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1. INTRODUCCION



1.1. Citogenétícagz Cáncer

1.1.1. Antecedentes históricos.

Desde hace un siglo numerosos biólogos han establecido el rol g

sencial de los cromosomasen la herencia y la reproducción celular. Al

mismo tiempo, han reconocido que el estudio de los cromosomasera de su

ma importancia para comprender el proceso neoplásico.

Ya en 1870, los patólogos habían observado que el crecimiento

maligno se caracterizaba por múltiples disturbios en 1a división celu

lar y nuclear. El primer trabajo sobre el tema fue el de Arnorld(1879),

pero recién en 1890 von Hansemannpostuló que los carcinomas se caractg

rizaban por mitosis asimétricas, lo cual llevaba a una distribución de

sigual de 1a cromatina originando el desarrollo de 1a neoplasia.

Stroebe (1892) encontró que las mitosis asimétricas no estaban

restringidas solamente a los carcinomas sino que también se observaban

en sarcomas, tumores benignos y tejidos en regeneración.

Estas observaciones llevaron al zoólogo alemán Boveri (1914) a

enunciar su teoría de la mutación somática sobre el origen del cáncer.

Boveri nunca imaginó que 60 años más tarde el problema vinculado al rol

de los cambios cromosómícosen la génesis del cáncer continuaría siendo

un tema de gran controversia. De acuerdo con su teoría, los tumores ma

lignos tendrían una constitución cromosómicaanormal y cualquier evento

que llevara a un desbalance en el contenido de la cromatina resultaría

en un tumor maligno. Señaló que el desarrollo de una constitución crg



mosómicadesbalanceada era una posible causa de cáncer y, particularmen

te, puso énfasis en los disturbios mitóticos y la asimetría. Los prin

cipios generales de esta teoría serían:

- Las células malignas pueden provenir de células de tejidos normales.

- La causa de su comportamiento anormal está en las células mismas y no

en el medio que las rodea (entorno).L

- Existe una diferencia neta entre tumores benignos y malignos.

- La célula maligna adquiere una indiferenciación secundaria por 1a pér

dida de propiedades que antes estaban presentes y toma un comportamien

to citotípico que es la proliferación ilimitada.

Desde entonces se considera que la causa fundamental de los tumores es

un desbalance en el contenido de la cromatina. Boveri anticipó el con

cepto del origen monoclonal del cáncer cuando afirmó que cada tumor prg

viene de una única Celula; esta célula, debe haber adquirido una cierta

constitución cromatinica anormal.

En años subsiguientes, surgieron nuevos aportes. Heiberg y col.

(1929) encontraron que las células cancerosas generalmente tenían un ng

cleo más grande que el de las células normales, si bien había algunos

carcinomas con tamaño del núcleo igual o menor.

A los citogenetistas de aquella época les resultaba muycompli

cado estudiar los cromosomasde las células malignas, debido al poco

desarrollo de la metodología.

El primero que comparó los cambios cromosómicos del cáncer pri

mario con sus metástasis fue Andres (1932). Este autor demostró que en



las neoplasias el grado de anomalías cromosómicas era muchomás pronun

ciado que en el tumor primario. Así mismo, observó que podía haber cg

lulas cancerosas con un númerocromosómícononmal. Sus estudios limita

dos por las técnicas disponibles, le permitieron concluir que los cambios

cromosómicos no eran la causa del cancer sino la consecuencia. Sin em

bargo, aceptó que umaconstitución cromosómicanormal no excluiría una

mutación génica comocausa de neoplasia.

A mediados de 1950, se obtuvieron los primeros materiales

de mamíferos en los cuales, los cromosomastenían una calidad técnica cg

mopara ser estudiados. Se trataba de efusiones de tumor ascítico y exu

dados de líquido pleural.

Las primeras investigaciones realizadas en tumor ascítico

de rata y ratón, realizadas por hbkino (1951), Hauschkay col.(1951),Ba

yreuther (1952), demostraron que las células malignas podían ser diferen

ciadas de las células nonmalespor sus propiedades citogenéticas.

En 1956, Tjio y Levan, desarrollaron las técnicas de culti

vo de fibroblastos que penmitieron establecer definitivamente el número

de cromosomas en el hombre (Zn = 46).

Con los métodos disponibles de identificación de cromosomas

hasta 1966, los 23 pares de cromosomas humanos podían agruparse en 7 cla

ses en base a 1a posición del centrómero,1argo del cromosoma,presencia

de satélites y constricciones secundarias (Clasificación de Denver,1960;

Reunión de Londres, 1963; Conferencia de Chicago, 1966).

Durante los años subsiguientes,se intentó clasificar con más



precisión el complementocromosómicomediante la aplicación de técnicas

autorradiográficas con timidina tritiada (TdrHS) (Schmid, 1963; Gianng

lli, 1970; Miller, 1970). El agregado de TdrH3durante 1a parte final

del período de síntesis, permite reconocer las zonas de duplicación tar

'dïa. Esta técnica facilitó 1a diferenciación de los cromosomasdel grg

po B (4-5), del grupo D (13, 14 y 15),'de1 grupo E (16, 17 y 18'), el crg

mosomaY y uno de los dos cromosomas X en las células del sexo femenino.

En 1970b,Caspersson y col., descubrieron que los cromosomas

fluorescían diferencialmente cuando eran tratados con mostaza de quina

crina y observados con luz ultravioleta. Los cromosomaspresentaban un

patrón de bandeo que permitía identificar a los 22 pares de autosomas y

al par sexual.

A partir de 1971, aparecieron numerosas técnicas de bandeo,

siendo las bandas más comúnmenteutilizadas: banda Q (Caspersson y col.,

1970); banda G (Seabright, 1971); banda R (Dutrillaux y col.,1971); ban

da C (Arrighi y Hsu, 1971) y banda T (Dutrillaux, 1973).

En el cuarto Congreso Internacional de Genética Humana,que

tuvo lugar en París en 1971 (Conferencia de París,1971) y en reuniones

subsiguientes (Conferencia de Baltimore,1975 y ISCN, 1975) se estandari

zó toda la nueva nomenclatura referente a los cromosomashumanos.

La metodología desarrollada primeramente en el hombre tam

bién se aplicó,posteriormente,en las distintas especies de 1a escala zoo

lógica.Estas técnicas revelan zonas de tinción diferencial (bandeocromo

sómico) a lo largo del cromosomametafásico; en consecuencia, el cromo



soma se ve comouna continuidad de bandas claras y oscuras. Con 1a pueE

ta a punto de estos métodosde tinción diferencial se han podido deter

minar numerososrearreglos cromosómicos. En neoplasias existen claras

evidencias de cambios cromosómicos específicos como los observados en:

- Leucemia Míeloíde Crónica (LNB)donde el 90%de los pacientes presen

tan el cromosomaPhiladelphia (Ph‘) en su médula ósea. Esta anomalía

fue descripta por primera vez por Nowell y Hungerford en 1960. En

1970a,Caspersson y col. identificaron al cromosomaPh‘ por bandeo co

mo un 22q- . Posteriormente, Rowley (1973) determinó que el cromoso

ma Ph' no era umadeleción sino que se trataba de una translocación

al cromosoma N°9 t(9, 22) (q34; q11).

- En linfoma de Burkitt, Manolov y Manolova (1972) describieron la pre

sencia del cromosoma14q+ en 1a mayoría de los casos estudiados. En

1976, Zech y col. demostraron que se trataba de una translocacíón en

tre el cromosoma 8 y 14 t (8; 14) (q24; q32).

En meningiomas, el 90%de los pacientes presentan pérdida parcial o

completa de un cromosomaN°22 (Mark y col., 1972; Zankl y col., 1972).

En retinoblastoma se ha determinado una deleción intersticial en el

¡brazo largo del cromosoma N°13. Yunis en 1977, demuestra que la banda

involucrada es la 13q14.

En pólipos colónicos, se ha demostrado consistentemente trisomía 8 y

14 (Marky col., 1973; Mitelman y col., 1974).

- En carcinoma de mama,se observó la trisomïa parcial de la zona distal

del brazo largo del cromosomaN°1 (Cruciger y col., 1976).

Cuandouna anomalía cromosómica está consistentemente presente,



como el cromosomaPh' o el 14q+, se asume que esta anormalidad citoge

nética (una traslocación específica en amboscasos) altera el control gg_

nético de la célula germinal nonmala una célula progenitora de un clon

neoplásico.

Levan,G. (197Sa;1977a) y Mitelman y col. (1976) resumen las ano;

malidades cromosómicas observadas en una serie de neoplasias humanas.

Del análisis de este estudio surge que las aberraciones se agrupan en

determinados cromosomasespecíficos: 1, 7, 8, 9, 14, 17, 21 y 22.

En neoplasias humanasa1 igual que en las experimentales, la va

riación cromosómicano es al azar y se originan secuencias donde solamen

te unos pocos cromosomasestán involucrados (Levan, A. y col., 1977).

En los tumores inducidos experimentalmente, como veremos más a

delante, el agente inductor es de naturaleza conocida, por lo tanto, se

puede establecer una buena relación entre cambio cromosómicoy factor

etiológico; en cambio, en los tumores humanosel factor desencadenante

es casi siempre desconocido; en consecuencia, la correlación entre altg

ración cromosómicay etiología es solo una hipótesis. Sin embargo, la

presencia de cambios cromosómicos específicos en determinadas enfermeda
. . I . ,

des malignas sugiere que ellos no son solo un epifenomeno.

Turpin y Lejeune (1965) en su libro: "Les ChromosomesHumains",

se plantean 1a pregunta aún vigente: ¿son las variaciones del genoma

las causas o 1a consecuencia del cáncer?. Ellos concluyen que las abe

rraciones cromosómicasno son probablemente ni 1a causa ni la consecuen
. l . , . .

c1a del cancer Sln0 el proceso neopla51co mismo.



Actualmente, los estudios en oncogénesis constituyen un area de

investigación notablemente especializada y multidisciplinaria dondelas

alteraciones cariotípicas representan un aspecto crucial del problema.

1.1.2. Línea germinal (stem line) y evolución clonal.

E1 concepto de que un tumor se desarrolla a partir de una única

célula mutada o transformada que evoluciona clonalmente, es cada vez

más aceptado.

Winge (1930) define stem-line refiriéndose a la línea germinal

iniciadora de un clon anómalo. La línea germinal tumoral sufre cambios

evolutivos que van desde alteraciones mínimashasta el cariotipo aberran

te de una etapa avanzada de cáncer.

Comoseñala Nowell (1976) en su trabajo, varios investigadores

trabajando en tumores transplantables (Makino, 1956; Levan, 1958; Haus

chka, 1961; Yosida, 1966; Grouchy, 1968) desarrollaron la hipótesis de

que las líneas celulares tumorales eran de origen clonal describiendo

la progresión neoplásica en términos de selección secuencial de subpo

blaciones tumorales derivadas de un único progenitor común. Esta hipg

tesis sigue en vigencia y se cumple en la mayoría de las neoplasias.

Los estudios citogenéticos han demostrado que en muchos tumores prima

rios todas las células presentan la mismaanormalidadcariotípica sugi

riendo un origen unicelular. Por otra parte, cuandovarios patrones

cromosómicos se encuentran presentes en un determinado tumor, los cro

mosomasmarcadores en cada célula demuestran que las diferentes subpo



blacíones celulares derivan de una línea celular común.

Se entiende por cromosomamarcador aquel cromosoma que por rea

rreglos ha adquirido una morfología distinta de los cromosomasde la es

pecie. Su aparición es constante y específica para un clon celular per

mitiendo identificarlo o marcarlo citogenéticamente.

En el modelo de Nowell (1976), en apoyo de 1a hipótesis de la

evolución clonal, se considera que 1a liberación de las células de los

mecanismosde control, ya sean éstos intracelulares, locales u hormona

les, produce e1 cambio de una célula normal a la primera célula neoplá

sica (etapa de iniciación). Esta célula posee una ventaja proliferati

va sobre las otras. En algunos casos, puede existir un período de 1a

tencia hasta que 1a célula es sacada de su estado interfásico G-Oa'ac

tiva proliferación G-1.

La población neoplásica prolifera y, de tiempo en tiempo como

resultado de 1a inestabilidad genética, se producen nuevas "mutantes"

en la población celular que se expande. La mayoría de estas variantes

son eliminadas por desventajas metabólicas o destrucción inmunológica

pero, ocasionalmente, una célula tiene una ventaja adicional con respeg

to a las células normales y esta mutante se hace precursora de una nue

va población predominante. Este modelo representa lo observado en tumg

res sólidos y leucemias cuando se manifiestan clínicamente (Fig.1).

Turpin y Lejeune (1965) consideran que los estadios intermedios

en la evolución clonal no pueden ser prácticamente observados pero se

puede reconstruir la historia del clon teniendo en cuenta que las célu
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las menosaneuploides, las más próximas a la normal, representan los

"fósiles" de esta evolución. Lejeune y col. (1963) estudiando una leg

coblastosis congénita, ponen en evidencia una evolución clonal caractg

rística que representa el único caso en el cual fueron reconocidos to

dos los intermediarios entre el cariotipo de base y el clon mayoritario

de S4 cromosomas. La acumulación de anomalías y la duplicación de cro

mosomassupernumerarios son las dos características principales de esta

evolución. La tendencia a la duplicación de cromosomassupernumerarios

nonmales'o anormales también se ha demostrado en numerosas neoplasias

humanas (Ising y col., 1957; Ishihara, 1959; Spriggs y col., 1962; Grog

chy, 1963; Kiossoglou y col., 1963).

Steenís (1966) y Levan,A. (1966), trabajando con efusiones tu

morales humanas, demostraron que la evolución cariotípíca no era al azar:

ciertos tipos de cromosomastienden a aumentar en número y otros, a de

crecer.

Es evidente que la participación cromosómicaen la progresión

tumoral está predeterminada e íntimamente asociada con el desarrollo

del tumor. Generalmente, unos pocos cromosomasestán regularmente afeg

tados en el desarrollo de neoplasias humanasy experimentales.

E1cariotipo se desarrolla en respuesta a las distintas presio

nes selectivas del medioambiente. Por otra parte, ciertas deleciones

o ciertos rearreglos pueden ser másprobables que otros y contribuir así

a la variación del cariotipo.

Las excepciones a la hipótesis monoclonal son, por un lado, los

_10_



tumores de etiología viral donde, posiblemente, ha tenido lugar 1a infeg

ción de varias células adyacedentes y, por otro lado, aquellas neopla

sias donde un defecto genético familiar comprometecada célula del or

ganismo y aumenta en gran medida su susceptibilidad a1 cambio neoplasi

CO.

Las alteraciones cromosómicasestructurales observadas en tumo

res puedenser clasificadas en:

a) Cambiosque afectan el cromosomacompleto (heteroploidía);

b) Cambios que comprometen adiciones o deleciones de porciones de cromg

somasindividuales (duplicaciones o deficiencias); y,

c) Rearreglos del material genético (inversiones y translocaciones).

Hecht y col. (1977) proponen que la secuencia de los cambios crg

mosómicosen las células humanascancerosas es la siguiente:

1) rotura cromosómica;

2) rearreglo cromosómícoen forma de una translocación "balanceada" ori

ginando un clon primario;

3) adición o sustracción de cromosomasproduciendo desbalance (clon se

cundario); y,

4) más cambios numéricos y morfológicos resultando en mayor desbalance

(clon terciario).

Las regiones de los cromosomashumanosse han podido clasificar

según 1a frecuencia con que éstas se ven afectadas por cambios estructg

rales, en:

1) regiones restringidas donde ningún cambio es permitido;
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2) regiones semi-restringuidas donde cambios balanceados o adicionales

de material están permitidos; y,

3) regiones sin restricción donde cualquier cambio es permitido.

Esta clasificación concuerda bien con la distribución en densidad de gg

nes en tales regiones y está en relación inversa a 1a densidad de ADN

repetitivo. Esta teoría genodemográficase diagrama en el siguiente cua

dro (Hecht, 1977):

REGION DENSIDAD DE GENES DNA REPETITIVO

Restringida alta baja

semi-restringida media media

no-restringída baja alta

El hecho de que los tumores se originen de una única célula no

niega que los carcinógenos puedan afectar simultáneamente varias células

en un tejido. Se sugiere que aunque varias células sean afectadas por

el carcinógeno, el total macroscópico del tumor que se desarrolla, gene

ralmente representa la progenie de una única célula o cuanto más, de

unas muypocas células. Presumiblemente, otras células neoplásicas o

preneoplásicas, en el tejido expuesto, nunca proliferan exitosamente o

son destruidas. No sería la pérdida o ganancia de cromosomasespecífi

cos o loci génicos, los que son críticos para el establecimiento y pro

gresión del estado neoplásico, sino más bien, una cuestión de desbalan

ce entre varios genes localizados en distintos cromosomas.
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El estudio de tumores sólidos humanosmuestra que la inestabili

dad genética puede hacerse más pronunciada a medida que 1a neoplasia e

voluciona. En neoplasias avanzadas, se observa un amplio rango de varian

tes mitóticas en cada generación celular si se comparacon las relativa

mentepocas variantes presentes en lesiones benignas.

Las bases de 1a inestabilidad genética adquirida no son conocidas

pero, se han propuesto varias hipótesis:

1)

2)

3)

La activación de un locus génico que aumente la posibilidad de una sub

siguiente no-disyunción y otros errores mitóticos. Tales genes son cg

nocidos en Drosophila y también en familias humanasque parecen presen

tar una frecuencia aumentada de síndrome de Klinefélter , Turner y

otras entidades que resultan de 1a no-disyunción durante meiosis.

