20 (fosfato dibásico de sodio dodecahidratado): 0,92 gs.

KH2P04.H20 (fosfato monobásico 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) PO4H2K(fosfato de potasio) 1/15 M: 4,53 gs. en 500 ml. de agua bidestilada

b)PO4NaH (fosfato de sodio) 1/15 M: 9,47 gs. en 500 ml de agua bidestilada

El bufier se prepara en las siguientes proporciones, 70 ml. de 1a solución a) y 30 ml. de la

solución b) para que tenga un pH igual a 7.

Líneas celulares

Fueron utilizadas 3 líneas celulares depositadas en el Centro Nacional de Referencia para el

SIDA (Facultad de Medicina) y gentilmente cedidas por el Dr. Daniel Rabinovich.

1) La línea celular H9 que deriva por clonación de la línea celular HUT 78’3obtenida de un

linfoma de linfocitos T cutáneo. Este clon susceptible a la infección por HIV-1 file estudiado

en 3 pasajes diferentes. Entre el primero y segundo transcurrieron 4 pasajes y entre éste y el

tercero 28. Esta línea fue provista en 1995 por Dana Gallo del Viral and Rickettsial Diseases

Laboratory de California(EEUU).

2) La línea H9/HTLV-IIIB deriva de la línea celular H9 persistentemente infectada con la cepa

HIVHXBZZS.Fue suministrada por el NIH en 1995. Fue estudiada en 2 pasajes diferentes,

transcurriendo entre ambos 4 pasajes.
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3) La línea H9/HTLV-IIIMNderiva de la línea celular H9 persistentemente infectada con la cepa

HIVMN26 . Se la estudió 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 RPM] 1640 (Gibco) con 10% de suero fetal

bovino (Sigma), glutamina al 0,09% (Gibco) y NaHCO3 al 0,08% en una atmósfera de C02 al

5%. Se repican cada 7 días en una dilución al tercio.

Obtención de metafases de las líneas celulares

Los cultivos celulares se trataron durante 2 horas con colchicina, en concentración final

1pg/ml de cultivo, luego de transcurrir 48 horas posteriores al repique. Pasado este tiempo se

recogió toda la suspensión en un tubo de centrífuga para centrifugarlo 5 minutos a 800 rpm..Se

descartó el sobrenadante y el botón celular se resuspendió en 2 ml. de solución hipotónica de

KCl 0,07 M. Se incubó 10 minutos a 37°C y se centrifugó nuevamente 5 minutos a 800 rpm

para eliminar la solución hipotónica. Las células se fijaron con 2 ml. de metanolzácido acético

en proporción 3:1.

Se dejó aproximadamente 30 minutos el tubo en la heladera. Transcurrido este tiempo

las células ya fijadas fueron resuspendidas y se las lavó con fijador fresco las veces que se

consideró necesario.

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

portaobjetos limpios y fiíos. Se dejó secar al aire, según la técnica del air-drying”.

Análisis de las metafases

Los preparados se tiñeron con solución de Giemsa al 3% en agua para observar, dibujar

y contar el número de cromosomas de cada metafase. Se coloreó de 3-5 minutos y luego se

enjuagó cada portaobjetos con agua.

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

Las metafases primero se seleccionaron a bajo aumento (10 X) por la integridad de

citoplasma, se señalaron sus coordenadas y se pasó a un objetivo de inmersión (lOOX) para

contar su número cromosómico. Se contaron 5 metafases y se agregaron 5 por cada número

cromosómico nuevo encontrado, hasta llegar a un máximo de 25 metafases. De esta manera

ninguna población celular queda fuera del recuento31.
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Además de estudiarse la ploidía, se analizó la presencia de marcadores cromosómicos

aplicando técnicas de bandeo G y C.

Bandeo G

Se utilizó la técnica de Seabrigth, M32.

Los portaobjetos se incubaron 5 minutos en PBS a temperatura ambiente. Luego se

trataron con tripsina (GIBCO) 0,1 % en PBS libre de CaHy Mg++durante un tiempo variable

dependiente de la morfología cromosómica 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 según la técnica de Sumner, A.T.33

Los preparados se incubaron en HCl 0,2 N durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Se lavaron con agua destilada y se trataron con una solución saturada de Ba(OH)2 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 sumergíó

en solución SSC 2X 1 hora a 60°C. Se lavaron con agua destilada y se colorearon con Giemsa

2% a pH 7 en bufi'er de Sorensen durante 30 minutos.

