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RESUMEN

Los avances en genética y citologia aplicados al hombre han generado grandes aportaciones
médicas y bioldgicas, una de ellas, el estudio de cromosomas humanos ha permitido la
identificacion de enfermedades hereditarias, de padecimientos congénitos, asi como la
tocalizacidn de genes.

En este trabajo se realizé el estudio del cariotipo de la Lirea Celular WRL-68, aislada de
higado fetal humano aparentemente normal, la que se utiliza como un modelo hepético in
vitro. Como no existen estudios previos de caracterizacién cromosémica, el estudio de esta
linea celular permite conocer algunos de los cambios que favorecen su “inmortalizacidn®, lo
que contribuye a documentar sus caracteristicas morfologicas v funcionales. Las células se
cultivaron en frascos y mediante cultivos in sity, analizéndose un total de 638 metafases, las
que presentaron en su mayoria un cartotipo poliploide, con un promedic de niimero modal
de 79-107 cromosomas

El andlisis citogenético mediante el emplzo de téenicas de bandeo, permitié determinar que
el cariotipe ancuploide cstd constituide principalmente por varias copias de ciertos
crofnosomas obscrvandose al mismo ticmpo alteraciones estructurales en algunos casos. Se
pucde concluir que la Lineca Celular WRL-68, cs un linca que presenta un alte nivel de
ancuploidia, con un ineremento en ¢l nimere de copias de los cromosomas 1, 7, 9 y 17(q).
Asimismo fue frecuente observar delecion de tp-, 7p-, inv (9) e i (17q). La amplificacién
génica, que las mdltiples copias cromosdmicas gencran podrian utilizarse en estudios

moleculares de los genes involucrados.



I INTRODUCCION

A. ANTECEDENTES HISTORICOS

En los ltimos afios los avances en genética y citologia han sido aplicados al hombre,
abriendo nuevos campos con importantes aportaciones médicas y bioldgicas. Estos avances
han resultado del uso de técnicas més refinadas para el estudio cromosémico, las cuales han
permitido realizar adelantos importantes en el estudio de los cromosomas humanos, desde
el punto de vista de su identificacion en el cariotipo y la localizacién de genes.

El término cariotipo se refiere al grupo de caracteristicas que permiten la identificacién de
un conjunto cromosémico, come ¢l nimero de cromosomas, su tamafio relativo, la posicién
del centrémero, largo de los brazos, constricciones secundarias, satélites, ete. Por ello, el
cariotipo ¢s caracteristico de cada grupo, género, especic o individuo y se representa por la
seric ordenada de los pares homologos de tamafio decrecicnte (cariograma)(De Rebertis, y
De Robertis, 1981 ).

Historicamente podemos considerar que el cstudio de la estructura celular data de 1665,
cuando Robert Hooke vid por primera vez, las células en corcho. Posteriormente la primera
descripeién de cromosemas de células cucariontes aparceié entre 1840 y 1880. Virchow ¢n
1857, en células en divisién, observ los primeros cromosomas humanos, sin embargoe su
verdadera naturaleza no fue reconocida entonces. En 1874, ¢l cientifico hiingaro von Torok

observg los estadios de [a mitesis. Los cstudios detallados sobre cromosomas humanos
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fueron realizados por Arnold en 1879 y Flemming en 1882 cre¢ el término “cromatina”
para las porciones del micleo que se tefifan. (Bartolos, 1972; De Robertis et al 1973).
Willhelm Roux y Weissman en 1883, Strasburger en 1884 y von Kéllicker en 1885,
concluyeron independientemente que los cromosomas ubicados dentro del nicieo celular
eran los portadores de los factores hereditarios, pero fue hasta 1888 cuando Waldeyer
introdujo e témino cromosoma ( “cuerpo coloreado™ ) para estas estructuras (Bartolos,
1972; Gardner, 1979).

En 1912 Winiwarter estudié gdénadas vy concluy6é que el cariotipo femenino era de 48
cromosomas y el masculino de 47 cromosomas. Pointer en 1921 con estudios de testiculo
hace un reporte preliminar del nimero modal humano entre 46 v 48 cromosomas En 1923
publica un reporte final en el que estableci6 errdneamente que el cariotipo humano contenia
48 cromosomas, no contando con las técnicas ¥ el material adecuado. Barr y Bertram en
[949, descubrieron accidentalmente la cromatina “X”, realizando cxperimentos de
neurocitologia en gatas, que postericrmente se describié como un cuerpe intranuctear
localizade generalmente en la periferia del nucleo interfisico de mujeres v ausentc en
hombres (Aizpuru et al, 1993). En 1955 Levan y Tjio improvisan una técnica corta con
tratamientos de hipotonicidad y agregan colchicina para aumentar ef nimero de metafases.
En 1956, Tjio y Levan establecen el ndmero diploide correcto de cromosomas en la especie
humana con un nimero modal de 46 cromeosomas, formado por 23 pares de homdlogos, 44
autosomas mds un cromosema X y un cromosoma Y en el vardn (46, XY) y 44 mds dos
cromosomas X en la mujer (46, XX)}. Ese mismo afio Ford y Hamerton corroboran el

