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LINTRODUCCION

En los organismos normales superiores el wmantenimiento
de la integridad genética de las células somdticas y de
sus descendientes parece ser una regla fundamental en el
gobierno de su compleja organizacidn histotipica y organo
tipica.

Las células somdticas de los vertebrados obedecen nor-
maluente este principio a pesar del permanente e Intimo
contacto, en tejidos y drganos, entre células con diferen
te grado y formas de diferenciacidn.

En las células tumorales, en cambio, la pérdida del
control genético lleva a un crecimiento incontrolado,
propiedad que se transmite a la descendencia celular. Es-
te cardcter hereditario sugiere que la alteracidn respon-
sable de ese crecimiento desmedido se sitda a nivel cromo
sémico.

En 1891 Von Hansemann fue el primero en observar las
irregularidades mitéticas presentes en tejidos cancerosos
y les atribuyd un rol importante en la proliferacidn malig
na. En 1914 Boveri formulé la Teorfia Cromosdmica del Can-
cer segun la cual el crecimiento maligno se originaria en
células somdticas que hubieran recibido un contenido cromo
sémico anormal como consecuencia de mitosis "asimétricas".
Tal el nombre por el utilizado para indicar las divisiones
celulares que distribuyen irregularmente los cromosomas
en las células hijas.

Posteriormente, la introduccidn de la técnica de culti
vo de tejidos, que permitid el estudio "in vitro" de las
células y el mejoramiento de los wmétodos de andlisis cito
genético contribuyeron al estudio de las anomalias cro-

mosdmicas de las cdélulas tumorales.
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Dos hechos de importancia fueron la asociacién en un
miswmo individuo de anomalfas cromosdmicas y de una neo-
plasia, y la existencia de aberraciones cromosdémicas cong
tantes en ciertos procesos malignos. Con respecto a esto
Ultimo, es decir a la asociacidn de una determinada neo-
plasia con una alteracidn cromosdmica repetida y precisa,
un descubrimiento de gran trascendencia lo constituyd las
observaciones de Nowell y Hungerford (1960) en la leuce-
mia mieloide crdénica. Estos autores vieron que uno de los
cromosomas del grupo G - del par 22 segun se determind re
cientemente mediante la técnica de fluorescencia - presen
ta una deleccidn del 40% de su brazo largo. Este cromoso-
ma awputado, llamado cromosoma de Filadelfia o Ph; »ues
en esta ciudad fue observado por primera vez, es efectiva
mente un cromosoma "marcador" asociado a la leucemia mie-
loide crdénica pues se lo encuentra en las células sangui-
neas y medulares de los cenfermos y jamds en las células
que no pertenecen al sistema hematopoyético, como la piel
o las aponeurosis.

El cromosoma de Filadelfia no es constitucional o here
ditario segun lo prueba su presencia en solamente el miem
bro portador de la leucemia miecloide crénica de parejas
de geuelos monocigdbticos. La aparicidn de este cromosoma
en pacientes que desarrollan la IMC des»ué~ de un trata-
miento radiante indica que se trata de una aberracidén cro
mosbmica adquirida.

En la fase recesiva de la enfermedad, como consecuencia
de una terapia positiva, el cromosoma Phy desaparece de la

sangre circulante y de la wmédula 6sea. En algunos casos ha
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sido observado en los estadfos preleucémicos donde los sin
tomas clinicos no estaban aun presentes. Estos dos hechos,
asf como su especificidad para la LMC indican que el cromo
soma Phy es un marcador de indudable valor diagndstico y
de gran utilidad como criterio para evaluar la respuesta a
un tratamicento terapdutico.

Lejeune (1965) propuso el nombre de "variante comin" pa
ra la o las alteraciones cariotipicas especificas en un de
terminado tipo de tumor. E1 Unico ejemplo de variante comin
bien establecido en el hombre es el de la lcecucemia mieloide
crénica.

Algzunos casos de alteraciones cromosdmicas precisas que
hablarian en favor de variantes comunes serian determinadas
leucemias murinas, el papiloma de Shope del concjo y el
sarcoma venéreo de Sticker en el perro.

Una muy vasta bibliografia cita casos de aparentes va-
riantes comunes en diferentes tumores malignos sélidos hu-
wanos pero los resultados no son sistemdticamentc coinci-
dentes. Estos tumores se caracterizan por la presencia casi
constante de alteraciones cromosdmicas que son frecuentemen
te variables dentro de un miswmo tumor. Numerosos estudios
efectuados sobre tumores benignos sefialan en cambio la
ausencia de anomalias cromosdémicas. El andlisis por es-
pectrofotometria del ADN cn estos tumores decmuestra una
cantidad diploide en tanto que las medicioncs realizadas
en los tumores malignos indican una ancuploidfa del mate-
rial gendtico.

Las altceraciones cromosdmicas presentes en los procesos
malignos pueden ser de dos tipos:

a) Cambios de estructura que conducen a la formacidn de



"marcadores", tales como el cromosoma Phl.
b) Modificaciones del numero cromosdmico, quc llevan a una
ancuploidia.

La hipdtesis propuesta por Ising y Levan (1957) segun
la cual existirfa un nimero modal 4ptimo vdlido para to-
dos los tumores humanos no pudo scer posteriormente confir-
mada. E1l andlisis cromosdmico de¢ un gran ndmero de tumores
gélidos mostrd que en su mayoria el numero modal cra hiper
diploide, con variaciones entre 47-57 cromosomas. Sin cm-
bargo, valorcs diferentes resultaron del cecstudio de otros
tumores, con rangos quc varian cntre la hipodiploidia y la
hipertriploidia.

En otro tipo de tumores, tales como los de la serie
osteo-cartilaginosa, sc¢ observa frecuentcecmecnte la presen-
cia de células gigantes multinucleadas. En condiciones nor
males, la fusidn celwlar y la formacidn de este tipo de cé
lulas solo ocurre en algunos casos particulares, tales co-
mo la histogénesis del musculo estriado,.

En cultivo in vitro, la obtencidn de cdlulas polinuclea
das se ha logrado wmediante la exposicidn de cultivos a di-~
ferentes virus, tales como los virus Herpes y Sendai que
conducen a la formacidn de policariocitos portadores de do
cenas de nucleos.

El estudio del mecanismo de¢ la fusidn celular inducida
por virus permitid un extraordinario avance en el drea de
la hibridacidn celular somdtica. Los trabajos realizados
en este campo de investigacidn durante los dltimos doce
afios, especialmente el andlisis del contenido cromosdmico
y de la expresidn fenotipica de los hibridos sowmdticos,

han suministrado una valiosa informacidn sobre la gendtica




5

de las células somdticas de los vertebrados incluyendo los
humanos, y los mecanismos involucrados en la regulacidn de
su expresidn.

E1l proceso responsable de la evolucidn del cariotipo en
los tejidos cancerosos no ha sido dilucidado. La no disyun
cidn en la duplicacidn dc¢ determinados cromosomas conduci-
ria a la presencia de cromosomas supcrnumerarios; la pérdi
da de cromosomas cowmo consecucncia de mitosis anormales
llevaria a wonosomias 0 nulisomias; endomitosis sucesivas
darfan lugar a micleos altamente poliploides; translocacio
nes, delecciones y la formacidn de isocromosomas origina-
rian cromosomas "wmarcadores". Estos y otros mecanismos com
binados en el tiempo producirian las profundas modificacio
nes y la heterogeneidad cariotipica observadas en los tumo
res malignos.

En este trabajo hemos proyectado analizar en distintos
sistemas bioldgicos y con difercentes técnicas las modifica
ciones y la evolucidn cariotipica que se producen en algu~
nos tumores malignos.

Hemos estudiado tumores humanos, en los cuales se halla
ron frecuentes y constantes alteraciones, tales como la
presencia de cromosomas marcadores y dc mitosis atipicas
quc dan lugar a la formacidn de policariocitos. En un tu~
mor canino analizamos la aparicidn de numerosos cromosomas
anormales y la disminucidén del numero crowmosdmico total.

En un hibrido ratdén- humano estudiamos la segrcgacidn
cromosdmica dc ambas cdlulas parentales en el hibrido y la
malignidad del wismo.

Para el estudio de los reordenamientos cromosdmicos que

ocurren en las cdélulas ncopldsicas y el andlisis de los
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BREVE GLOSARIO

La utilizacidn de las técnicas de cultivo de tejidos,
exitosamente desarrolladas en las Ultimas décadas, cons-
tituye una herramicnta de gran valor en los estudios de
diferentes remas de la cicncia., Durante varios afios exis-
tid una controversia respecto a la terminologfa utilizada
por los "cultivadores de cdlulas", Es asf que en 1961 1la
Asociacidn de Cultivo de Tejidos cred un Comité de Nomen
cletura, encargado de unificar los conceptos y definir
los términos frecuentementc utilizados, sobre los cuales
habfan considerables desacuerdos entre los difercentes in-
vestigadoras.

Estc Comité redactdé un informe que fue definitivawmente
adoptado en 1966,

En las paginas siguientes se transcriben los conceptos
de tdrminos repetidamente citados en ¢l presente trabajo
y acordes con el texto aprobado por la Asociacidén de Cul-

tivo de tejidos.

Cultivo de tejidos: B1 Cultivo de Tejidos concierne al es

tudio de células, tecjidos y drganos explantados y manteni
dos en crecimiento en cultivo "in vitro" durante wds de
24 horas. Segun que el cultivo sc refiera a células, teji

dos u drganos, cexisten dos metodologias: 1) Cultivo de
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células, que se reficre al crecimicnto "in vitro" de célu
las- incluyendo el cultivo de una sola célula- que no se
organizan en tejidos. 2) Cultivo de drganos, que compren-
de el mantenimiento o0 crecimiento "in vitro" de tejidos y
de drganos - en su integridad o parte de ellos-, de mancra
tal que puedan difercnciarse- cen el caso de érganos embrip
narios- y preservarse la arquitectura y funcidn de los

mismoS.

Explanto: Este término indica el fragmento cortado de un
tejido o de un drgano utilizado para iniciar un cultivo

"in vitro".

Monocapa: Una ldmina uUnica de células crcciendo sobre

una superficie.

Cultivo en susvensidn: Se reficere a un tipo de cultivo

en el cual las células se multiplican suspendidas en el

medio nutritivo,.

Cultivo primario: Este término implica un cultivo ini-

ciado a partir de células, tejidos u brganos towados
dircectamente del organismo. Excluye los cultivos comen-
zados de cexplantos desarrollados en animales por in-
yeccidn en los mismos de células cultivadas”in vitro.

Lineca celular: Se origina g partir de un cultivo prima

rio, en el momento que e¢ste es subcultivado por primera

vez,
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Linca celular establecida: Se puede definir como tal a

una linea celular que prescenta el potencial de ser sub-
cultivada in vitro indefinidamente. Con el actual cono-
cimiento sobre el comportamicnto de las células in vitro:
no es posible deterwinar el punto en el cual un cultivo
ge considera establecido, si el término establecido quic-
re indicar que el cultivo ha adquirido la capacidad de
crecer indefinidamente. Basdndose unicamente en la expe-
riencia con c€élulas humanas de tipo fibrobldstico, un cul

tivo debe ser subcultivado al menos 70 veces, con interva

los de 3 dfas, antes dc ser considerado establecido.

Clon: Poblacidn celular a partir de una célula por sucesi
vas mitosis. Un clon no es necesariamente homogéneo; cn
consecuencia, "clon" o "clonado" son términos que no de-
ben ser cmpleados para indicar homogeni%idad en una po-

blacidén celular.

Linca celular diploide: Define una linea celular en la

cual al mcnos el 75% de las células prescnta ¢l carioti-
po normal de la especie. E1 ndmero diploide de¢ cromoso-
mas no es necesariemente equivalente al cariotipo diploi-
de, pues existen situaciones en las cuales una célula
puede perder un tipo de crowmosoma y adQuirir un otro. En
ese caso el cariotipo de la cdélula ha cambiado pero cl
ndmero diploide de los cromosomas persiste. Esas células

se denominan "pseudodiploides",
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Cariotipo: Disposicidn sistcwmdtica de los cromosomas de
una sola célula, preparada mediante el dibujo o fotogra-
f{a de la misma, que puede representar los cromosomas de
un individuo o de una cspecie,

Idiograma: Es la represcntacidn diagramdtica de un cario-

tipo, que se basa en el estudio de¢ los cromosomas de va-

rias cdélulas.

Linea celular hetcroploide: Es aquella que tienc menos

del 75% de las cdélules con una constitucidn cromosdmica

diploide.,

Haploide: 1) E1l ndmero bdsico de las series poliploides
(sfmbolo: x ). En este caso haploidfa equivale a mono-
ploidfia.

2) E1 ndmero cromosdédmico de la fasec haploide, el numero

de cromosomas de las gamectas (sfmbolo : n).

Diploide, triploide, tetraploide, etc.: El doble, triple,

cuddruple etc. del nimero bdsico (simbolos: 2x, 3x, 4x,
etc.).

Polinloide: Designacidén general para los miltiplos del

ndmero bdsico, mayores quc el mimero diploide.

Heteroploide: 1) En orgenismos con predominancia de la fa

se diploide, todos los ndmcros cromosdmicos desviados del
nimero cromosdmico normal de la fasc diploide.

2) En organismos con predominancia dc¢ la fase haploide,
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todos los numecros cromosdmicos desviados del nudmero cromo-

sémico normal de la haplofase.

Aneuploide: Todos los nuUmeros desviados de x y de los mil

tiplos exactos de x,.

Subcultivo: Indica la transfercncia de células de un reci-
piente de cultivo a otro. Se utilizan indistintamente los
términos "subcultivo® y “jpnsaje".

— . — e e —

Numero de subcultivo o numero de pasaje: Indica el numero

de veces que las cdélulas han sido subcultivadas o transfe-
ridas de un recipientc de cultivo a otro.

Intervalo de subcultivo: Representa el lapso de tiempo

transcurrido entre dos subcultivos o pasajes.

Tiempo de generacidn celular: Indica el intervalo entre

dos consecutivas divisiones de una célula.

Células de_tipo fibrobldstico: En el cultivo in vitro va-
rios tipos de cc¢lulas adquieren una morfologia similar.
Aquellas que adcptan una forma irregular o fusiforme son
llamadas "fibroblastos". Sin embargo, el origen de esas
células o sus potencialidades, tal como la produccidn de
fibras son generalmentic aesconocidos. Una denominacidn mds
apropiada para estas células es la de "cdélulas de tipo fi-
brobldstico",
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Células de tipo epitelial: Las células epiteliales in vi

tro" pueden adoptar diferentes formas pero tienden a for-
mar una capa de cdélulas poligonales muy prdéximas las unas
a las otras. Sin embargo el grado de cohesidn de las célu
las es variable. Cuando el uUnico criterio para la identi-
ficacidn de estas cdlulas es su tendencia a adherir las
unas a las otras es preferible denominarlas "células tipo
epiteliales".

Tumorigenicidad: No hay un criterio para detcrminar la tu

morigenicidad o poder tumorigeno de las células”in vitro.
Esta capacidad de las células puede scr determinada por el
comportamicento de las mismas en los animales, en la medida
que puedan o0 no inducir el crecimicnto de tumores en los

. mismos. Los tests de tumorigenicidad se cfectdan mediante
el transplante de células en animales singeneicos 0 bien
hamsters sirios cortisonados.

Transformacidn celular in vitro:Estd generalmente referida

a la accidn que producen los virus oncogénicos en poblacipo
nes celulares en cultivo.

La transformacidén sc define en estos casos como el proceso
por el cual las células adquieren propicdades diferentes a
aquellas que sc manifestaban antes de la infeccidn viral.
Las células transformadas pueden diferir de las células
originalcs en una serie de caractcecristicas:

a) Pérdida de la inhibicién de contacto, como consecuencia
de cambios de su superficie, lo que lleva a un crecimiento
donde las cdélulas se superponcn.

b) Cambio morfoldégico, con pasaje del tipo cclular fibro-

bldstico al tipo epitelioide,
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¢) Alteracioncs del metabolismo celular.

d) Capacidad de formar colonias en cultivo en agar blando.
En ciertas condiciones las células transformadas pueden
ser capaces de producir tumores cuando son inoculadas en

animales singeneicos 0 hamsters cortisonados.

BIBLIOGRAFIA

Fedoroff, S.: J. Nat. Cancer Inst. 38: 607.(1967).
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SSTABLECLIiTENTO. Y &STUDIO CITCGENETICO DE UNA LINZA CELU-
LAR HUIANA PROVENIENTE DE UN TUNIOR #IXTO DE LA GLANDULA
PAROTIDA,

Alexis Carrel (1) en 1924 establecid el primer cultivo
celular permancnte in vitro. Bsta primera linea celular
provenia de corazon dc¢ embridn de pollo y fue mantenida
durantc 34 afios mediante ininterrumpidos pasajes en cul-
tivos de plasma ccagulado. Lamcentablemente no se tienc
gran informacidn scbre el fenotipo y las propicdades gend
ticas de las células crliivacas nor Carrel, especizlmente
las modificaciones mcrfoldgicas, metabdlices y cromosdmi-
cas expcrimentadas por la linea celular durante su exten-
sa vida in vitro.

Hds tarde, cntre 1940 y los primeros afios de la ddécada
del 50, nucvas téenicas de cultivo de tejidos, la utiliza
cidn de medios sintdéticos y de antibidticos permitid el
desarrollo dec lineas cclu.arcs permanentes.

Es importante destacar que los tejidos a cultivar, ya
sea en fragmentos o en suspcensidn son casi todos, genéti-
camente hablando, meczclas de varios tipos de cdlulas carac
terizadas por difercnics grados de difercnciacidn histold-
gica wds o menos irreversible. Sin embargo, a pesar de esta
heterogencidad histoldgica la cevolucidn in vitro de las cé-
lulas siguc el mismo csquema. Los estadios usualmente son,
primero, una rdpida multiplicacidén celular, lucgo una dis-
minucidén de la veclccidad de crecimicnto y la aparicidén pro-
gresiva o abrupta segum. 1i.s casos, de la situacidn conocida
como "adaptacidn" o "transformacidn". Esta evolucidn conduce

a una poblacidn celular aparentemente difciente por sus
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propiedades morfoldgicas y frecuentemente cariotipicas =
cualquier cdélula cowponcnte del tejido explentzdo.

Dos fendricnos son rceconocidos duresnte la adaptacidn de
las células soudticas a la vida"in vitr&: 1) una tenden-
.cia hacie la desdifercnciacidn celular, con pdérdida de
cicrtas nropivdadces morfoldgicas y funcionales; 2) cawmbios
en el cariotipo ccluler guce conducen frccuentemcente a la
aneuploidia y a le eparicidn de nuevos cromosomas diferen-
tes de los preexistentes. (2,3,4,5).

Los estudios cfectuzdos cn numerosas lincas celulares
peraiten concluir que las cdlulas cultivedes in vitro:
después dc atravesar un periodo crucial de adaptacidn, lo-
gran una reletiva estebilidad de sus caracteristicas esen-
ciales, tales cowo un cariotipo w€s o mecnos constante, la
mayor o menor receptividad a determinados virus (6) y el

mantenimieanto d¢ sus propicdades antigdnicas (2,7).