Tinción con nitrato deplata

Se realizó según la técnica de Howell y Black" .

Colocar 2 gotas de una solución de nitrato de plata (al 50% en agua bidestilada),

agregar una gota de gelatina (gelatina al 2% = ácido fórmico 1%) y cubrir con un

cubreobjetos. Colocar sobre una placa térmica a 40 °C hasta que la preparación se vuelva color

marrón dorado. Quitar el cubreobjetos sumergiendo la preparación 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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Hibridacián in situporfluorescencia (FISH)

La técnica de FISH se efectuó empleando sondas del total del cromosoma. Se

desnaturalizó el preparado en fonnamida 70% en 2xSSC a 72°C durante 2 a 5 minutos. La

deshidratación se realizó en una serie creciente de alcohol: etanol 70%, 85% y 100% y se dejó

secar al aire. Se desnaturalizó la sonda a 70°C durante 10 minutos y se colocó sobre el

preparado. Se incubó durante toda la noche a 37°C. Se lavó con formamida 50% y luego con

0,1xSSC y 2xSSC a 43°C para quitar la marcación inespecífica. Se contracoloreó con ioduro

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

Tincio'n con distamicina A/ 4’-6-diamidíno-2-fenilindol (DA/DAPI)

Se realizó según la técnica de Schweizer et al.35.

Se colocó sobre los preparados unas gotas de DA y se los cubrió con un cubreobjetos.

Se tiñó en oscuridad entre 10-15 minutos. Se enjuagó con agua destilada y se dejó secar.

Luego se colocó sobre los portaobjetos unas gotas de DAPI, se cubrió con cubreobjetos y se

tiñó en oscuridad 20-30 minutos.

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

Fotografía

Las metafases seleccionadas, representativas del recuento, se fotografiaron con el

objetivo de inmersión en un microscopio Zeiss, utilizando una cámara Olympus adaptada a

dicho microscopio. Se utilizó película ortocromática Kodalith de 32 ASA. Se reveló con

Dektol (proporción 1:2 de agua) en un tanque individual durante aproximadamente 2 minutos

y se fijó con fijador Ronex durante 4 minutos. Luego de enjuagar con abundante agua se dejó

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
3,36Humana . 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

Línea celular H9

La línea celular H9, derivada de un linfoma de células T cutáneo y seleccionada por

permitir la replicación de HIV-1, crece en suspensión y presenta una morfología de tipo

linfoblástica (figura l). El análisis de tres pasajes diferentes de la misma en un lapso de ocho

meses demostró que la linea se mantuvo estable desde un punto de vista citogenético, ya que

no se observaron transformaciones que se reflejen en el número cromosómico o en las

alteraciones estructurales determinadas en el primer estudio.

El recuento cromosómico realizado sobre 25 metafases de cada pasaje teñidas con

Giemsa (figura 2), estableció que la línea celular H9 es aneuploide y presenta un número modal

igual a 70 en el 28% de las células analizadas, con un rango cromosómico de dispersión 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, encontrándose fragmentos de los mismos involucrados

en la formación de los marcadores de la línea (ejemplo: M31, M32, M18). El resto de los

cromosomas correspondientes en morfología y patrones de bandas a los cromosomas normales

l, 3, 11 y 22 siempre se hallaron de a pares. Mientras que, el cromosoma 2 sólo se lo encontró

en monosomía, el 21 y el 17 apareado o en trisomía y los cromosomas 8, 9, 12, 14, 15 y 16

indistintamente en monosomía o como pares.