nitmero modal humano. En 1959 Lejuene ct al, descubrieron en cultivos de fibroblastos un



nimero modal de 47 cromosomas, debido a la presencia de un cromosoma pequefio y
telocéntrico extra, correspondiendo a una trisomia 21 en el Sindrome de Down. Asimismo
Jacobs y Strong describieron el primer anélisis citogenético de alteraciones en cromosomas
sexuales como son el Sindrome de Tumer (XO) y Sindrome de Klinefelter (XXY) (De
Robertis, 1975; Gardner, 1979).

En 1960 en la Conferencia de Denver se establece la primera nomenclatura para interpretar
y reportar cariotipos. Moorhead et al (1960), publican el métoda de cultivo de linfocitos a
corto tiempo. Describe una trisomia del grupo D, que posteriormente se identifica como
trisomia 13 descrita por Patau et al. En 1963 en la Conferencia de Londres se acepta
oficialmente reorganizar los cromosomas en 7 grupos ( A, B, C, D, E, F, G ), propuesto
inicialmente por Patau en 1960. También en ese afio Lejeune observa el primer sindrome
qae involucra una delecion cromosdmica llamado Sindrome de Cri du Chat Schroeder et 2l
en 1964 y German et al en 1963, descubren un incremento en la inestabilidad cromosémica
en la anemia de Fancont v en ¢l Sindrome de Bloom respectivamente, mientras que Jacobs
asocia psicopatia criminal a hombres XYY, En 1966 cn la Conferencia de Chicago se lleva
a cabo una revisién de nomenclatura, incluyendo los avances desde 1963, En 1968 Comings
discute la hipdtests de un rearreglo de cromosomas humanos en micleos nterfasicos De los
afios 1968 a 1971 se establecicron las diferentes téenicas de bandeo (Q, G, R, C, etc.), que
permiticron identificar los cromosomas por su patrén de bandas y determunar alicraciones
cromosomicas de una manera mas precisa. En la Conferencia de Patis de 1971 se establece
la primera representacion esquemdtica de bandas. Unos aflos despuds, en 1977, ¢n

Estocolme, sc estableciéd ¢l sistema internacional de nomenclatura: “An International



System for Human Cytogenetic Nomenclature” (ISCN, 1978), un documento importante
que incluye las principales decisiones de las Conferencias de Denver, Londres y Chicago,
permitiendo estandarizar la nomenclatura de la citogenética humana. Se iniciaron trabajos
con cultivos prefasicos y prometafésicos, para aumentar la resolucién de la secuencia de
bandas de los cromosomas. Asi para 1980 se emite otra publicacion oficial “An
International System for Human Cytogenetic Nomenclature - High Resolution Banding”
(1981). Esta publicacion fire bien aceptada por la comunidad cientifica por los adelantos en
bandeo. Los cromosomas son numerados del 1 al 22, “X” v “Y” v su clasificacion esta
basada en el tamafio y proporcién de los brazos. En 1984 se realiza un revisién de este
Sistema de Nomenclatura y se publica en 1985, con el propdsito de mantener todos los
enunciados de nomenclatura juntos en un sdlo volumen, y realizando algunas correcciones.
En 1986 en Berlin, se realizd el 7° Congreso de Genética Humana, reportiandose un
incremento en la cantidad y variedad de aberraciones cromosomicas asociadas a ncoplasias
y s considerd que la terminologia apropiada para la descripeidn de ¢stos evenlos no estaba
considerada en la nomenclatura, por lo que se realizé una publicacién titulada “ISCN
(1991): Guidelines for Cancer Cytogenetics”. En 1991 en Washington DC, se realizd el 8°
Congreso Internacional de Genética Humana, invitando a la comunidad cientifica a que
aportaran sugerencias y modificaciones de una revision de los acontecimientos de 1985 a
1991, Para 1994, en la ciudad de Memphis se origind un documento que incluia avances de
técnicas de hibridacidn in situ, en el que se incorpord toda la revisién de citogenética en

cdncer, asi como meodificaciones y sugerencias que mejoraron las ediciones anteriores de



1978 a 1991, quedando comprendido en un sélo documento publicade como “An
International System for Human Cytogenetic Nomenclature ( ISCN, 1995 ).