Los tuwmorcs mixtcs de¢ las gldndulas salivales son tumo-
res "benignos", de cvolucidn zuy lenta. Al cabo de muchos
afios algunos pucden prescenter un desarrollo francamente
maligno y las recidives son frecuentes como consccuencia
de una exdéresis incompleta.

Considerados desde el €ngulo histoldzico, los tumores mix-—
tos aparccen constituidos por una doble morfologfa enite-
lial y conjuntiva.
Hey varias teorfas resvecto al origen de los mismos:

1) La hipdtesis seguin la cual serfan de origen puramcn-
te mesoddérmico (8), zctuzlmente descartada pues el tejido

conectivo no c¢s capaz de transformacidn epitelial in vivo.
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2) Ia tcorfa quc sosticne que estos tumorcs se origina
rian a partir de tejidos embrionarios ectodérmicos y meso
déruicos, si bien estaria contradeccida por ¢l hecho de no
habersc observado tcjidos cmbrionerios en las gldndulas
salivales (9).

3) La hipdtesis scgur la cual estos tumores scrian de
origen solamecnte epitelial, que cs actualmente acceptada
( 10, 11, 12).

En ¢l Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Instituto
de Oncologia "Angel H, Rcffo" se establccid un cultivo
celuler permancnte a »zaitir de un tumor de la gldndula
parétida humana y sc¢ efcctud cl estudio citogenético del

mismo durante el primer afio de su vida in vitro.

MATERTALES Y METODOS

El material cultivado provience dc¢ una cenferma de 19
afios quien no habia recibido previemente a la intervencidn
quirdrgica ningun tratamiento antibldstico o radiante.

Los cultivos se ce¢fectuazron de¢ acucerdo a dos métodos di-
ferentcs:

1) lidtodo de cultivo en ecxplentos: utilizando tubos de

Leighton, segin la técnica de Lejeune y col. (13). Un frag-
mento del tumor rccogido ~sterilmente de la pieza opcrato-
ria en un intervalo no oayor de 2 horas fuc lavado varias
veces en wedio nutritivo y cortado en pequeifios fragmentos

de 1 a 2 mm3, Estos cxplantos fucron cultivados sobre codgu
lo plesmdtico en tulos d¢ Leighton. La desventaja que pre-
senta csta técnica es la de no permitir una rdpida prolife-
racidn celuwlar pero resulta Util en ¢l caso que el fragmento
tumoral obtcnido de la picza operatoria o de la biopsia es

muy pequefio,
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2) Cultivo en fase liguida: Como en el método anterior el

fragmento operztorio fue finemente cortaedo y los pequefios
fragmentos colocados en un Ehrlenmeyer contenicndo solu-
cidén de PBS de Dulbecco y tripsina al 0,25%. La disocia-
cidn de los fragmentos fue facilitada mediante la a2ccidn
de un agitador megndtico. Ceda 15 minutos la solucidn de
tripsina fue recmplezeda y la susponsidn recogida conser-—
vada en un tubo de centrifuga mantenido en hiclo. Esta ope
racidn se repitid hasta lograr una completa disociacidn

de los fragmentos tumorales. Finelmente las suspensiones
recogidas fucron centrifugades durante 10 minutos a

800 r.p.m. E1 precizitado se lavd dos veces en medio de
cultivo y fue por Ultiwmo resuspcendido.

Los cultivos se cfectuaron en frascos Fyrex y cen tubos de
Leighton. E1l wmedio de cultivo utilizado fue el medio sin-
tdtico 199, suplcmertedc con 10% de sucro humano decomple-
mentado y con entibidticos en una proporcidén de 100 U/ml
de Penicilina y 100 Mg/wl de Estreptomicina.

Los cultivos fucron mantenidos en estufa a 37°C y el
crecimicento de los wismos controlado diarizmente. En ge-
neral se efectuaron subcultivos una vez por semana, depcn-—
diendo la frecuencia dc¢ los pasajes del crecimiento celular.

Técnica citogendtica

Los estudios citogendticos sc¢ efectusron en tubos de
Leighton, utiliz#&ndosc los cultivos provenicntes de un
cultivo primerio cen explanto. Lstc método sin la utiliza-
cidén de tripsina permite la conservacidn de cdélules con
las caracteristicas propias del tumor original. E1 culti
vo en explanto scrfe preferible al cultivo mediante trip

sinazacidn pucs la c¢nzima lesiona la meyoria de las
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células tipo cpitelizles, favorecicndo por lo tanto el
crecimiento de las cdélules fibrobldsticas.(14).

El procedimicnto seguido perz ¢l ¢studio cromosdmico
fue el siguicntc:

1) Entre 24-48 horas despuds de cfectuzdos los repiques

sc agregd Colcemid (Ciba) a los cultivos en une concentra
cidn de O,5kg por milalitro de mcdio de cultivo. Les cé-
luwlas fueron incubadas durante 2 horas a 37°C a fin de pcr
mitir una acumulacidén de mctafases detenides por la colchi
cina.

2) Posteriormente los cuiisives fueron sometidos a un tra-
temicnto hipotdnico a 37°C a fin de dispersar los cromoso-
mas metafdsicos. Se utilizd sucro humano y agua ncutra cn
proporcidén 1l:5 durante 30-40 winutos.

3) Las cdlulas fucron fijadas en una solucidn de Carnoy
(decido acético gleacial, clorcformo y elcohol absoluto cen
proporcidn 1l:3:6) durante 45 ainutos.

Estos pasos sc efectuaron en las ldminas aun en ¢l inte
rior de los tubos de Leighton. Una vez fijadas, ¢stas se
retiraron de¢ los tubos.

4) Una hidrdlisis en CLH N a 57°C durante 7-8 minutos, se-
guida de varios lavedos en e2gua ncutra, precedid a la colo
racién. Las ldmines fuuron sumergidas durante 10-15 wminutos
en una solucidn de colcrante de Unna (azul de Unna) en
proporcidn 1:5 en agua neutra. Despies de lavadas en agua
destilada fucron montades cn bdlsawo de Canadd.

Las fotografi{as se tomeron con una mgquina Kodak adap-
tada a2 un wmicroscopio Carl Zeiss, utilizgndose peliculas

Kodak Panatomic en blanco y negro.
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RESULTADOS

Desde el primer pesaje les célules prescntaron una morfo
logia de tipo cpitelioide y un rdpido crecimiento con un
tiempo de gencracidn de aprcoximadamente 24 horas. A lo lar
go de los pasajes estudiados, le wmayoria de las células
fueron hipotriploides, con fluctuaciones del Humero cromosd
mico entre 60-66, si bien ¢l ndme¢ro wmodal fue de 66 cromo-
somes. Se observaron tambie¢r niucleos 2ltamente polinloides
con 130-150 cromosomzs., (Fig.l).

Les observacioncs mg€s frecuentes fucron:

a) Disociacidn centromérica: e¢n 2liunos casos parcizl, o

sea teniendo lugar solo en parte de los cromosomas, y en
otros una disociacidn total afectando todos los cromosomas
qué prescentaron sus cromftidas seperades. (Fig.2).

b) Pulverizacidn cromosdmica y prescncia de "oromosomes mi-

nutos". wmstos Ultimos fucron notzdos en wuchas de las meta-
fases estudiadas, veriando el ndmero de¢ los microcromosomas
o cromosomas minuto entre 2 y 5 parcs por célula. (Fig.3,13
y 14).

Las pulverizaciones croamosdmicas han sido observadas en
diversos grados, desde pulverizaciones parciazles donde so-
lamente parte dc 1os cronosomas ¢steban altcrados y era po-
sible distinguir cromosomas intactos, hasta pulverizaciones
totalecs donde todo ¢l compicio cromosdmico se vefa intensa-
mente fragmentado. (Fig.4).

En los diferentes pasajcs en los cuglcs se celculd el In-
dice de pulverizaciones se hellaron valores comprcendidos en
tre 19 y 26%, con la sola excepcidn de un fndice 9,5%. Estos
valores se calculearon considerando los ndcleos percial y

totalmente pulverizados sobre un total de 100 ndcleos en




Fig. 1. - Metafese de una célule altamente poliploide.
(1500 x).

Fig. 2 ~ Disociacidn centromérica. La mayor parte de los
cromosom2s presentan las cromotidas secparades,
(1500x ).




Fig. 3. =~ Célula cn metafosec conteniendo 2 parecs de
cromosomas minutos (flechas). (1500 x).

Fig. 4. - Pulverizacidn cromossmica en una célula mo-
nonuclcada. (1500 x).
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netafase, sin considcrar les metafescs cen las cuales se
encontraron ndmc¢ros bajos de cromosomas minutos.

¢c) Presencia de cromosoma2s erosioncsdos: Estos han sido

frecuenteoente obscervados, coincidiendo en algunos casos
con la presencia en ¢l mismo ndcleo de fragmentos cromo-
sdmicos. (Fig.5).

d) Célulaes polinuclcadas y micronuclcos: Si bien lz2s pri-

meras son un fendmeno cowmun vn los cultivos celulares in
vitro, ha sido notada la prescncia de grandes células de
tipo sincisial con varios nucleos, verdadcras "bolsas de
ndcleos" en los cualcs 2ra frecuente la prescncia de mi-
crondyclcos. (Fig.6 y 7).

e) Células gigantes; gencralmente mononucleades, cuyos nd

cleos cran de un tamafio 8 a 20 veces mayor que los de las
células circundantes. (Fig. 9).

f) Preseéncia de cromosomss nercadorces. El andlisis cario-

ldgico reveld un ndmero veariable entrc 60-66 cromosonas
por ndcleo, sicndo el numero wodal de 66 cromosomas. En
los 25 cariotipos estudiados correspondientes a los pa-
sajes 15, 25, 32 y 34 se obscrvd en un 80% de los mismos
la prescncia de un cromosoma marcador subtelocéntrico (M)
de tamafio similar al par 3. (Fig. 9, 10, 11, 12).

La tabla 1 muestra le distribucidn de los cromosomas en
los 25 cariotipos. En casi todos los grupos de la mayoria
de las mctafases cestudiadas hubo crouosomas supernumera-—
rios, siendo los md€s estables en ¢l nimero normal los gru-
pos A y B. La Unica alteracidn obscrvada en ¢l grupo B fue
la presencia cen solo 4 cariotipos de una trisomia en el
par 5. Los grupos mds frecuentemente repcetidos son el G y

el F en el 100% de los casos, siendo el par 20 el de




Fig. 5. —~ Célula en metafase presentendo los cro-
mosomas ercsionrdos , (1500 x).
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Figs. 6 y 7 - C2lulas polinucleadas. Se osbserva la
presencia de micronlclzcos. (1000 x).




Fig. 8 -~ Célula gigante cuyo nlcleco e€g varias veces
mas grande que los nlGclecos circundentes. (800 x)
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Fig. 9. - Cariotipo de 63 cromosomss. Ndtese la pres
sencia de un cromosoma subtelocéntrico My
v la repeticidn de los cromosomas del grupo
¢ (6~12). (1500 x).
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Fig. 10. - Cariotipo de 66 cromosomes. Se observa el
mercador cromosémico My y cremosomfs super-
numerarios en los grupos 19 ¥ 20. (1500 x).
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Fig., 11, - Cariotipo de 68 cromosomas. Prescncie del
marcador subtelocéntrico M y de 14 cromo-
somas en €l grupo 20. 150%

}31‘1{ 221{ "33_6{'\ ?'\sii 9 sy

I X8 BaA isau‘?\zuanpnmﬁ

AA - 0 Anaus H» AP

42 44-45 18

f

RARHAN AXNSAS BATS o P
249 20 21 22

Fig. 12. ~ Cariobtipo dc 66 cromosomes. Estd presente
c¢l cromosome marcedor My y se observen cro-
mosomes supcrnumererios en €l grupo C (B-
12). (1500 x)
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Fig. 13. - Ceriotipo de 66 cromosomes. Se observan el
cromosoma M., 3 pares de cromosomas minu-
tos (DM) y }a érdida de un cromosoma del
par 16 (flccha?. (1500 x).
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Fig. 1l4. -~ Cariotipo de 65 cromosomas. Notese l2 pre-
sencia de 2 pares de cromosomas minuto (DM)
(1500 x).
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mayor nimcro de cromosomas extranumcrarios. El grupo C fue
altanente repetido en el 80% de los cariotipos analizados,
siendo en a2lgunos de ellos diffcil la agrupacidn de los pa
res cromosdmicos. No hubo, cn cambio alteracidn numérica
de los cromosomas X.

El crowosoma ij fue el unico marcador observado. No hubo
faltas cromosdmicas repctidas. S8lo cen tres casos se vie-
ron monosomias correspondicntes a los grupos Aj, Ei16 ¥ Bg.
Excepcionalmente sc¢ hallaron cc¢lulas con cromosomes dicdén-

tricos.

DISCUSION

Dc los estudios citogenéticos efectuedos cn numerosas
1lineas celulercs humenas, ya sea de¢ origcen normel o tumo-
ral adaptadas a la vida'in vitro, sc¢ vid gue csa sdapta-
cidn, que implica un crecimiento autdnomo ¢ ilimitado, es
acompafiada por rcordenamiecntos cromosdmicos importantes.
Estos reordcnamicntos parecen ser una condicidn nccesaria
pues los cultivos diploides deticnen su multiplicacidn al
cabo de 40-50 generaciones. (15).

La evolucidn dvl cariotipo de las lineas celulercs hacia
valores hiperdiploides~hipotetraploides parece un fendmeno
general, no solamente ¢n las cflules humenas sino también
en las wmurinas. (16,7).

Un hecho quc¢ nos parecc destaceblce cn este‘trabajo es
la presencia, desde la iniciacidn del estudio del cultivo
en el pasaje numero 15, d¢ un ndmero cromosdmico diferen-
te dcl normal, aproximadamcnte hipotriploide, que sc ha

mantenido a lo largo de posteriores subculd ivos a una
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cleveda frecucneiz, y de un cromosoma mercador subtelocdn
trico (M) tembidn & menudo observado.

La bibliografia refecrente 21 estudio cromosdmico de tu-
mores mixtos de¢ la gldndula pardtida humana es escasa.
Kondo y col. (17), ¢n una linea dc la gldndula saliver hu
mana, scfilalan une constitucidn cromosdmica también hipo-
triploide con valores frecucntes de 62, 63, 64 y 65 cro-
mosomas, &n la totalided de las metafases anelizadas ob-
servan le presencia de un marcedor subtelocéntrico de tama
fio similer al par L» y dc otros cromosomas marcadorecs neta
céntricos mds puqdenos.

El cromosoma nmercedor My, dc talla scomejente 21 par A3y
podrfa originarsc de un rceordcénewiento de uno de los cro-
mosomas de este grupo, por translocacidn dec un par de
fragmentos de la regidn supraccntrouérica a la parte in-—
fracentroucrica intccia.

La presencia de "cromosomes minuto" he sido descrite
previamente en tunmores hunegnos de muy diverso origen, en
nifios (18,19,20) y en adultos (21,22). Los microcromnso-
mas son ouy frecuentes en tumores ncurogdénicos melignos,
de acucrdo @ los trabajos recicentes de lerk (23,24).Este
mismo autor cita la prescencia de "cromosomas minuto" o
"doble minuto" en ¢l sarcoma de Rous en ratdn (25) y
Hauschka y Levan (26) los describen c¢n los tunmores asci-
ticos Krebs-2 y Ehrlich tawbidén en retdén. Frced y Schatz
(27) sefislan le presenciz de los cromosomss "dobles minu-
to" en cultivos d¢ célules normales de hanster sometidos a
la falta dc aminodcidos csenciales.

Las caracteristicas cariotipicas de los tumores descritos

hasta la fecha que presentan crowosones doble minuto o DMS
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son muy variebles. El numero totel de¢ cromosomes oscila
entre la forma pscudodiploide con 46 cromosomas y cdlulas
con m€s de 85 cromosomes. llds z2un, en algunos de los tu-
mores estudiados hay una considerable veriebilided del nu-
mero cromosdmico, sin ¢xistir una mods vpredominante. La
mayorfa de estos tumores presentan cronosomas anormales O
marcadorcs y &stos varian de tumor en tumor. O sca, no hay
une carectorizecidn ceriotipica deterainede o un particu-
lar croaosoma mzrcador que pueda rclecionerse con los tu-
mores quc presentan DS,

Lz meyor incidenciea de DIIS la presenten los tumores neu-
rogénicos y los rhabdomiosarcowmas. Hasta 2l uvomento no sec
sabe si ¢s el tejido de origen quicen es susceptible a la
formacidén de los DMS o si un egente interno de cstos tu-
wmores conduce & la géncesis de los wmismos. Pucde ser que
anbos mecanismos actucn conjuntemente.

Una tcoria vpostuleda por Sandberg scerca del origen de
est0s wicrocromosomes percce tencr gran solidez. Segun cs-
te autor c¢llos resultarfan de la rotura dc¢ cronosomes prc-
ecxistentes (42).

Recientemente se dezostrd que los crouosomes humenos c¢s-—
tédn constituidos por un gran ndmoro de cromdueros de dife-
rentes tanmafios (43), c¢stando esos croudauros probablemcente
conectados jpor aclgadas cadenas de ADN,

La visualizacidn de la estructura cromomdérica es posible
en el cestadio pequiténico de la mciosis, dificultdndose a
ucdida que los crouosounas s¢ contracn. Segun Sandberg, los
DMS son cromducros o grupos de cromdmeros quc se hen libe-
rado dec un cronosoma preexistente y representarian peque-

fios cromosowmas en anillo, probableucnte del tipo acéntrico.
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El proceso d¢ formecidn de los DMS ocurrirfe en un perfo
do dcfinido de ticapo y ésto quedarfa indicado por lz ausen
cia u ocasional precscnecia de cronosowas en anillo y de cro-
nosomes dicéntricos en les células quc presentan DMS.

La ausencia de aberracioncs cronatidices indicaria que
los DMS sc¢ originen durante ¢l piriodo G del ciclo celu-
lar (42).

Una intcresante sunque cspeculative tceorfa de Sendberg
relaeciona los DMS con la rcegrcesidn espontdnca de cicertos
tunores. Este fendueno, aunque auy raro, ha sido elgunas
veces citedo (44) y le 2ds zita incidencia fue descrita
peara casos dc¢ neuroblastomas y tumores ncurogénicos. Aun
cuando el umccenismo de la regresidn csyontdncee no ha si-
do csteblecido, Sendberg sosticene que los DHS, cuendo se
e¢ncuentran en las células en clcevado ndmcero, interferi-
rian con el metabolisao norwel ccluler y en la supcrvi-
vencia de las cdlules inhibiendo ¢l proceso ncopldsico.

La prescncia de pulverizacionces cromosdmices, percia-
les o completes tambidén ha sido citzda con anterioridad.
B“ste fendmeno fue observado e¢n cdélulas infectadas con
diversos virus. (28-35).

Cuendo las pulvcrizeciones son obscrvadas desples de
infectar los cultivos celuleres con ¢l virus de Scndai
(34,35) los autores sosticnen que le fusidn celuler es un
prercquisito perea la induccidn del fendmeno, es decir,la
sulverizacidn ticne luger solazente en célules bi o poli-
nucleadas, en las cuales un ndcleo witdético al menos per-
mancce intacto e¢n tanto el otro ndclco pucde ester total
0 percielmente fregnentado.