El estudio de las metafases con bandas G mostró 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 línea presentó en el total de metafases analizadas un marcador muy característico

del cariotipo, que denominamos H1 (figura 19). Apareció siempre como un único elemento y

fue el cromosoma de mayor tamaño. De acuerdo a su morfología fue submetacéntrico, con un

brazo corto (p) igual al del cromosoma 1 y un brazo largo (q) que presentó alterada la banda

1q(31) probablemente por inserción de una región de menor tinción 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 ¡(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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Además se observó H4 t(3p;4q) (2 elementos en el 100% de las metafases), H7 del(7)

(q33) (67% en monosomía y 33% aparcado) , H10 der (10) (67% en monosomía), H63

t(6q;3p) (presente en todas las metafases, 67% en monosomía), H5 der (5) t(5q; 7) (en todas

las metafases, 67% en disomía y 33% en monosomía), H2 t(2q;1q) (aparcado en 33%de las

metafases), H3 t(2p;3q) (67% en monosomía 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), HI3 der (13), HI4 der (X) y HIS der (X).

Las bandas C que producen una tinción selectiva de la heterocromatina constitutiva

mostró en todos los cromosomas la región centromérica teñida intensamente (figura 5).

La técnica de fluorescencia DA/DAPI que permite identificar regiones

heterocromáticas mostró la presencia de los cromosomas l, 9, 15 y 16. No se observaron

cromosomas con marca intersticial. Confirmó que el cromosoma marcador H1 deriva del

cromosoma 1 dado que presentó una tinción DA/DAPI característica del 1, marca fluorescente

en la constricción secundaria. También se observó claramente que el brazo q de H1 es de

mayor tamaño que el brazo q del 1, confirmando así que en H1 ocurrió una inserción de un

fragmento de ADN (figura 6).

El bandeado Ag-NOR que tiñe exclusivamente las regiones de los organizadores

nucleolares (NORs) mostró la presencia de lO 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 hibridación in situ (FISH) realizada para el cromosoma X confirmó la ausencia de

éste como cromosoma entero normal. Se observaron fiagmentos del mismo formando parte de

otros cromosomas. Un fragmento corresponde a una región centromérica y otro a un brazo

(figura 8).

También se realizó 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 presentó otros cromosomas provenientes de rearreglos estructurales que

no han podido ser identificados con certeza hasta el momento.



Figura l. Morfología de la línea celular H9. Negativa para la IFI contra antígenos de HIV.

Tinción positiva: isotiocianato de fluoresceína. Colorante de contraste: Azul de Evans.

Aumento objetivo: 40x.
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Figura 2.Metafase de la línea celular H9 teñida con Giemsa.
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Figura 3. I-Iistogramade la distribución del número de cromosomas observado en la línea H9.
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Figura 4. Caríotipo de bandeo G dela línea celular H9. En la línea inferior se muestran los cromosomas no
identificados.
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Figura 5. Bandeo C de cromosomas de la línea celular H9.
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Figura 7. Tinción con Nitrato de Plata, que permite observar los organizadores
nucleolares (bandeo NOR) de los cromosomas de la línea celular H9. Se indican los
cromosomas pertenecientes a los grupos D y G.

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



Línea celular H9/HTLV-IIIB

La línea celular H9/HTLV-IIIB infectada persistentemente con HIV-1, que por

inmunoflorescencia revela un 95-97% de células positivas para antígenos de HIV, muestra una

morfología linfoblástica sin observarse la formación de sincicios característicos de una

infección aguda . El recuento cromosómico en 25 células de cada pasaje teñidas con Giemsa

(figura 10), para dos diferentes pasajes, demostró un rango de aneuplodía que osciló entre 60 y

75, con un número modal igual a 67 (28%) (figura ll).

Al igual que en la línea 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 analizó el bandeado G,

fragmentos de los mismos fueron hallados formando parte de ciertos marcadores. A modo de

ejemplo se puede mencionar el marcador HlO 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, 12 y 16

en el 67% de las metafases estaban apareados y en las restantes en monosomía. El cromosoma

11 se observó siempre de a par, excepto en una metafase que se encontró en trisomía. En

cambio, los cromosomas 17 y 21 estaban indistintamente de a par o en trisomía.

El bandeo G permitió dilucidar que en esta línea el 60% de los cromosomas que

constituyen su cariotipo son derivados de rearreglos cromosómicos (figura 12).