En las altimas décadas los avances a nivel molecular han permitido realizar técnicas como
hibridacidn in situ que permite detectar secuencias de &cidos nucleicos, tanto de ADN como
de ARN en preparacionss citolégicas, [o que permite conacer la ubicacion de secuencias
especificas de ADN a lo largo de los cromosomas, clasificados por su secuencia de bandas
G. La metodologia actual de hibridizacién in sifx, se basa en los trabajos iniciales de Gall y
Pardue de 1969 y de Jones en 1970, lo que ha permitido avanzar en el mapeo cromosémico
del genoma humano, asi como extender su aplicacidn 2l de otras especies (Verma, 1987;

Rooney, 1986).

B. BANDEO CROMOSOMICO

Desde finales de los 60°s ¥ en la decada de los 70°s el desarrollo de los métodos
eitoquimicos en numerosos laboratorios revoluciond ¢l campo de la citogenética, El
descubrimiento de ciertas tinciones v pretratamicntos produjo un patrén tnico v consistente
de bandas en cromosomas condensados de cucariontes (Bregman, 1990). Una banda es
definida como parte de un cromosoma la cual ¢s notablemente distinguible de su segmento
adyacente por aparecer més oscura 0 mas ¢lara con una u oira téenica de bandeo (ISCN,
1995).

Los difercntes procedimicntos de bandeo cromosdémico han permitido realizar notables
avances cn citogenética clinica y de vertebrados, gendtica de eélulas somalicas y mapceo

cromosomico (Comings, 1978).



Algunas de estos procedimientos de bandee por eiemplo lag bandas G y las bandas Q,
facilitan la identificaciéon de cromosomas individuales, ofros métodos de bandco son
especificos para ciertos cornponentes citoldgicos y bioquimicos. La metodologia empleada
para evidenciar las bandas conocidas como C tifie diferencialmente sitios de
heterocromatina constitutiva en cromosomas metafdsicos. Esta clase de cromatina es
normalmente visible solo en interfase y en profase temprana, estd concentrada en la regidn
centromérica (de alli el término de bandas C) y es rica en ADN altamente repetitivo

(Bregman, 1990).

1. Bandas “Q”

La metodologia para evidenciar las bandas Q fue la primera que se describié. Casperson en
1968 obtuvo un patron de bandeo especifico al tratar cromosornas de Vicia faba con
quinacrina, ¥ en 1970, experimentd con cromosomas humanos. Los cromosomas tefiidos
con quinacrina muestran una seric de regiones de florescencia brillante y opaca a lo largo de
los mismos. Este patron es caracteristico de cada cromosoma y permite su identificacion.
Estudios realizados por Comings ot al, en 1975 indican que of ADN rico en AT ticnde 2
realzar la florescencia de quinacrina, mientras ¢l ADN rico en Guanina y Citosina (GC)
tiende a suprimir esta florescencia. Sin embargo, si bign la variacion cr la composicién de
bases del ADN a lo largo del cromosoma puede ser la base primaria para bandas Q, hay
evidencias de que las intcracciones ADN-protcina pueden también jugar un papel

importante de acucrdo con Ellison y Barr (Comings, 1978).



Las bandas Q no son utilizadas para la identificacién de cromosomas rutinariamente, pero
es una de las técnicas més elaboradas para estudiar los heteromorfismos asociados con
cromosomas 3 y 4, cromosomas acrocéntricos y cromosoma “Y”. Algunos de estos
heteromoifismos son usades comeo cromosomas marcadores para determinar el origen

parental de cromosomas extras en trisomias ¥ en estudios de paternidad (Verma, 1987).

2, Bandas “G”

El bandeo G es una de las téenicas mas populares en bandeo cromosdémico, los tratamientos
con tripsina-giemsa son los més comiinmente utilizados v tienen la gran ventaja de que
permite hacer laminillas con buen contraste casi en forma permanente. Se requieren algunos
pretratamientos de [a preparacién ¥ ¢l manejo de la tripsina es un problema ftecuente, sin.
embargo si se usan ldminas con tiempo de enpvejecimiento adecuado se obtienen resultados
Sptimos (Jonasson, 1986). Su utilizacidn ¢s tan difundide, que la composicidn funcional ast
como la estructura de los cromosomas, se desenben actualmente teniendo comeo referencia
la localizacion de estas bandas. Los mecanismos por los cuales se inducen las bandas G ain
no se explican completamente. Un papel directo de la tincidén de giemsa en producir las
bandas G ha sido sugenda por MeKay en 1973 y Schuh et al en 1975, Comings {(1978)
propone que este bandeo ocurre porque ¢l cromosoma metafasico contienc una estructura
bésica que es realzada por la metodelogia empleade. Las bandas G son tefiidas con giemsa,
la cual es una mezela de azul de metileno, azures B, A, C y tionina. Estos representan la
mblecula de tiazina con 4, 3, 2, [ v 0 grupos metitos respectivamente. En algunas ocasiones