Existen también, los denominados síndromes de roturas cromosómícas

(Sindrome de Bloom, Anemia de Fanconi, Ataxia Telangiectasia y Xero

derma Pigmentoso) con clones de células cítogenéticamente anormales y

una mayor incidencia de tumores en esos individuos con defecto génico

heredado.

La labilidad genética de las células neoplásicas, en algunas circuns

tancias, revela 1a presencia continua del carcinógeno. Por ejemplo,

un radioisótopo depositado podría tener efecto mutacional contínuo den

tro del tumor y, por lo tanto, estar implicado, no solamente en el even

to inicial neoplásico, sino también en la progresión subsiguiente du

rante años.

Unvirus oncogénico incorporado en las células puede producir no sólo

la transformación neoplásica sino también rearreglos génicos subsiguien
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tes, aparentes en el tumor que se desarrolla. (Esta posibilidad es

tá menos documentada).

4) Los cambios mutacionales dentro de una neoplasia pueden tener un pa

pel en su inestabilidad genética. Por ejemplo , deficiencias en ami

no ácidos esenciales aumentanla frecuencia de no disyunción en cul

tivos celulares.

Llegamosasí, a 1a pregunta clave: ¿cuál es el rol de las aberra

ciones cromosómicas en la transformación maligna y la formación de tu

mores?. Esta pregunta aún es difícil de contestar. Sabemosque 1a ma

yoría de los cánceres se originan en sucesivas etapas. En cuanto a la

naturaleza de las etapas que involucran a los cromosomas,se postula el

modelo de Levan,G. y col. (1977a)(Fig.2). Propone que el primer evento

sería una interacción directa entre un agente carcinogénico y el mate

rial genético de un cromosomacomprometidoen la transformación. La pri

mera lesión puede ser suficiente por sí mismapara transformar la célu

la. De este proceso surge una célula premaligna. El segmento cromosó

mico afectado necesitará ampfificaciónewlrdación a1 segmento norma1,aún

presente, en el cromosomahomólogono afectado; un mecanismo para ello,

es la no-disyunción que lleva a trisomía con dos copias del cromosoma

afectado. En una célula trisómica habrá un aumento relativo del produg

to génico aberrante dando por resultado, presumiblemente, una población

celular más maligna. Otros procesos que llevan a iguales resultados

son: pérdida del alelo normal por no disyunción o deleción; duplicación

del alelo afectado por translocación o intercambio de cromosomashomólg

gos. Cualquiera de estos eventos aumentará la cantidad relativa del mate
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rial genético y del cromosomaafectado.

1.1.3. Alteraciones cromosómicasespecíficas inducidas experimentalmente.

Hacia fines de 1950, AhlstrUmdel Instituto de Patología y Le

van,A., del Instituto de Genética de la Universidad de Lund (Suecia),

comenzaronun plan cooperativo en citogenética y cáncer que consistió

en analizar los cambios cromosómicosdurante los estadíbs.tempranosnde

los tumores experimentales. Estos cambios cromosómicos tienen suma im

portancia en todos los niveles del desarrollo neoplásico. El hecho de

no encontrar correlación entre cromosomasy enfermedad maligna, excepto

en el caso de Leucemia Mieloide Crónica (INC), había desmoralizado a mu

chos investigadores llegando algunos a considerar que el cromosomaPhi

ladelphia (Ph') de la LMCno era más que una interesante excepción.

De acuerdo con Levan,A. y col. (1977) todos los tumores se caras

terizan por patrones cromosómicospredeterminados, los cuales, están gg

neralmente enmascarados por alteraciones cromosómicasaccidentales aso

ciadas a1 desarrollo tumoral.

Para poder distinguir entre alteraciones cromosómicassignifica

tivas y disturbios accidentales huboque realizar planes de investiga

ción donde se pudo controlar la mayorcantidad de variables posibles

(etiología, genotipo del huésped, tipo de tejido, fijación, técnicas crg

mosómicasutilizadas, etc.).

En una serie de trabajos se demostró que algunos tumores experi

mentales tenían patrones de aberraciones cromosómicasno al azar, depen
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diendo del agente mutagénico (carcínógeno) utilizado (viral o químico).

En tumores de etiología viral, tales comolos sarcomas subcutáneos indu

cidos en ratas por virus Rous (RSV),se repite la trisomía para el cro

mosomaN°7 y subsecuentemente trisomía para el cromosoma N°13 y N°12.

Esta secuencia muestra un patrón de evolución clonal fijo (Mitelman,

1971; 1972);Levan,G. y col., 19763).

En sarcomas primarios inducidos en ratones por RSV, Mark (1967b),

demostró en forma constante la adición de un determinado cromosoma, el

cual no fue identificado pues en aquella época no se aplicaban técnicas

de bandeo cromosómico.

En leucemia espontánea de la cepa de ratones AKR,Dofuku y col.

(1975) demostraron por técnicas de bandeo la trisomía para el cromosoma

N°15 en 10 de 11 casos estudiados.

En tumores, químicamente inducidos, utilizando hidrocarburos pg

licíclicos comoel 7,1Z-dimetilbenzo(osJantraceno (DMBA),Mitelman y col.

(1972a),indujeron una serie de sarcomas en ratas. Estos sarcomas eran

histológicamente idénticos a los inducidos por RSVy, en ellos, se deter

minó un patrón cromosómicodefinido caracterizado por 1a trisomía del

cromosomaN°2. Esta alteración citogenética nunca se observó en sarcomas

inducidos por RSV. En base a estos estudios se pudo establecer que un

tumor de etiología viral diferïa cromosómicamentede un tumor inducido

químicamente. Por lo tanto, el factor etiológico juega un rol importan

te en 1a determinación de la evolución cromosómica del tumor.

El hallazgo de trisomía N°2 en los sarcomas de ratas inducidos
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por DMBAcoincide con los datos obtenidos por Kurita y col. (1968) y

Rees (1969), en leucemias inducidas en ratas por inyecciones intraveng

sas del mismoagente químico. Ahlstrdm (1974) también encontró trisomía

N°2en tumores epiteliales de ratas (carcinomas) inducidos por pincela

do de las orejas.

De estas experiencias se deduce que en estas neoplasias in

ducidas (sarcomas,1eucemias y carcinomas) el agente inductor es un fac

tor decisivo y determinante del patrón cromosómicode la población celu

lar maligna.

Levan,G. y col.(1975b) trabajaron con otros hidrocarburos

policíclicos estrechamente relacionados al DMBA,comoson el metilcolag

treno y benzopireno. Los resultados hallados coinciden con los datos

obtenidos con DMBA,es decir, se observó nuevamente la trisomïa del crg

mosomaN°2. La trisomía puede ser libre o estar involucrada en translg

caciones con otros cromosomas dando lugar a la formación de cromosomas

marcadores.

Sugiyama y col. (1978) han estudiado un gran número de leg

cemias inducidas en ratas por DMBAy 7,8,12-trimentilbenzo, antraceno

(TMBA),y también han podido comprobar que el cromosoma N°25e presenta

por triplicado,con frecuencia diferente en cada caso. El hecho que dos

agentes relacionados induzcan 1a mismaalteración cromosómicaen diferen

tes proporciones, enfatiza la precisión de los mecanismosinvolucrados

y pone de manifiesto la importancia del agente inductor.

Popescu y Di Paolo (1977) realizando experiencias semejantes en
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fibroblastos de embriónde rata in vitro, obtuvieron resultados muy si

milares.

De todas estas experiencias surge que existe una especial inter

acción entre un determinado cromosomayïel carcinógeno. Esta interac

ción puede oríginar marcadores o roturas o un aumento de intercambio de

cromátidas hermanas, pero lo que más a menudo sucede son cambios génicos

submicroscópicos que conducen a 1a transformación neoplásica. La presen

cia de translocaciones y trísomías puede estar reflejando una etapa se

cundaria de amplificación de la lesión primaria produciendo células más

malignas que aquellas transformadas originalmente.

Los datos obtenidos en citogenética en tumores experimentales se

pueden resumir de 1a siguiente manera:

1. Los cambios citogenéticos durante la oncogénesis llevan patrones crg

mosómicos que no son al azar.

Estos patrones cromosómicosestán influenciados por el agente indugN

tor. Esto indica una íntima interacción entre el material heredita

rio del huésped y el agente inductor.

3. Las variaciones cromosómicasespecíficas afectan solamente a unos pg

cos cromosomas, mientras que la mayoría de los cromosomas permanecen

ínalterados y solamente tomanparte en los disturbios fortuitos.

4. Los cromosomasresponsables de la desviación de la línea germinal son

aquellos que llevan genes determinantes del desarrollo maligno.
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'1.2. Bandeo cromosómico.

1.2.1. Bandeo G en ratones.

Los pares de cromosomasdel ratón son acrocéntricos; con colo

ración estandar de Giemsa solamente un par de autosomas, el N°19 puede

ser reconocido porque es el más pequeño y además posee una constricción

secundaria. Los restantes cromosomasdel complementono son identifica

bles. La presencia de una translocación en preparaciones estandar solg

mente puede ser reconocida si se presenta un cromosomade longitud ano;

mal: o muy largo o muycorto o cromosomasmetacéntricos o submetacéntri

co o fusión céntrica (translocación Robertsoniana).

Las técnicas de bandeo cromosómicocon coloración fluorescente

de quinacrina o con alguno de los métodos modificados de Giemsa han per

mitido un gran desarrollo en 1a citogenética de los ratones. Quincede

los veinte grupos de ligamiento han sido asignados a cromosomasespecífi

cos. El patrón de bandeo de cada cromosomaes consistente de célula a

célula y es el mismodentro de cada cepa estudiada; las pequeñas diferen

cias encontradas radican en el tamañode las constricciones secundarias

típicas para cada cepa. Los cromosomaspueden ser identificados y los

homólogos apareados sobre 1a base de su patrón de bandeo. Los cromoso

mas identificados de esta forma han sido medidos y ordenados en tamaño

decreciente. Estos resultados han permitido crear un sistema para ordg

nar el cariotipo del ratón. Estos datos han sido publicados por el C9

mité de estandarización de 1a nomenclatura genética del ratón (1972).
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Este Comitéreunió el trabajo de cuatro laboratorios diferentes; para

ello, se analizaron los trabajos de Devy col. (1971); Schnedl (1971);

Francke y col. (1971) y Buckland y col. (1971). Se compararon los carig

tipos y los largos relativos de cada crómosomay en base a estas publi

caciones se determinó un único sistema numérico e idíograma de uso u

niversal.

Los pares 11, 15 y 19 pueden presentar una constricción bien

marCadaa nivel del centrómero denominada por Levan, (1972), "rabbit

ears”.

Ocasionalmente, los pares 12 y 18 pueden presentar también esta

característica. Esta variante cromosómica,presente muchasveces en uno

de los homólogos,hace que existan diferencias de longitud entre los

miembros de un par.

En 1973, Nesbitt y col., utilizando técnicas de bandeo G y Q pu

blicaron un sistema de nomenclatura para los cromosomasdel ratón de

acuerdo con las recomendaciones del Comité de estandarización de 1972

(Fig. 3). En este trabajo se llegó a detenninar hasta 312 regiones den

tro del cariotipo del ratón y se propuso una nomenclatura para individug

lizar cada una de ellas.

Este sistema tiene la virtud de ser abierto en el sentido que se

puede agregar más información (utilizando en un futuro técnicas de mayor

resolución) sin alterar la designación básica.

Existen dos tipos de bandas: las mayores y las menores. Las ban

das mayores pueden ser oscuras o claras y son fácilmente reconocidas aún
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en preparados de poca calidad o en cromosomascontraídos y se designan

con el N° del cromosoma y uma letra mayúscula comenzándose desde la zo

na cercana al centrómero hacia el telómero.

En preparados de excelente calidad se pudo demostrar que las ban

das mayores consistían de varias bandas menores y se designaron por el

N° del cromosoma, 1a letra de la banda mayor de la cual forma parte y su

propio número ordenándose desde la más próxima al centrómero hacia la

más distal. En la Fig. 4 se observa el patrón de bandeo de una metafa

se normal ordenado de acuerdo a1 esquema anterior y siguiendo las nor

mas del Comité de estandarización.

1.2.2. BandeoC (Heterocromatina) en ratones.

El término heterocromatina fue introducido por primera vez por

Heítz (1928) para denotar cromosomas o regiones de cromosomasque están

condensadosen interfase y profase y que no se despiralizan en telofase

comoel resto de los cromosomas.

En los mamíferos, existen dos tipos principales de heterocroma

tina: 1) Heterocromatina constitutiva: es la heterocromatina que está

presente en los cromosomashomólogosy puede visualizarse en preparados

citológícos realizando técnicas de bandas C (Arrighi y Hsu, 1971; Kan

da, 1976; Summer, 1972).

Estas técnicas consisten en desnaturalizar e1 DNAde los cromo

somasmetafásicos por calor o álcalís y luego, una posterior renaturali

zación in situ bajo condiciones controladas.
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2) Heterocromatina facultativa: resulta de la inactivacíón de

uno de los dos cromosomasX en las hembras. Esta inactivación es un mg

canismo efectivo para reducir el número de cromosomasX fúncionantes en

el sexo femenino (esta heterocromatina no se colorea con bandeo C).

Trabajos recientes indican que el DNAde la heterocromatina cons

titutiva está compuestopor cortas secuencias de polinucleótidos repeti

das cientos de veces, llamado DNAsatélite.

El DNAsatélite fue detectado por primera vez en 1960 por técni

cas de gradiente de centrífugación (Kit, 1961) apareciendo comoumcom

ponente de densidad diferente que el resto del DNA. Este DNAsatélite

se reasocia rápidamente después de la desnaturalización al calor, lo

cual sugiere que está formadopor secuencias polinucleotídicas repetí

das (es por ello que, también, se lo llama DNArepetitivo).

Britten y Kohne, en 1968, determinaron que el DNAsatélite está

formado por secuencias de 150 a 300 bases repetidas ummillón de veces.

Este DNArepetitivo se encuentra en todos los eucariotes desde los pro

tistas superiores hasta el hombre. En organismos superiores,especia1

mente en los mamíferos, el DNArepetitivo abarca entre el 30-40%del tg

tal del DNAy puede ser dividido en dos clases: a) una fracción de DNA

altamente repetitivo o DNAsatélite que comprende aproximadamente el

10%del DNA(por ejemplo, en el ratón) y consiste en secuencias cortas

de 300 nucleotidos repetidas aproximadamenteun millón de veces; y, b)

una fracción de repetición intermedia que comprende un 20%del DNAto

tal que consiste en familias de secuencias repetidas desde 100 hasta
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100.000 veces.

En 1970, Pardue y Gall, usando técnicas de hibridización in situ

demostraron que el DNAsatélite del ratón hibridiza con el DNAde las re

giones centroméricas de todos los cromosomas, excepto el cromosomaY.

En las interfases, el DNAsatélite está asociado con 1a heterocromatina

perinucleolar. También se ha podido determinar que el cromosomaY del

ratón posee DNAaltamente repetitivo en los brazos largos y no en la zg

na centromérica.

El DNArepetitivo no se transcribe por lo tanto, se considera

genéticamente inerte. Esta conclusión es apoyada por Flamny col.(1969)

pues el DNAsatélite del ratón no hibridiza con RNAextraído de distin

tos órganos del mismoanimal.

La heterocromatina constitutiva puede ser considerada comoun ti

po especial de cromatina que contiene la mayoría del DNAsatélite. La

heterocromatina normalmentetiene la propiedad de replicar tardíamente

en el período de síntesis.

En la mayoría de los mamíferos, el DNAsatélite se ubica prefe

rencialmente en las regiones pericentroméricas de todos los cromosomas.

Entre los animales estudiados existen especies que presentan grandes

cantidades de heterocromatina constitutiva (ratón, ternero, chanchito

de la India, hamster sirio y caballo) y especies que presentan pequeñas

cantidades (Microtus californicus, Microtus montanus, Microtus agrestis,

hamster chino y hombre)(Yunis y col., 1971).

En el ratón, la heterocromatina constitutiva puede ser fácilmen
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mente detectada aplicando cualquiera de'las técnicas publicadas en la Ii

teratura. Los 40 cromosomasacrocéntricos del ratón poseen un gran bloque

de heterocromatina constitutiva de ubicación centromérica, excepto en el

cromosomaY en el cual se localiza en los brazos largos (Fig. 5).

1.3. Tumorigénesis a cuerpo extraño

Se denomina tumorigénesis a cuerpo extraño al desarrollo tumoral

a partir de la implantación de un cuerpo inerte en animales experimentales.

Sobre el tema existen, en la literatura, varios trabajos: los mas importan

tes son los de Bischoff y Bryson (1964), Bryson y Bischoff (1969), Ott

(1970) y Bischoff (1972). Alrededor de 1940, varios grupos de investigado

res, trabajando con ratas, observaron que éstas desarrollaban sarcomas

en íntima relación con el material plástico implantado. Este tipo de tu

mor fue explorado más exhaustivamente durante la década del 50 por numero

sos grupos de investigadores; entre ellos, Oppenheiner (1955), Nothdurft

(1955), Zollinger (1952), y otros.

El rol etiológico del cuerpo extraño fue confirmado y se conclu

yó que la presencia física y 1a naturaleza del mismoeran responsables

de la tumorigénesis.

En vista de que los implantes eran muyutilizados Dor los ciru

janos, la mayoría de los trabajos de investigación, durante 1960, estu

vieron relacionados con problemas de histocompatibilidad (Bischoff, 1972).