Los marcadores H1 ins (1q3l), H2 t(2q;lq), M20 der (7), M22 del (12) (p12 p13),

H63 t(6q;3p), H6 der (6), H9 der (6), H7 del (7) (q33), H3 t(2p;3q) y HI2 der (13) fueron

hallados en todas las metafases analizadas en monosomía. M31 t(5p;6p), HI3 der (13) y H5

der (5) t(5q;?), fueron encontrados en el 67% de las metafases de a par. Siempre se observó al

marcador H10 der (10) (de a par) y al M7 i(18) (en monosomía). M32 t(5p;6p), HI4 der (X) y

HIS der (X) se encontraron un 67% de veces.

Durante los meses de trabajo, la línea celular H97HTLV-IIIB estuvo contaminada en

más de una oportunidad, por tal motivo fue muy dificil de recuperar y así obtener el material

óptimo para llevar a cabo otras técnicas de identificación de bandas además de la G. No

obstante, dado que mediante las bandas G se comprobó que prácticamente no existen

diferencias entre esta línea 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

derivación.
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Figura 10. Metafase de la línea celular H9/HTLV-IIIBteñida con Giemsa.
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Figura 11. Histograma de la distribución del número de cromosomas observado en la
línea H9/HTLV-IIIB.
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Figura 12. Cariotipo de bandeo G de la línea celular H9/HTLV-IIIB. En la línea inferior se muestran los
cromosomas no identificados.
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Línea celular H9/HTLV-IIIMN

La linea celular H9/HTLV-IIIMN infectada persistentemente con HIV-1 (cepa MN)

presenta en cultivo las mismas características morfológicas que la línea H9/HTLV-IIIB (figura

13). Esta línea que demostró por inmunoflorescencia un 20% de células infectadas, se

caracterizó por ser aneuploide. Presentó un número modal igual a 64 (figura 14) en el 24% de

las células analizadas en metafase con un rango cromosómico de dispersión 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 excepción del

19, los restantes cromosomas arriba mencionados fiieron hallados formando parte de

marcadores identificados.

Los otros cromosomas del set normal fueron hallados de a pares o en monosomía,

salvo casos aislados de trisomía del 3 o del ll. En todas las metafases el 1, 8, 9, 17, 21 y 22 se

visualizaron con su correspondiente homólogo. En cambio, el 2, 12 y 14 siempre aparecieron

como únicos elementos.

La aplicación de la técnica de bandas G permitió la caracterización de los cromosomas

marcadores de la línea (figura 16). Esta línea comparte con H9 y con H9/HTLV-IIIB los

siguientes marcadores que se hallaron siempre en monosomía: H2 t(2q;lq), H3 t(2p;3q), H4

t(3p;4q), H5 der (5) t(5q;?), H63 t(6q;3p), M20 der (7) y HIS der (X). Además tienen en

común los cromosomas marcadores H10 der (10) y M7 i(18),pero los mismos se hallan

indistintamente de a par o en monosomía, excepto una célula que presentó trisomía de H10. El

cromosoma H8 der(7) y el M18 der (20) lo comparte sólo con la línea H9, siempre como

únicos 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 confirmó la ausencia del marcador H1, característico de la

línea celular H9. En las metafases analizadas siempre se observó el par 1, pero nunca ningún

otro cromosoma submetacéntrico de mayor tamaño que el 1 y con su patrón de tinción (figura

17).
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La tinción con nitrato de plata demostró la presencia de cinco elementos con NORs

activos ubicados en sus respectivos telómeros. Estos cromosomas pertenecen, de acuerdo a su

morfología y tamaño, 4 al grupo D y 1 al grupo G (figura 18).
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Figura 13. Morfología de la línea‘celular H9/HTLV-IIIW. Las células infectadas se
revelan de color verde por [FL Tinción positiva: Isotíocianato de fluoresceína. Colorante
de contraste: Azul de Evans. Aumento objetivo: 40x.
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Figura 14. Metafase de la línea celular H9/HTLV-IIIMNteñida con Giemsa.
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Figura 15. Histograma de la distribución del número de cromosomas observado en la línea
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cromosomas no identificados.
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Discusión