Nichols y col. (31), describen le c¢xistencia de
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pulverizacioncs «n cdlulas humenas de difercente proceden-
cia infcctadas con virus de seraupidn. Las lesiones ocurren
en célules fusionades en sincisios. Sin eabergo estos au-
tores hellen nucleos eisledos pulverizedos lo fgue demos-—
traria que ¢l fendaeno pucde teubidén tener lugar en célu-
las wononucleadas.,

Sandberg y col. (36) en una extensa »ublicacidn recien-
te sostiencn que ¢l fendmeno de pulverizacidn solo ocurre
en cdélulas bi o aultinuclcades, donde uno de los nudclceos
estd sicopre con mitosis . La inverieble prescenciea de un
ndclco cn metafase intacto-ocasionaliente en enefesce o en
telofase- en célules wultinuclceedes con pulverizaciones
seficlarfa que c¢stos nudcleos ticnen ung funcidn cruciel
cn la génesis de estce fendmeno. Los nudcleos 1€s suscep-
tibles de sufrir pulverizsciones scrian, segun los auto-
res, aqucll.os que s¢ encucntran c¢cn la fese S o de sinte-
sis del materizl genético. Los ndcleos cn enafase, telo-
fase ¢ intcrfase scrian progresivamente wds sensiblcs a
la pulvcrizacidn crouosdoica.

De la expericncia de ¢stos autores sc desprende quc
las célwlas fusionadas con otres cn mectafase son pds
rédpidencnte pulverizades que aquelles fusionadas con
otras en znafase o telofase,

En el vrismo trabajo Sendberg y col. (36) proponen une
higdtesis pera explicar le pulverizecidn ccluler.Segdn
¢lla, en ¢l ndclco en Givisidn dc¢ une célula wononuclca-—
da le wecobraznea nucleer de la célula parcntel se desinte-
gra antcs de la scperecidn cn anafesc dc¢ los cromosonmas
netafdsicos destinedos a les cdélules hijas. Durante la
metafaesc, o al finel de la cisme, une waquineria cnzindti

ca podria scer desrcprinmida.
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Esta wmaquinaria podrie destruir la ncmbrana nuclear y, tal
vez, otros couponentes ejenos al huso, tales como el apara
to de Golgi, provocando la anafese., Si c¢sta onzima, o con-
junto de enzimas actuara sobre un miclco interfdsico, su
meonbrena, crowmetina y tal vez otres estructuras serian ro-
tas y pulverizades. E1l rol de le fusidn celuler, y de los
virus fusionantes, tal el ceso dcl virus de Sendai, scria
el de poner en contacto al ndcleo interfdsico con el cito-~
vlasma dc la célula en nitosis conteniendo la o las enzi-
mes activas. Puesto que la o las c¢nzimeas s0lo aparecen po-
co antes de iniciarse le enafase, la fusidn de 2 ndeclcos
interfdsicos no puede resultar ¢n una pulverizacidn crooo-
sénica.

Esta hindtesis estd sometida actualmente a pruebas expe-
rinentales. Extractos de cdélulas metafdsices pucstos cn
contacto con ndcleos interfdsicos de la aoisma linea celu-
lar deberfan conducir a pulverizaciones en células mono-
nucleadas., xtractos provenientes de nuclcos interfdsicos
no deberian tener efcecto pulverizante sobre nicleos de
célules mononuclecadas cen interfase., E1 resultado de estas
expericncias no ha sido sun publicado.

Un hecho sugestivo en nuestro trebajo, e¢s el de encon-
trar cdélules mononucleades pulverizadas, lo que contradi-
ce la hipdtesis anteriornente cxpuesta.

Johnson 7 Rao (37) demostraron que la pulverizacidn
cronnsdmica es una condensacidn precoz e incompleta de
la crowatina adn funcionalocnte innadura para este pro-
ceso, desencadcnada por la influencia de un ndclco en
nitosis fusionado en el cismo citoplasma con un nucleco

interfdsico. Propusicron el t€rmino "condensacidn
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cronosdzica prematura" en lugar de "pulverizacidn' pera
referirse a este fendoeno.

Kato y Sandberg (38), en un trabajo realizado sobre
cultivos derivados de un linfoua de Burkitt- la lfinea
P-J-3 (Jijoye)- sefielan la presencia de pulverizaciones
cronosdnicas y de microndcleos. Los autores citan un por-
centaje ouy elevado de micronudcleons c¢n célules poliploi-
des (20,6%) en relacidn con ¢l hallado en célules diploi-
des (1,7%).

Vaerios trabajos (39,40) indican que los microndcleos son
una consecuencia de witosis anormeles cn las cualcs algu-
nos croxosouzs quedarian rezagedos dando origen de csta
mancra a los microndclecos. Frecucntemente las cdélulas po-
liploides sufren divisiones tri o tetrapolares c¢n les cua
les la presencia de cromosonas rezagedos es afs cozuin que
en las divisioncs norueles. Zs decir, hebria una intima
reclacidn entre cromosomas rezagados y la fornecidn de ni-
crondcleos, zmbos vinculados a células poliploides. Los
autores citados suponcn la existoencia de una ¢strecha
correlacidn entre la pulverizacidn croaosdnica y los mi-
crondcleos, 2abos fendmenos coexistentes en sus cultivos
celulares. Una explicacidn seria que los micronucleos,
conscervando su poder de sIntesis de ADN, 2unque siendo
esta tardfa con respceccto a la éel nudcleo principal, re-
sultarfan pulverizados una vez que vste Ultiwmo libera la
o las enzimas de les cuales se habld en un »drrafo an-
terior, de acuerdo a la hipdtesis propuesta por Sandberg.

Henry y col.(41) en leucocitos huaznos infectados con
virus de sarsnpidn observan que el fendneno de la pulve-

rizacidn cronosduica ocurre c¢n célules sintetizando
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activaoente el ADN, en tanto las cdélules cn las fases Gi,
Go ¥y en citosis son ods sensibles al fendueno de "erosidn"
o despiralaniento.

De nuestra experiencia personel, en ninguno de los pasa-
jes estudiados se observeron célules bi o multinucleadas
en nitosis, ya quc¢ todos los policariocitos detectados cs-
taban en interfase. Todas las cdélulas parcial o totalmen-
te pulverizadas fueron mononucleadas.

En esta 1fnea celuler cultivada en nuestro laboratorio
coincidieron fendmenos vinculados normalaente con invec-
ciones virales u observados en células portadoras de par-
ticulas virales teles couo el virus s&pstein-Barr asocia-

do al linfoma de Burkitt.




BIBLIOGRALT IA

1) Carrcl, A. Compt. Rcnd. 90:410 (1924),

2) Barski, G.; Corncfcrt, F, y Bicdler, J, Ann. Inst. Peag-"
teur 100:324 (1961).

3) ?rand K. G. y Syvcrton, J.T. J. Nat, Cancer Inst. 28:147
1962).

4) Decfendi, V. y col. J. Nat. Cencer Inst. 25: 359 (1960).

5) Hsu, T. C. y Klett, O. J. Nat. Canccr Inst. 22:313 (1959).

6) ?arsk%, G. y Cornéfecrt, I, J. Net., Canccr Inst. 28:823
1962).,

7) Barski, G. y Cassigecne, R. J. Net, Canccr Inst, 30:865
(1964).

8) Billroth, Th. Virchows Arch, Path. Anat. 17:357 (1859).
9) Wilms, M.'"Dic Mischgcschwiilstc'(Gecorgi, Lcipnzig 1902).

10) Cohnheim, J. Vorlcsunegcniiber Allgemeine Pathologic, 2.
Aufl, vol 1 (Hirschwald, Bcrlin 1882).

11) Baucr, W. H. y Baucr, J. D. Arch. Path., 55:328 (1953).

12) Azzoperdi, J. G. y Smith, 0. D. J. Path. Bact. 77:131
(1959).

13) Turpin, R.; Lcjcune, J. "Les chromosomes humeins®.Gau-
thicr-Villers ?Paris) 1965.

14) Jcnscn, F. C.; Gwatkin, R. B. L, y Biggers, J. D. LExuptl.
Ccll Rig. 34:440 (1964].

15) ?ayfl%ok, L. y Moorheed, P, S. Exptl. Ccll Res. 25:585
1961).

16) Sandford, K. K. y col. J. Nat. Canccr Inst. 23:1035 (1959).
17) Kondo, T. y col. Canccr, 27:403 (1971).

18) Cox, D.; Yuncken, C. y Spriggs, A. J. Lancct, 2:55 (1965),

19) Levan, A.; Manolov, G, y Clifford, P. J. Nat. Canccr
Inst. 41:1377 (1968).

20) %ubs,)H. A.; Salmon, J. H. y Flanigan, S. Canccr, 19:591
19606).




Hueng, C.C.; Imanura, R. y Moorc, G, E, J. Nat, Canccr

21)
Inst. 43:1129 (1969)

22) Sudrcz, M. G. y col. Int J. Canccr, 4: 880 (1969).

23) Mark, J. y Granbcrg, I. Acta Ncuropathol. 16:194 (1970)

24) Mark, J. Hcrcditas 68:81 (1971).

25) Merk, J. Hcrcdites, 57:1 (1967).

26) Hauschka, T. S. y Levan, A, J. Nat, Cancer Inst., 21:¢77
(1958).

27) Frccd, J.J. y Schatz, S.A. Exptl. Ccll Res. 55:393 (1969),

28) Harndcn, D. G. Amcr. J. Hum. Gonct. 16:204 (1964).

29) Kato, H. y Sandberg, A. A. J. Nat. Canccr Inst., 41:1117
(1968).,

30) Korite, Ys; Osato, T. y Yohei; I. J. Nat Canccr Inst, 41:
1355 (1968].

31) Nichols, W.W. y col. Hcrcditas, 54:101 (1965).

32) Stich, H, F.; Hsu, T. C. ¥y Repp, F. Virology, 22:439
(1964].

33) Stich, H. F.; Van Hoosicr, G. L. y Trentin, J. J. Exptl.
Ccll Rcs. 34:400 (1964)

34) Takagi, N. y col. J. Nat. Cancer Inst 43:335 (1969)

35)Sekscla, E.; Aula, P. y Cantell, K. Ann. Med. Exp, Femm,

43:132 (1965).

36) Sandberg, A. A, y col. J. Nat. Canccr Inst. 45:615 (1970).

37) Johnson, R. T. y Rao, P. N. Naturc 226:717 (1970).

38) Kato, H. y Sandberg, A. A. J. Nat, Cancer Inst. 40:165
1968.

39) Das, N, K. J, @cll Biol. 15:121 (1962}.

40) la Cour, L. F. Hcrcdity, 6:163 (1953).

41) Henry, H. L.; Cohen, S. y Karzom, M. I, Cytogcncties 10:

a77 (1971).



)Hungerford DAY
netios, 10: 35_ \_,( 19'71) 2




28

OTRAS OBSBRVACIONsS REFSRENTES A LA PULVERIZACION
CROLIOSOMICA

£n ¢l capftulo precedente sciialanos la presencia, en la
linca de tumor de pardtida estudiadea, dc solzncente cdélulas
nononuclcadas total o percialomente pulverizades.

En otra lfnca tumoral huoznez, la linca KB proveniente
de un carcinona cpidermoide de la boca que se nantienc en
cultivo de¢sde hace aproxiomadaucnte 15 2fios, obscervanos
tanbidn célules pulverizadas. En los cultivos dc esta linea
notanos células mononucleadas en las cuales ¢l ndcleo se
halla coopletamente pulverizado (Fig. 1), otras también
nononuclcadas donde parte de los cromosonas estdn intac-
tos (Fig.2) y célules binucleadas en las cuales uno de los
conponentes cromosdnicos s¢ halla en metafase y el otro
totaloente dasiedo (Pig., 3y 4).

La presencia de este Ultino tipo de células coincide con
las observacioncs realizadas por los autores previawmente
citados, segin las cuales seria una condicidn nccesaria pa-
ra la pulverizacidn cromosdnica que las células fueran bi-
nucleadas, hallgdndose uno de los nucleos en uetafase y el
otro- aquel quc va a sufrir le alteracidn cromosdnica- en
interfase,

Sin embargo, el hecho de encontrar tambidén cdélulas mono-
nucleadas sltamentc pulverizadas ¢s acordc¢ con las observa-
ciones realizadas en la linea de tuuor de pardtida. Ello
nos induce a pensar que cn les célules :ononucloadas pucda
tal vez operar el niswmo necaniswo que ocurriria en las
cé€lulas binucleadas. Es decir, de acuerdo a lo propuesto

por Sandberg y col. (36), la amequinaria enziudtica que
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nornalmente concnzarfa a actuar 2l final de 1la nmetafase,
disolviendo la wmembrena nuclear y otros componentes celu
lares, podrfa ser prematuramente dcsreprinida en las célu
las interfdsicas mononucleades, atacando la membrena celu
lar y provocando una condensacidn prccoz y fraguentada de
la crowmatina, Este fendneno podrfa resulter de alteracio-
nes netabdlicas espontdneas debidas a la vida celuler

"in vitro" o a la presencia dc agcntes tales como radia-
ciones o virus que pudieran actusr a nivel de los dcidos
nucleicos, provocando la desrcprcsidén de genes que con-
trolen la produccidn de las enzimas que normalnente ac-

tian durante la noitosis.




Fig. 1.~ Célula mononuclea~
de. cuyos cromosomas e€stdn to-
talmente pulverizados. (1200 x)

‘

Fig. 2.~ Célule mononuclea-
de. donde parte de los cromo-
somas estan pulverizados y
otros intactos. (1200 x).
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Figs. 3 y 4.~ Células binu-
cleadas. Uno de los nGcleos
estd pulverizedo y el otro

en metefase, (1200 x).
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MITOSIS Y CELULAS MULTINUCLEADAS EN CULTIVOS DE TUMORES

O0SEOS GIGANTO-CELULARES HUMANOS

El mecanismo de formacidn de'las células multinuclea~
das ha sido investigado por diferentes autores pero con
especial referencia a los denominados *policariocitos™ y
no a las células multinucleadas de origen tumoral.

Si bien estos estudios han descripto los hallazgos en cul-
tivos de.diferentes tipos celulares de células multinuclea-
das inducidas principalmente:.por virus fusionantes, o bien
por substancias quimicas o radiaciones, asi como las carac~
teristicas de su formacidn, no se ha podido establecer ain
un concepto definido a este respecto.

Por otra parte, en nuestra revisidén, no hemos hallado mayo-
res referencias sobre estudios de este mecanismo "in vitro®,
en células originadas en cultivos de tumores humanos.
Siendo el tumor de €élulas Gigentes (Osteoclastoma) y el
Condroblastoma benigno, tumores que se caracterizan por es-
tar constituidos por célilas histiocitarias y células gi-
ganﬁes multinucleadas, nos parecié de interés efectuar un
andlisis del mecanismo de &ivisidén observedo "in vitro", en
cultivos de este tipo de tumores de origen b6seo, con espe-~

cial referencia a este Gltimo tipo de célules.

MATERTALES Y METODOS

El material fué obtenido en condiciones de esterilidad,

de piezas quirdrgices recién extirpadas, efectlandose los
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cultivos inmediatamente después de haberlas recibido.

Se estudiaron 12 casos de tumores humanos de Células Gi-
gantes y 2 Condroblastomas benignos. Cada caso fué estu-
diado histopatoldgicamente con técnicas de rutina y espe-
ciales,

Método de cultivo de células. E1 material recibido fué cor-

tado en miltiples fragmentos de % a 1 rmm, lavdndolos va-

rias veces en solucidn fisioldgica. Estos fragmentos fue-
ron cn parte cultivados en codgulo plasmiatico, sobre cu-
breobjetos y colocados luego en tubos de Leighton a 3750
con medio sintético 199, 10% de suero humano y antibidti-
cos en la proporcidn previamente citada para los anterio-
res cultivos.

Otra parte del material fué tripsinado, utilizando'trip-
sina al 0,25% en solucidn salinea de tempdn fosfato, y cul-
tivado en frascos Pyrex a 37°C, Los cultivos asi obtenidos
fueron repicados semanalmente a lo largo de un afio.
Simulténeamente se efectuaron cultivos de 6rgano, utilizén-
dose agar nutritivo - agar al 1,5% en partes iguales con
medio 199 mas 10% de suero humano -0 Hanks con 20% de sue-
ro humano en cdpsulas de porcelana, rodcadas de algoddén em~
bebido en agua estéril a fin de mantener la humedad ambien-
te en el interior de cédpsulas de Petri.

Técnicas histoldgicas y citoldegicas empleadas, Cada caso

cultivado fué estudiado histoldégicamente., E1 material reci-

bido fué fijado en formol al 10%, incluido en parafina y
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los cortes obtenidos naoloreados con Hemetoxilina-Eosina.
No se efectud aegregado de colchicina a ninguno de los cul-
tivos ni tratamiento hipoténico. Se coloréd con HematoxZli-

na=Fosina,

RESULTADOS

De los 14 casos cultivados -~ 12 osteoclastomas y 2 con-
droblastomas ~ se obtuvo crecimiento en todos ellos. Se efec-
tuaron en el primer grupo 12 Jvubos de Leighton por caso con
3 explantos en cada tubo. Es decir, un total de 432 explan-
tos de los cuales crecieron mas del 8F).,

En el segundo grupo se efectud también un total de 12 tubos
por caso con 3 explantos cada uno, con un crecimiento del
80% sobre 72 explantos cultivados.

Los cultivos en codgulo plasmético evolucionaron favorable-~
mente durante eproximademente 25 dias, mientrgs que los
tripsinados perduraron durante mas de 6 meses., E1 tipo de
crecimiento observado se componia de células mononucleadas,
entre las que se hallaban numerosas binucleadas de aspecto
histiocitario. (Fig. 1l). También se observaron numerosas
células gigantes multinucleadas que migraban del explanto,
persistiendo 48 a 72 horas. A medida que desaparecian las
células multinucleadas primarias, se observd una nueva ge-
neracidn de células gigantes neoformadas "in vitro®, a la
semana de iniciado el cultivo.

Las células mono y binucleadas presentaban nGcleos de cro-



Fig. 1.~ Tumor de células gigantes, 5to pasaje.
Célula binucleada. (400 x).

Figs. 2a y 2b.~- Metafases mitoticas. Presencia de
cromosomas rezegedos (flecha) (400 x).
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matina finamente distribuida, dos o mas nucleolos y cito-
plasma amlio, finamente granular, ﬁntre ellas se observa-
ron numerosas mitosis de caracteres tipicos en diferentes
etapas de su evolucidn. También se hallaron anomalias mi-
tdticas, tales como la presencie de cromosomas rezagados
(Figs. 2a y 2b) de migracidn tardia en metafase.

Las células multinucleadas alcanzaban, en algunos casos,

un didmetro aproximado de 300 , con 30 o mas nficleos (Fig.3).
Se observd en algunos de los cultivos que estas células
presentaban un activo movimiento de su membrana ondulante,
En ocesiones, entre las células descriptas, estaban presen-
tes otras momonucleades de gran tamafio, citoplasma y nlcleo
voluminoso, haspta nueve veces mas grande que los nGcleos
normales,

Analizando el tipo de mitosis halledes, ademéds de las des-
criptas en un parrafo anterior, se observaron numerosas
configuraciones tripolares, tetrapolares y multipolares.
Entre las mitosis tripolares, la mayoria presentaban un or-
denamiento en Y. Los grupos de cromosomas en estas configu-
raciones eran generalmente de tamafio marcadamente desiguel
(Figs. 4a y 4b).