Considerandola elevada frecuencia-de implantes artificiales en el hom

bre por razones anatómicas, funcionales o estéticas, 1a incidencia de
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tumores asociados al cuerpo extraño es sorpresivamente pequeña comparado

con los tumores experimentales en ratas y ratones. Esto está registrado

en varios seguimientos realizados en pacientes que han recibido implan

tes artíficiales (Rubiny col., 1971), (be Cholnoky, 1970), (Spence,1954),

(Dutton, 1959), (Dukes y Mitchley, 1962) y otros.

Existen grandes diferencias entre el hombrey los roedores dado

que estos últimos poseen una gran susceptibilidad a la tumorígénesis a

cuerpo extraño. Esta diferencia puede deberse en parte a la latencia del

tumor, ya que en los ratones los rangos van de 6-24 meses y, en el hom

bre, comparativamente, la latencia del tumor puede exceder la expectati

va de vida en la mayoría de los casos. Burns (1972) reporta una laten

cia de 10 años para un sarcoma siguiente a la reparación arterial con te

flon-dacron.

Thompson (1969) reporta un condbosarcama18 años después de la im

plantación de esferas de lucite. Ott (1970) ha tabulado todos los casos

publicados hasta 1966; varios de ellos, con latencia de hasta 40 años.

Es por ello que, actualmente, se recomienda un control estricto de los

implantes artificiales, especialmente aquellos empleadoscon finalidad

estética; en caso de ser necesaria la implantación a cuerpo extraño se

debe tratar que éste sea lo más pequeño posible y someter, al paciente,

a controles periódicos. A pesar de la baja frecuencia de los tumores

a cuerpo extraño en el hombre, el problema no debe ser tomado con indifg

rencia.

En roedores, la tumorigénesis a cuerpo extraño ha sido usada como



un métodopara realizar estudios etiológicos de cáncer. Actualmente,

se sabe que 1a implantación de material plástico inerte en ratas y otros

animales de laboratorio, lleva, frecuentemente, a la formación de tumo

res sarcomatosos fácilmente transplantables en la cepa de origen.

En la literatura, existen muypocos trabajos donde se realicen

estudios citogenéticos en este tipo de tumor dado que se trata de un ma

terial'muy difícil de estudiar por su consistencia sólida. Los trabajos

de Banerjee y col. (1966), Brand y col. (1967a), Buoeny col. (1968),

Johnson y col. (1970), son los únicos que describen aspectos cromosómi

cos en tumores inducidos por implantación de polímeros (plástico). La

mayoría de los sarcomas a cuerpo extraño eran hiperdiploides o en el ran

go de hipo o hipertetraploidía. Se pudieron identificar distintos mar

cadores,tales comometacéntricos y dobles diminutos (Buoeny Brand,1968);

estos cromosomasanómalos pudieron ser detectados fácilmente sin aplicar

técnicas de bandeo dado que el complementononmal del ratón consiste e¿

clusivamente en cromosomasacrocéntricos, pero ninguno de los marcadores

fue identificado comoespecífico para los sarcomas a cuerpo extraño.

El desplazamiento en el nivel de ploidía fue interpretado como

una consecuencia del comportamiento del crecimiento anaplásico.

La tumorigénesis a cuerpo extraño tiene lugar en la cápsula del

tejido que se forma alrededor del implante comoreacción al cuerpo ex

traño. En trabajos que datan de 1967, se llegó a determinar que los tu

mores de los animales inoculados y sus correspondientes transplantes,

presentaban idénticas líneas germinales desde el punto de vista cromosg

mico.
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Con los trabajos de Brand y col. (1967b), Johnson y col. (1970),

se pudo determinar que estos tumores derivan de clones celulares especí

ficos, firmemente agarrados a la superficie del implante presentes muchos

meses antes del desarrollo tumoral. El implante de plástico puede ser

cortado en pequeños fragmentos y transferido a animales receptores singg

neicos dando origen a un tumor de iguales características y con-el mismo

tiempo de aparición (latencia). En estos experimentos se usaron las ce

pas coisogénicas CBA/Hy CBA/HT6; por lo tanto, el origen del tumor pu

do ser verificado por la presencia del cromosomamarcador T6. Este mar

cador también permitió hacer una clara distinción entre estroma y célu

las tumorales. Por lo tanto, las células tumorales pueden ser determina

das inequívocadamente, aún en conteos euploides y pseudodiploides. Los

tumores originados a partir de trozos del mismoimplante presentaron idén

ticas aberraciones cromosómicase igual aneuploidía con histograma caras

terístico; ocasionalmente, se presentaron anomalías cromosómicasde natu

raleza espontánea. Mientras que la mayoría de los tumores derivados de

diferentes implantes, fueron claramente distintos en su cariotipo.

La población celular adherida al film de plástico parece no en

trar en división; esto puntualiza la existencia de un único clon celular

premalígno que reside sobre la superficie del implante en un estado de

no división celular, muchosmeses antes de la aparición del tumor. Se

sospecha que existe un fenómenoespecífico de inhibición durante esta fa

se. Al final, la célula premalígna se despega del film e invade la cáp

sula tisular y se propaga produciendo el tumor dentro de las 4 semanas.

Es por ello que, las células premalígnas, nunca son encontradas en la
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cápsula, excepto durante el último período antes de que aparezca el tu

mor .

El crecimiento tumoral es altamente invasivo localmente; no se

observan metástasis en las distintas partes del organismoy esto es de

bido a que el crecimiento es rápido matando a los animales en un perío

do relativamente corto (3-4 semanas) a pesar de que la latencia de los

tumores es muy larga (10-15 meses).

En los trabajos de la literatura, no se ha encontrado ningún mar

cador específico pero sí se pudo determinar que cada tumor posee una lí

nea genminal específica, la cual se mantiene a través del transplante en

la cepa singeneica.

Boueny col. (1968) realizaron un estudio citogenético en 70 tu

mores inducidos por polímeros en ratones de la cepa CBAy describieron

la existencia de un cromosomamarcador denominado "doble diminuto" (dm),

por ser muypequeño y presentarse de a pares en algunos de los tumores.

La incidencia de este marcador fue muybaja.

Mark (1967) también describió esta anomalía cromosómica en tumo

res índucidos en ratones por inoculación del sarcoma de Rous (de pollo).

Marken su trabajo, sugirió la posibilidad de que ésto fuera el resulta

do de la hibridización de las células de pollo con las de ratón, puesto

que el pollo posee en su cariotipo, numerosos microcromosomas.

Boueny col. (1968) excluyen esta posibilidad dado que esta ano

malía citogenética fue observada también en células de otras especies y

en diferentes condiciones, incluyendo al hombre. Dadoque esta anomalía
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no fue observada en todos los tumores estudiados por Bouen, sino sola

mente en 5 de ellos, él concluye que se trata de un marcador de natura

leza espontánea.

Surge de esta revisión de los antecedentes bibliográficos

sobre citogenética de los tumores inducidos por reacción a cuerpo extra

ño, que la identificación precisa de los cromosomasimplicados en la

fonmación de los marcadores permanece, aún, incierta. Esto se debe a

que en los pocos trabajos publicados sobre el tema no se han aplicado

técnicas de bandeoque permitan identificar los marcadores de las célu

las malignas.

1.4. Modelo ezperimental.

La implantación de cilindros huecos de plástico en ratones

adultos de ambos sexos de la cepa BALBy la inoculación dos días más tag

de en el interior de los mismosde células neoplásicas alogeneicas (lin

foma S19 de 1a cepa de ratones AKR)dio por resultado la aparición de tu

mores alogeneicos con una incidencia del 53%y una latencia media de 40

días; es decir, una colonización celular con una corta latencia (Saal y

col., 1972). El 47%de los animales que no desarrollaron tumores en es

ta corta latencia y que quedaron bajo observación, comenzarona partir

del sépthmo mes a desarrollar tumores que mataron el 66%de los animales

en un promedio de 10 meses; es decir, con larga latencia. Utilizando es

te modelo experimental, dos días después de la implantación de los Ci

lindros de Plástico (C.P.) fueron inoculadas, en lugar de células murinas

alogeneicas, células neoplásicas humanas(injerto xenogeneico) de distin
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tas patologías. Se pudo comprobar que a partir del séptimo mes, los lg

tes de animales así tratados comenzarona mostrar una alta incidencia

de tumores (62%)mientras que en el grupo control portador de los C.P.

sin células, la incidencia de tumor fue'significativamente menor (45%)

(Pasqualini y cols., 1973). Todos los tumores estudiados, a pesar de tg

ner una larga latencia con un promedio de 10 meses y con un rango de 7

16 meses (Tabla I)(Fig.6), fueron de crecimiento rápido y localizado sin

producir metástasis llevando a la muerte del animal en alrededor de 20

días a partir de su aparición inicial.

En este trabajo de tesis se han utilizado exclusivamente

los tumores de larga latencia inducidos en la cepa BALB. Los tumores

estudiados fueron:

a) tumores inducidos por el C.P.

b) tumores inducidos por el C.P. + el agregado de células neoplásicas hu

manas

c) tumores inducidos por el C.P. + el agregado de células neoplásicas

murinas

Se determinó que, en todos los casos, eran tumores naci

dos de novo por el efecto del C.P.; es decir, eran sarcomas que se pue

den incluir dentro de una clasificación de tumorigénesis a cuerpo extra

ño (Pascucelli y col., 1973). El tumor se originó entre la cápsula que

rodea el cuerpo extraño y el C.P., y en la vecindad de un granuloma;

esto permite postular que el clon inicial de células transformadas se de

sarrolla en contacto con 1a superficie lisa del plástico (lucite), el
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TABLA 1: INCIDENCIA DE TUMORIGENESIS Á CUERPO EXTRAÑO

FIBROSARCOMAS

C.P. + INOCULO
N°DE RATONES %

C.P. ' 45/101 ' 45

C.P. CELULAS NEOPLASICAS
HUMANAS 62/100 62*

C.P. LINFOMAAKR 85/128 66*

2
* Haydiferencia significativa con respecto a1 control aplicado ?(

Fig. 6: Ejemplar de la cepa BALBportador de un sarcoma anaplásico.
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que proveerïa un sitio privilegiado limitado por la cápsula conectiva.

Los tumores estudiados consistïan en masas sólidas voluminosas que cre

cían en el tejido subcutáneo adyacente a1 C.P. y no producían metástasis.

Este tipo de tumor es muyvascularizado con algunos signos de necrosis y

hemorragias. Las fibras reticulares constituyen una trama en la cual ni

dos de células tumorales han sido atrapadas. En base a su morfología,

estos tumores, histológicamente idénticos, fueron clasificados comosar

comas anaplásicos. Células en forma de huso constituyen la mayoría de

la población tumoral; tienen un gran núcleo con cromatina dispersa irre

gular y usualmente másde un nucleolo; el citoplasma es rico en riboso

mas casi sin mitocondrias y cuerpos de Golgi. Partículas virales tipo A

fueron observadas dentro de las cisternas. Estas células se considera

ron comocélulas reticulares primitivas de naturaleza tumoral.

La tumorigénesis a cuerpo extraño, previamente descripta

por Potter (1968) y Brand y col. (1972),ha sido confirmada con estos e;

perimentos. La inoculación de células neoplásicas tanto humanascomo

murinas alogeneicas, incrementan significativamente 1a incidencia del tu

l'l'lOI' .

Todos los tumores fueron transplantables dentro de la cg

pa BALBdemostrando que se trata de tumores.nacídos de novo. En este tipo

de neoplasia de larga latencia, se descarta 1a colonización celular,

pues los tumores inducidos por el C.P. más el agregado de células alogg

neicas (del linfoma S19 de la cepa AKR)nunca pudieron ser transplanta

dos en ratones de la cepa AKRy, en el caso de los tumores inducidos

por el C.P. más el agregado de células neoplásicas humanas, los carioti
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.pos de los tumores siempre fueron murinos (Larripa y Salum,1976 ).

En cuanto al mecanismoetiológico responsable del desarro

llo tumoral, no se lo conoce. Se postula que -ambascélulas alogenei

cas y xenogeneicas contienen un "agente" capaz de potenciar el efecto

tumorigénico del implante de plástico. Además,este hecho se vería faci

litado dado que el cilindro produce un efecto inmunodepresivoen el ani

mal (Saal y col., 1972).

1.5. Objetivo del trabajo.

Teniendo en cuenta comohipótesis de trabajo que la mayoría

de los tumores estarían caracterizados por esquemas cromosómicosespecí

fícos, es que se encaró la investigación citogenética de tumores murinos

primarios inducidos por reacción a cuerpo extraño y de sus respectivos

transplantes celulares. Dela revisión bibliográfica sobre el tema, sur

ge que existen muypocos trabajos donde se hayan realizado estudios ci

togenéticos en este tipo de tumores, probablemente porque se trata de un

fibrosarcoma, material muycompacto y fibroso. En los pocos trabajos

publicados (Banerjee y col., 1966; Brand y col., 1967b; Buoeny col.,

1968; Johnson y col., 1970) se determinó la presencia de ciertos cromo

somasmarcadores pero ninguno de ellos fue considerado específico para

este tipo de tumor. La identificación de los cromosomasimplicados en

1a formación de dichos marcadores no fue establecida pues no se habían

aplicado técnicas de bandeo. La finalidad del presente trabajo de in

vestigación fue realizar el estudio citogenético de los sarcomasanaplg

sicos murinos primarios inducidos por la implantación subcutánea de C.P.
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a fin de determinar que alteraciones cromosómicaspresentaban estos tu

mores.

Dadoque 1a tumorigénesis a cuerpo extraño está significa

tivamente aumentada cuando se inoculan células neoplásícas humanas o mg_

rínas dentro del C.P., se trató de comparar ambosprocesos tumorígénicos

(con y sin material neoplásico dentro del C.P.) con el objeto de poder

determinar si existían cromosomasespecíficos implicados en cada caso.

A tal fin se determinó 1a línea germinal de cada tumor te

niendo en cuenta el númeromodal, rango de Heteroploidía y presencia de

marcadores. Estos últimos fueron caracterizados con técnica de Bandeo

G y C.

E1 estudio citogenético permitió caracterizar perfectamente

cada uno de los tumores primarios estudiados y sus respectivos trans

plantes dentro de 1a cepa singeneica.
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2,MATERIAL Y METODOS



2.1. Tumores murinos.

La investigación se llevó a cabo en tumores primarios y en

sus transplantes celulares. Denominamostumor primario al que se origi

nó en el ratón BALBa partir de un C.P. implantado debajo de la piel con

o sin el agregado de material neoplásíco humanoo murino que produce un

tumor de novo y, transplante, al primer pasaje in vivo de un tumor pri

mario.

Todos los tumores primarios estudiados fueron de larga la

tencia (7-16 meses).

Todos los C.P. son de lucite de 1cmde diámetro y 1.5cm de

largo. Ambosextremos están abiertos y pasados por la llama para qui

tarles el filo. Estos C.P. se dejan bajo luz ultravioleta durante toda

la noche para su esterilización y, recién entonces, son implantados ba

jo la piel de animales anestesiados de la cepa BALBde ambos sexos y de

2-3 meses de edad. Dos días después de 1a implantación de los C.P., se

inyectan células neoplásicas de distinto origen por intermedio de un tró

car dentro del lumen del C.P.. Cada animal recibe 0.2ml de la suspensión

celular a una concentración de 5x106cel/m1. El grupo control recibió

los C.P. vacíos.

El material inoculado provino de:

a) biopsias de linfomas humanos;

b) líneas celulares derivadas de linfomas humanos;

c) linfoma 819 de la cepa de ratones AKR.
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2.1.1. Tumoresprimarios.

sico:

Tumor

Tumor

TUmor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

P119:

P320:

P323:

P120:

P198:

P193:

P143:

P10:

P365:

I. Inducidos por el C.P. más el agregado de material neoplg

a) de origen humano(injerto xenogeneico):

Tumorprimario inducido por un C.P. y la inoculación de célg

las de una línea celular, denominadaGH7,proveniente de un

linfosarcoma humano(Suárez y col., 1969).

Idem P119

Tumorprimario inducido por un C.P. y 1a inoculación de célu

las de una línea celular, denominada LDLT,proveniente de un

linfosarcoma humano (Sen y col., 1972).

Idem P323.

Tumorprimario inducido por un C.P. y 1a inoculación de célg

las de una línea celular, denominadaJijoye, proveniente de

un linfoma de Burkitt.

Tumorprimario inducido por un C.P. y'la inoculación de célg

las de una biopsia de un linfoma folicular gigante.

Tumorprimario inducido por un C.P. y la inoculación de célu

las de unaabiopsia de un paciente portador de un linfoma no

Hodgkin.

b) de origen murino (injerto alogeneico):

Tumorprimario inducido por un C.P. y la inoculación de célu

las del linfoma S19 de la cepa de ratones AKR.

Idem P10.
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Tumor P346: Idem P10.

II. Inducidos por el C.P. solo, sin inoculación de células

neoplásicas:

Tumor P249

TUmor P356

Tumor CS1

Tumor CSZ

TUmor C53

2.1.2. Transplantes.

Se realizó el estudio citogenético del primer pasaje in vi

vo de los tumores primarios anteriormente mencionados. Para realizar el

transplante tumoral, se toma un pequeño trozo del tumor primario, el cual

es colocado por medio de un trótar subcutáneamente en ratones BALB,sín

geneicos. Al cabo de unos 7 a 10 días comienza a desarrollarse el tumor

el cual es extraído y estudiado citogenétícamente.