Los estudios citogenéticos realizados en líneas celulares han demostrado que las

anomalías cromosómicas presentan una distribución no aleatoria en el genoma. Los mismos

han permitido detectar alteraciones citogenéticas estrechamente asociados al diagnóstico y

pronóstico, especialmente en neoplasiass. Las ubicaciones primero y luego el análisis molecular

de los puntos de ruptura previamente asociados a cáncer, permitió detectar la presencia en

ellos de oncogenes y genes supresores del tumor. Estas alteraciones constituirían un hecho

clave en la génesis de la neoplasia”. Por estas razones, la caracterización citogenética de las

líneas 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 línea H9 en 1984 fue fimdamental en la identificación y

caracterización del virus causante del SIDA dado que permitió la replicación in vitro del

mismo”. Este clon derivado de un linfoma de células T humano fue el que mejor resistió los

efectos citopáticos del virus. Esta propagación in vitro del HIV fue el avance científico que

permitió el desarrollo de reactivos inmunológicos para detectar su presencia en muestras de

sangre38 y el desarrollo de medicamentos. En la actualidad estudios biológicos 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 línea celular H9 y sus

análogas persistentemente infectadas son empleadas desde mediados de la década del ‘90 y

hasta el momento nunca se había llevado a cabo una evaluación citogenética de las mismas.

Según King39 existen 10 niveles de análisis cromosómico, cuya numeración indica

sofisticación en las técnicas empleadas. Estos incluyen desde estudios con coloración

convencional (niveles 1 a 3), técnicas de bandeo C, G, Q, R, tinción argéntica y con

fluorocromos (niveles 4 a 8) y el uso de enzimas de restricción y de hibridízación in situ

(niveles 9 y 10). Este seminario caracterizó a nivel 10 según King, las tres líneas celulares del

Centro Nacional de Referencia para el SIDA: la línea H9 sin infectar, H9 infectada

persistentemente con la cepa HIVHXB2 y H9 infectada persistentemente con la cepa PHVMN.

H9, H9/HTLV-IIIB y H9/HTLV-IIIMNresultaron aneuploides, con números modales

cromosómicos diferentes al de una célula normal humana, hecho esperable dado que las líneas

celulares continuas frecuentemente tienen su complemento cromosómico entre un valor

diploide y tetraploidez’ 23. Las tres presentaron un valor modal cercano a la triploidía. El
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número modal de H9, 70 con un rango cromosómico de (60-74), concuerda con los ya

reportados por Chen T.R.n, Glukhova LA”, Manolov G.“2y Whang-Peng 143.

IIIBpresentó un número modal de 67 (60-75) que resultó acorde con el descripto por Manolov

G.42 . El número modal de H9/HTLV-IIIMN file 64 (46-70) y no se encontró ninguna

bibliografia que describa citogenéticamente esta línea.

Estudios cariológicos (comparación de los números modales, de número y estructura

de marcadores) llevados a cabo sobre distintas líneas de tipo linfoblásticas T con diferente

susceptibilidad a HIV demostraron que las mismas tienen una tendencia a sufrir

poliploidización tanto durante su formación (MT-4, Molt-3 y Molt-4) como durante los

cultivos prolongados (H9 and HUT 78)”. Además otros estudios publicados recientemente“

41 indican que el Vpr, gen accesorio de HIV-1, induce anormalidades en el ciclo celular con

acumulación de células en la fase G2/M e incremento de la ploidía. Células pseudodiploides se

vuelven aneuploides después de la expresión de Vpr. Sería interesante evaluar la

responsabilidad de este gen en la aneuplodía que se observó en los cultivos persistentemente

infectados.

Nuestros estudios realizados sobre la línea celular H9 arrojaron resultados coincidentes

en su mayoría con los obtenidos por Chen T.R.22.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.43se 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 análisis de hibridización in situ para el

cromosoma X no reveló ningún cromosoma marcado en su totalidad correspondiente al set

normal. Sólo se revelaron dos fragmentos, uno de brazo y otro centromérico, en cromosomas

no individualizados y para los cuales sería interesante realizar bandeo G-FISH secuencial. Por

otro lado, con técnicas de bandeo G y C se descartó 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 l y su brazo

q es el del 1 más la inserción de una región 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 línea HUT78 de la

cual derivó. El mismo está ubicado al lado del par l en el cariotipo de bandeo G mostrado y es

similar en tamaño y morfología a H1. En el trabajo nunca se menciona el tipo de alteración que
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originó dicho cromosoma. Esta identidad es importante porque junto con las anteriormente

mencionadas nos confirman que realmente esta línea H9 es la misma que se halla depositada en

la American Type Culture Collection (ATCC) con el número: HTB-l76.