Las Figuras 5a y 5b muestran ias anafases que siguen a es-
te tipo de ordenamiento metafédsico tripolar.

En algunas anafases tripolares se vieron dificultades en

la separacidn de los cromosomas, 1o que did lugar e imfige-

nesccomo la de la Figure 6a, donde se observa un retardo



Fig. 3. -~ Células gigentes multinucleadas
., (400 x),

Figs. 4a y 4b. - Metafeses tripolares. (400 x).



Figs. Ha y 5b. —~ Anafases tardias tripolares
(1200 X) 0
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en la migracidén de los mismos hecia los tres polos. Fendme-
nos semejantes se observaron en enafases tetrapolares (Fig,
6b) .

En las células normaeles eh metafase, los cromosomas se orien-
tan en el plano eouatorial y aparecen como un Gnico grupa
cromosémico entre los dos polos. En algunos casos anormales,
los cromosomes pueden orientarsc a su vez entre log polos y
alrededor de ellos, dando configuraciones como la de la Fig,
7. Esta orientacidén de los cromosomas se la denomina "meta~
fase de tres grupos’. (5.

Ademés de laﬁkonfiguraciones tripolares, se observaron otros
ordenamientos cromosdmicos mas complejos, de tipo cuadripo-
lar y multipolar. La Figura 8 muestra una mitosis cuadripo-
lar, en una anafase temprana.

Ias Figuras 9 y 10 representan metefases multipolares de
aﬁarentemente 5 grupos cromosdémicos en forma de estrellsd,

En algunas células binucleadas se vieron imégenes de mito-
sis sincronizadas, donde sec observaban los dos nlicleos en
metafase. Otras células binucleadas, como la de la Fig. 11,

presentaban, en cambio, un nicico en interfase y el otro

en mitosis.

DISCUSION

Las observeciones realizadas permiten afirmar que en
los cultivos "in vitro¥ de octeoclastomas y de condroblas-
tomas, las células mononucleadas son potencialmente capa-

ces de formar una nueva generacidn de células gigantes, Es-
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Figs. 6a y 6b - a) Anafase tripolsr b) Ana-
fase tetrapolar (1200 x).

Fig. 7. ~'"Metafase de tres grupos'; donde
los cromosomes se disponen entre los polos
y alrededor de ellos. (1200 x).




.

Tig. 8 ~ Anafase tbetrapo-
lar temprana (1200 x).

Figz. 9 y 10 -~ Metafases
multipolares con disposi-
= S cién de.los cromosomas en ’
forma de estrella (1200 x).

.

Fig. 12 -~ Célula binuclea~
da. Un nGcleo en divisidn
y el otro en interfase.
(600 x).
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te hecho coincide con previas experiencias de Gallardo y
col (1).

Las imégenes de mitosis tri, tetra y multipoleres descrip-
tas hablerian en favor de que uno de los mecanismos de for-
macidén de las célules gigantes multinucleadas "in vitro"” es-
taria basado en divisiones anormales.

Las mitosis multipolares son frecuentes en los tejidos ma-
lignos y son responsables de una.distribucién irregular de
los cromosomas en varios nlcleos,. A menudo estas divisio-
nes son incompletas y se forman puentes cromosdmicos que
mantienen unidos varios nlGcleos hijos en un citoplasma co-
man.

De acuerdo e les experiencias de Oftebro (2), una célule
binucleada en cultivo puede presentar imégenes multipola-
res, cuyo destino puede ser dar origen a varias células mo-
nonucleadas, parte de las cuales pueden fusionarse y cons-
tituir una multinucleada. Este mismo autor observd también
configuraciones multipolares que se originaban em células
pentanucleadas.

Toona (3), en estudios con técnica autorradiogrdfica de os-
teoclastos normales, concluye gue las células multinuclea-
das se forman por fusidn de células mononucleadas de la mé-
dula osea.

Thomison (4) ha observado el crecimiento de dos tipos de

células multinucleadas. Uno de ellos, de menor tamafio y ni-

mero de nGcleos mas reducido, constituido por fusidén de va-
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rias células adyacentes. E1 otro tipo de células multinu-
cleadas es de mayor tamafio, con numerosos nlcleos y se ori-
ginaria por la incorporacidén paulatina de las células mono-
nucleadas vecinas hasta constituir un sincisio.

Gallardo y col (1) no descartan la bposibilidad de que el
proceso de incorporacidn de células adyacentes sea precedi-
do por mitosis multipolares, constituyendo asi un mecanismo
combinado en la formacidn de las células gigantes de estos
tumores.

las célulaes binucleadas frecuentemente observadas en nues-
tros cultivos seriun el resultado de mitosis incomplctas,
sin la formacidén de una membrana celulsr entre las células
hijas. A partir de esas células binucleadas dos procesos
podrian ocurrir:

1) En la siguiente mitosis los dos ndcleos se dividen si~
multédneamente, compartiendo un plano ecuatorial comin don-
de los dos complementos cromosdmicos se mezclan. Las dos
nuevas células resultantes contienen cada una dos veces el
nlmero diploide de cromosomas. La repeticidén de este pro-
ceso originaria las células gigantes mononucleadas donde

el Gnico nlicleo de gran tamafio es altamente poliploide.

2) Los dos nficleos entrarian en divisidén sincrénicamente,
formdndose configuraciones tri, tetre y multipolares y
dando origen a células tri, tetra v multnueleadas. Esbas
células polinucleadas con un nimero bajo de nGcleos po-

drian aumentarlo simulténeamente por divisidén de los mis~
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mos vy por la fusidn de cé&lulas vecinas.

En una segunda etapa se formarian los sincisios con gran
nimero de nlcleos por una progresiva incorporacién de cé-
lulas mononucleadas adyacentes. Este proceso concordaria
con el activo movimiento de la membrana ondulante de las
células gigantes.

E1l hecho de no observar en ninguno de los cultivos célu-
las multinucleadas donde los nicleos se hallen en mito-
sis epoyaria la idea de que en este segundo paso el cre-~
cinmiento de las mismas se deberia principalmente a la in-
corporacidn de células al sincisio mas que a la multipli-
cacidén de los nlcleos existentes en el gran citoplasma co-
min.

Es decir, de nuestra experiencia, podemos concluir que las
células multinucleadas de estos tumores Oscos se origina-
rian por un doble mecanismo, mitdético y de incorporacidn
de células mononucleadas a un sincisio.

Heneen y col (Sy?ﬁescripto imfgenes comparables a las ob-'
servadas en este trabajo en cultivos infectados por virus,
especialmente del tipo del sarampibén y de obros que indu-

cen la fusidn celular.

Esta similitud nos induce a pensar en la posibilidad de
gwe un agente viral intervenga en el mecanismo de la for-
macidén de las células multinucleadas de origen tumoral,
ya sea provocando la fusidén celular o induciendo divisio-

nes multipolares. La presencia de pulverizaciones cromo-
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sfmicas en algunos de los explantos, si bien re¢lativamen-
te poco frecuentes, tembién vincula estos cultivos a otros
donde la infeccidn viral produce este tipo de alteracidn
cromosdmica.

Resultados experimentales recientes hablarian en. favor de
la presencia de un agente viral oncogénico. Finkel y col
(8), inoculando extractos de osteosarcomas humanos a héms-~
ters recién nacidos , obtuvieron tumores en el 2% de los
animales tratados. Estos autores seflalan la presencia de.
particulas virales en osteosarcomas humanos y de hamster,
sl bien no excluyen la posibilidad de Qque esos virus fue-
ran incidcecntales y no los agentes responsables de la apa-
ricién de tumores. E1 porcentaje de éstos es, ademds, de-
masjiado bajo para scr realmente significativo. Sin embargo,
los tumores Oseos esponténeos en el hadmster son raros y
los resultados de los autores podrian indicar la presencia
de un agente oncogénico en los osteosarcomas humenos capaz
de producir osteosarcomes en el hémster.

Morton y col (7) probaron que un extracto acelular de un
osteosarcoma humano en cultivo de tejidos -~ SAZ - €5 ca-
paz de producir la transformacién morfoldgica y antigé-
nica de fibroblastos embrionarios huménos in vitro'., Los
mismos autores detectaron particulas virales del tipo A

en tejidos provenientes de un osteosarcoma humano.

Otros hechos adicionales en favor de una etiologia viral

de los osteosarcomas es el simulténeo desarrollo de tu-
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mores en tres miembros de una misma familia (8) y la si-
multénea ocurrencia de osteosarcomas en sitios mGltiples
de un mismo paciente. En 1966, Finkel y col (9) aislaron
un virus que induce osteosarcomas en el ratén - virus FBJ -

de caracteristicas similares a los osteosarcomas humanos.
Maunoury y col (30) y Mc Ailister y col (11), quienes es-
tablecieron lineas celulares provenientes de osteoserco-
mes humanos no detectaron, sin embargo, ninguna particula
viral, tanto en el tejido tomado "in vivo” como en el cul-

tivado ¥in wvitro¥,

ne e
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ZSTUDIO CIIPOGEN:TICO Du UN NLUROBLASIOMA CANINO

Los trebzjos de diversos autorcs (Makino, 1949; Matthey
(19545 Awa y col., 1959; Moore y Laabert, 1963; Gustavsson
19643 Ford, 1965 y Gustavsson y Sundt,1965) (1 - 7) con-
firvaron que cl cariotipo del perro norczal es de 78 cro-
nosoues. (Fig. 1). Los crowmosoues sougticos son acrocén-
tricos o tclocéntricos y los scxuzlus submeétecéntricos.
Los cronosones X son d¢ gren teneiio, de longitud aproxi-
nadanente igual al par sondtico wds lergo. E1 Y es el s
pequetio y gencrelaente de fdeil identificacidn. Los estu-
dios realizados en diferentcs razes demostraron que no exis
ten variaciones cualitativas dentro de la cspecie Cenis

Fapiliaris.

Hesta ¢l presente ha sido poco cstudiede le citogendti-
ca dc¢ tumsores en los perros. Bn los Ulticos ¢fios los cs-—
tudins ¢n cste doocinio se refiricron principelocnte 21 sar-
cona venérco de Sticker y a la relecidn entre la prescncia
de un cariotipo a2lterado y las c¢nferncdedes cardiovascula-
res congénitas.

E1l cstudio dcl tumor dc Stickcr llevedo a cabo por di-
ferentes autores ouestra un resultedo llemetivencentce cons-
tante ¢n todos los casos: un nuncro wvodel ccrceno a 59 con-
tenicndo de 12 a 20 cromosonas actacdéntricos (Weber y col.,
1965; Barski y Corncfert-Jdenscn, 196635 Kekpakove y col.,
1957 y Thorburn y col., 1968) (8-11).s8ste ceriotipo anormel
20drfa explicarse Lor la accidn de¢ un wecenismo de fusidn
céntrica dc dos autosounas telocdéntricos.

Shive y col., 1965 (12) en perros con dcfectos cardiacos

conzgénitos y Hare y col., 1967 (13), ¢n un perro con




Fi9 . Metefese de Ferro mormal (9). Las flechas

indican los cromosomas X . Cultivo e rinon. Dibujo

en Cémara Q\Era (4200;&).
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condroplasia dsea hallaron un cariotipo aznornel de 77 cro
nosones con un subuetacéntrico supernuncrario. Reciente-
ncnte el wnisuo cariotipo fue citedo por Me y Gilaore, 1971
(14) en un perro fenotipica y clinicamonte normal.

Coumo en cl caso del tunmor de Sticker,sc sugicre que la
formacidn de crooosoncs enormelcs neta y subwetacéntricos

inplicarfe un nccanisno de fusidn céntrica.

MATERIALIS Y IMETODOS

Bl tejido cultivedo wrovicne de unea perra Cocker Spa-
nicl de¢ 8 afios de cdad. L1 diagndstico indicd Neuroblasto
ze orbiterio, tumor cenino reletivenente frecucnte.

Los cultivos sc efectuaron de las dos weneraes previancn-
te indicadas cn ¢l estudio de tumor de pardtida, en ex-
plento dc¢ nequetios fregacentos y por tripsinizacidn del te-
jido. Les preperaciones croaosbmicas se hicicron también

de acuerdo a le técnica citada anterioruente.

RESULTADOS

Se observd une notable prororcidn dc mitosis, 2un en
los cultivos prinerios, ouy superior a le obscrvada en
ouchos tumores huuenos en cstudio en nuestro laborzatorio.
(Fig. 2). Los cultivos presentcron un @specto houogéneo,
de cdlulas fusiforocs, proedouinenteucnte aoononucleadas.
(Fig. 3 v 4).

El cstudio cromosdaico s¢ 1llevd a cabo on los cultivos
priﬁarios ¥y los cuetro Hriceros pasazjes in vitro. Fucron
utilizadas 80 petafascs c¢n las cualcs el recuento crouosé-

nico reveld que la meyorfe de ellas cre hipodiploide.
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7ig. 2., =~ Neuroblastoms camino. Mitosis en €l cultive
primorio. (600 x).

3)

Y)

- ‘

Fig, 3 y 4., - Aspecto del cultivo en €l 2do pasa je.
(600 x@).
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Ta veriecidn ofs frecucnte oscild entre 44-57 cronosonas
por ndecleo., C&lules eperentecnente diploides normeles y 2l-
gunas a2ltaocnte noliploides taubidn fueron observadas, cun
que c¢n una proporcidn vucho nenor que les hipodiploides.

Le disminucidn del numero total dc cromosomes fue acon-
pafiada por un auoento del ndnero de crowosonas neta y sub
netacéntricos de diferentcs tawnetios, veriando estos cntre
5y 16. (Fig. 52, 5b y 6). S¢ obscervd tanbidn une pérdida
de cronmosoues, d¢ acuerdo 21 ndnero de brazos de les cdélu-
las cstudiedes, cn genersl inferior 2 80, que e¢s el numero
de brezzos crouosdmicos o nducro fundanentel ¢n el perro
nornal. (76 cromosoues acrocéntricos + 2 cromosonas subac-
tacéntricos = 80 brazos crorosdéricos).

No sc ha obscrvado un cariotipo &nornel que parezca pre-
dooinar sicndo anplias las fluctuwaciones del nudnero crono-
sbénico totazl, del numero de crocosoues dc¢ dos brazos pre-
sentes y del ndmero fundamental, wmstos velores c¢stdn indi-
cedos cn la tabla 1, corrcspondiendo a2 las 80 nmetafascs
estudiadas,

En le weyor parte de les nitosis ¢n bese a las cuegles sc
confeccionaron cariotipos resultd ffeil la identificecidn
de uno so0lo de 1lo0s cronosooes X, Bl scgundo wicambro de¢ c¢s-
te par percce ester ecuscnte o confundirse con los crnmoso-~
mas subzctacéntricos supcrnuuerzrios.

En ¢l presentc neuroblostone no hen sido obscrvedes otres
2ltereciones cromosdnices frccuentemente citedas cn tucores
neurogénicos humenos y de otros eanimeles, teles cono 1los
crozosocas "doble ninuto" y les pulverizaciones. Estos fo-
ndnenos fucron observedos por Leven y col. (15) en un ncu

roblastoue huneno y por lisrk (16-17) cen gliomes de adultos.
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Fig. 5. = a) Metefose y b) Idiogroma de unn célula de 46 cromo-
som~s de los cuales 16 son de 2 breozos. (1500 x).
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Fig. 6. - Idiograma de une célula de 68 cromosomes donde
6 son de 2 brazos (1500 x).



Nimero Numero de cromoscmas meta thimero de
de J_'Subm‘\acéﬁh'iws Numero Fundamertal | celulas
CramoSomas
313 2 g0 9
35 ' 2 ¥ 4
# 2 6 3
12 2 34 2
30 2 12 5
0 3 13 2
63 6 H 6
ol 12 13 3
5% 11 63 1
56 g o4 2
56 9 65 3
55 9 64 b
53 4 59 3
50 9 59 4
48 9 5% 2
48 10 58 3
43 6 53 2
43 i 54 5
43 A0 59 4
1A A4 60 6
e 16 2 3
4y 14 55 A
4y 13 51 4
TABLA 4

* Ndwmero de ¢romosomas )cle cromosomas  meta y sub-

mctacentricos y MU Meso {lmdamen’tel en B0 mefefases.
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DISCUSION

Les obscrveciones recalizadas en los cultivos primerios,
72 horas despuds de iniciedo su crecimicnto'in vitro y cn
los 4 poscjes subsiguientes reveleron le presencia constan
tc de cronosoncs mercadorcs de dos brazos, cuyo ndmero fue
varieble en les 80 metefases estudiades.

La prescncia dc crouosones suboctacdéntricos de difercen-
tes tanafios sugicre gque no serfan el resultedo de le en-
dorcduplicacidn selective o de le no disyuncidn sowndtica
de los crowoosnnas X. Teopoco la existencia de crowosones
vetacéntricos, susentes en el cariotipo del nerro noruel,
pucde debersc a le accidn de cstos mecanisnos.

&l origen dc estos crowonsones narcadores puede expli-
carsc aduitiendo un amplio reordenzaicnto crowosduico
resultante de oultiples fusiones céntrices de tipo
Roberstonizno. (18). La fusidén de dos crouosonas telo-
céntricos darfa origen 2 un crouoson2 meta o subnetacdén-
trico y le repeticidn de estes translocacionecs a partir
de un ceriotipo normel conducirie a la eparicidn de los
udltiples crouosoncs marcadores obscrvedos.,

La accidn dé un nccenisoo de fusidn céntrica explicaria
teabidn la reduccidn del ndmcero totel dc¢ cromosonas c¢n
les célules anormeles y la diswinucidén de cronosones te-
locéntricos. Sin eambergo, en c¢ste caso, le disninucidn
del ndizero totzl de cromosomes no parcce guarder une
relacidn cstricta con ¢l increuento de crouosones meta
y submetecéntricos, y ocurrirfa una pérdida rcal de
croaosonas, ¢liminados durantce oitosis cnornales.

Pakes y col. (19) describicron la prescncia de
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ceriotipos alterados ¢n dos lineas de tumbres ceninos,
donde sc observaron cronosomas de dos brazos supernunera
rios. ¥n une linca celular provenicnte de un perro con un
linfosarconma, Miles (20) hzlld un cariotipo esteble de 43
44 cromosomes dc¢ los cuales aproxiuedaacnte 26 ceregn ncta
y subnctacéntricos.

Lz fusidn cdntrica de dos crouosounes telocéntricos den-
do origcn 2 un crouosona 2 dos breazos, ¢és uno de lons ne-
canisnos bdsicos cen la ecltcerecidn del cariotipo de los
eucariotes. Estce fendmeno es, cn conjuncidn con otros
procesos tales como ¢l aislamicnto geogrdfico, un paso
frecuente en la formecidn de nuevas cspecics. Adeands de
los trabejos citados, cen los cuales la prescncia de
cronosones anormales podrie dcberse a estc mecanismo,en
otros individuos normzles de le faanilia Canidae se cita
la cxistencia de un polinorfismo intracspecifico debido
2 fusiones cdéntricas. Tel el caso del Zorro azul-Alopex
lagopus Lin (7).