2.2. Técnicascitogenéticas directas.

- Se inoculan los animales que presentan un desarrollo tumg

ral adecuado con colchicina_a una concentración de yug/gr de peso del

animal intraperitonealmente. Al cabo de 4-5 horas, se sacrifica el ani

mal y se extrae una pequeña biopsia, 1a cual es triturada por medio de

un bisturí. Se recogen las células, se lavan y luego, son sometidas a

la acción de la solución hipotónica de ClK al 0,53%, durante 20 minutos.
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Finalmente, se fija el material con ácido acético glacial y alcohol metí

lico en una proporción 1:3, realizando tres lavados comomínimo. La sus

pensión celular obtenida es extendida en porta-objetos, perfectamente

limpios, y por último, coloreados con Giemsa 1:10 de agua corriente.

Esta mismatécnica se puede desarrollar haciendo una peque

ña variante, la cual consiste en inocular la colchicina dentro de la ma

sa tumoral.

- Otra técnica directa aplicada fue extraer una pequeñabiop

sia de la masa tumoral disgregando las células por acción de tripsina.

Resuspender las células en medio de cultivo que contiene colchicina a una

concentración de yug/ml durante Z horas; al cabo de este tiempo, se con

tinúa exactamente igual que en la técnica anterior.

Todas estas variantes dieron escasos resultados dado que el

'material utilizado estaba compuestopor tumores sólidos muyfibrosos con

frecuentes zonas de necrosis y, por este motivo, se recurrió a las técni

cas de cultivo "in vivo" y/o "in vitro".

2.3. Técnicas citogenéticas aplicando técnicas de cultivo.

2.3.1. Técnica de cultivo "in vivo”.

Consiste en cultivar células en una cámara de difusión (C.D.)

en la cavidad intraperitoneal del ratón.

La C.D. consta de un anillo de lucite de 10mmde diámetro

por 3mmde altura, el cual está cerrado en ambas caras por filtro Milli

-42



pore de 0,22¡u impermeablea las células pero que deja pasar los líqui

dos nutrientes del animal hacia ella (Capalbo, 1964).

La técnica consistió en:

a) homogeneizar el tumor a estudiar en medio de cultivo MEM(MinimunE

sential Medium);

b) 0,2 m1de la suspensión celular a una concentración de 1.5x106 cel/ml

es introducida a través de un pequeñoorificio que posee el anillo,

el cual es taponadocon parafina después de introducir las células;

c) las C.D. son implantadas en la cavidad peritoneal de animales singe

neicos mediante una incisión quirúrgica de la pared abdominal;

d después de 8-10 días, las C.D. son recuperadas y tratadas con pronaV

sa a1 0,5%durante 30 minutos para disolver el coágulo celular que se

fonmadentro de ellas;

e) la suspensión celular es lavada y centrifugada de 2 a 3 veces;

f el pellet obtenido se resuspende en medio de cultivo que contiene colV

chicina lpg/ml durante 3-5 horas, con el fin de detener el mayornú

mero de células en metafase;

g) el material celular es sometido a la acción de la hipotónica de ClK

al 0,53% durante 20 minutos a 37°C;

h) luego, las células son fijadas en alcohol metilico-ácido acético gla

cial en una proporción 3:1, durante 30 minutos y 3 cambios sucesivos;

finalmente, se realiza el extendido y se colorea con Giemsa1:10 deVJ'

agua corriente durante 10 minutos (Rumiy col., 1974).

Generalmente, se siembran de 10 a 12 C.D. por tumor; en el

momentode la extracción, se sacan de 5 a 6 C.D. y si el número de meta
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fasesno es suficiente, se realiza el repique de las cámaras restantes di

vidiendo el material contenido en las C.D. e introduciéndolo nuevamen

te en la cavidad intraperitoneal por 8 días más.

2.3.2. Técnica de cultivo "in vitro”.

Esta técnica consiste en cultivar pequeñasbiopsias de los

tumores en un medio de cultivo adecuado suplementado con suero fetal bo

vino; de este modo, se logró obtener líneas celulares de corto término

(P10-P249) y de largo término (P119-P193-CS1-CSZ-CS3).

Se procedió de 1a siguiente manera:

a) Se toma una pequeña biopsia del tumor;

b) se tripsina con agitación permanente;

c) la suspensión celular se lava en medio de cultivo MEM;

d) se siembra en frascos planos con medio de cultivo MEMmás 20% de sue

ro fetal bovino más 100mde penicilina y 10ng de streptomicina;

e) cuando la monocapacelular está confluente, observada al microscopio

invertido, se realiza el primer repique;

f) una vez que el cultivo ha completado nuevamente la monocapa, se vuel

ve a tripsinar y así sucesivamente.

Las líneas celulares obtenidas,actua1mente se encuentran

congeladas. A partir de estas líneas celulares derivadas de los tumores

murinos se pudo realizar el estudio citogenético; para ello se debe:

g) agregar colchicina 0.}ug/m1 durante una hora;

h) despegar la monocapacelular utilizando tripsina (enzimaproteolítica

que destruye la sustancia intercelular);
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í)

j)

k)

1
V

recoger el material, centrifugar y descartar el sobrenadante;

someter a1 pellet celular a 1a acción de la solución hípotónica ClK

a1 0,53%;

fijar en ácido acético glacial-alcohol metílico (1:3), tres cambios

como mínimo;

realizar los extendidos y colorear con Giemsa1:10 de agua corriente

durante 10 minutos.

2.3.3. Técnica de cultivo de embrión.

a)

b

c)

V

d)

e)

Sacrificar una hembrapreñada entre 12-17 días de gestación de la

cepa BALB;

extraer, en forum estéril, cada uno de los embriones;

procesar, en forma individual, cada uno de ellos cortándolos con dos

bisturis hasta dejar reducido el tejido a una pulpa;

sembrar a una concentración de 2x106cel/ml en frascos de cultivo pla

nos con medio MEMmás 20%de suero fetal bovino más antibiótico;

incubar a 37°Cdurante 48 horas y observar al microscopio invertido.

Cuandola monocapacelular está confluente, realizar el primer re

pique.

A partir de este momento,para realizar el estudio citogg

nético, se continúa comoen la técnica anterior, punto f.

2.4. Técnicas de bandeo cromosómico.

2.4.1. Técnica de bandeo G.
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Aplicando la técnica de Marina Seabright (1971), con algu

nas modificaciones:

a)

b

c)

V

d)

e)

f)

g)

h)

los extendidos,realizados al frío, se dejan envejecer por lo menos

durante una semana;

se hidratan en buffer pH7;

se someten a la acción de la tripsina a una concentración de 0,1%,

durante un tiempo variable, generalmente entre 15 segundos y 5 minu

tos, dependiendo del preparado;

se vuelve a pasar por el buffer pH7para cortar 1a acción de la trip

sina;

se colorea con Giemsa (1m1/4m1de buffer) durante 3 minutos;

se lava el preparado con agua corriente;

se seca al aire;

se observa a1 microscopio con objetivo de inmersión 100x.

2.4.2. Técnica de bandeo C.

Aplicamos la técnica de Arrighi y PBu (1971) y la de Kanda

(1976), con ligeras modificaciones en ambas técnicas.

a)

b)

C V

d")

La primera de ellas, consiste en:

Tratar los preparados de 7-30 días de antigüedad con 0,2N de HCl a

temperatura ambiente durante 30 minutos;

lavar con agua destilada 3 cambios;

sumergir los preparados en NaOH0,03M durante 15 segundos a 1 minuto,

según el preparado;

pasar los preparados por 5 cambios de alcohol 702
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e)

f)

g)

h)

í)

a)

b
V

C V

d
V

e
V

f)

g)

pasar los preparados por 3 cambios de alcohol 96°;

dejar secar;

incubar toda la noche en ZxSSCa 65°C;

pasar nuevamentepor alcohol 70°(S veces);

colorear con Giemsa 1:50 de buffer pH6,8 durante 30 minutos.

y, la segunda técnica, consiste en:

Tratar los preparados de 7-30 días de antigüedad con HCl 0,2N, duran

te 30 minutos;

lavar con agua destilada;

incubar en Ba(CH)2 8H20 al 5%desde 15 segundasa 1 minuto (dependien

do del preparado;

lavar con agua destilada varias veces;

incubar en ZXSSCuna hora a 60°C;

lavar con agua destilada;

teñir con Giemsa 1/50 de buffer pHo/B durante 30 minutos.

2.5. Técnica autorradiográfica.

Al material a estudiar se le adiciona TdrH3en una concentra

ción de O,yxnmú. La TdrH3 es incorporada a1 DNAneoformado y, poste

riormente, es revelada mediante 1a autorradiografía, métodoque aprove

cha las partículas emitidas por el Tritio que impresionan 1a emulsión

nuclear reduciendo 1a sal de plata que, al ser revelada, aparece en for

ma de gránulos.

Una vez obtenidos los preparados que han incorporado el i
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sótopo radioactivo, se sumergen en 1a emulsión TNB12de Kodak, se dejan

incubar en completa oscuridad y sequedad’durante 10 días; a1 cabo de es

te tiempo, se realiza 1a revelación (revelador KodakD-19b, durante 2

a 5 segundos) y fijación de los preparados (fijador KodakF-S, duran

te S segundos) y, finalmente, se colorean con Giemsa al 2,5% en buffer

de SUrensen a pH6,4-6¡5 durante 30 minutos.

2.6. Apéndice EstadiStico

Intervalos de confianza para la media:

P()‘(-tm,.¿5<p()-(+tm¿ S‘)=1-vL,donde:n ’fi
K: media muestral

d: nivel de significación

m: grados de libertad = n-1

n: tamaño de la muestra

S: desvio estandar muestral

P: probabilidad

t: variable "t" de Student

¿u media poblacional
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3.1. Datos obtenidos en ratones normales.

Para obtener datos sobre ejemplares normales de la cepa

BALB,se trabajó con embriones de 15 días. Para ello, Se sacrificó una

hembrapreñada a la cual se le extrajeron en forma estéril los fetos,los

cuales fueron cultivados in vitro en forma individual (ver Material y Mg

todos).

Se trabajó con los primeros repiques pues, a medida que el

cultivo evoluciona, puedenaparecer alteraciones cariotípicas propias

del cultivo in vitro prolongado. Cuandose realiza tinción estandar

con Giemsa (Fig. 7), los 40 cromosomasacrocéntricos del ratón sólo pue

den ser ordenados en forma tentativa por tamaño decreciente dado que la

morfología es igual en todos ellos. Aplicando la técnica G se pudo iden

tificar y ordenar los pares de homólogosde acuerdo a su patrón de ban

deo (Figs. 8 y 9) siguiendo las recomendaciones del Comité de Estadariza

ción de la nomenclatura Genética del ratón.

"i
.‘l. “I“ \/\ \“’

a. ‘= “J'v-;¡fill,'¡\‘/s3,"l
av «¡1' \¡_. '1'.

1 l

Fig. 7: Metafase de ratón normal con tinción estandar.
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Fig. 9: Patrón de Bandeo G en uh machó normal
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La técnica de bandeo C permitió localizar los bloques de hg

terocromatina constitutiva, normalmenteubicados en 1a zona centromérica

de todos los cromosomas (excepto en el cromosoma Y donde se observa en

los brazos largos) (Fígs. 10 y 11).

Coneste material se obtuvieron buenos preparados, los cua

les fueron procesados con las técnicas oe bandeo G y C (ver Material y

Métodos). Estos resultados obtenidos en los ejemplares sanos fueron con

siderados nuestros patrones normales con los cuales se compararonlos cg

riotipos obtenidos en los tumores murínos estudiados.

o v

. . 1...?l t‘ ‘ .
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Fíg.ll: Bandeo C en un macho- Fig.10: Bandeo C en una hembra
normalnormal
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3.RESULTADOS



3.2. Datos obtenidos en los tumores murinos primarios.

Recurriendo a los distintos métodosde cultivo, in vivo e

in vitro, se estudiaron citogenéticamente 15 tumores murinos de larga la

tencia, inducidos por reacción a cuerpo extraño (C.P.) en 1a cepa BALB,

con 6 sin agregado de material neoplásico humanoo murino (el modelo ex

perimental empleado está extensamente explicado en el punto 1.4. de la

Introducción).

Si bien todos los tumores estudiados fueron clasificados his

tológicamente comosarcomas anaplásicos, citogenéticamente cada uno de

ellos presentó líneas germinales bien específicas.

En todos los casos, el cariotipo de los tumores fue murino

y los rangos de heteroploidía más frecuentemente observados, fueron el

diploíde y tetraploide, coincidiendo con lo publicado en la literatura

(Brandy col., 1967). Las líneas triploides se presentaron esporádica

mente .

Todos los tumores por reacción a cuerpo extraño de larga

latencia son tumores de novo; por lo tanto, se descarta la colonización

celular pues en el caso de los tumores inducidos por el C.P. más el agrg

gado de células alogeneicas de la cepa AKRnunca pudieron ser transplan

tadas a ratones AKRy en el caso de los tumores inducidos por el C.P. más

el agregado de células neoplásicas humanaslos cariotipos de los tumores

siempre fueron murinos.

La incidencia de tumor agregando al C.P. material neoplási
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co murino (66%) o humano (62%) fue significativamente mayor que en el

grupo control que lleva los C.P. solos sin células'(45%). El incremen

to de la incidencia de tumor provocada por el agregado de células neoplá

sicas tanto murinas comohumanas, se debería a algún "factor" capaz de

potenciar el efecto tumorigénico del implante.

Para realizar el estudio citogenético de los tumores prima

rios se recurrió a técnicas de cultivo in vivo e in vitro, pues los métg

dos directos dieron escasos resultados. En cada caso se analizaron entre

30 y 40 metafases; las mejores fueron fotografiadas y cariotipadas.

3.2.1. Datos obtenidos aplicando la técnica de cultivo in vivo.

Los tumores estudiados son muy fibrosos y constituyen masas

compactas con frecuentes zonas de necrosis; es por ello, que las técnicas

directas son de muybajo rendimiento mitótico por lo tanto se adaptó la

técnica de cultivo in vivo en C.D. para realizar el estudio citogenético

de los sarcomas anaplásicos murinos (ver Material y Métodos).

En los casos en el que el rendimiento mitótico no fue sufi

ciente en la primera extracción se realizaron repiques del contenido de

las C.D. incubándolas durante 8 días suplementarios. En algunos casos,

se realizaron hasta 4 repiques in vivo hasta obtener una cantidad sufi

ciente de metafases que permita realizar el estudio citogenético. La si

guíente Tabla muestra el rendimiento obtenido con este método en los tu

mores donde la primera incubación no fue suficiente:
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NUMERO DE METAFASES

PASAJES

TUWOR CULT. PRIMARIOS 1 2 3 4 TOTAL

P193 15 20 '15 25 Z7 102

P119 10 0 15 16 41

P143 30 40 45 115

P249 25 31 34 90

A continuación se describen los marcadores cromosómicos y

las características cítogenéticas halladas en cada uno de los tumores

estudiados.

Cromosomamarcador es aquel que por rearreglos ha adquiri

do una morfología distinta de los cromosomasde la especie, cuya apari

ción es constante y específica para un clon celular al cual permiten i

dentificar o marcar citogenéticamente.

Dadoque en el ratón los 40 cromosomasson acrocéntricos,

cualquier cambio en la morfología permite individualizar a un marcador.

En los tumores estudiados, se han individualizado varios

cromosomasmarcadores con técnica estandar.

m (minute): marcador minúsculo, denominado así por ser de menor tamaño

que el par N°19 del ratón normal.

dm (doble minute): marcador cromosómicodenominado así por presentarse

-54



de a pares. Se trata de una estructura cromosómicamuype

culiar sumamentepequeña (0,1-0,5/u). Se presenta en núme

ro variable,desde un par hasta varios cientos por célula.

Muchas veces resulta difícil poder contabilizarlos con

exactitud porque los más pequeños se encuentran en el lïmi

te de resolución del microscopio. Comosu nombre lo in

dica, se presentan de a pares, representando las dos crg

matidas hermanas. Estas se separan más prematuramente que

en el resto de los cromosomasde tamaño nonmal. Hasta el

momentoactual, esta alteración cromosómicaha sido descrip

ta únicamente en procesos malignos.

Marcador Largo Acrocéntrico. Denominadoasí por ser de ma

yor tamaño que el par N°1 del ratón normal.

Marcador Submetacéntrico. Producto de la translocación Ro

bertSOniana o fusión céntrica entre dos cromosomasacrocén

trícos de tamañodiferente.

Marcador Metacéntrico. La formación de este marcador puede

ser el resultado de dos procesos diferentes:

a) producto de la translocación Robertsoniana o fusión

céntrica entre dos cromosomasacrocéntricos de igual tg

maño, 6

b) formación de un isocromosoma.

Cualquiera de estos dos procesos pueden dar origen al mar

cador MM. Dado que en los tumores los pares de homólogos

suelen estar aumentados, el hecho de producirse la fusión
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céntrica entre dos cromosomashomólogosno implicaría nuii

somía para dicho par.

Conla técnica de cultivo in vivo se pudieron estudiar los

siguientes tumores: i

a) Sarcomas anaplásicos murinos inducioos por el C.P. más el agregado de

material neoplásico humano:

P119

P320

P323

P120

P198

P193

P143

b) Sarcomas anaplásicos murinos inducidos por el C.P. más el agregado

de células neoplásicas murinas:

P365

P346

c) Sarcomasanaplásicos murinos inducidos por el C.P. solo, sin células:

P356

P249

La TABLAII resume los datos obtenidos.
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Tibi]? P119:

Se determinó un rango de Heteroploidía entre 52 y 87 cromo

somas. E1 número más frecuente fue 74, encontrándose el 59%de las cg

lulas entre 71 y 82 cromosomas.