El análisis citogenético comparativo realizado por Manolov G.“2 sobre la línea H9 y la

línea H9/HTLV-IIIB informa que ambas presentan un alto número de arreglos estructurales que

involucran 3Adel complemento y que sólo existen pequeñas diferencias entre ambas. Este autor

no muestra ningún cariotipo ni describe cromosomas, razón por la cual no pudimos realizar

ninguna comparación con nuestros resultados. Nosotros encontramos que estas dos líneas son

muy similares, salvo que en H9/HTLV-IIIB no se observaron los marcadores denominados

M18, 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.43 llevó a cabo un estudio cromosómico donde

compara H9 sin infectar con respecto a H9 infectada con el sobrenadante de un cultivo celular

productor de HIV-1 (KB/HTLV-IIIB) mostró que las células infectadas presentan los mismos

rearreglos cromosórnicos que las no infectadas más 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.44se indica que secuencias provirales de HIV-l se localizaron integradas en

el brazo q del cromosoma 17, además 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 línea H9 sin infectar, por lo

tanto no podemos adjudicarle al virus relación alguna con dicha alteración numérica.

Al comparar la línea celular H9/HTLV-IIIMN con respecto a su análoga H9, la

diferencia más evidente al observar las metafases teñidas por bandeo G y DA/DAPI es la

ausencia del marcador H1 característico de la línea H9, que como ya describimos deriva del

cromosoma l y es el de mayor tamaño. Tampoco se observaron M32 t(5p6p), M22 del (12),

H12 der (13) y HI4 der (X). Es de resaltar que en la línea infectada con la cepa HTLV-IIIMN,

el cromosoma 12 siempre se encontró en monosomía mientras que en la otra línea siempre

estaba de a par. Algo similar sucedió con el cromosoma ll, que en un alto porcentaje se

encontró en monosomía y una única vez en trisomía. El 3 fue el otro cromosoma que se halló

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 podría guardar relación con el menor porcentaje de infección

(20%) observado en la línea H9/HTLV-IIIMN. Se conocen que en este cromosoma residen

genes que codifican para cofactores necesarios para que tenga lugar la función Rev de HIV-l,

40



Citogénetica de una línea infectada con HIV Vanesa A. Guazzone

relacionada con el transporte y traducción de mensajeros de RNA“. Los próximos trabajos

serían (l) separar las poblaciones celulares que componen la línea -las que presentan antígeno

de superficie de las que no presentan- para analizar desde un punto de vista citogenético las

diferencian que reúnen y (2) infectar a la línea H9 con la cepa HIVMN para comparar su

cariotipo con el de la línea persistentemente infectada. Estas experiencias aportarían mayores

datos para inferir el rol del cromosoma 6 en la infección de HIV-l.
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Conclusiones

/ Las tres líneas celulares resultaron cromosomicamente estables en los distintos pasajes

analizados.

J Presentaron un número modal cercano a la triploidía.

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

i/ 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.

/ El cariotipo de H9 resultó ser muy similar al de H9/HTLV-IIIB, excepto que esta última

no presentó los cromosomas marcadores H4 t(3p4q), H8 der(7), M18 der(20).

Í El marcador H1 der(l) ins(q3l), característico de H9 resultó siempre ausente

en la línea H9/HTLV-IIIMN.Otra diferencia importante es la ausencia de aquellos marcadores

que involucran el brazo largo del cromosoma 6. Podríamos inferir que esta característica se

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

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

=brazo corto del cromosoma

q=brazo largo del cromosoma

t=1ranslocación

der=derivado

i=isocromosoma

del=deleción

ins=inserción

IFI=inmunofluorescencia indirecta
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