Bstos hechos sugiercen que el fendueno de fusidn céntri
ca adeads de desenpefiar un rol imnortante en la evolucidn
del cariotipo de la fanilia Cenidae, rcpresentarfe una
tendencia gencral cn los rceordenanicentos cromosdnicos de

algunos tunores caninos.
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HIBRIDACION CELULAR SOMATICA ENTRE UNA LINZEA TUMORAL

HUMANA Y UNA LINEA NORMAL DE RATON

JNTRODUGCC ION

Aotualmente se sabe que las células somAticas de los or-
ganismos supcriores cultivadas "in vitro" son susceptibles,
en determinados cascs, de fusionarse. Esta fusidn da lugar
a la formacidén dc¢ nucvas células denominadas "hibridas”. La
hibridacidn celular somdtica fué descubierta por Barski y
col en 1960 (1,2). Las celulas cmplcadas en la primera ex-
periencia de hibridacibén ceclular somdtica pcrtenccian a
las linecas NCTC 2472 y NCTC 2555, obtcnidas en el labora-
torio de Sandford a partir de un mismo e¢lon de células nor-
males de ratdn C3H (3). Mantcnidas cn cultivo mediante pa-
sajes seriados durante largo tiempo, las dos lineas diver-~
gieron, adquiriendo propiedades diferentes. Marcadamente
distintos fueron su capacidad_tumorigena, su morfologia vy
el nimero y tipo de sus cromosomas. La linea NCTC 2472,
denominada Ny, presentd un nbmero modal de 55 cromosomas
telocéntricos, siendo uno de cllos de gran tqmaﬁo, y un
elevado poder tumoriéeno. La linea NCTC 2555, también co-
nocida como Np, acusd un nlmero modal de 62 cromosomas de
los cualcs 9 a 19 ciran metacéntricos y los restantes te-~
locéntrioos; Su capecidad de¢ producir tumorcs era muy.in-
ferior a la de la linca Nj.

Se efcetud un cultivo mixto de ambos tipos celulares y se
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mantuvo durante varios meses & través de pasajes sucesi-
vos. Al cabo del tercer mes en cocultivo se observd la a-
paricibn de un tercer tipo celular. Estas nuevas células,
denominadas M, prcsentaban un ndmero modal de 115 a 116
cromosomas, 1o que correspondia aproximedamente a la su-
ma de los cromosomas de Ny y de Np., E1 andlisis carioti-
pico dc esas células rcveld que los 11 cromosomas meta-
céntricos prescntes correspondian a la linea Ny y el lar-
go telocéntrico a la linea Ny. las células M presentaron
una ventaja selectiva respecto de ambas lineas parentales,
lo que permitid aumentar progresivamente su nimero y ais-
larlas por clonacidén a partir del cultivo mixto.

Todos los clones M estudiados mostraban una serie de ca-~
racteristicas comunes: 1) moriologia similar, intermedia
entre la de las células Ny y la de la linea N,. 2) un ca-
riotipo acumulativo de Ny y Np con una tendencia sin em-
bargo a un ndmero cromosdémico por debajo del valor aditi-
vo. 3) un elevgdo poder tumorigeno del mismo orden gque el
de la linca Ny.

ILa posibilidad de obtener células hibridas despertd in-
mediatamente ¢l interés dec varios investigadores que que
guisiecron verificar en que medida este era un fendmeno
general, Sorieul y Ephrussi (4) repitieron la experien-~
cia dc Barski y col y llegaron a los mismos fesu}tados.
Posteriormente los trabajos de Ephrussi y col (5,6) de-

mostraron, en células de ratbén, que era posible obtener
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hibridos entre células tumorales y células normales, los
cualecs consecrvaban cl cardcter ncoplédsico del parental ma-
ligno. Mas tardc se¢ logrd la obtcncidn de hibridos inte-
respecificos, resultado de la fusidn de células de ratdn
y de rata (7,8), de ratén y de hémster (9,10), de células
humanas y murinas (11).

Estos hibridos intcrespécificos fucron posiblcs median-~
te la utilizacidén de métodos selcetivos gquc se discuti-
rdn en cl curso de este trabajo.

El fendmeno de la hibridacidn celular somdtica ~ asi de-
nominado pues concierne a las célules de la linea somé-
tica, por oposicidén a las células de la linea germinal -
ha permitido el cstudio de problemas fundamentales en la
genética d: las células de los vertebrados superiores.
Para estudiar la expresim simulténea de gencs de los
dos tipos de células parentales, ¢s nccesario utilizar
lincas que poscan al menos un marcador genético, es de-
cir que un mismo carécter presente en ambas células pa-
rentales formas diferentes, lo que permitird su identi-
ficacidén cn el hibrido. Spencecr y col utilizaron como
marcadorcs los antigcenos de histocompatibilidad del sis-
tema H2 del ratdén y demostraron que en los hibridos mu-~
rinos los antigenos de transplantacién eran codominantes,
c¢s decir que en el hibrido se expresan las caracteristi-
cas antigénicas de ambos parentales.

La utilizacidén de marcadores chzimdticos en el ratébn y
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en la rata, telcs como la lactodehidrogenasa y la @-glucu-
ronidasa, evidenciaron guc en los hibridos interespecifi-
cos ratbén-rata las dos isoenzimas estaban prcscntes en e}
hibrido. Esto indica que en este Gltimo sc expresa una par-
te al menos de los genes de cada una de las lineas parenta-
les (8).
El problcma dc la rcgulacidn de la transcripcidn de los ge-
ncs y la rclacidn entre la transcripcidén dcl ADN y la tra-
duccidn de los ARN mcnsajeros en protcinas también fucron
abordados mediantec expcriencias dc hibridacidn. Sc sabe que
la mayor partc dc las cllulas altamcnte difcrenciadas mo se
dividen. Harris y col (13,14) demostraron quc el proceso de
diferenciacidn no produce un paro irreversible de las fun-
cioncs nuclearcs. Fusionando critrocitos de pollo con cé-
lulas no diferenciadas sc¢ logrd la reactivacidén de los na-
clcos de los primeros. Es decir, los eritrocitos de pollo
conservan un nacleo "latente® que no sintetiza ningin na-
terial genético. Pero cuando esos nlclcos sc¢ introducen
cn ¢l citoplasma de una célula no difecrenciada humana o
murina, se€ rcactivan y recomienzan las sinﬁcsis de ADN y
ARN.
Otros aspcctos cstudiados nmcdiante la hibridacidn celular
somitica han sido los factores quc dcterminan la recepti-
vidad cclular a las infeccionecs virales (15) y la activa-
cién de virus oncogénicos prcsentes en forma enmascarada

en las células (16,17).
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SISTEMAS SELECTIVOS Y SEMISELECTIVOS

En cl curso de¢ las primeras experiencias de hibrida-
cidn celular somatica la obtencidén de los hibridos resul-
t6 en algunos casos muy dificil, pues solo podian ser ais-
lados aquellos que poseian una ventaja selectiva sobre las
ctlulas parentalcs. Ademds ¢l fendmeno de la fufidn celu-~
lar ocurre a una baja frccucncia y la proporcidén dc hivri-
dos formados cn la poblacidn mixte cs muy cscasa.

En 1964, Littleficld pcrfccciond un método que permitid
salvar la dificultad del aislamicnto de las células hibri-
das., Estc consistid cn utilizar como lincas parentales cé-
" lulas  degicientes en ciertas cnzimas que intervicncn en
la sintqsis del ADN y como medio de cultivo un medio se-
lectivo, llamado medio de Littlefield o medio HAT.

Se sabc que existen dos vias de sintesis del ADN celular.
Por un lado las células efect(an la sintesis “de novo" de
los nucledtidos purinicos y pirimidinicos a partir de los
hidratos de carbono y de los aminodcidos, También pueden
utilizar para la sintasis del ADN precursores tales como
la timidina y la hipoxantina, debido a la presencia en

las células de¢ las cnzimas timidina quinasa (TK) e hipo-
xantina-guanina-fosforibosiltransferasa (HGPRT). El es-

.

qucma que siguc muestra cstos mecanismos.
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Las cllulas normalcs sintctizan a la vcz la TK y 1la HGPRT.
A partir de¢ e¢llulas normalcs se pucden aislar otras defi-
cientes cn una u otra dc cstas cnzimas. Las células defi-
cientcs en timidina-quinase - llamedas TK sintctizan
normalmcnte la HGPRT, y les carcntes de ésta (Gltima - lla-
madas HGPRT sintetizan la timidina-quinasa. Una célula
hibrida resultante de la fusién de una célula HGPRT™ y

de otra TK™ sintetiéﬁ las dos cnzimas.

En un medio de cultivo que contenga un inhibidor de la
sintesis "de novo® decl ADN, tal como la aminopterina,
ninguna célula pucde multiplicarse. Pero si adecmés de

la aminopterina sc afiaden timidina e hipoxantina las cé-
lulas normales que poscen las cnzimas TK y HGPRT nece-
sarias para la utilizacidén de estos precursorecs pueden
multiplicarse, asi como los hibridos TK™ x HGPRT™, En
cambio, las células parentales TK~ y'HGPRT; no pgeden
dividirse.. Ese medio adicionado con hipoxantina, amif
nopterina y timidina es ¢l medio de Littlefield o HAT,

El sistcma semisclectivo perfeccionado por Davidson y

Ephrussi (20). en 1965 consiste en una modificacidn
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del sistema de Littlefield. Se utiliza cuando uno de 1los
tipos de células parentales es normel, o sea que no pre-
senta ninguna deficiencia enzimdtica y ¢l otro es TK™ o
HGFRT . En €l medio HAT las células parcntalcs TK™ y
HGPRT™ son contrascleccionadas-y el hibrido se multi-
plica. En el medio scmisclectivo solo cs climinado el
parcntal deficiente. Particndo de un cultivo mixto dgn-
de las células normeles sc hallen en nfmero rcducido,
las colonias hibridas pucdcn generalmente rcconoccrse
por su morfologfa y ser aisladas.

la vcntaja de este método sobre el anterior reside en
gue permite la utilizacibén de células normales, lo que
constituye una facilitacidén de orden técnico y aumenta
considerablemente el namero de combinaciones que pue-

den efectuarse.

MATERTALES Y METODOS

Lineas parcntales: Ias células de ratbdn pertenecen a

la linca 3T3-4E (TK-) deficiente en timidina-quinasa y
resistente a 30 g de BUDR/ml (5-Bromodecoxiuridina) (21,
22). Estas c€lulas prcscntan un nimero modal de 66 cro-=
mosomas - 62 a 70- todos telocéntricos. (Fig.l).

Antes de iniciar la hibridacidn esta linea fué inocu-
lada cn el hémster Sirio dorado no dando lugar a la
produccidn de tumores.

ILa linca celular humenae es la SA, (HGPRTT) deficiente
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en hipoxentina~guanina fosforibosiltransferasAv resisten=~
a Bjkg/ml de 8-Azaguanina. Proviene de¢ un liposarcoma y fué
establecida por el Dr D. L. Morton (23). Prcscnta un nGmero
modal dc 61 - 60 a 67 - cromosomas, con la siguicnte distri-
bucidén dc acucrdo a la clasificacidén dc Denver:

Grupo A: 9 (8-10) cromosomas

Grupo B: 4 (4~7) cromosonas

Grupo C: 20 (15-32) cromosomas

Grupo D: 9 (7-11) cromosomas

Grupo E: 11 (6-11) cromosomas

Grupo F: 4 (4-9) cromosomas '

Grupo G: 4 (2-5) cromosomas (Figs. 2a y 2b)
Durante los primcros pasajcs dcspués de iniciado el culti-
vo €l cstudio de cstas células mcdiante cl microscopio elce-~
trdénico reveld la presencia de particulas virales del tipo
C, morfolégicamente similares a los wirus de los sarcomes
murinos y aviarios (23). Asimismo, los test de inmunofluo-
rcscencia evidenciaron un antigeno tumoral capaz d¢ rcac-
cionar con los anticucrpos dcl sucro del pacicntec del cual
provcnia el matcrial cultivado.
En postcriorcs pasajcs cl cultivo no revcld més particu-
las viralcs, si bicn continud prcscnte el antigeno tumo-
ral caractcristico precviamcnte dctcctado. No se sabe si
las células pcrdicron complctamcntc las particulas vira-
lcs o0 si ¢l gcnoma viral pcecrsiste en ellas pero hebiendo
pcrdido su capacidad de producir virus complctos.
Las ollulas parcntalcs fucron cultivadas cn medio s;nté-

tico 199 suplcmcntado con 10% de sucro fetal bovino. Pa-

ra el mantcnimiento de la linca 3T3-4E (TK ) se agrega-



53
ToNn soAg de BUDR/ml dc mcdio y cn el caso dec las células
Sh4 (HGPRT™), 3 kg de 8-Azaguanina/ml. Las dosis de antibid-
ticos en ambos cultivos fué de hnkg/ml dc cstrcptomicina y
100 U/ml de penicilina.
Previamcntec a la cxpcricncia de hibridacidén las células fuc-
ron cxaminadas con microscopia €lcctrdnica. E1l resultado dc
cstc cstudio demostrd la auscncia dc particulas virales del
tipo C en ambas lineas.i
Las figuras 3a y 3b mucstran el aspccto morfoldgico de los
cultivos parentalcs al iniciarsc¢ la hibridacion. Nbtese las
células alargadas, tipicamente del tipo "fibroblastico® de
la linca 3T3-4E y cl aspecto "epitelioide™ y el crecimiento
agrupado de las células SA,.

Induccidén a la fusidn cclular: E1 virus actualmcntc mas uti-

lizado cn las cxpcricncias de hibridacidn cclular es el vi-
rus dc Sendai, un mixovirus dcl grupo de los parainflucnza.
La técnica original dc¢ su utilizacidn, descripta por Okada
(24) comsistc cn la induccidn dc la fusidn mcdiantec el vi-
rus inactivado por la radiacidén ultraviolcta, pucs cl virus
inducc la fusidn de las células aGn cuando sus 4cidos nu-
clcicos han sido destruidos. La envoltura viral es el com-
poncnte de ocapacidad fusionante.

En la cxperiencia de hibridacidn de las células 3T3-4E y
SA4, culbivos mixtos de 1x10% células de ambas lineas fue-
ron incubados a 37°C con 800 unidadcs hemaglutinantes (HAU)

de virus de Scndai inactivado con radiacidn ultravioleta.



Fig. 3.~ Morfologia de 1lo
cultivos parentales de
los hibridos. (450 x).

e) Linea humena SA,.

b) Linea de ratdn BTB-4E

¢) Hy~l en el 6to pasaje.

d) Cultivo de um tumor ob
tenido por heterotrans-

plante de células del hi-
brido Hy-1l.
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Las suspensiones mixtas, efectuadas en medio de cultivo sin
sucro, fucron mantenidas a 4°C durante 10 minutos para per-
mitir la accién viral. Luego fucron lavadas trcs veces con
medio minimo 199. La fusidn sc¢ rcalizd en cdpsulas dc Pe-
tri plisticas de 10 cm de didmetro, contenicndo 7 ml de mc-
dio. Una vez lavadas las células, se agregd medio minimo,
quc fué recmplazado por medio HAT al cabo dec 24 hs; Bste
Gltimo fué renovado dos veces por scmena.
Al cabo de 15-18 dias de mantenimiento en medio selectivo,
gse observd cl crccimiento de colonias hibridas en dos de
las ocApsulas.la frecuencia dec obtencidn de colonias fué de
una por lxlO5 células parentales aproximadamente.
Sc aislaron 6 colonias, a razdn de 3 por cApsula, mediante
una pipcta capilar Fastecur y fucron transferidas a 6 cép-
sulas plasticas de 3 cm de diamctro con 1,5 ml de medio
HAT. Al cabo de 10 dias el cultivo fué conflucntc cn 3 de
las clpsulas y las células fucron transfcridas a botcllas
de cultivo de vidrio Pyrex de 200 ml. A partir de cste mo-
mento los cultivos se continuaron en mcdio minimo 199 su-
plementado con 15 dec sucro fetal bovino y antibidticos.
Este procedimiento se esquemariza en la Fig. 4.
I0o.s tres clones hibridos asi aislados fueron denominados
Hy-1, Hy-2 y Hy-3.
Ia Fig. 3¢ muestra la morfologia del clon Hy-1l cn el 6to
pasaje en medio minimo, intermedia a la de las células pa-

rentalcs.
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Test dc la malignidad por heterotransplante. E1 cardcter

maligno o no maligno de las células parentales y de los
hibridos fué probado por heterotransplantec de las célu-
las en cultivo en las bolsas yugales del hamster Sirio

dorado. Los animalcs fucron tratados una vez por semana
con 0,13 ml/hémster dc acetato dc cortisona (Cortisona

Roussel).

Se¢ efctucron lotcs de 8 animalcs:

Lotc 1: 1x10° células do la lineca Shy.

¢

Lote 2: 1x10%® células de 1la 1inca 3T3-4E,

6 cé1ulas del nibrido Hy-1 en

Lote 3:Se inocularon 1x10
el 27avo pasaje.

Lote 4: lxlO6 del hibrido Hy-2 en el 29avo pasaje.

Lote 5: lxlO6 células del hibrido Hy-3 en el pasaje 27.

.

Test XC para la deteccidn de particulas viralcs del tipé O.

la linea celular XC provicne de un tumor de rata inducido
por un virus de sarcoma aviario (26). Fué obtenida del la=
boratorio del Dr W. P. Rowe (National Institute of Health
Bethesda, Ma,'daa). vy mantcnida mcdiante pasajcs scriados
en medio c¢sencial minimo. Sc caractcriza por desarrollar
policariocitos cuando c¢s cocultivada con células porta-
doras de particulas virales decl tipo C. Es actualmente un
test de gran valor para la deteccidn de cestos virus.

Las £&lulas XC fueron cultivadas en tubos de Leighton, a
razén de 1x10° células por tubo. Entre 24 y 48 horas des-

pués, segin cl crecimiento de las monocapas, se afiadieron
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las células a testar, a razdn de 1x10° células por tubo.
Los cocultivos se mantuvieron a 37°C y fueron controlados
24, 48 y 72 horas después de efectuados. Scgin los casos
la fijacidén y coloracidn (Giemsa) se 1llevd & cabo a las
48 y 72 horas de cocultivo

Ias cflulas cultivadas conjuntamentc con la linca XC fue-
ron las parcnbalcs 3T3-4E y SA, y los hibridos Hy-1, Hy-2
y Hy-3 cn cl 6to pasajc cn mecdio minimo y cn los subculti-
vos 26, 28 y 26 rcspcctivamcente., Como linca de control se
utlizd 1la Ny, citada en la introduccidén, la que da siste-
mAticamentc rcspucsta positive a este test por estar crb-

nicamcnte infectada con particulas C.

RESULTADOS

Andlisis carioldgico de los hibridos. E1 estudio de 1las

células parentalcs 3T3-4E y SA4 indicd la siguiente com-
posicidén cromosdmica:

3T3-4F SA 4

) 48 cromoso-
66 cromosomas tcloclntricos 61 cromosomas mas a 2brazos.