Presentó un marcador m (en 1 ó más ejemplares) en el 40%de

las metafases estudiadas. No se observaron figuras de pulverización

ni rotura de cromátides (Fig. 12).

Fíg. 12. Metafese del tumor P119 donde se observa el marcador m
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TUMORP320:

Se determinó un rango de Heteroploidía entre 53 y 96 cromo

somas. El número cromosómico más frecuente fue de 86 observándose el

65%de las células entre 79 y 91 cromosomas.

Presentó un marcador m (en 1 ó 2 ejemplares) en el 25%de

las metafases estudiadas.

Esporádicamente, suele encontrarse un marcador SM. No se

observan figuras de pulverización ni rotura de cromátídes (Fig.13).

Fig. 13. Metafase del tumor P320 donde se observa el marcador m y el
marcador SM.
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TUMOR P323:

Se determinó un rango de Heteroploidía entre 69 y 99 cromo

somas. El número cromosómicomás frecuente er de 83, encontrándose el

55%de las células entre 82 y 90 cromosomas.

Presentó un marcador m (en 1 6 2 ejemplares) en el 40%de

las metafases estudiadas.

Esporádícamente, suele encontrarse un marcador MM. No se

observan figuras de pulverización ni rotura de cromátides (Fig. 14).

Fig. 14. Metafase del tumor P323 donde se observa el marcador m y el
marcador MM.
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TIMOR P120:

Se determinó un rango de Heteroploidía entre 62 y 98 cromg_

somas. El número cromosómico más frecuente fue de 81, observándose el

50%de las células entre 77 y 84 cromosomas.

a
Presentó un marcador m (en 1 o más ejemplares) en el 30%de

las metafases estudiadas.

Esporádicamente, suele encontrarse un marcador MM. No se

observan figuras de pulverización ni rotura de cromátides (Fíg. 15).
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Fig. 15. Metafase del tumor P120 donde se observa el marcador m.
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TUMOR P198:

Se determinó un rango de Heteroploidía entre 39 y 75 cromo

somas. E1 número cromosómico más frecuente fue de 42, encontrándose el

47%de las células entre 40 y 47 cromosomas.

Presentó un marcador MLA[en 1 6 2 ejemplares) en el 80%de

las metafases estudiadas. No se observan figuras de pulverización pero

sï'algunas roturas de cromátídes (Fig. 16).

Fig. 16. Metafase del tumor P198 donde se observa el marcador MLA.
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TUMOR P193:

Se determinó un rango de Heteroploidía entre 60 y 76 cromo

somas. E1 número cromosómico más frecuente fue de 66. Las células se

hallan distribuidas homogeneamentedentro del rango de ploidïa.

Presentó un marcador dmen casi todas las células estudia

das. Además, se observaron los marcadores MLA,MM,en baja proporción.

Esporádicamente, suele encontrarse un marcador SM.

Se observan algunas figuras de pulverización. No hubo r9_

tura de cromátides (Fig. 17).
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Fig. 17. Metafase del tumor P193 donde se observa el marcador dm.
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TUMOR P143:

Se determinó un rango de Heteroploídía entre 40 y 84 cro

mosomas. E1 número cromosómico más frecuente fue de 41 encontrándose,

en el 38%de las células entre 40 y 44 cromosomas.

Presentó un marcador SM (en 1 ó 2 ejemplares) en el 80%de

las metafases estudiadas. No se observan figuras de pulverización ni

rotura de cromátides (Fig. 18).

Fig. 18. Metafase del tumor P143 donde se observa el marcador SM.
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TUMOR P365:

Se determinó un rango de Heteroploidía entre S8 y 92 cromg

somas. El número cromosómico más frecuente fue de 72, observándose el

58%de las células entre 68 y 80 cromosomas.

No presentó marcador cromosómicoy no se observan figuras

de pulverización ni roturas de cromátídes (Fig. 19).
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Fig. 19. Metafase del tumor P365.
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TUMOR P346:

Se determinó un rango de Heteroploidía entre 60 y 92 crom9_

somas. El número cromosómíco más frecuente fue de 76, encontrándose el

70%de las células entre 63 y 81 cromosomas.

I
Presentó un marcador MM,de gran tamaño (en 1 o más ejempla

res)en el 50%de las metafases estudiadas.

Esporádicamente, suele observarse otros marcadores: m, SM

y un pequeño MM. No se observan figuras de pulverización pero, sí algg

nas roturas de cromátídes (Fig. 20).

Fig. 20. Metafase del tumor P346 donde se observa el marcador hmly el
marcador m.
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TUMORP356:

Se determinó un rango de Heteroploidía entre 41 y 85 cromo

somas. Se observó un comportamiento bimodal donde los números cromosó

micos más frecuentes fueron 43 y 84 cromosomas encontrándose el 25%de

las metafases entre 41 y 45 cromosomasy el 32%de las metafases entre

79 y 84 cromosomas.

No presentó marcadores cromosómicos y no se observan figu

ras de pulverización ni rotura de cromátides (Fig. 21).
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Fig. Z1. Metafase del tumor P356.
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TUMORP249:

Se determinó un rango de Heteroploidía entre 39 y 86 cromg

somas. Presentó un comportamiento bimodal donde los números más frecuen

tes fueron 42 y 82 cromosomasencontrándose el 31%de las metafases en

tre 39 y 44 cromosomas y el 38%entre 77 y 85 cromosomas.

;
Presentó un marcador SM (en 1 o más ejemplares) en el 31%

de las metafases estudiadas. Esporádicamente, suele observarse un mar

cador m. No se observan figuras de pulverización ni rotura de cromáti

des (Fig. 22).

Fig. 22. Metafase del tumor P249 donde se observa el marcador SM.
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TABLA II: CARACTERIZACION CITUGENETICA DE LOS TUMORES APLICANDO LA TEC

NICA DE CULTIVO IN VIVO.

_C.P. +.MAT. N° MARC./ amos
.NEOPL.HUMANO¡EIEROPL' MODALMAR ' CEL. MARC. PULVERIZ' Roms

P119 52-87 74 40%m 1 6 + — No No

P320 53-96 86 25%m 1 6 2 SM No No

P323 69-99 83 40%m 1 6 2 M4 No No

P120 62-98 81 30%m 16 + NM No No

P198 39-75 42 80%MLA 1 6 2 rn No Sí

P193 60-76 66 dm* 1-50 MLA
MM Sí No
SM

P143 40-84 41 80%SM 1 6 2 - No No

C.P. + MAT.
NEOPL.MJRINO

P365 58-92 72 - - - No No

P346 60-92 76 50%NN 16 + SM
m No Sí

M1**

C.P. SOLO

P356 41-85 43 - - - No No
84

197-49 39'86 g; 31%SM 1 m No No

* : En casi todas las células.
** : pequeño.

-63



3.2.2. Datos obtenidos aplicando 1a téenica de cultivo in vitro.

La técnica in vitro fue aplicada para el estudio de los tu

mores murinos dado que los métodos directos dieron escasos resultados.

Esta técnica consistió en extraer una pequeña biópsia del tumor a estu

diar, disgregar las células e incubarlas en un mediode cultivo adecua

do sumplementadocon suero fetal bovino (ver Material y Métodos). Se es

tudiaron los primeros repiques para evitar ias modificaciones propias de

bidas al cultivo in vitro prolongado.

De este modo, se pudieron estudiar los siguientes tumores

murinos primarios:

a) Sarcomasanaplásicos inducidos por el C.P. más el agregado de células

neoplásicas humanas:

P119

P193

b
V Sarcomas anaplásicos inducidos por el C.P. más el agregado de las

células neoplásicas murinas:

P10

Sarcomasanaplásícos inducidos por el C.P. solo, sin células:VC

P249

CS1

C82

C53

A continuación, se describen las características citogené

ticas halladas en cada uno de los tumores estudiados,ap1icando 1a téc

nica de cultivo in vitro,La TABLAIII resume los datos obtenidos.
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TUMORP119:

A partir de una biopsia de este tumor, se obtuvo una línea

celular de largo término, denominadalínea P119, que permitió caracter;

zar al tumor. El estudio se realizó durante los primeros repiques. Se

determinó un rango de Heteroploidía entre S1 y 89 cromosomas. El nú

mero cromosómico más frecuente fúe de 65 encontrándose el 75%de las cg

lulas entre 60 y 78 cromosomas.

,
Presentó un marcador m (en 1 o más ejemplares) en el 30%

de las metafases estudiadas. Esporádicamente, suele observarse un mar

cador MLA. Nopresentó figuras de pulverización ni rotura de cromátides

(Fig. 23).

" qt ‘I
o .. "

Cr ‘ 3

. 9.3 0.4|.9.6. 0’ JP. ‘ \ ‘ . 0v“."r; “
0' v ' ‘-".. ‘O 0 a

Í’ 'Ü‘ ¡fi!
1' i: ¡y ¿7‘

‘Ü‘ . .fl‘ q’ _. x.
" ll

Fig. 23. Metafase del tumor P119 donde se observan los marcadores m
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TUMORP193:

A partir de una biopsia de este tumor, se obtuvo una línea

celular de largo término, denominadaLínea P193, que pennitió caracteri

zar al tumor. El estudio se realizó durante los primeros repiques.‘ Se

determinó un rango de Heteroploidía entre 50 y 130 cromosomas. El hg

mero más frecuente fue de 69 observándose el 69%de las células entre 60

y 72 cromoSbmas. Presentó varios marcadores:

aj dm: se obtuvo en casi todas las células estudiadas (en númerovaria

ble).

b) MLA:en el 98%de las células estudiadas (en 1 6 más ejemplares).

c) MM:en el 15%de las células estudiadas (en 1 ejemplar).

Esporádicamente, suele encontrarse un marcador SMy un m.

Se observan algumas figuras de pulverización. No hubo rotura de cromáti

des (Fig. 24).
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Fig. 24. Metafases del tumor P193 donde se observan los marcadores dm,
mA,Wym.
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TUMOR P10:

A partir de una biopsia de este tumor, se obtuvo una línea

celular de corto término, denominadalínea P10, que permitió caracteri

zar al tumor. El estudio se realizó durante los primeros repiques. Se

determinó un rango de Heteroploidía entre 38 y 75 cromosomas. Se obser

v6 un comportamiento bimodal donde los números cromosómicos más frecuen

tes fueron 39 y 70 cromosomas, encontrándose el 30%de las metafases

entre 38 y 42 cromosomas y el 50%de las metafases entre 79 y 84 cromo

somas .

Presentó un marcador'Nh1(en 1 6 más ejemplares) en el 10%

de las metafases estudiadas. No se observan figuras de pulverización ni

rotura de cromátides (Fig. 25).

“rió
se 4°,?
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Fig. 25. Metafases del tumor P10 donde se observa el marcador MM.
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TUMOR P249:

A partir de una biopsia de este tumor, se obtuvo una línea

celular de corto término, denominadalinea P249, que permitió caracteri

zar a1 tumor. El estudio se realizó durante los primeros repiques. Se

determinó un rango de Heteroploidía entre 40 y 84 cromosomas con un com

portamiento bimodal donde los números cromosómicos más frecuentes fue

ron 40 y 81 cromosomas, encontrándose el 31%de las metafases entre 40

y 42 cromosomas y el 32%de las metafases entre 80 y 84 cromosomas.

Presentó un marcador m en muy larga proporción. No se ok

servan figuras de pulverización ni rotura de cromátides (Fig.26).

Fig. 26. Metafase del tumor P249 donde se observa el marcador m.

-73



TUMOR CS1:

Á A partir de una biopsia de este tumor, se obtuvo una línea

celular de largo término, denominadalínea C81, que pennitió caracteri

zar al tumor. El estudio se realizó durante los primeros repíques. Se

determinó un rango de Heteroploidía entre 30 y 86 cromosomas. E1 núme

ro cromosómico más frecuente fue de 59 cromosomas encontrándose el 76%

de las células estudiadas entre 52 y 64 cromosomas.

Presentó varios marcadores cromosómicos:

a) dmen casi todas las células estudiadas (en númerovariable).

b) MLAen el 91%de las células estudiadas (en 1 sólo ejemplar).

c) MMen el 35%de las células estudiadas (en 1 sólo ejemplar).

Esporádicamente, suele encontrarse un marcador SM. No se

'observan figuras de pulverización ni rotura de cromátides (Fig. 27).

Fig. 27. Metafases del tumor C81 donde se observan los marcadores dm y
MLA.
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TUMOR C82:

A partir de una biopsia de este tumor, se obtuvo una lí

nea celular de largo ténmino, denominada línea CSZ, que permitió caras

terizar a1 tumor. El estudio se realizó durante los primeros repiques.

Se determinó un rango de Heteroploidía entre 44 y 92 cromosomas. El ng

nero cromosómicomás frecuente er de óó encontrándose el 57%de las cg

lulas entre 64 y 74 cromosomas.

Presentó varios marcadores cromosómicos:

a) dmen casi todas las células estudiadas (en númerovariable).

b) MLAen el 50%de las células estudiadas (en 1 sólo ejemplar).

c) MMen el 14%de las células estudiadas (en 1 solo ejemplar).

Esporádicamente, suele encontrarse un marcador SMy m. No

se observan figuras de pulverización ni rotura de cromátides (Fig.28).

3;" 2.4 ¡s "’ /
. 2‘a; r'."vL‘¿"2. ’) \ __Wahfi ‘

.1 .':8 Ó \'- A Í
Fig.28. Metafases del tumor C82 donde se observan los marcadores dm,

BEA y MW.
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TUMOR CS3:

A partir de una biopsia de este tumor, se obtuvo una lí

nea celular de largo término, denominadalinea C83, que permitió carac

terizar a1 tumor. El estudio se realizó durante los primeros repiques.

Se detenminó un rango de Heteroploidia entre 42 y 93 cromosomas con un

comportamiento bimodal donde los números cromosómicos más frecuentes

fueron 44 y 89 cromosomasencontrándose el 44%de las metafases entre

42 y 47 cromosomas y el 41%de las metafases entre 85 y 93 cromosomas.

Presentó varios marcadores cromosómicos:

a) dmen casi todas las células estudiadas (en númerovariable).

b) MLAen el 66%de las células estudiadas (en 1 sólo ejemplar).

c) NWIenel 22%de las células estudiadas (en 1 sólo ejemplar).

Esporádicamente, suele encontrarse un marcador SMy un m.

No se observan figuras de pulverización ni rotura de cromátides (Fig.29).

Fig.29. Metafases del tumor CS3 donde se observan los marcadores dm y
MLA.
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TABLA III:CARACTERIZACION CITOGENETICA DE LOS TUMORESAPLICANDO LA TEC

NICA DE CULTIVO IN VITRO.

C.P. + MAT. N° » MARC./ OTROS
NEOPL_HuWANO HETEROPL. MODAL MARC. CEL. MARC. PULVERIZ. ROTURAS

P119 51-89 65 30%m 1 6 + MLA No No

dm* 1-50
P193 50-130 69 98%MLA 1 6 2 SM Sí No

15%N01 1 m

C.P. + MAT.
NEOPL.NURINO

39 I
P10 38-75 70 10%Nh1 1 o 2 - No No

C.P. SOLO

P249 40-84 g? - - m No No

dm* 1-100
CS1 30-86 59 91%MLA 1 SM No No

35%MM 1

dmü
C52 44-92 66 50%MLA 1-50 SM No No

14%N01 m

44 dm* 1-50 m
CS3 42-93 89 66%MLA 1 SM No No

22%Nfl1 1

* : En 1a mayoría de las células estudiadas.
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3.2.3. Coincidencia de datos aplicando las técnicas de cultivo in vivo

e in vitro.

En el caso de los tumores P193, P119 y P249, se pudo rea

lizar el estudio citogenético tanto in vivo comoin vitro. Por lo tan

to, se pudo comprobar que los datos obtenidos aplicando ambas técnicas

eran coincidentes dentro de ciertos límites considerando 1a variabili

dad celular (Tabla IV).

TABLA IV: CARACTERIZACION CITOGENETICA DE LOS TUMORES P193, P119 Y P249

APLICANDO LAS TECNICAS DE CULTIVO IN VIVO E IN VITRO.

P193 P119 P249

in vivo in vitro in vivo in vitro in vivo in vitro

Heteroploidía 60-76 50-130 52-87 51-89 39-86 40-84
o 42 40

ermodal 66 69 74 65 82 81

Marcadores dm* dm*
98%MLA 40%m 30%m 31%SM 
15%MM

Marc./cél. 1-50 1-50
1 6 2 1 6 + 1 ó + 1 

1

Otros marc. MLA
bli SM - MLA m m
SM

Pulverización Sí Si No No No No

Roturas No No No No No No

* : Se presenta en todas las células estudiadas.
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De acuerdo con los datos de 1a Tabla IV, se comprobó que

el mismotumor, procesado por diferentes técnicas de cultivo (in vivo

e in vitro) presentaba coincidencia en los principales parámetros cito

genéticos (ploidía, númeromodal, presencia de marcadores) indicando

que en estos tumores, las líneas germinales se han conservado muy semg

jantes independientemente de 1a metodología empleada para su estudio.

En los tumores P193 y P119, se ha obtenido coincidencia

pues presentaban cercano rango de Heteroploidia y los mismosmarcadores

cromosómicos.

En el caso del tumor P249, se observó que los conteos crg

mosómicosse encontraban dentro de rangos definidos pero, no se encontró

coincidencia total en los marcadores cromosómicos. Es por ello, que se

considera que, en este caso, las líneas germinales desarrolladas están

emparentadas.

3.2.4. Determinación de marcadores específicos.

De la serie de tumores estudiados, 4 (P193, CS1, CSZy

CS3)presentaron coincidencia de alteraciones cromosómícaspues, en ellos,

se observaron los mismos cromosomas marcadores: dm, MLAy MM,en diferen

tes proporciones:

LINEA CELULAR dm MLA NM

CS1 + 91% 35%

CSZ + 50% 14%

C83 + 66% 22%

P193 + 98% 15%
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Dado que 4 tumores murinos de novo presentaban coinciden

cia citogenética, se consideró de sumaimportancia aplicar las técnicas

de bandeo para conocer los cromosomas implicados en 1a formación de los

marcadores y determinar si se trataba del mismotipo de rearreglo en tg

dos los casos.

El haber obtenido líneas celulares de largo término de es

tos 4 tumores, facilitó el estudio pues se disponía de abundante mate

rial de buena calidad.

El marcador doble diminuto (dm) en los 4 tumores se com

porta de la misma manera. Aplicando la técnica de bandeo G, los dm se

tiñen en forma despareja siendo la característica más constante una co

loración grisácea muypálida, que en la mayoría de los casos, los hace

pasar totalmente desapercibidos. Los dmde mayor tamaño suelen presen

tar alguna zona de tinción más oscura (Fig. 30).

Con bandeo C, los dmparecen desaparecer pues ellos se

comportancomoheterocromatina constitutiva negativa; por lo tanto, re

sulta muydifícil visualizarlos con esta técnica (Fig. 31).

En los 4 tumores se determinó que el origen del marca

dor era 1a misma translocación. La técnica de bandeo G demostró, con

toda claridad, que el marcador MLAera una translocación en tandem en

tre el cromosoma1 y el 16 t(1q;16q). El cuerpo principal de ambos

cromosomas se mantuvo en la translocación. El cromosoma N°16 forma la

parte proxhnal adonsándosele distalmente el cromosomaN°1, el cual pare

ce perder la zona centromérica. Dadoque el centrómero funcional es
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del cromosomaN°16, la forma más correcta de describir el marcador es

der(16) t(1q; 16q) (Fig. 32). Este rearreglo se demostró en los 4 tg

mores: P193, CS1, csz y CS3 (Fig. 33).

Con bandeo C se pudo determinar que todos los cromoso

masposeían la clásica banda de Heterocromatina constitutiva centromóri

ca, típica del ratón. En los 4 tumores, el marcador MLApresentó una

única Bandade Heterocromatina comportándose igual que el resto de los

cromosomas (Fig. 34).

En el tumor P193, se observó esporádicamente (con bandeo

C) un nuevo cromosoma marcador de menor tamaño que el MLAque presenta

ba una Bandaextra de Pbterocromatina constitutiva por debajo del cen

trómero (Fig. 35). Este nuevo marcador no fue observado en el resto

de los tumores, y se lo denominó Mc (marcador en Bandeo C).

En los 4 tumores se determinó el origen del marcador MM,

que presente en menor proporción, era la mismatranslocación. La técni

ca de BandeoG demostró con toda claridad que se trataba de una translg

cación Robertsoniana entre dos cromosomasN°10 Rb(10.10) o de un iso

cromosomade brazo largo del cromosomaN°10 I(10q) (Fig. 36).

Resulta difícil decir cuál de los dos mecanismosfue el

responsable del origen del marcador pues en los tumores, los pares de

homólogos generalmente están aumentados en número. Por lo tanto, 1a f9

sión céntrica entre dos homólogosno implicaría nulisomía para dicho

par.

Este;rearroglosyademostró en los 4 tumores: P193, CS1, CSZ,
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y css (Fig. 37).

La técnica de bandeo C demostró en el marcador bb!1a.presen

cia de dos bloques de heterocromatina constitutiva centromérica (en espe

jo) indicando que no hubo pérdida de material (Fig. 38).

Con la técnica de bandeo G se pudieron identificar otros

cromosomasmarcadores cuya aparición fue muy esporádica. Se trata de

los marcadores MSMl, MSMZ, MSM3y MSM4:

MSMl:Consiste en una translocacíón Robertsoniana entre el cromosomaN°1

y el N°18. Rb (1.18). Se observó en el tumor CSl.

MSMZ:Consiste en una translocación Robertoniana entre el cromosomaN°10

y el N°18. Rb (10.18). Se observó en el tumor C81 y CSS.

MSMS:Consiste en una translocación Robertsoniana entre el cromosomaN°15

y el N°18. Rb (15.18). Se observó en el tumor CSI y CSZ.

MSM4:Consiste en una translocación Robertsoniana entre el cromosomaN°3

y el N°19. Rb (3.19). Se observó en el tumor P193.

Estos marcadores fueron hallados en muybaja proporción y no

siempre estuvieron presentes en todos los tumores; en consecuencia, no

se consideran específicos en este tipo de tumor por reacción a cuerpo

extraño.

Dado que los tumores presentaban una marcada heteroploidía a

fin de determinar si 1a frecuencia de aparición de cada tipo cromosómico

era a1 azar o especifica del desarrollo tumoral, se analizaron 10 carioti

pos bandeados de cada tumor teniendo en cuenta todos los cromosomas identi

ficados, aún los implicados en 1a formación de marcadores y se excluyeron

los no identificados (Bianchi M. y col. 1977).
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El par sexual no se incluyó por ser un par heteromórfico.

Se analizó el número de copias de los 19 autosomas en 10 metafases de cada

tumor obteniendose un valor promedio para cada uno de ellos por celula(Ta

blas Va,b; VIa,b; VIIa,b y VIIIa,b).

El promedio de todos los valores encontrados de cada par auto

sómicoda una estimación del valor esperado, este valor representa la fre

cuencia esperada para cada tipo cromosómicode homologos si la hiperdiploi

dia comprometeal azar cada uno de ellos.

En los histogramas I, II,III y IV se grafica la diferencia en

tre el valor encontrado y esperado, lo cual nos permite visualizar rapida

mente que pares de autosomas se encuentran en exceso o en defecto.

Al realizar la valoración estadistica, aplicando intervalos

de confianza del 95%para la media se obtuvieron los siguientes resultados:

- El tumor CSl presentó una media general de 2,78 Ï 0,22 (semi amplitud del

intervalo de confianza del 95%para 1a media (Grafico I).

- El tumor CSZpresentó una media general de 3,07 Ï 0,23 (Grafico II).
+

- El tumor CSSpresentó una media general de 2,96 - 0,21 (Grafico III).

- El tumor P193 presentó una media general de 3,19 Ï 0,19 (Grafico IV).

En los Graficos I, II, III y IV se marcan los intervalos de

confianza de cada par autosómico lo cual permite distinguir cuales de ellos

se encuentran significativamente afectados por pérdidas o ganancias.

- En el tumor CSl los cromosomas1,2,5 y 7 presentaron pérdidas y los cro

mosomas16 y 18 presentaron ganancias (Grafico I).

- En el tumor C52 los cromosomas3,4,6,8 y 12 presentaron pérdidas y los

cromosomas16 y 19 presentaron ganancias (Grafico II).
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-En el tumor CS3 los cromosomas 2,5,6 y 8 presentaron pérdidas y los cromo

somas16, 18 y 19 presentaron ganancias (Grafico III).

-En el tumor P193 el cromosoma 6 presentó perdidas y el cromosoma16 presen

to ganancias.

Del análisis de los datos se deduce que los cromosomas16, 18

y 19 siempre presentaron una marcada tendencia a1 aumento en los 4 tumores,

aún en los casos donde el valor no fue significativo. En cuanto a1 cromoso

ma N°6 presentó pérdidas significativas en 3 de los tumores (CSZ, C83 y P193)

y en el tumor C51 presentó una tendencia a la disminución.

Los cromosomas 2,5 y 8 presentaron una marcada tendencia a 1a

disminución en los 4 tumores.

Los resultados obtenidos indicarían que determinados pares de

autosomasestarían especificamente involucrados en pérdidas o ganancias.
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Fig. 30:.Aspecto de los dmdespués de aplicar la técnica de Bandeo G.

Fig. 31: Aspecto de los dmdespués de aplicar la técnica de Bandeo C.
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Fig.32: a. Compuesto mostrando el marcador MLAy los cromosomas 1 y 16,
involucrados en 1a translocacíón

b. Tres ejemplares del marcador MLAen los tumores C81, C82,
css y P193.
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Fíg. 33: Cuatro metafases de los tumores: P193LA), CS1(B), CSZ(C) y CSS
(D) donde se observa el marcador MLA
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Fig. 34: a.Métafase políploide donde todos los cromosomaspresentan la
bandade heterocromatína constitutiva.

b y C.Metafase donde se observa el marcador MLAcon una única bag
da de heterocromatina constitutiva.
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Fig. 35: Metafases del tumor P193 donde se observa el marcador MLAy el
marcador Mccon una banda extra de heterocromatina constitutiva.

Fig. 36: Compuesto donde se observa el marcador MVIy el cromosoma 10 ig
volucrado en la translocación.
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Fíg. 37: Cuatro metafases de los tumores P193, CS1, CSZy C53 donde se
observa el marcador MM.
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Fig. 38: Aspecto del marcador MMcon técnica de bandeo C.
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DISTRIBUCIONCROWOSOMICAEN10CELULASDELTUMORC81.

TABLAVa

MARCADORES

CROMOSOMICOS

PARES

META-N°CRO\10 FASESOMAS

NOIDEN

2345678910111213141516171819XYdmMIAMMMSHTIFICADOS

223

65

435

3325423431

11

1

60 40

1

121

1

222

222322

1222221212

30

S 4 .

.I

1 .

+ +

- _

2 1|
. 5
5 3
5 4
3 4
4| 2
2 3
Z 2
3 3
2 1
2 2
5 3
2 2
2 2
2 4
2 2
Z 3
3 2
2 2
2 2

65 S

4 5

-mo

48

44665

35234632454

3253223244672

322223233333361 23332225332

1

1 1

63

1

1

64

236222

66 64

1*

1

222332232227556

2

2331

1

1

1

61

10

-Rb(1.18)

Tipo1

*



'I‘ABLA Vb: DISTRIBUCION DE LOS 19 AU'IOSCMAS DEL RATON EN 10 CELULAS DEL .

'I'UNDR CSl

NUMERO DE COPIAS

DIFERENCIA
N° .PROMEDIO POR ENCONTRADO

cRomSOMAs o 1 2 3 4 5 6 7 8 CELULA ESPERADO

1 2 6 2 2.o -0.78

2 9 1 2.1 -0.68

3 2 4 4 2.2 —0.58

4 2 4 3 1 2.5 —0.28

s 2 7 1 ‘ 1.9 -0.88
6 7 2 1 2.4 -0.38

7 2 4 4 1.2 -1.58

8 2 4 4 2.2 -0.58

9 1 4 4 1 2.5 -0.28

10 4 1 2 3 4.o +1,22

11 2 3 4 1 2.5 -p.23

12 3 6 1 2.8 +o.-02

13 8 1 1 2.3 —0.48

14 2 3 4 1 2.6 -0.18

15 2 4 2 2 2.4 -0.38

16 1 2 3 2 1 1 4.5 +1,72

17 2 1 4 2 1 3.6 +0,82

18 1 2 1 3 2 1 4.5 +1,72

19 1 1 1 4 1 1 1 4.6 +1,82
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DISTRIBUCIONCRGWOSCNICAEN10CELULASDELTUMORCSZ.

TABLAVIa

MARCADORES

CROMOSOMICOS

PARES

234s678910111213141516171819xYdmmAMMmNOIDEN‘

TIFICADOS

1

META-N°CROMO FASESOWAS

1*

2422223332422344367

69 67 53

1

2422223234423362455

14324454

2222222352

¿o
.x.l

1 1
+ +

_ _

. _

4 oo

3 6
3 4
3 4
3 4
2 4
Z Z
2 3
Z 4
3 4
3 3
3 2
Z 3
2 2
4 4
2 2
2 2
3 Z
3 4|

4 55 6

4 5

-o¿

22224332445547

1

4323 222

70 40 54 61

133221

32222323226224

222322

1
2 1 1
1

1 1 1

1 1

222

.

142233224511

2222223233223236358

332

23

62

10

Rb(15.18)

3

ípoT

3':

Tipo2 -Rb(10.18)
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TABLA VIb: DISTRIBUCION DE LOS 19 AU'IO'SGHAS DEL RATON EN 10 CELULAS DEL

TUMOR CSZ.

N U M E R O DE C O P I A S

DIFERENCIA

cmgosonxms 0 1 2 3 4 5 6 7 8 PRgïsíEuïgspOR EgggRADO 

1 1 2 4 2 1 3.1 +0.03

2 6 2 2 2.6 -0.47

3 9 1 2.1 -o.97

4 3 6 1 1.8 -1.27

5 3 s 2 2.1 -o.97

6 1 7 2 2.1 -o.97

7 s .5 2.5 -o.57

8 8 2 2.2 -0.87

9 1 3 6 2.5 -0.57

1o 1 2 2 2 2 1 4.3 +1.-73

11 5 2 3 2.8 -o.2'7

12 1 7 2 2.1 -o.97

13 1 4 4 1 2.5 -0.57

14 3 5 2 2.9 -o.17

15 3 3 2 1 1 3.4 +o.33

16 2 2 3 3 5.o +1.93

17 2 3 4 1 3.4 +o.33

13 1 1 2 4 1 1 4.4 +1.33

19 1 3 1 2 2 6.1 +3,03
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DISTRIBUCIONCROWOSCNICAEN10CELULASDELTUMORC83.

TABLAVIIa

MARCADORES

CROMOSOMICOS

PARES

N0IDEN TIFICADOS

2345678910111213141516171819XYdeLAIVNMSW

1

META-N°CRCMO FASESQVIAS

232233223332333545

1

57

3223333522253235

22223333323365356

32 1
1

56 64

13.21

42443233342421

1 1

SO 60 68

3222235224484

23442253834523223332 222222222222222334622232

-ou

+

48

1*

33223335348

1

2322222223222333356

232223

1

S9 59 62

1

334423624101

2221

1

10

Tipo2 -Rb(10.18)

*



TABLA VIIb: DISTRIBUCION DE LOS 19 AUTOSCMAS DEL RATON EN 10 CELULAS

DEL TUMOR C83

NUMERO DE COPIAS

DIFERENCIA

cmggmms 01 2 3 4 5 6 7 3 9 1o “311;?st EgggRADONIRADO’

1 6 4 2.4 -0.56

2 3 4 3 2.o -0.96

3 2 5 2 1 2.2 -0.76

4 2 5 2 1 2.2 -0.76

5 1o 2.o -0.96

6 2 7 1 1.9 -1.06

7 3 s 1 1 3.o +o.04

8 2 5 3 2.1 -0.86

9 1 4 3 1 1 2.9 -0.06

1o 2 4 2 2 3.4 +o.44

11 4 4 1 1 2.9 -Ó,06

12 6'. 2 _1 1 2.7 -0.26

13 5 3 1 1 2.8 -0.16

14 4 6 2.6 -O.36

15 3 5 1 1 3.2 +o.24

16 1 4 2 1 2 4.9 +1.94

17 3 5 1 1 3.o —o.o4

18 2 4 3 1 4.5 +1.54

19 1 1 1 2 3 1 1 5.5 +2.54

2.96
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DISTRIBUCIONCROMOSOMICAEN10CELULASDELTUMORP193.

TABLAVIIIa

MARCADORES

CROMOSOMICOS

PARES

N0IDEN TIFICADOS

234S678910111213141516171819XYdmMLABBGNEM

1

META-N°CRO\D FASESOMAS

1*

60

Z3232222,2223364337

43962

2322333234332

5 _

1

.I .I

+ +

1 u

1 2
5 2
2 2
3 4
3 3
3 3
2 5
2 4
3 2
3 2
4 3
3 4
3 4
2 4
2 2
3 4
S 4
3 3
3 3
2 4|

26 6

3 4

-wm

3342222322323342Z36

61

4S4S4Z3333232423232

68

1**

422336225Z44224366
23332322Z4423343364

70 67

Z4322Z3245432336333

66 65

r

3Z34322454S65

1

22321
1

10

Rb(1.18)

Tipo1

Rb(3.19)

Tipo4

ide



TABLA VIIIb: DISTRIBUCION DE LOS 19 IUIKIHJHAS DEL RATON EN 10 CELULAS

DEL TUMOR P193.

N U M E R 0 DE C 0 P I A S

DIFERENCIA

1 1 4 3 1 1 2.7 —o.49

2 3 4 2 1 3.1 —o.09

3 1 7 2 3.1 —o.09

4 5 2 1 2 3.o -o.19

5 s 3 2 2.7 —o.49

6 1 6 3 2.2 —o.99

7 4 4 1 1 3.o -o.19

8 s 4 1 2.6 —o.59

9 5 3 2 2.7 —o.-49

1o "1 3 3 2 1 3.9 +0,71

11 4 3 3 2.9 —o.29

12 5 4 1 2.6 —o.59

13 4 4 2 2.8 —o.39

14 3 4 2 1 3.1 —o.09

15 1 2 3 2 1 1 3.2 +o.o1

16 1 3 4 1 1 4.3 +1.61

17 2 6 1 1 3.1 —o.09

18 2 3 1 3 1 4.4 +1.21

19 2 1 1 2 2 1 1 4.8 +1.61

(A —n to

-96



Distribución de 1a diferencia encontrado esperado paraHISTOGRAMA N°I:

cada par autosómjco en el tumor CS1.
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3.3. Datos obtenidos en los transplantes.