13 acrocéntricos.
De dondc un hibrido ideal con le pcrticipacidén de los com-
plcmentos cromosémico8 completos de ambos parcntales se-
ria:
66 (3T3-4%) } 79 acrocéntricos
3.3 (SAy) y telocéntricos

SA4 3T3-4E 127 crom.
48 (SA4) cromosomas de 2 brazos
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Al cabo dec 4 pasajcs cn medio minimo 199, 56 dias después
de iniciede la hibridacidn, se¢ efctud el primer examen ca-
rioldgico de¢ los hibridos Hy-1l, Hy-2 y Hy-3, analizandose
un total de 52 metafascs.,

En los trcs grupos de células estudiadas se hallaron ni-
meros cromsdmicos totales entre 102-116, con un nlmero de
cromosomas dc dos brazos variablec entrc 25-33 (Tabla 1 y
Fig. 5).

Los valorecs medios comprendidos centrc 107,66 y 109,35 pa-
ro cl nimero total dc cromosomas indican que la composi-
cion de los hibridos difierc cn aproximadamecntc 20 cromo-
somas de un hibrido ideal de 127 dondc todos los cromoso-
mas de las dos células parentales estuvieran prescntes.

La presencia de en general 78-81 cromosomas acrocéntricos
v tclocéntricos - 79 en un hibrido ideal - y de aproxima-
damentc 28 cromosomas de dos brazos - 48 en el hibrido
{dcal - indica una pérdida dec cromosomas de éste Gltimo
tipo.

Las Figs. 6, 7 y 8 mucstran los idiogramas corrcspondicne’
tes .2 3 mctafases dc los hibridos Hy-1, Hy-2 y Hy-3 cn
cl 4to pasajc.

Ia auscncia dc cromosomas de dos brazos cn las células
parentales dc ratdn nos permitc ubicar a los mismos hallg-
dos en los hibridos como de origcn humeno. No cs posible,
en cambio, diferenciar los cromosomas humanos acrocéntri-

cos de los grupos D y G d¢ los cromosomas murinos.
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Tabls 4

(bml:oSicio'n C\'Omoso'mica de los
Hbridos H\’--l , Hy—Z.\/ H\I-.’a enel
Lte ]:ue:e'le en medio mmimode

Ee9\e 3 las 56 dias de Cuhivo.

Fi%.s-

Histogremas del numero tota)
& cromosomas v nimero de

Cramosomas de 2brazos de los
_l\;.l:ridos Hy—‘l , Hy—z y H7-3 cn

el ft Fese]e.
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total de cromssomas y el uimero de o
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Fece'r\;.\es Qom“:\ef.,-s .

.é&f:‘w Hy-1 Hy -3
l:,z*“‘ NTC €28 | NTC c28 | ntC c28
4 403 M 405 25 140 28
2 405 30 409 30 405 25
3 440 28 45 3% N R
4 405 3% 440 28 403 24
S 406 25 M5 29 A6 32
¢ 405 . 25 403 25 405 RC
7 445 29 406 yin 410 28
g 403 W 440 25 104 25
9 408 28 442, 2 402 25
405 26 440 29 445 28
440 A A0L 23 406 25
405 28 A0S 25 441 21
A44 33 408 26 A0S 25
406 29 A4 3 115 24
445 A A6 33 410 32
109 30 A4 32
105 23 108 28
A15 32
106 _ 25
A46 28 .
403-M5 | 2533 | 403 M| 25-23 | 402146 ] 2.4-32,
A0} 66 | 2820 | A09,00 | 2,8,00]40935| 2365
n
40
o
9|
8 . 8 _
] £ B
G 6 | G |
. |515 5 | 5
41 |44 4 | 4
3 313 3 3 313
2121212 2 2 212
afafala] [4{a]sa]a]al A1 N
A02 A0 104405 406 403409 M0 444 12 Al A4S 4L 123
n*totel de cromosomas
m
m| [
10 40
93 | 9
8 8
7 1 :
6| L] 6
515 5 5|5
4ty 414 4 {4
313 3/3i3131]3
222121212 a2l
1444414444,4 ] 48
24 2520 2% 28 2930 21 22 33

Mmode arrvmncarmac Ao 9. krazac



53@%](893un3005000;;:

N0 OBodAAcaAOIGROLAE B
8 80 0 4 . 0B 980 0D cRANDOOG O

L 0o d & a )

z \3.3’““\53f:r >
Pt

,H satd 073358
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Fig. 7. - Célula hibrida Hy-2 de 110 cromosomes,
donde 27 son humanos. (1200 x).
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Es decir, en este primer cstudio de los hibridos se obser-
va la pérmancncia dc¢ aproximadamente un 100% de los oromo-
somas de ratén y humanos acrocéntricos y lﬁ pérdide de un
41,67% de los cromosomas humanos mcta y submetaoéntricos.
Postcriores estudios cromosémicos se efeotuaron en los 3
grupos de hibridos cn los siguicntes pasafes:

1) Hy-1, cn los subcultivos 25, 30,y 35, a los 182, 207

y 232 dias de iniciada la hibridacidn,

2) Hy-2, en los pasajcs 25, 3l y 35, a los 182, 212 y 232
dias de cultivo.

3) Hy-3, en los subcultivos 27, 32 y 36, a los 188, 216

y 237 de cultivo.

En lor 3 grupos de hibridos se observaron nQmeros cromo-
gsémicos totalcs de entre 51-62 cromosomas que se mantu- -
vicron sin variaciones remarcablcs entrc un pasajc y otro.

Hibrido Hy-l: (Figs. 9a y 9b.) E1 nlmero total dc eromo-

somas presentd, en los pasajes 25, 30 y 35, valores me-
éios de 55,13 , 57,30 y 56,14 recspectivamente. Los valo-
res medios de los cromosomas de dos brazos fueron de 9,27
8,43 y 7,14 (Tabla 2a).

Es decir, a lo largo dc 10 pasajcs = cntre el ntmero 25
y cl ninero 35 - y de 50 dias de intervalo entre los sub-
cultivos 25 y 35, no sc produjeron pérdidas considerables
del nGmero total de cromosomas ni una el;minacién tampo-
¢co importante de cromosomaes de dos brazos.

Jable 3
La E3gvr—3+0 muestra los histogramas de los valores repre-
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a)

Hibrido H\'i-’l en los_Pasajes
mimero25,30y35 2 los82,
201 232, dias A%Fues de
lafusio'n.

NTC: nttotal de cromosomas.
€28: m: de cromosomas de 2 brazos.

b)

Hibrido Hy-2 en los Fesejes

ndmero 25,31y35 2 los 182,

212, v 232 dias éespués de

la .?usio'n.

5

Hobrido H\!-3 en los \aasaje

namero 23,32y 36 3 los 187

246 y 237 dias dias des‘pue's

de lo ?usio'n.

w59 Pasale w225 Pasaje m230 m* 35
" IT'NTC [C28 | nre [ce2p | NTC | €28
A 56 40 56 3 58 g
2 54 9 58 g 5% 3
3 5% 40 0 9 58 1
y | 51 3 58 9 ©0 10
5 &0 12 60 40 54 6

L6 55 9 59 10 50 A
3 @0 40 60 10 58 3
8 5% 40 A 3 60 40
9 ©0 12 55 b 51 B
40 54 R 5% 3 60 9
" 55 g 55 ¥ £8 8
2 | 51 3 0 9 54 9
13 53 R 5% 3 58 8
4y 53 9 55 3 55 i
45 58 40 58 9 0 9
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Muis| 6543 | 92% | 53,30 | 813 5604 | IAY4
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2 60 42 53 8 55 A2
3 54 4 54 12, 58 42
4 55 14 52 m 62 AL
5 59 43 56 45 52, AO
A 54 15 55 14 54 40
1 G0 13 54 12 55 A2,
8 | 55 10 5 44 54| 40
2 58 45 58 45 53 45
40 | 1’2, 40 &0 16 52 A2
A4 55 A4 55 14 56 15
42 5% 45 62 A5 58 45
43 R 3 51 10
Ay 55 40 5 A2
‘45 56 44 58 A2,
o) 54-6A 1 40-4F [ 54-62| 8-46 | 514-62| 40-45
Mudiasl 56,08 | 4344 5540 | 4306 | 5553| 42,33
E&T Pasaje n° 23 Faszje Mt 32 Paszje m: 36
& NTC c28 NTC c2.8 NTC | C2B
1 58 9 60 A0 5y 3
2] 6o 9 51 A 58 9
3 56 8 53 3 &0 42,
4 55 3 54 1 51 8
5 53 E ) Zu 56 7
6 5 3 5 3 &R 8
3 53 9 53 3 3! b
8 6 12, 1 6 12, 0 40
y) 53 8 55 3 51 9
40 ) A0 58 g8 59 10
A4 56 3 58 9 51 3
2] 58 8 o0 10 56 A
A3 A 9 54 b G0 12,
A4 5 6 55 3 H4 g
A5 5% 9 54 k. 51 G
30| 50 -4 | G-42 | 51-61| 6-12 (51-60 | 6-12
Mdias] 56,66 | 833 | 5620 | 806 | 5533 [ 820

Distribuciom cromosdmica e los hibridos Hy—*, Hy—Zy Hx/B
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scntados cn la Tabla 2.

Hibrido Hy-2: E1 nimero total de cromosomas flucttia tem-

bién entre 51-62 cn los 3 pasajes, con valorcs mcdios de
56,08 , 55,10 y 55,53 en los cultivos 25, 31 y 35 respec-
tivamcnte.

Los cromosomas de dos brazos presentan valorcs medios de
13,41 , 13,06 y 12,33 (Tabla 2b, figs. 10 y 11).

Es dceir, como ¢n ¢l Hy-1, en cl Hy-2 no sc manifiesta
una pérdida considcrable del nlmero total de cromoscmas
de dos brazos a lo largo de los tres pasajes. Sin embar-
go, cstc grupo prcscnta un nlmero de cromosomas meta y
submctacéntricos ligeramentc superior - entrc 13,41 y 12,33
al dc los hibridos Hy-1 (9,27-7,14) y Hy-2 (8,33-8,20).

Hibrido Ey-3: (Fig. 12). Los valorcs medios de 56,66 ,

56,20 y 55,73 en los pasajcs 27, 32 y 36 sciialan igual-
mcntc una cstabilidad cn ¢l nimcro total dc cromosomas.
Los valorcs mcdios dc 8,33 , 8,06 y 8,20 para los cromo-
gamas dc dos brazos indican también quc no hay variacidn
dcl nGmcro de &stos cn ¢l periodo comprcndido cntrc los
pasajcs 27 y 36. (Tabla 2¢), '

Test de la malignidad por heterotransplantc (Fig. 13)

Las obscrvacioncs e¢n los 5 lotes de animales anterior-

mcnte descriptos fueron las siguicntes:

Lote 1: Entrc 30 y 40 dias despuls de inoculados con las
células SAy, 7 de los 8 hémstcrs prescntaron tumores, lo
que confirma el caractcr altamente maligno de csta li-

nca.



{1 zé%sws
%Béléﬂés!aazqsa
RS LILLIRE ALY LETYTE

géis’e(cmu

Fig. 10. - Idiograma de una célula Hy-2, con
862 cromosomas donde 12 son humanos. Pasaje 25.
(1200 x).
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Flg 11, -~ Idiograma de una célula Hy- 2, con 56 cro-
mosomas de los cuales 8 son humanos. Pasage 27. (1200 x).
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Fig. 12. - Hy-3 en el pasaje n° 31. 55 cromosomas de
los cuales 14 son humanos., (1200 x).
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Fig. 14. - Resultado del test XC obtenido por co-

cultivo de las células parentales e hibridas con
células de la linea XC.
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~Lotc _2: Los animalcs fucron mentenidos c¢n obsecrvacibén du-
rantc 2 mcses sin quc ninguno de ellos prcscntara tumo-
rcs cn c¢sc lapso. Algunos mcses antcs d¢ iniciada csta
expcricncia las cllulas 3T3-4E habian sido tcstadas en dl
hémstgr sin dar tampoco c¢n csa oportunidad lugar a la apa-
ricidén de tumores.

Lotec 3: Entrc los 40-60 dias siguicntes a la inoculacidn
de las células, 3 de los 8 hamsters prescnteron tumorcs

tn las bolsas yugealcs.

Lotc 4: 2 de los 8 animales desarrollaron tumores cntre
los 45-60 dias.

Lotc 5: Entrc los 40-6 & la inoculacidén 3 dc los 8 héms-
tcrs prescntaron tumorcs.

Dos cxplantos de tumorcs de los grupos 3 y 5 fueron culti-
vedos in vitro, rcélizAdndose su cstudio oromosdmico y mor-
foldgico en cl primer pasajc.la Fig. 3d mucstra cl aspec-
to dcl cultivo provcnicnte dc un tumor originado por he-~
terotransplante de células dcl hibrido Hy-1l La morfolo-
gila cclular c¢s similar a la del Hy-1l (Fig. 3c) antes del
transplante en cl hamster.

El cstudio de 10 mctafases indicd un nimero cromosémico
total dc entrc 53-60 cromosomas y un nimero de 6 & 12 cro-
mosomas de dos brazos. Esto permite identificar los tumo-
rcs originados cn el hédmster como provcnientes de las cé-
lulas hibridas inoculadas. Estas células hibridas conser-

van dcspués dcl pasajec en eqanimal, o dc¢ creccimiento "in
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vivo" una composicidén cromosdmica similar a la mantcenidd
en cultivo "in vitro¥,

Resultado de los tcst XC: (Fig. 14) En las lincas parecnta-

lecs y ¢n los tres hibridos cocultivedos con las cllulas XC,
éste test fué ncgativo. En ningln caso sc obscrvaron célu-
las gigantcs multinuclcadas cn las células XC. Por ¢l con-
trario, la linca Ny, utilizade como control, prcsentd nume-
rosos policariocitos. E1 rcsultado obtenido para las lincas
parcntalcs 3T3-4E y SA, concucrda con las observaciones efec-
tuadas con microscopia clectrdnica, previemente a la hibri-
dacidén, quc dcmostraron la auscncia dc particulas virales

decl tipo C cn ambas.,
DISCUSION

Ia bibliografia conocida hasta cl momcnto referida a
los hibridos somdticos cntrc células murinas y humenas (6,
11,17,22-27,31 y 38) mucstra que cn todos los casos hay
una pérdida masiva dc cromosomas humanos.
Dicha bibliografia sugicre quc cstos hibridos pucden agru-
parse cn dos clascs gcncrales:
a) La primera sc caracteriza por la prcscncia d¢ una sola
y completa dotacidn cromosbémica de ratén - 1ls - y por la
pérdida tcmprane de cromosomas humanos (11,17,27-30). So-
lamcnte de 0 a 15 de estos (ltimos son retenidos en la ge-
neracidén hibrids nimcro 20 y la mayoria de ellos se pier-

den cntrc las gcneracioncs 20 y 100,
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b) Ia scgunda sc caractcrizea, salvo raras excepciones, por
la prcscneia de dos dotaciones cromosdmicas completas de
ratén y por una climinacidn mcnos répida de los cromoso-
mas humanos, Dc estos Gltimos persistcn 10 o mas cn la ge=-
neracién nGmero 150 (17,22 y 34),
Los hibridos comprcndidos en la primcra clasc ticnen en co-
min las e¢élulas parcntales murinas, que pertenccen a la 1i-
nea L. Ias c&lulas humanas son células diploides WI-38 o‘
bien células ancuploides transformadas por €l virus SV40,
Ia segunda ¢lase comprcnde hibridos donde las células mu-
rinas son diploides o células de la linea 3T3-4E. El1 pa-
rental humano cstéd rcpresentado por lineas permanentes.
E1l andlisis de los hibridos entre células humanas y de ra-
t6n cstudiados hasta hoy cvidencia quc aquellos quc con-
tienen una sola dotacidn cromosémica - 1s - murina, ésta
¢s complcta. Este hceho permite suponer que en €sos hibrig :
dos la pérdida de cromosomes humanos no €s el resultado de
mitosis dcsiguales. Por cl contrario, las células hivridas
con mas de un genoma parental murino presentan un nlmero
irrcgular y variable de cromosomas de ratdén y la partici-
pacibén dc¢ los cromosomas humanos €s mMAYOT Yy MENnos cons-
tante.
Estas observaciones sugertrian-que- los cromosomas huma-
nos fueran mejor "tolcrados" cuando cl balancec génico so
vueleca hacia un exccso de cromosomas de ratody.
Cloncs hibridos con dos dotacioncs cromosdmicas murinas

son nmuy frcecucntces cn las fusioncs dc la linca D98, pre-
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sumtivemcnte derivada de la Hcla, con la linca 3T3-4E (22)
y de la linca humana VAz con la 3T3-4E (31), Esas oélulas
con un doble contcnido dc¢ eromosomas dc ratdn pueden re-
sultar dc : a) Fusioncs midltiples o sca la fusidn de ?os
oélulas diploidcs dc ratdén con une sola célula humana. b)
Fusidn prcfercnecial dcl parcntal humano con c¢élules tetra-
ploides de ratém. ¢) Que las células parentalcs se halla-
ran cn diferentcs feses dcl cicle calular en el momento

de le fusidn y no hubicra una sincronizacidn de los dos
genomas, dc ratén y humano, en la célula hibrida.

Un trabajo rcecientc de Jami y Grandchamp (38) incorpora

una tcrcera catcgoria dc hibridos a las citadas anterior-
mentc. Es aquella que comprende oélulas hibridas que retie-
ncn cscncialmentc ¢l genoma humano complcto y mucstran una
pérdida prefecrcncial dc oromosomas dc ratdén. Estos hibri-
dos proviencn dc la fusidn de c¢élulas dc la linca de ratdn
CL=1D y dc c¢llulas dc la linca humana VA .

Los rcsultados obtcnidos en nucstra cxperiencia Indican que
a los 56 dias de rcalizada la fusidn y en €l 4to pasaje en
mcdio minimo las células hibrigas de los tres clones estu-
diados prescntan la totalided de los cromosomas de ratdén y
dc los acrocéntricos humanos. Hay, cn cembio, una pérdida
de cromosomas humanos dc dos brazos dc¢ aproximadamente un
a4,

Dificultades tlcnicas, y principalmcntc el lento crecimien-

to dc las colonias hibridas inmcdiatamcntc después de su
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apariecidn, impidid cl andlisis carioldgico tcmprano de las
oélulas. No conocecmos, por lo tanto, la composioién de los
hibridos en los primcros momentos de su formecidén, ni la ci-
nétioca de la eliminacidén de cromosomas humanos mete y subme-~
tacéntricos.

En los pasajcs postcriormcnte cstudiados, cntrc los 182 y
188 dias de c®ctuada la fusidn sc producc simultédncamcnte
una considcrablc plrdida dc cromosomas dc ratén y acrocén-
tricos humanos y dc cromosomas humanos de dos brazos. Esto
sc cvidcneia, por cjcmplo, cn ¢l clon Hy-1 por los valorcs
mcdios dc 107,66 para cl nimcro total dc cromosomas y de
28,80 para los cromosomas dc dos brazos cn cl 4to pasaje y
de 55,13 y 9,27 respcetivamcnte e¢n cl pasaje nlmero 25.

Es decir, ¢l nlmero dc cromosomas de ratdén y humenos acro-
céntricos disminuye en un 50% y el de cromosomas de dos
brazos cn un 665, entre el 4to y 25-27avos pasajes.

Estos valorcs son vdlidos para los clones Hy-1 y Hy-3. El
olon Hy-2 coincide con los antcriorcs cen la pér@ida de la
mitad dc los cromosomes acro y tclooéntricos, pero cxpe-
rimenta una climinacién algo mcnor dc crmosomas humanos

dc dos brazos - aproximadamcnte un 50% -.

A partir dc los pasajcs 25-27 ¢l andlisis de los 3 clongs
hibridos mucstra una cstabilidad cromosbémice, conservén-
dosc entrc 6-~15 cromosomgs humanos meta y submetacéntri-
cos en los pasajcs 35-36.

Estos rcsultados colneidcen con los obtenidos en otras ex-



G5

pericnoias de hibridacidén entre oélulas de ratomn y humenes
cn la pérdida prefcrcncial de cromosomas de origen humeno.
Los hechos no concordantes ocon otros citados en la biblio-
grafia son: a) Las células hibridas muestran en los prime-
ros andlisis la prescncia &c una sola y complcta dotacidn
cromosdmica dc ratdén, en tanto c¢n las otras hibridaciones
rcalizadas con la misma linca parcntal murina 3T3-4E cxis-
tc un doblc genoma de ratdén. b) A lo largo dc succsivas ge-
neracioncs las cflulas hibridas cvidcnoian una pérdide dec oro-
oromosamas acrocéntricos y telocéntricos mas pronunciada

quc la observada cn otras hibridacioncs y paralcle a le eli-
minacidén de cromosomas humanos dc dos brazos. No cs posible
difcrcneiar los cromosomas acrocéntricos humenos de los de
ratén, pcro sicndo la climinacién dc los cromosomas telocén-
tricos y acrocintricos de¢ un 504 rcspceto de los valores ob-
scrvados c¢cn cl 4to pasajc, sc suponc la pérdida dc cromoso-
mas humanos y dc ratdn.

Habria, por lo tanto, una climinacidn paralele dc cromoso-
mas dc ambos parcntalcs, dondc la plrdida dc los cromoso-
mas humanos scria mas pronunciada gquc la dc los murinos;
Finalmente sc¢ llcgaria a un cariotipo mas o mcnos cstable

dc aproximadamecntc 50~03 oramosomas, de los eualcs 6=15

son mcta y submctacéntricos.

Es dceir, las células hibridas al cebo dc¢ un largo cultivo

"in vitro" sc estabilizan cn un cariotipo oaracterizado por

un nimcro oromosdémico total inferior al de las lineas pa-
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rcntales y compucsto por parte d¢ ambes gcnomas.

Un problecma dc intcris quc intcntan resolver algunos dc los
biblogos quc cstudian la hibridacidn cclular somdtica cs si
los hibridos rcsultantcs dc la fusibén dc¢ cclulas canccro-
sas con cflulas normalcs ticncn las propicdad.s dc las c¢é-
lulas tumoralcs, dc ias cflulas normalcs o bicn propicda-
dcs intcrmcdieas,

Difcrcntcs autorcs han llcgado a la conclidsidn quc ¢l ca-
rdctcr maligno persistc on los hibridos r.sultantcs de ta-
lcs cruzamicntos.Por c¢jcmplo los hibridos obtcnidos por
Scalctta y Ephrussi (6) cntrc c¢llulas ncoplésicas y fibro-
blastos normalcs dc ratdn prcscntaban la capacidad de in-
ducir tumorcs cuando sc¢ los inoculaba c¢n animalcs quc po-
sclan los antircnrs dc transplantacidn compatibles.
Rcsultados andlogos fucron obtcnidos por Silagi (32) en
cxpcricncias dc hibridacidén cntrc células normalcs y cé-
lulas malignas provcnicnt-s dc un melanoma dc¢ ratdn. Blad ..
cardcte.r maligno d¢ las cdlulas M obtcnidas por Barski y
Corncfcrt (33) a partir dc las cflulas N1 y Np cpncucrda
con los rcsuliados dc los autorcs rccién citados.

Sin cmbargo, los trabe jos rccicntes de Harris y Klecin (34
v 35) ticndcen a demostrar quc cl cardcter meligno de las
e¢flulas pucdc scr suprimido mcdiantc la fusibén con célu-
las normalcs, si bicn los hibridos rcsultantes pucden re-
cupcrer cl caractcr tumoral cuando sc produce una pérdi-

da importantc de cromosomas de la linca normal. Es dccir,
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@ estc caso, la mo malignidad cstaria rcgida por un balan-
c¢ cntre los cromosomas dc¢ ambos parentalcs tumoral y nor-
mal, y la climinacibén masiva dcl parcntal no maligno volca-
ria ¢l cquilib=io hacia la manifcstacion dc la tumorigeni-
dad.

A difcrcncia dc les obscrvacioncs dc Harris y Klcin, los re-
sultados dc Sobcl y col (36) cn hibridos de c¢élulas dc héms-
tcr Chino dc difcrcentc poder tumorigcno, mostraron quc no
cxistla ninguna rclacidn cntrc la pirdida dc cromosomas y la
cxprcsidén dc la malignidad. Estos autorcs hallaron entrc los
cloncs mas altamentc tumorigénicos cariotivos muy prdximos
al valor hibrido idecal de¢ 44 cromosomas.

E1l rcsultado dc los tecst de heterotransplante realizados en
nucstra erscriencia indican: a) La linca parcntal humana SA,
conscrva su cardcter maeligno, provocando la aeparicibémn de tu-
morcs cn los hdmstcrs inoculados.

b) Ia linca parcntal dec ratdn 3T3-4E no c¢s tumorigena.

¢) Los hibridos resultentcs presentan un podcr tumorigeno
mcnor quc cl dc las células parcntalcs mealignas, obtcnién-
dosc tumorcs cn cl 33% de los animeles inoculados.

las células hibridas utilizadas cn los hctcrotransplantecs
pcrtcnceian a pasajcs en los cualcs la composiciodm cromo-
sémica comprcndia cntrc 50-62 cromosomas de los cuales 8-
16 cran mcie y submctacéntricos, cs dceir cuando sc habia
producido ya una importante eliminacidén de cromosomas de

ambos parcnteles.
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Cabe plantearsc la pregunta de que si la eliminacidn de gran
parte de los cromosomas humanos, en este caso del parental
maligno SAg4, podria ser la causa del menor poder tumorige-
no de los hibridos.

En nuestra experiencia desconocemos la tumorigenicidad de
los hibridos en su primera etapa, cuando su composicidén cro-
mosémica comprendia la totalidad de los cromosomas del pa-
rental no maligno 3T3-4% y gran parte de los cromosomas del
parental maligno SA4,

De acuerdo a los resultados de Harris y Klein, éstos hibri-
dos deberian ser no tumorigenos, gquedando reprimida la ma-
lignidad por la presencia de los cromosomas de ratdén. La per-
dida posterior de cromosomas murinos haria recuperar el ca-
rdcter mal’gno de las células. Sin embargo, nos parece di-
ficil la restitucidn de la tumorigenicidad cuando simulté-
neamente a la pérdida de cromosomas del parental normal - se
produce la eliminacidén eh mayor grado del parental maligno.
Nos parece mas problable que ocurriese el proceso inverso.
Es decir, que en su origen los hibridos fueran malignos,
cuando presentaban la mayor parte de los cromosomas humanos
“tumorales'. Probablemente el poder tumorigeno de los hibri-
dos en ese momemto fuera mas elevado que el evidenciado en
los pasajes 27~29 y mas préximo del joder tumorigeno de las
células SA,. La menor tumorigenicidad de los hibridos testa-
dos seria debida a la pérdida de gran parte de 1los cromoso-

mas humanos mes bien que a la presencia de los cromosomas
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del parental no maligno murino.

No es numerosa la bibliografia referente a la produccidn de
particulas C en células hibridas. La mayor parte de las re-
ferencias provienen de la fusidén de células de rata crénioa—
mente infectadas con el virus del sarcoma murino de Rous,
RSV, con células de pollo (37). tn este caso las células de
rata han sido transformadas por el virus de Rous, perorono
producen particulas virales. La fusidn de estas células con
fibroblastos de pollo permite la liberacidn del virus de
Rous de los heterocariones y es probable gque las células de
pollo suministren algin factor o factores necesarios para
la produccidn de virus en las células hibridas,

En nuestra experiencia el cardcter negativé del test XC preo-
ticado en los 3 clones hibridos indica que estos no produ-
cen particulas C, tanto en el 6to pasaje como en los pasa-~
jes nimero 26 y 28.

La bibliografia sobre la linea tumoral humana SA, indica la
presencia de particulas virales C en un primer periodo de
su cultivo, y la pérdide de dichas particulas en posterio-
res subcultivos.

En este trabajo, la fusién de las células SAy con las cé-
lulas 373-4E - virus negativas - no induce la liberacidn

de particulas virales en los hibridos. Dos razones podrian
ser las responsables de este hecho:

a) La definitiva pérdida Je las particulas virales C en la

- ‘:hee SIAH
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b) La existencia del genoma virel en las células humanas,
aunque incepaz de replicar n‘evos virus.

Las células 3T3-4E a lo ldrgo de su vida “in vitro" nun-
ca han manifestado la presencia de particulas virales C,.

Al ser fusionadas con las células SA, podria ser que mno
fueran capaces de bloguear algin represor que actuara inhi-
biendo la produccidn viral, o de suministrar el factor o
factores neceserios para la replicacidn de los virus, co-
mo ocurriria en el caso de los heterocariones de rata y
pollo.

Es una evidencia incuestionable que la hibridacidn celular
somdtica ha suministrado a la Biologia Celular un nuevo
medio para pencetrar en el dominio hasta el momento mal co-
nocido de los mecanismos que rigen la herencia en las cé-
lulas sométicas, y en especial la herencia de la transfor-
macidén meligne. Utilizando en las experiencias de hibrida-
cién mumerosas combinaciones celulares se pueden actual-
mente acunular conocimientos no solamente sobre el conte-
nido genético de las células somdticas, o sea la localiza-
cién cromosémica de los sitios génicos, sino sobre los me-
cenismos de su expresidn.

Los resultados acumulados hasta el momento parecen indicar,
dada la falta de uniformided, gque los factores que deter-
minan las propiedades invasivas de las células son comple-
jos, que la cancerizacidn no seria comparable a un cardcter

mendeliano Unico, recesivo o dominante.

‘
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MVE TRCNICA DE AMMALTETS CITOGELET.CL

Durante los Gltimos tres afios ha sido nublicedn un grean
nunero de tecnicas de handedo eromosomico. TLl denominedor co-
mun de todes ells es el de vermitir le identificecion de los
eromosomas en metafase mediente le presencia de bsnders cla-
ros y obscurss de loceligzecion precisa y caracteristice en
cada par cromosomico de une deteriainada esoecie.

La extensa bibliografis ge inicid en 1969 con un trabejo de
Caspersson y col (1) donde citeban una técnica de fluorescen-
cia basada en la utilizacidn de la mosteza de quinacrina pa-
ra €l andlisis cromosdmico. En 1970 el grupo de trabajo de
este nismo investigador (2) publicd la identifiecacidén de los
cromosomes humanos en metafase medisante la mencioneda técni-~
ca. Los cromosomas tratados con la mostaza de quinecrina pre-
sentan al ser observados ocon el mierosco»io de fluorescen-
cia bandes de meyor o menor intensided de fluorescencia a lo
largo de sus breazos.

Posterioricente Summer y eol (3) introdujeron el método deno-
minado ASG (dcido acetico-solueibén salina-Giersa) oue puso

en evidenocia, en prejareciones de linfocitos humanos, les mis-
mas bandas exhibidas con la técnica de¢ Caspersson.

Mas recisntemente otras substancias fueron utilizadas para de-
mostrar el bandeo cromosdmico (4-7). Entre estas figuran las
enzimas proteoliticas teles como la tripsina (8) y la gquimio-
trinsina (9) que dan bandas comnarables @ las obtenidass con

la mostaze de quinacrine y el método ASG. Tn tondes estas téc-
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nicas el colorante cromosdmico utilizedo es el Giemsa.
La utilizacidén de éstos métodos permitid, ademds del estudio
de las bandas del cariotipo humano, el de los cariotinos del
ratén (10-12), del hd&mster Chino (5), del cerdo (13) y de
otros mamiferos tales como el gorila y el camello (14).
Parduec y Gall (15), en un estudio sobre la hibridacidén “in
s8itu" del ARN complementario al ADN satélite en €l reatdm,
observeron que la rcgidn centromérica de los cromosomes mu-
rinos, donde el ARN complementerio se locelizebe mediante
autoradiografia, se colorcabs mucho mes intens~mente con
Giemsa que €l resto del cromosoma. Arrighi y Hsu (16) modi-
ficaron esta técnica omitiendo el ARN complementario y obtu-
vieron regiones centromérices intensemente colorcadas en cro-
mosomas humanos (l6f y de otros mamiferos (17-18). A esa re-
gidn intensamente colorcada se la decnomind heterocromatina
centromérica. Tsta técnica fué vastamente utilizada en la
identificacién de cromosomas (19) y en €l estudio de reorde-
namientos cromosbémicos cn células anormeles (20).
Summer (21) practica una modificacidén de la técnica ASG pa-
ra el bandeo cromosdmico que permite poner en evidencia 1la
heterocromatina centromérica de una menere menos tediosa gue
con €l procedimiento anterior.
En este trabajo presentamos una técnica simplé y rdpida, ba-
sada en la digestién enzimftica mediante la tripsina, oque
permite la obtencion de bandes cromosdmices y la coloracidn

de la heterocromatina centromérica.
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MATERTATLES Y METODOS

Las células utilizades fueron las de la linea permancn-
te Ny (NCTC 2472) obtenida a partir de tejido subcutaneco de
ratén C3H/He y mantenida en cultivo desde 1954 (22)

El mantenimiento de estas células se efectud como en los ce-
sos anteriores, mediante pasajes semanales en medio minimo
de cultivo 199 enriquecido con 10% de suero fetal bovino y
antibidticos.
El medio de los cultivos a estudiar fué renovedo 24 hs an-
tes de afiadir la colchicira. Esta se utilizd a razbén de 0,4
/Aig/ml incubdndose & 37°C durante 90 minutos. Un tiempo ma-
yor de incubacidén no e€s aconse jable pues los cromosomas se
contraen e€n exceso y no son aptos para el bandco. De nues-
tra experiencia deducimos que las células que se bandean mas
eficientemente son aquellas que se encuentran en metafase
temprane., Las que presentan un mayor grado de contraccidn
- metafase tardia - son mes susceptibles de noner en eviden-
cia la heterocrometina centromérice.
E1l tratamiento hipoténico se efectud en célules en suspen-
sibén, desprendidas de los frascos de cultivo con tripsina al
0,25 en PBS. La solucidn hipoténica empleada fué C1lK 0,057 M
durante 8 minutos a 37°C, Las células fueron lucgo centrifu-
gadas durante 5 minutos a 800 rpm. La solucidn fijadora uti-
lizada fué metanol ~ dcido acético glacial en proporcién 3:1,
efectiandose 3 cambios de fijador. En el Gltimo fijador las

células pueden ser conservadas durante largo tiempo & 4°C.
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La suspensidn ccluler fué extendida en laminas mentecnidas cn
agua destilade fria a razdn de 2 o 3 gotes por 1lfmina. Estes
no fucron pasedas nor le llema, siendo secedes durante 2-4
horas a 37°C.

Digcstidn cnzimdtica: Le solucidn de tripsine empleada en el
bandeo de¢ los cromosomas consistid en 0,25 g de la cnzima
(Trypsin, Biochcmicals Nutritional Corporation, USA) cn 100
ml de claruro de sodio isotdénico a pH 5-5,2.

Prcviamcnte a la digestidn e¢nzimdtica la solucidn de trinsi-
na fué calentada a 37°C durante 20 minutos e¢n cajas de Petri
de 10 mm de didmctro. Las ldmines a digecrir fucron también
mantcnidas a la misma temperatura igual lapso. Luego fueron
introducidas e¢n las cépsulss contcniendo la solucidn enzimh-
tica, cuidando que ésta cubriera integramente la superficie
de las léminas y mantenidas e 37°C durante el tiempo de di-
gestidn., Este varid entre 2t 30'' 3y 31 30!'!,

Las ldminas fueron ¢ntonces pesadas a cApsules conteniendo
una solucidn de C1Na isotdénico donde la accidn de la cnzime
fué dctenida. Tn una scgunda cédpsula las leminas fueron la-
vadas pioctcando suavemente sobrc la supcrficie de las mis-
mas.En c¢ste paso sc cfectud ¢l control Dbajo microsconio de
fase. Cuando la digestidn fué suficiente los cromosomas pre-
scntaron un aspeccto turgente, parcciecndo dc¢ meyor temaiio que
aquellos en los cuales no actud lo cnzima y embos brazos per-
manecian unidos. Un cxccso dc digestidn enzimdtice se eviden-

cia por una extrcma hinchezdén de¢ los cromosomes. Cuendo las
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ldminas no fucron suficicntemente digeridss se les sometid
a un tiecmpo suplementario dc eccidén enzimftice.
Es rccomcndeble tretar las lémines individuelmente, sobre to-
do cuendo no sc conocen los ticmpos de digestidn idecales de
las célules con les que sc trabeje.
E1l colorentc utilizado fué ¢l Gicmsa (Merck) diluido de 1la
siguicntc mancra: 100 ml de¢ agua ncutra o bidestilada

30 ml dc tamndn fosfato

5 ml de Gicmsa Mcrck
El tampbén fosfato emnlcedo comprende: 9,18 g/1 de PO4KH2 Yy
11,8 g/1 de PO HNay, ejusténdosc a pH 6,8.
El ticmpo de colorascidn oscild cntre 10-15 minutos. Inmcdia-
tamente después dec colorcedes les lemines fueron lsvedss con
agua corriente y sccedas ¢cn e¢stufa e 37°C.
La obscrvecidn microscdpice se efcctud con la Ontica de in-
mersidsn, colocéndose la gote de accitec sobre la lémina sin
cubrcobjctos. Para su limpicza {stes (Gltimas fueron guearda-
das cn rceinicntes con xilol, dondc pudicron permencccr lar-
go ticmpo sin guc la coloracidén ni la nitidecz dc las bandes

fucra alterada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fucron anealizedas 10 mctefeses de un mismo pese je. Les
figures l-4 mucstran los idiogremes reelizedos e pertir de

cuatro de cses metafases. La sagruvacidn de 1os percs cromo-
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sbriicos se cfectud segin ¢l ordcnamiento de Buckland y col
(10) para cl cariotipo del ratdn normal.

Tn les 10 células cstudisdas se halld el cromosome mercador
telocéntrico M de gran tamafio, dcscripto por Voods (23) en cl
primer cstudio cerioldgico de c¢ste linca., S¢ hallaron algunos
cromosomas que no ¢stén prescntecs cn el cariotipo del ratdn
normal, nrobablcmintc rcsultantcs de recordcnemicntos ocurri-
dos durantc la trensformecidn de esta lineca in vitro.

La figura § mucstre €l idiogresma conf-.ccionedo e partir de
une. metafese en 1la cuel se produjo le colorecién de la hete-
rocromatina ccntromérica. Al igual cue en las célules norma-
les dc ratdn (10) ésta sce obscrva intensemente coloreeda en
la linca Nqe

Bl apercamicnto de¢ los cromosomas basado en cl largo de los
brazos c¢s imprcciso ¢n muchos casos. Resulte perticularmcn-
tc dificil ¢n ¢l cariotivo del ratdn, donde las difcrencias
de longitud de brozos cn algunos parcs précticamcntec no cxis-
tc. Las bandas ca;actcristicas de cade par cromosdmico supc-
ran csa dificulted.