Se realizó el estudio citogenético del primer pasaje in vi

!9_del tumor original (o sea, el transplante dentro de la cepa singenei

ca).

Los tumores obtenidos por transplante no presentan un pe

ríodo de larga latencia pues,en este caso, existe un proceso de colon;

zación celular el cual no requiere un período de tiempo largo.

Para realizar el transplante, una pequeña biopsia del tumor

se coloca en un trocar el cual se inyecta subcutáneamente en ratones

de la cepa singeneica. Al cabo de 7-10 días, ya comienza a insinuarse

la aparición del tumor que continúa desarrollándose matandoa1 ratón

en aproximadamente 30-35 días.

El estudio histológico demuestra que se trata de sarcomas

anaplásicos idénticos a los tumores originales que le dieron origen.

E1 estudio citogenético se realizó a partir de una peque

ña biopsia del tumor. Esta es procesada con los mismosmétodos utili

zados en 1a obtención de metafases de los tumores murinos primarios.

En todos los casos en que se estudió el tumor original y su

transplante, se pudo demostrar que éstos presentaban las mismascaractg

ristícas citogenéticas con igual o cercano númerode cromosomasy coin

cidencia de marcadores lo cual indica que la línea germinal del tumor

original se mantiene a través del transplante.

La Tabla IX resume los datos obtenidos en los tumores pri
marios y sus transplantes.
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CP+MATERIALNEOPLASICOHUMANO

CP+MATERIAL

NEOPLASICOMURINO

CPSOLO

TABLA IX: DATOS OBTENIDOS EN LOS TUNDÉES PRIMARIOS Y SUS RESPECTIVOS

TRANSPLANTES EN LA CEPA SINGENEICA.

N° MARC./ OTROS I
HEI'EROPL. MARC. ' .PULVERIZ. .ROTURAS

MODAL CEL. MARC.

# 60-76 66 dm" 1-50 MLA Sí No
MV]

22 SM

E H 53-76 71 dm" 1-50 MLA No No
MM

c¡ # 52-87 74 40%m 1 ó + - No No

E ## 48-84 81 10%m 1 ó + - No Sí

c, # 53-96 86 25%m 1 6 2 SM No NoN
É ## 42-90 83 30%m 1 ó + SM No No

m # 69-99 83 40%m 1 6 2 MW No NoN

a ## 42-34 20%m 1 6 + - No No

a, # 39-75 42 80%MLA 1 6 2 m No Sí
C)

E ## 41-45 44 40%MLA 1 - No No

U, # 58-92 72' — - — No No
\D
'53 ## 43-88 80 - — - No No

# 60-92 76 50%MW 1 ó + SM No Sí
\D
5', ## 54-87 79 50%M\1 1 ó + SM No No
D‘ rn

42 o
o, # 39-86 31.-,SM 1 rn No Nov 82N
C“ ## 42-82 82 - - m No No

43# 41-85 - - 
o 84 No No
a 44
D- _ _ _ 

## 42 84 80 No No

# : Tumor Primario ##z Primer pasaje in vivo
* : Observado en la mayoría de las células estudiadas
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3.4. Sobrevida de las células neoplasicas humanasinoculadas dentro del

cilindro.

Las células neoplásícas humanasinoculadas dentro del C.P.

aumentansignificativamente la incidencia del tumor (Ver el punto 1.4

de la Introducción).

Dadoque se trata de un tumor de novo de larga latencia,

es importante saber cuánto tiempo perduran las células neoplásicas huma

nas dentro del C.P. sabiendo que se trata de un material xenogeneico.

Para ello, se ideó el siguiente ensayo:

1. Se implantó subcutáneamente el C.P. en una serie de 12 ratones de

la cepa BALB, los cuales fueron dejados durante 7 días para dar tiem

po a que se forme el tapón celular en ambos extremos del C.P.

. Transcurridos los 7 días, se inyecta dentro de los C.P. 0.2 ml de
., , , . 3

una suspen51on de celulas neopla51cas humanas marcadas con TdrH a

6 cél/ml (en este caso se utilizó la líneauna concentración de 5x10

celular GH7proveniente de un linfosarcoma humano).

Para realizar 1a marcación se hacen crecer las células en un medio

de cultivo que contiene TdrH3en una concentración de yxnmfl.duran

te 72hs. Se realizó marcación contínua para asegurarse que todas las

células del cultivo incorporaran el isótopo radioactivo.

A partir de ese momento, los ratones fueron procesados diariamente

extrayéndoseles el suero que se acumula dentro de los C.P. y traba

jándolo con los métodos habituales de citogenética hasta obtener los

extendidos los cuales, son procesados por el métodoautorradíográfico
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lo que permite visualizar con toda claridad hasta que día sobreviven

las células neoplásicas humanasdentro del C.P.

La TdrH3 incorporada al DNAneoformado durante el cultivo

in vitro es la que se revela luego mediante la autorradiografía (meto

do que aprovecha las partículas emitidas por el tritio que impresionan

la emulsión nuclear reduciendo la sal de plata que al ser revelada apa

rece en forma de gránulos). La presencia de estos gránulos densos per

mite identificar fácilmente a las células humanasde las murinas que no

poseen esta característica (Fig. 39).

Los resultados de estos trabajos indican que el mayor númg

ro de células humanasinoculadas dentro del C.P. sobreviven hasta 48 hs.

y un pequeñoporcentaje logra llegar hasta las 72 hs. (ver gráfico).

5?
50

40'

%CELULASVIABLES 20

10'

24 48 72 96

TIEMPO
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Los datos indican que el porcentaje de células marcadas

dentro del cilindro es máximoentre las 24 y 48 hs. A las 72 hs., la

sobrevida de las células humanas es minima (5%)y finalmente, a las

92 hs., no se observan células humanasen los preparados.

Por lo tanto, esto indicaria que el material humano es ca_

paz de potenciar la incidencia de tumor en ratones portadores de C.P.,

pennaneciendoactivo durante las primeras 48 hs., y luego, la sobrevi

da va decayendo.

UWWJV

Fig. 39: Células marcadas con timidina tritiada (tdrHs) provenientes
de 1a linea GH7.
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4.DISCUSION



4.1. Estudio citogenético de los tumores murinos primarios.

Actualmente, sensabe que la implantación de material plás

tico inerte en ratones y otros animales de laboratorio, lleva frecuentg

mente a la formación de tumores sarcomatosos fácilmente transplantables

en la cepa de origen.

En este trabajo de tesis, se utilizaron ejemplares de 1a cg

pa BALBa los cuales se les implantó subcutáneamente un C.P., con o sin

inoculación de material neoplásico. El inóculo provino de biopsias de

linfomas humanos (injerto xenogeneico) o del linfoma S19 de la cepa AKR

(injerto alogeneico).

Los tumores murinos primarios inducidos por reacción a cuer

po extraño (C.P.) son tumores de novo de larga latencia (7-16 meses).

En todos los casos, se descartó la colonización celular dado que los

transplantes celulares solo fueron posibles en la cepa BALB(Pasqualini,

1973), y en el caso de los tumores inducidos por el C.P. más el agrega

do de células neoplásícas humanas, los cariotipos siempre fueron murinos

(Larripa.y col., 1976).

En base a su morfología, estos tumores fueron clasificados

comosarcomas anaplásicos. A pesar que todos los tumores presentaron

idéntica histología, el estudio citogenético reveló 1a presencia de lí

neas germinales diferentes en muchosde ellos.
h¡>4../.>

Cuandoa1 C.P. se le agrega material neoplásicoüo murino,

el efecto tumorigénico del C.P. es significativamente aumentadoindican
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do que el material neoplásico ejerce un efecto potenciador del desarro

llo tumoral.

Los tumores estudiados constituyen masas sólidas y compac

tas que crecen en el tejido subcutáneo adyacente al implante. las téc

nicas citogenéticas directas no dan resultados positivos dada la natura

leza del material. Es por ello que existen muypocos trabajos donde se

describen los aspectos citogenéticos de la tumorigénesis a cuerpo extra

ño. Los únicos trabajos publicados sobre el tema corresponden a1 perí

odo 1966-1970 (Banerjee y col., 1966; Brand y col., 1967a; Buoeny col.,

1968; Johnson y col., 1970), momentoen el cual no se aplicaban técni

cas de bandeo. Por lo tanto, los marcadores fueron determinados única

mente con técnica estandar de acuerdo a la morfología (diferente a los

cromosomasnormales del ratón).

Dadaslas dificultades técnicas que presentaba el estudio

citogenético de los tumores, ademásde realizar el cultivo in vitro,

de pequeñas biopsias tumorales, se aplicó la técnica de cultivo in vivo,

técnica que consiste en cultivar las células tumorales dentro de una C.

D., en 1a cavidad intraperitoneal del ratón.

La aplicación de ambastécnicas de cultivo, permitió reali

zar el estudio en todos los casos,tanto en los tumores primarios como

en sus transplantes.

En los tumores P119, P193 y P249, se aplicaron exitosamente

ambas técnicas de cultivo comprobéndoseque con cualquiera de los métg

dos utilizados,los resultados eran coincidentes indicando que la metodo
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logía aplicada no introduce alteraciones en la línea germinal del tumor

en estudio. Esto permitió homologar los resultados obtenidos con

las distintas técnicas.

Analizando las tablas,II y III, donde se resumentodos los

datos citogenéticos obtenidos en los tumores estudiados, se puede con

cluir que en la mayoría de los casos los rangos de Heteroploidia más

observados, fueron el tetraploide y el diploide. Estos datos están de

acuerdo con las observaciones de otros autores (Banerjee y col., 1966:

en tumores inducidos por polímeros; Mark, 1968: en tumores inducidos

por virus Rous; Yosida y col., 1967: en tumores inducidos por adyuvante

de Freund).

Johnson (1970), comenta en su trabajo que existiría una

relación entre mayoranaplasia y tendencia hacia el estado tetraploide.

A1respecto, se puede decir que los tumores estudiados, fueron clasifi

cados todos como sarcomas anaplásicos muy indiferenciados y el rango

tetraploide fue el que prevaleció.

En cuanto a los marcadores más frecuentemente observados,

fueron:

- m (minute): este pequeño marcador es muy frecuente en los tumores. Se

trata de un cromosoma de menor tamaño que el par N°19,

del ratón normal que podría originarse por ruptura de los

cromosomas normales. Este marcador fue observado más frg

cuentemente en los tumores inducidos por el C.P. más el

agregado de material neoplásico humano, aunque no se pue
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de decir que sea exclusivo de estos tumores dado que tam

bién se lo observó en otros tumores pero en forma más espg

rádica (TABLASII y III).

- dm (double minute): marcador cromosómico muypeculiar. Consiste en

unos pequeños cuerpos cromatínicos que se presentan de a pg

res. Esta aberración cromosómica se observa en número y

tamaño variables. Los dm fueron observados solamente en

cuatro tumores; uno de ellos provino de la inoculación de

un C.P. más material neoplásico humanoy, en los tres res

tantes, surgieron a partir de la inoculación de un C.P. va

cío.

Los dmde mayor tamaño pueden, algunas veces, ser confundi

dos con los m, pero realizando técnicas de bandeo y obser

vándolos minuciosamente, se comprueba que existen grandes

diferencias entre ellos que hacen imposible confundirlos.

Diferencias entre los marcadores m ygdm; En general, los m son de mayor

tamaño que los dm.Los m son céntricosflascromátides hermanas migran co

rectamente durante la división celular; con técnica de bandeo C dan re

sultados positivos (Het.C+). En cambio, los dmno presentan función

centromérica y con técnica de bandeo C son heterocromatina negativa (Het.

C-). Los m se observan tanto en células malignas comoen no malignas.

Los dm, hasta el momentoactual, se han descripto únicamente en procesos

netamente malignos. Los m se mantienen durante largos períodos en los

cultivos in vitro, no ocurriendo lo mismocon los dm (Levan y col.,1977).
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- BEA(marcador largo acrocéntrico): Comosu nombre lo indica, es más

largo que el par N°1 del ratón normal. Este marcador pue

de ser el producto de 1a translocación o de umaduplicación.

La técnica de bandeo G, determinó que se trataba de una

translocación en tandem del cromosomaN°1 y del cromosoma

N°16 t(1q;16q). E1 cuerpo principal de ambos cromosomas

se mantuvo en 1a translocacíón. El cromosoma N°16 forma

1a parte proximal del marcador el cual lleva la función cen

tromérica; el cromosomaN°1, pierde su zona centromérica.

Dado que el centrómero funcional es el del cromosoma N°16,

1a forma de describir a1 marcador, es la siguiente: der 16

t (1q;16q).

Este marcador fue observado en Varios tumores pero, en cua

tro de ellos, se pudo detennínar que se trataba de la misma

translocacíón, encontrándose en los mismostumores que pre

sentaron dm.

-bñ1(marcador metacéntrico): Este marcador es producto de 1a translocg

ción Robertsoniana entre dos cromosomasde igual tamaño.

Cuando se aplicó 1a técnica de bandeo G, se detenminó que

se trataba de una fusión céntrica entre dos cromosomas del

par 10. No se descarta la posibilidad de un isocromosoma,

ya que en los tumores estudiados el par 10 está aumentado,

el hecho de producirse 1a translocación entre dos homólo

gos,no determinaría nulisomia para dicho par. Por lo tanto,

se proponen los dos mecanismos como posibles formadores del
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marcador (Rb(10.10) o I(l0q), respectivamente).

Marcadores metacéntricos fueron observados en muchos tumo

res pero, en cuatro de ellos, se determinó que se trataba

del mismorearreglo Rb(10.10). Este marcador fue observa

do en los tumores que presentaron dm y MLA.

Cuatro tumores de novo (PÍ93, CS1, CSZy C83) presentaron

alteraciones cromosómícascoincidentes.

Nh (marcador detectado con bandeo C): Se trata de un cromosoma de mayor

tamaño que el par N°1 del ratón y de menor tamaño que el

marcador MLA,que presentó una banda extra por debajo del

centrómero. La banda extra del marcador Mcpodría represen

tar un incremento del contenido génico por un proceso de

heterocromatinización.

La técnica de bandeo C localiza la heterocromatina constitutiva que,

en el ratón, es de ubicación centromérica. Todos los tumores estudiados

presentaron, en todos los cromosomas, la clásica banda de heterocroma

tina sin alteraciones en su distribución. El marcadorMcapareció espg

rádicamente en el tumor P193 siendo ésta la única diferencia observada

con bandeo C.

El hallazgo de las mismas aberraciones cromosómicas aso

ciadas, (dm, MLAy NFO, indícaría que está en juego un mecanismo no al

azar señalando que las alteraciones cariotípicas están en íntima rela

ción con el desarrollo tumoral.

Brand y col. (1967) trabajando con tumores inducidos por
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polímeros, observó la presencia de marcadores excesivamente largos, otros

muycortos y metacéntrícos, posiblemente se trate de los marcadores

MLA,m y’BfiLdescriptos en este trabajo.

Buueny col. (1968) describieron 1a presencia de dm en cin

co de setenta tumores inducidos por film de plástico. Este autor consi

deró a los dmcomoaberraciones cromosómicas espontáneas.

La consistencia de los marcadores encontrados (dm, MLAJJW)

en los tumores estudiados indicaría que estas no son alteraciones espon

táneas sino que serían aberraciones cromosómicasvinculadas con el desg

rrollo de la línea germinal maligna, las cuales estarían inducidas por

el agente inductor desencadenante del desarrollo tumoral.

Un rasgo característico en estos tumores es que todas las

alteraciones estructurales encontradas son producto de translocaciones,

donde 1a integridad intracromosómica se conserva, aún en los cromosomas

implicados en la formación de los marcadores. Nunca se observaron inver

siones, deleciones o duplicaciones que determinaran cambios dentro del

cromosoma. Rara vez se observaron roturas de cromátidas y figuras de

pulverización. El tumor P193presentó pulverización celular en escasa

proporción.

La pulverización consiste en la fragmentación cromosómica

de uno o todos los cromosomas del complemento. Este fenómeno puede es

tar producido por distintos agentes: mutágenos, análogos deoxirribósi

dos y virus (Takagi y c01., 1969). Poco se sabe acerca del mecanismode

este proceso.
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Cuandose analizó 1a variación numérica de los tumores que.

presentaban coincidencia de marcadores, se detenninó que estos tumores

tenian mayor incidencia de pérdidas y ganancias cromosómicasen ciertos

pares autosómicos demostrando que la variación no era al azar.

Para realizar este estudio se analizaron diez cariotipos

bandeados de cada uno de los tumores y se ordenaron de acuerdo a las re

comendaciones del Comité de Estandarización de la Nomenclatura Genética

del ratón (1972). Teniendo en cuenta todos los cromosomas (aún los que

formabanparte de los marcadores) y descartando los no identificados,

se calculó un valor medio esperado de frecuencia de aparición de cada

tipo cromosómico de homologos, considerando que todos los pares se com

portan de la misma manera (Bianchi M. y col. 1977) (Tabla Va,b; VIa,b;

VIIa,b; VIIIa,b).

Los resultados obtenidos aplicando intervalos de confianza

del 95%para la media indican que los tumores inducidos por reacción a

cuerpo extraño presentan un comportamientocaracterístico en cuanto a

pérdidas y ganancias cromosómicas.

El par 16 se encontró significativamente aumentado en todos

los casos; los pares 18 (en C81 y CSS) y 19 (en C82 y C83) se encuentran

significativamente aumentadoen dos de los tumores y en los dos restan

tes se observa una marcada tendencia al aumento que no alcanza un nivel

significativo debido a las fluctuaciones muestrales.