La utilizecidén de la trinsina pcrmite uns buene resolucidn

dc¢ las bandes y se revele como un método sencillo y répido.
La técnica ecoul descrinte e€s une modificecidn de la propues-—
te por Scabright (8), pues se utilize la misme concentrecidn
dc¢ la enzima disuclte cn solucion fisioldgica. Verien el pH,
cn cstc caso de 5 a 5,2 y en ¢l dc Sceebright ncutro, y la

tcmperatura a la cual se cfcetha la digestidn, 37°C cn este
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le de la linea Nj de 43 cromosomes. Se halle presen-
te el mercador M. (1200 x).
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proccdinicnto, a tcapcratura ambicnte en ¢l de Scabright.

El cfcetuar le digestibn cnzimétice a mcnor pH elerga ¢l tiem-
po dc la migsma y ¢l cfceto de la e¢nzima ¢s mcnos dréstico.Los
tiempos de digestion no son nunca inferiores a 2 minutos.A pH
7-7,2 en cembio, la enzima actha mas eficézmecnte y los tiem-
pos 8¢ digestidén son muy brecves - 10 a 20 segundos -, con lo
cual resulta mes dificil arrivar al punto justo dc eccidn en-
zimdtica. Frecucntecmente las mctafascs priscntan ¢l aspecto
tipico dec los cromosonas dcmesiado digeridos.

En nucstro ceso hallamos generalmente une elcvada proporciodn
dc mctefasec e¢ficdzmentc bandcades por lamine obscrvada.
Scabright proponc el colorantc de Lcishman, si bicn el Giem~
sa diluido en agua ncutre y adicionando tampdn fosfato resul-
ta cficaz en la colorecidn de las bandas.

El mccanismo molccular cxzcto qud pone c¢n c¢videncia cl bendco
cromosémico cs edn desconocido. Une de las posibles cxplice-
cioncs respccto d¢ las bandas en les cuales interviene el co-
lorante de Gicmsa ¢8 que les difcrentes substancias que ac-
than seguin las distintas técnices podrian disocisr ciertos
componcntes, posiblementc de naturelcze protcice, oue formen
parte dc la cstructura cromosémica, cxponicndo numcrosos si-
tios <n los cuales el Gicmse sc intercalaria espccificamente.
La presecncia dc clectrolitos en le solucidn del colorente, co-
mo en cl caso dcl tamnon fosfato, podria desempcfiar un rol
importentc e¢n la fijacidn del colorantc en los cromosomas,

puesto que ¢l Giemsa diluido en eague sin tempdn colorea los
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cromocones d¢ mencre uniforme., Tamnoco son visibles las ban-
das cuando les lamines pr-tratedas son colorcadas con accto-
orccina.
El hccho dec que tratemicntos con e¢nzimes - pronesa, trinsina,
guimiotripsina - induzcen bendss c¢n los cromosomes parcce fa-
vorccer csta hipdtesis sobre la digestidn de componcntcs pro-
tcicos.
Parduc y Gell (15) afirmen quc la hcterocromatina centromé-
rica densamcntc colorcada en los cromosomas d¢ ratdn contic-
nc una slta proporcidn dc ADN rcepctitivo, dcnominedo ADN sa-
télitc, quc constituyc un 10% del ADN de los cromosomas mu-
rinos. Las bandas obscuras a lo lergo dc¢ los brazos scrian
mes bien sccucncias de nucledtidos recpetidas un nlmero mcnor
dc vececes.
Bl quc c¢xistan diversos egwntes de¢ difcrente naturaleza - cn-
zimas proteoliticas, ureca, pcrmengensto de potesio (24) -,
capaccs de inducir bendaes en los cromosomes dc memiferos, su-
gicre quc otros factores, ademéds del grado dec repeticion del
ADN, cstuvieran involucrados en ¢stec fendmeno.
La aplicecidén de estas nuevas técnicas de precperacidn de cro-
mosomas &l andlisis del ceriotipo pcrmite el c¢studio de las
anomelias cromosdmicas constitucionalcs y de acuelles adgui-
ridas, cn particular abcrracioncs asocisdas a clncecr y lcu-
cemia. Hace posible tambiln ¢l ecstudio dc homologias cntre
los cromosomas dec¢ difcrentcs especics cmparcntadas, como el

hombre y los primates y resulta dc gran valor en €l endlisis
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IDENTIFICACION DIf LOS CROMOSOMLS DI UN  EIBRIDO

HAMSTER-RATON MEDTANTE EL METODO DE DIGTSTION

N4 TICE,

Hasta el presente es escasa la bibliografia referente al
reconocimiento de cromosomas en células hibridas mediante
las técnicas de bandeo cromosdmico. Las citas conocidss
corresponden a hibridos rat6én-humenos, donde los cromoso-
mas fueron identificados comel método de fluorescencia
(1) (2).

En este trabs jo aplicamos 1le técnice de le digestidn
enzindtica descripta en el capitulo anterior para identi-

ficar los cromosomas de un hibrido hémster-ratdn.

MATERTALES Y METODOS

Células utilizadas: Fueron las lineas parentales R,-Budr y

DC-3F/ADX/AZA y el hibrido HY-CS.

154—Budr: Es una linea de retdén derivade de la linea 3T3

(3) y resistente a la 5-Bromodeoxiuridina. Presente entre

46 y 49 cromosomas, todos ecrocéntricos excepto un marca-
dor metecéntrico. Menos frecuentemente se observe un se-

gundo cromosoma metacéntrico. (Fig. 1).

DC-3F/ADX/AZA: Es una linea de hédmster Chino deriveda de

la linea DC-3F (4) resistente a la B8-Azaguanines y a le
Actinomicine D. Se caracterize por tener 22-23 cromosomas,
entre los cuales se hallan dos grandes marcadores subtelo-
céntricos Mj. (Fig. 1).

HY-CS:Se obtuvo de la hib;idacién de las lineas anteriores

(Barski y col, en prensa)., Tiene entre 60 y 115 cromosomas,
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En las célules de wenor ndnero cromosdaico estd presente
un solo complemento de ratén (Fig. 2) y cen les de uds de
100 cronosomas sc¢ hellan eproxinadanente dos coupleuentos
nurinos (Fig. 1). E1l ndwero de cromosones de héaster varia
entre 8 y 15.

Técnica citogenétice: E1 uétodo utilizado pars poncr en

evidencia les bandas crouosdmices es cl citado cen cl ca-
pitulo enterior, procedidéndosc & una digestidn cnziondtica
que durd cntre 2'30'' y 3', con ligeras verieciones scegin

las células tratedes,

USSULTAD0S Y DISCUSION

Célules parcntales Rq:Las figuras 32 y 3b vuestran los

idiogranmzs dc¢ dos cdlulas de cesta linca. En los tres casos
se observa la prescncia de un croniosoaz netacdntrico R que
presenta dos bandes subtcrmineles en un brazo superior y
una bande teruinal en el brezo inferior.

Células parcntales DC-3F/ADX/AZA: Le figura 4 prescnta los

idiograuas de dos células dce esta lineea. Los cromosonas,
se hallaran en pares o no, fucron arbitrariaventce desig-
nados de¢ A a J. E1 uriover per, Mj, corrcsponde a los ner-
cadores subtelocéntricos. En la partc inferior de la foto
s¢ ubicaron 1los crouosonma2as cuya prescncia no cs constante.
La fig. 5 c¢squenatiza les bandas de los 11 tipos de croro-
somes observedos cen esta 1fnea dc hauster.

Célules hibridas HY-CS: Anelizeros el contenido crocosdni-~

co de sicte retafascs,

Figura 6: ILiucstra el idiograwe d¢ une célula cen la cuel sc
puso on evidencie le heterocroneatine centrouérica de los
crouosouas de ratdn. Se observan dos wvarczdores metacentri

cos d¢ ratdn- en ¢l interior del recuesdro obscuro-
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Fif. 4. - Idiogramas de 2 células de la linea DC~3F/ADX/AZA
después de la digestidn enzimdtica. a) 21 cromosomas b) 22
cromosomas, (1200 x).
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rcsultentes de la fusidn céntrica dc dos crouosones acro-
céntricos. ustos pucden distinguirse dc los netecédntricos
de hdmster ubicados en la 1linca inferior por la densa co-
loracidn centroudrica. Uno dc los uctacdéntricos de ratdédn
presenta une doble regidn centroudrica heterocroudtica.
Pigura 73 Representa ¢l idiogrewe de una célula hibrida
de 112 croaosonas. Los croaonsoues nuncredos fueron iden-
tificados cowo de origen R4.

Entrc cllos, verios grupos crouosdéuicos cstén represcn-
tedos por 3 y 4 crouosoues- gruvwos 1,2,3,4,6,11,12,15,14y
19-. Otros sc conponcn de ads de 5 croaosomas-grupos 9 y
10-. Le cuerta linea agrupa los crozosones de retdn que,
de ecucrdo & sus bendas, serian producto de reordcnamicen-
tos ocurridos desvuds de la hibridacidn, pues ¢éstes no
coinciden con las bendas observades cn los croaosomas de
la 1fnca percental Ry. Le 5te. linca agrupa los pcquchios
cronosonas dc ratdn.

Los dos grandes cromtosougs en ¢l interior del recuadro
son dc¢ origen aurino. Uno de ¢llos coincide con ¢l marce-
dor R dc 1la 1fnea Rq y el otro -( X-X)- tecbidén sc habria
originado couo aquel por fusidén céntrica de dos acrocdn-
tricos de¢ ratdén. Le presencia de 3 bandas en ambos brazos
awy scuejentes a les del crouosona identificado cozo X ¥y
de une regidén uonocentroudérica heterocrondtica hace supo-
ner guc¢ est¢ cronosona -( X=X )- sc¢ habria originsdo »or
fusidn céntrica de dos cromosomes X, con pérdida de uno
de los centrdueros. &n ¢l cromosocze R, ¢n cenbio, la fu-
sidén céntrice habrie conservado anbos centrdreros.

La 6ta. y dyltina 1inea agrupa 10 croaosomes, dc los cue-
les 9 corrcesponderfan a los crouosonas i, C, D, T ¥y J

Ve
del heanster.
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Flg, 6 —»Heterocromatlna oentromerlca en una célula HY-

CS de 88 cromosomas.,Los cromosomas acrocéntricos y meta—
céntricos de ratdn presentan una densa heterocromatina
centromerloa en relaolon con los 9 cromosomas de héms-
ter situados sl pié de la figura. (1200 x).

2245 5:31 Fg8s 8 §9r ~q.s

4 5
RACCA F3%pa38 M §03 27 Heas
9 10 44 42 7 413 A4
§3 137 ¢+ &5 :e0 ¢
15 416 43 48 19 X

Cw.f‘u
v dger
yang
» W7,
&
e
Lo
&
o
<
&

Fig. 7. -~ Cé&lula HY-CQ de 112 cromosomas. 9 dé los 10
cromosomas al pié de la foto corresponden al varental
hémster DC~-3F/ADX/AZA. Tn el recuadro el cromosoma mar-
cador R de ratdn y un otro metacéntrico de ratdn neo-
formedo, (x~x). (1200 x).
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Fiqura 8: Ruprescnta ¢l idiogrene de una cflule hibride
de 96 cromosonnes. Les tres priucras linees corresponden a
los cromosonas provenientes del parental wuurino Ry que
han podido scr identificados.

Las 4te. y 5ta. lincas teabién agrupan crouosonas de
retdén pucsto que todos ¢llos son ecrocéntricos. Sin ea-
bargo, ¢l ndnero y posicidn de¢ les bandas, coaparadass con
los de las 3 priceres 1linces y con los crozosones de Ry,
sugicren quc son producto dc reordeénanicntos estructura-
les.

In el interior del recuzdro sc¢ indican el cromosoma ner
cedor R y un scgundo crowosone vetacéntrico ( X=X ) que
scria resultantce de la fusidn de dos cronosowvas X. La 6ta
lineca correspondc a los pequefios crouosones de ratdn.

En 1z Yltine 1fnee se ubicen 8 cromosoncs de hémster
chino, correspondicentes a los grupos My, B, C, D, F ¢ I.
Figura 9: Representa cl idiogranme de una cdélula de 78 cro
mosonas. Coémo en les figures 9 y 10; les tres priocras 11
nesas representen los cromosougs de ratdén identificados.
La 4ta 1linca corresponde & 1los cromosouas aurinos- todos
acrocéntricos— cn los cuezles le posicidén y ndoero de sus
bendes sugicren reordcnacientos resisecto de la linea Ry
Los crouosones pequctios de le 5ta lince scrian de ratdn.
Los actecéntricos Ry ( X-X ) corresponden a los ya cita
dos mercadorcs. Como ¢n los idiogrenecs de les figuras an-
teriores, ¢l crouosonmz R presenta una densea regidn centro
ndrice heterocroudtica, sugiricndo la persistencia de dos
centrdéucros. En el crouosoua ( X-X ) le hetcerocromatina
centrondrice =€s fine indicaria la pdérdida dc un ccntrd-

aero.
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Fig. 8. ~ Célula HY-~CS de 96 cromoscmas. Dehtro del re-—
cuadro el marcedor R y €l cromosoma (x-x) de la line=z
R,~Budr. En la parte inferior de la figura 8 cromoso-
mas de hamster. (1200 x)).
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Fig. 9. - Célule Hy-Cs de 78 cromosomas. Se observan los

2 oromosomas metacéntricos de ratén, R y (x-x) y en la
parte inferior de la figura, 7 cromosomas de hamster.
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Al pie de 1le figure sc¢ hellen 7 cromosonzs corrcespondicn-
tes al hénster: My, B, C, F ¢ I.

Figura 10: Corresponde al idiogresue dc une c¢délula hibrida
de 98 croumosomas. Cozo cen las figuras antcriores, los cro
uosonas nuncrados son de ratdén. Les 4ta y 5tz 1linces agru
pan los croaosomes de retdn no identificedos.

Dentro ael recuadro hellecos el uarcedor netacéntrico
nurino R, el crouosoma ( X-X ) y tres nucvos crouosones
de dos brzzos rcsultantes dc¢ la fusidn cdéntrica de crouo-
sonas acrocéntricos de ratdén. El origen de cstos tres cro
mosomas, de acuerdo a sus bandas. .odria scr:

a) Fusidn céntrica del cromosnma 10 y de un pequeiio
cronosona indicado con un asterisco.

b) Fusidn céntrice de los cronosones 9 y 13.

c) Fusidn céntrica de los crouosones 4.

En la dlvime 1lfnea figuran los 6 crozosounss de haoster:
k1, C, D e I.

Figura 1l: Reprecscnta el idiogrewa de una cdélule de 81

cronosones. Pe cllos 41 hen sido identificados cono per-
tenecicntes al parental Ry y 31 serian tacbidn de ratdn
Dero con caubios estructurales.
Se observan cuatro crowmosones dé dos brazos de origen
Ry que serfen el resultzdo de:
a') Fusidn céntrice de un crouosoua 4 y de un peque-
iio crozosonma indicedo con un asterisco.
b') Fusidn céntrice de los croaosomas 12 y 18.
c') Pusidn céntrice de los crooosonas 5 y X.
d') Pusidn céntrica de¢ un croaosoma 12 y de otro
de los pequcilos cronosonas.

&s decir, entrc los crouosomes dc dos brazos de origen
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Fig. 10.- Célula HY-CS de 98 cromosomas. Dentro del recua-
dro, los cromosomas metacentricos de raton R y (x-x) y o-~
tros 3 cromosomas de 2 brazoz tembién murinos; neoformados

(1200 x).

por fusibén céntrica. AL pié, 6 cromosomas de hémster.
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Fig. 11. - Célula HY-CS de 81 cromosomas. Feltan los meta-
céntricos de ratdén R y &X-x) , pero se observan otros 4 cro-
mosomas dé 2 brazos de origen m@rino, en el interior del re-
cuadro. C,D y G corresponden al parental hamster.
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Qurino no s¢ cncuentran los nerccdores Ry ( X-X ), halle
dos ¢n las figuras enteriores.
Los cinco cromosouas dc¢ helister identificedos correspon
den @ los tiposs C, D y G. E1l cromosoua D cxperiuentd la

pérdida dc sus brazos cortos.

Figura 12: Corresponde al idiograme dc¢ una cdélule hibride

de 106 crouosormas. &n ¢l interior del rccuadro se obser—
van ¢l crozosona oercador R, el crozosoma ( X-X ) y un
tercer cetacéntrico neofornzdo, resultante de la fusidn
de 2 acrocéntricos de ratén. Al pie de le foto se hallan
9 crouaosones de h&uster.

En cste trabejo no pretendenos efcctuar ¢l estudio cro-
mosbuico coupleto du ¢ste hibrido hemster-ratdn, ni el
eandlisis de le segregecidn de croaosonscs de uno u otro ti
po. Solancente quisimos identificar los crouosoanes de¢ ra-
tén y dec héaster prescentes en algunas célules hibridas
mediante la utilizecidn de le tlcnica dcl bandeo cromosd-
mico, ezpleando un criterio critico quc nos permiticra de
cidir cn qudé ncdide esta técnice puvde scer de utilidad al
estudio de célules hibrides. _

De les obscervaciones rcealizedes con ¢l hibrido HY-CS y
les 1incas perentelvs Rq y DC-3F/ADX/AZA podenos concluir
que el endlisis citogendético de hibridos mediante esta
técenica c¢s c¢fectivo porque:

1) Permite ¢l reconociaicnto dc los cronosones percentales
en las célules hibrides, sobrc todo eguellos dc forma y
temaiio parccidos puro de difercente origen cuya identifi-
cacidn no e¢s posible aediente las coloraciones cldsicas.
Tal el caso de¢ los crouosongs d¢ dos brazos de origen

ourino que pueden ser difercenciados dc¢ los cronosonas de
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hacstcr por la densa hetcrocrowvatina centrondérica.

La idcntificacidn de ceda uno de 1os cromosonas parcn-—
tales en les célules hibrides resulta de gran valor, prin
cipaluente ¢n 1los cesoOs en que sc¢ trate de relacionar al-
gunes d¢ sus propiedades, tales cowmo la malignidad o cier
tas actividades cnzindticas, con la presencia de deterni-~
nados cronosones de uno u otro origen.

2) Hace posible conocer cuzlcs son los reordenanmicntos
cronosbaicos que ocurrcn en las células hibridas. En nues
tro caso, nos permite seber gue con las células HY-CS se
produjeron nodificaciones cromosduices estructuralcs, ta-
les cowo delecciones de 1los cromosomés de ratén que lle-
varon a le aparicidn de crouosomes acrocéntricos cuyas
bandas no coinciden con la2s de los crooosomes tipicos de
le 1inca R4. Iambién nos indica quc en el hibrido sc pro-
dujeron fusioncs céntricas de los cronosomas de retdén
que condujeron a la fornecidn de nucvos créuosomes dc dos
brazos.

En ¢l caso de los cromosonas pequcfios de ratdén y de
hefister esta técnica no se revela tan efectiva, pues la
ausencia de bandas o la coincidenciz de las oismes en
cromosomes de embos parenteles no peroite le identifi-

cacidn de los nmismos.
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