Los datos obtenidos muestran claramente que las alteracio

nes numéricas encontradas en los tumores estudiados no son al azar ya
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marcadores cromosómicos están íntimamente relacionados a neoplasias.

Los dm son unos pequeños cuerpos cromatínicos cuyo tamaño

oscila entre 0.yu - 0.5p, los más pequeños son muydifíciles de visuali

zar pues se encuentran en el límite de resolución del microscopio ópti

C0.

Se presentan comopequeños puntos duplicados dentro de la

metafase en número variable de uno a varios cientos por célula. Como

su nombre lo indica, los dm se observan de a pares y se interpreta que

representan las dos cromátidas hermanas. La conclusión de que los dm

contienen DNAestá fundamentada por su coloración con Feulgen, su incor

poración de TrH3 y su tinción diferencial después de dos ciclos de re

plicación en presencia de S-bromodesoxiuridina.

La tinción de los dm es siempre más débil que la de los crg

mosomasnormales. Esto puede ser debido a su pequeño tamaño o a un me

nor grado de contracción.

Ultraestructuralmente, las fibras cromatínicas de los dmse

comportan como las de los cromosomas metafásicos (Barker y col., 19793).

En cuanto a la replicación del DNA,se ha demostrado que los

dm replican al mismo tiempo que la eucromatina y temprano, durante el

período S (Lubs y col., 1966).

Los dm fueron observados, por primera vez, en exhudado pleg

ral con células metastásicas de un carcinoma de pulmón (Spriggs y col.,

1962). En material humanoha sido observado en varias oportunidades:
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neuroblastoma (Coxy col., 1965; Levan y col., 1968; Sandberg y col.,

1972; Balaban-Malenbaumy col., 1977); en meduloblastoma (Cox y col.,

1965; Lubs y col., 1966); rabdomiosarcoma (Cbx y col., 1965; White y

col., 1967); en glíoma (Hansteen, 1967; Mark, 19703; Mark, 1971); en

retinoblastoma (Mark, 1970b); en leucemia (Todd y col., 1968; Pierre y

col., 1971); en carcinoma de ovario (Atkin y col., 1977); en cáncer

de colon ÜWiles, 1967 ); en carcinoma de tiroides (Jones y col., 1967)

y en cáncer de mama(Barker y col., 1979b).

En animales, los dm fueron observados por primera vez, por

Mark (19673), quien los individualizó en seis tumores de 91 sarcomas

primarios inducidos por virus Rous.

Recopilando toda 1a información hasta el momento, los dm

han sido encontrados en aproximadamente 40 tumores humanos y en 29 tumo

res animales.

En los tumores humanos, la mayoría de ellos fueron neurogé

nicos y, en los tumores experimentales, fueron principalmente, sarcomas.

Se detalla a continuación, los hallazgos en los tumores animales:

- 10 casos inducidos por virus

- 5 casos inducidos por film de plástico

- 10 casos inducidos por metilcolantreno y benzopirene

- 4 casos inducidos por C.P. (estos últimos son los tumores presenta

dos en este trabajo de Tesis)._

El hecho que los dm se comporten como los cromosomas y ten

gan la capacidad de permanecer durante largos períodos en las poblacio
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nes celulares, indicaría a priori, que ellos son céntricos; sin embargo,

las observaciones directas indican que son acéntricos. Muchosautores

consideran que los dm serían fragmentos cromosómicos, más probable

mente céntricos, dado que entre los dos cuerpos cromatínicos existe

una zona acromática, presumiblemente la región centromérica.

Si los dmrepresentan fragmentos céntricos de los cromoso

mas, entonces, en las células de ratón, ellos serían heterocromáticos

dado que en esta especie, las áreas paracentroméricas son ricas en hetg

rocromatina. Sin embargo, cuando se realizó la técnica de bandeo C en

los tumores estudiados, los dmresultaron ser heterocromatina constitu

tiva negativa (Het-C-), indicando que ellos no se originaban de esas zg

nas. Los dm se tiñen aún más débilmente que las zonas pálidas de los

cromosomasnormales. Estas observaciones, están de acuerdo con lo des

cripto por otros autores (Levany col., 1976b;Barkery col., 1978).

Llamativamente, los dm tiñen pálidamente con todas las tég

nícas ensayadas: bandas Q,G,R y C.

El hallazgo de los dmrestringidos a desarrollos tumorales

y que se mantienen durante largos períodos in vivo, sugiere que juegan

un rol en la evolución de la línea germinal maligna.

Los dm, en los tumores inducidos por reacción a cuerpo extra

ño, se observaron tanto in vivo comoin vitro, indicando que ellos no

pueden ser considerados artefactos causados por las condiciones de culti

vo. A medida que aumenta el número de pasajes in vitro, disminuye la

cantidad de dm. Este hallazgo coincide con las observaciones de otros
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investigadores, donde se demuestra que los dmtienden a perderse en los

cultivos in vitro prolongados, Cuando las células portadoras de dm,

son implantadas nuevamente in vivo, éstas comienzan a incrementar(Donner

y col., 1968; Biedler y col., 1973; Levany col., 1977). Estas experien

cias apoyan la hipótesis que los dmtienen ventajas selectivas in vivo,

pero no in vitro. Posiblemente, por esta causa, tienden a eliminarse

durante el desarrollo in vitro.

Se sospecha que las células con dm son más eficientes en

vencer las defensas del huésped. Los dmproducirían un desbalance géni

co aumentando la capacidad del crecimiento tumoral, tal vez, por un me

canismo de amplificación de genes estimulantes de la viabilidad tumoral

(Levan y col., 1977b).

Recientes trabajos (Levan y col., 1978; Barker y col., 1978)

demuestran que durante metafase-anafase, los dmno presentan atracción

hacia las fibras del huso mitótico y se concluye que los dmno presen

tan función centromérica. A pesar de ello, los dm son incluídos en los

núcleos telofásicos pues son transportados hacía los polos adheridos al

material nucleolar que generalmente queda unido a las terminaciones de

los cromosomasmetafásicos. Las dos mitades hermanas de los dm no se se

paran y van hacia el mismopolo. Por lo tanto, la distribución es total

mente al azar y esto explicaría la variabilidad numérica de los dmde cg

lula a célula. A pesar de este comportamiento único de los dm, en cada

ciclo celular, algunos de ellos quedan resagados formandomicronücleos,

lo cual disminuirïa su número. Pero, la persistencia de los dmpor lar

gos períodos, indicaría que las pérdidas serían compensadasde algún
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modo. Se postula que las células con dmposeen ventajas selectivas sobre '

las otras. Otra posibilidad, es que bajo ciertas condiciones los dm

puedan sufrir una replicación no programada.

Hasta ahora, el origen y naturaleza de los dmy su relación

con cáncer, no ha sido aclarada. Existen varias hipótesis que tratan

de explicar su aparición pero, ninguna es concluyente:

- Los dm serian el producto de 1a fragmentación cromosómica de zonas

homogeneamenteteñidas (Balaban - Malenbaumy col., 1977).

- Los dmserían el resultado de amplificación de regiones subcromosó

micas (Levan y col., 1977).

Los dmpodrían originarse de novo durante cada ciclo celular (Levan

y col., 1976b).
- Los dm serían de origen extracromosómico, análogos a los episomas de

de los sistemas procariotas (Barker y col., 1979).

Los dmpodrían ser de origen viral (Levan y col., 1976b).

En cuanto a los HSR (regiones cromosómicas homogeneamente

teñidas) representan grandes zonas dentro del cromosomade coloración

homogénea,hasta ahora han sido descriptas en celulas malig nas, especial

mente un líneas celulares derivadas de neuroblastoma humano,o en lineas

celulares resistentes a metotrexate.

Recientes evidencias bioquímicas han demostrado que lineas ce

lulares derivadas de ratón y hamster resistentes a metotrexate poseen ni

veles muy incrementados de 1a enzima dihidrofolato reductasa (DHFR),por

lo tanto existe una amplificación génica a nivel de los genes estructura

les que codifican para la DHFR. Estos trabaJos identifican dos tipos de

repetición: a) de tipo estable la cual se mantiene a través de las suce
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sávas generaciones y b) de tipo inestable la cual se va perdiendo a través‘

del tiempo. ¡ I

Numbersycol. (1978) trabajando con una linea (derivada de ova

rio de hamster chino) resistente, con altos niveles de DHFR,demostraron

una amplificación génica estable, donde las copias génicas extras estaban

localizadas en una región cromosómica expandida, llamada HSR, esta zona

nunca esta preSente en 1a linea CHOsensible.

Aplicando 1a técnica de hibridización in situ se demuestra que

los genes extras estan especificamente localizados en la región correspon

diente al HSR.

Kaufmany col. (1979) trabajando con lineas celulares derivadas

de ratón resistentes a metotrexate demostraronuna amplificación inestable

asociada a pequeños elementos cromosómicos denominados dm, dado que los dm

son acentricos y segregan al azar durante la mitosis, este tipo de amplifi

cación tiende a perderse en las sucesivas generaciones.

Celulas tumorales que presentan dm.6 HSRque no hayan sido selec

cionadas con metotrexate tendrian genes repetidos que representarian diferen

tes secuencias necesarias para la supervivencia celular.

Los dmy HSRde diferentes tumores pueden representar secuencias

genéticamente heterogeneas a pesar de sus caracteristicas morfológicas y ci

toquimicas semejantes (Barker y col. 1979b).

Existen grandes similitudes entre las HSRy los dm:

- Los dm y las HSR tiñen homogeneamente con bandeo G

- Los dmy las HSRson heterocromatina constitutiva negativa

- Los dmy los HSRson de replicación temprana dentro del perído S

Las similitudes en estructura y comportamientohace pensar
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en ambos comomecanismos de amplificación génica cambiando el balance ge

notipico en favor de una mayor oncogenicidad.

4.2. Estudio citggenético de los transplantes.

La inoculación de C.P. en ratones de la cepa BALB,lleva a

1a formación de tumores primarios, fácilmente transplantables en la ce

pa de origen.

Se denominatransplante al primer pasaje in vivo del tumor

original en 1a cepa singeneica.

Los tumores primarios son tumores de novo de larga laten

cia (7-16 meses), mientras que los transplantes son colonizaciones celu
. . f . ;

lares en la cepa Singeneica, que solo requ1eren un periodo muycorto pa

ra producir el desarrollo tumoral (7-10 días).

Cuandose realiza el estudio histológico se demuestra que

se trata de sarcomas anaplásicos idénticos a los tumores originales que

le dieron origen.

E1 estudio citogenético reveló, en todos los casos estudia

dos, que el transplante presentaba las mismascaracterísticas citogeng

ticas con igual o cercano número de cromosomasy coincidencia de marcadg

res, indicando que 1a línea germinal del tumor primario se mantiene a

través del transplante. Estos datos están de acuerdo con las observa

ciones de otros autores (Mitelman, 1972b;Russe11 y c01., 1974).

La línea germinal que caracteriza al tumor primario posee

ventajas adaptativas y proliferativas, probablemente, debido a los cam
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bios cromosómicossufridos. Por lo tanto, estas células tienen mayor

probabilidad de colonizar al nuevo huésped originando un sarcoma con las

mismascaracterísticas del tumor primario. Esto fue corroborado en to

dos los casos estudiados (TABLAIX), dado que siempre se observó persis

tencia de la constitución citogenética del tumor original a través del

transplante.

4.3. Comentarios finales.

Se ha cumplido con el objetivo de este trabajo de Tesis, cu

ya finalidad consistió en realizar el estudio citogenético de los sarco

mas anaplásicos murinos primarios inducidos por 1a implantación subcuta

nea de un C.P. a fín de determinar que alteraciones cromosómicaspresen

taban estos tumores.

Dadoque la tumorigénesis a cuerpo extraño esta significati

vamente aumentada cuando se inoculan celulas neoplásicas humanas 6 muri

nas dentro del C.P. se compararon ambos procesos tumorigénicos con el ob

jeto de poder determinar si existían cambios cromosómicosespecificos en

cada caso.

El estudio citogenético reveló que tanto los tumores induci

dos por un C.P. vacio, comolos que llevan material neoplásico presenta

ron el mismotipo de alteraciones cromosómicas y los mismos rangos de he

teroploidïa, prevaleciendo en todos los casos el rango tetraploide.

E1 marcador m se presentó en mayor proporción en los tumores

inducbos por el C.P. conteniendo material neoplásico humano, aunque no
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fue exclusivo de estos tumores, dado que también se 10 observó en la ma

yoría de los sarcomas pero en forma más esporádica.

En cuatro sarcomas primarios (tres inducidos por un C.f.

solo: CSI, C82, CS3 y uno inducido por un C.P. más el agregado de mate

rial neoplásico humano:P193) las alteraciones cualitativas y cuantita

tivas fueron coincidentes dado que se observaron las mismasaberraciones

cromosómicas: dm, MIAy NMy las misnas alteraciones numéricas con un

aumento preferencial de los pares 16, 18 y 19 y una disminución en el

par 6.

Esto demuestra que\cuatro tumores primarios distintos pre

sentaron las mismasalteraciones cromosómicasrelacionadas a1 desarrollo

tumoral y probablemente desencadenadas por el agente inductor.

El hecho que el tumor P193 presente las mismas alteraciones.

que los tumores C81, CSZy CS3demuestra que el material neoplásico ca

paz de aumentar la.incidencia tumoral no introduce variaciones en el cua

dro citogenético; por lo tanto, el material neoplásico sólo produciría

un efecto potenciador del desarrollo tumoral sin producir diferencias

histológicas ni citogenéticas.

Cuandose realizó el estudio de la sobrevida del material neo

plásico humanodentrO" del C.P., se pudo detenninar que las celulas ma

lignas sobreviven hasta 72 horas; ésto indícaría que el material humano

capaz de potenciar 1a incidencia tumoral sólo penmaneceactivo durante

2 6 3 días, período muycorto en relación con la larga latencia del tu

mor. El mecanismoresponsable del desarrollo tumoral no se lo conoce

pero, se sospecha el efecto tumorígéníco del C.P.
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Actualmente, existen claras. evidencias de cambios cromosómi

cos no al azar tanto en neoplasias humanascomoexperimentales indican

do que el material hereditario del huésped está íntimamente involucrado

en el desarrollo tumoral. Las aberraciones cromosómicasconsistentes

en cáncer reflejan un desarrollo en multi-etapas de la malignidad.

La transformación original puede involucrar cambios submicros

cópicosque llevaría a una condición premaligna y los cambios posteriores

determinarían la progresión hacia estados de incrementada malignidad.
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CONCLUSIONES

La tumorigénesis a cuerpo extraño presenta alteraciones cromosómicas

que no son a1 azar.

Existe una asociación específica entre los marcadores dm, MLAy MM.

Los tumores estudiados presentan dm, anomalía cromosómicadescripta

únicamente en procesos malignos.

Las pérdidas y ganancias cromosómicasafectan determinados pares auto

sómicos, lo cual demuestra umbalance intercromosómico específico.

Los transplantes celulares en 1a cepa singeneica mantienen la línea

germinal del tumor original:

Noexisten diferencias citogenéticas entre la tumorigénesis provocada

por un C.P. vacío y la potenciada por material neoplásico.

En los tumores estudiados se ha podido comprobar la presencia de alte

raciones cromosómicas (tanto numéricas comoestructurales) coinciden

tes, probablemente determinadas por el agente inductor.

w 74M”
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RESUMEN

La implantación subcutánea de un C.P. en ratones de la ce

pa BALBproduce la formación de tumores sarcomatosos fácilmente trans

plantables en la cepa singeneica. Estos sarcomas son tumores primarios

de novo de larga latencia (7 - 16 meses), en los cuales se descarta 1a co

lonización celular dado que los transplantes celulares solo son posibles

en la cepa de origen. Este tipo de tumor se lo incluye dentro de 1a cla

sificación de tumorigénesis a cuerpo extraño.

Cuando se inocula material neoplásico humanoo murino dentro

del C.P., 1a incidencia de tumor aumenta significativamente. Las células

neoplásícas sobreviven hasta 72 hrs. dentro del C.P. indicando que el mate

rial capaz de potenciar el desarrollo tumoral solo penmaneceactivo duran

te 2 6 3 dias.

Histológícamente, todos los tumores fueron clasificados como

sarcomas anaplásicos.

El estudio citogenético se realizó en 15 tumores determinando

se en todos ellos la linea germinal teniendo en cuenta el rango de hetero

ploidia, númeromodal y presencia de marcadores. Cuatro tumores presentaron

lineas germinales coincidentes pues, poseían idénticos marcadores cromosómi

cos (dm, MLA,MM);e igual distribución en cuanto a las pérdidas y ganancias

cromosómicas con un aumento preferencial en los pares 16, 18 y 19 y una dis

minución en el par 6.

El hecho de haber detenninado los mismoshallazgos citogenéti

cos en cuatro tumores primarios distintos (3 inducidos por un C.P. vacío

y el restante inducido por un C.P. inoculado con material neoplásico hu

mano)indica que no existen diferencias entre la tumorigénesis provocada por
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el cuerpo extraño sólo y la potenciada por material neoplásico.

En cuanto a los transplantes celulares en 1a cepa singeneí

ca, se concluye que se produce una colonización celular donde las célu

las con ventajas selectivas (línea germinal) son las que van a colonizar

al nuevo huésped desencadenando un tumor con las mismas características

citogenéticas del tumor primario del cual deriva.

Los sarcomas estudiados son un tipo de tumor experimental

donde también se ha podido comprobar 1a existencia de cambios cromosómi

cos no al azar, durante el desarrollo tumoral. Probablemente influencia

dos por el agente ínductor.
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