hay cosina cn el colorante Las tiazmas son moléculas planas cargadas positivamente, que



se unen sclectivamente a los grupos fosfatos del ADN. Bignone en 1983, enconird que se
puede obtener bandas G sin ningdn pretratamiento, variando sélo la concentracién y el pH
de la solucitn amortiguadora en que se prepara el giemsa, lo cual no sdlo mostraria que la
unidn colorante-fosfato estd implicada, sino también se propone que puede ocurrir una
modificacién del enrollamiento de las moléculas de ADN superenrrotladas durante la
interaccién ADN-colorante, que puede dar apariencia de BG. Este postulado se ha apoyado
porque el patrén de cromdrneros en meiosis coresponde exactamente a las BG. Es durante
la meiosis que esta observacion se puede llevar a cabo porque los cromosomas estdn varias
veces mds extendidos que en metafase, lo cual amplifica ia visualizacién de la organizacion
de la cromatina. Estudios de microscopia electrénica, mostraron que cromosomas sin
tratamiento alguno se observan uniformes, pero si se iratan con tripsinz se ven bandas
densas ¢ interbandas menos densas, que puede deberse a un rearreglo de las fibras de
cromatina ¢ a a extraccion de cromatina. La determinacién de ADN en cromosomas con
bandas G indica que hay una minima pérdida de ADN, debido a un rearreglo de lz
cromatina, el cual pucde ser ayudado por extraccion de Ca'' de la cromatina durante el
bandco. Las histonas sc han implicado frecucntemente en ¢l mecamismo de bandeo. La
exposicion de cromosomas con BG a solucion de H1 y H2A, suprime el bandeo y
disminuye [a tincidn, con lo que se concluyé que la remocion selectiva de estas proteinas es
nceesaria para que las BG se tifian intensamente, sin embargo aunque no s¢ extraigan las
histonas, ¢l cromosoma se puede tefiir, pero no se obticner bandas de calidad Es posible
que ¢} ADN de [as regiones de interbandas estdn asociadas con proteinas no histonas. n

estudios in vitro con cromatina tratada para bandas G, sc¢ descubricron grupos fosfatos que



permiten su interaccién con ¢l colorante. Probablemente las proteinas no histonas que
forman el esqueleto de la estructura terciaria de la cromatina, al tratarse con agentes que las
desnaturalizan, modifican su estructwa y ocultan fosfatos en las interbandas y se ven las
bandas G positivas. Todos los tratamientos para bandas G tienen en comin la

desnaturalizacion de proteinas o ia ruptura de uniones disulfuro (Comings, 1978).

3. Bandas “R”

Las bandas R o bandas inversas (“reversas™) fueron descritas por Dutrillaux y Lejeune en
1971. Esta técnica produce bandas en los cromosomas que son inversas a las bandas Q y G,
es decir, aquellas dreas que no se tiflen con estas técnicas, se tifien intensamente por el
procedimiento de bandas R. Se basa en el tratamiento de las preparaciones a altas
termperaturas y con varias soluciones amortiguadoras seguidas de una tincién ¢on naranja de
acridina o con giemsa (Verma, [987). Medianic cste procese sc desnaturaliza
selectivamente ¢l ADN rico en AT de las bandas G y deja ¢l ADN rico en GC de las bandas
R en configuracion nativa. Otros métodos meluyen tincidén con fluorocromos como,
cromomcina A3, olivomicina, incorporacion de una timina aniloga, bromodesoxiuridina
(BrdU) en la replicacion del ADN durante ¢l periodo terminal de la fase S (Comings, 1978).
Es il su aplicaciéon especialmente para la caracterizacion de rearrcglos que incluyen
cromosomas del grupo F y G, también reccomendada cr translocaciones reciprocas para
localizacién de puntos de rompimicnto (Verma, 1987). Los cromoesomas homélogos

presentan mapas de bandas idénticos o muy similares, los cuales permiticron que se



identificaran a los cromosomas por bandas v se establecieran las primeras alteraciones

estructurales (Rooney, 1986; Verma, 1987).

4. Bandas “C”

El tipo de secuencias de ADN encontradas en las bandas C fue descubierto durante la
localizacién de ciertas secuencias de bases en el genoma del ratén. Pardue y Gall en 1970,
utilizando la técnica de hibridizacidn in sitw encontraron que el ADN satélite (ADN
altamente repetitivo) estd localizado en las regiones centroméricas. Desde entonces,
hallazgos similares han sido reportados para varias especies de plantas y animales. La
técnica de hibridizacion in sirw, incluia incubacion de ADN satehite radioactivo
{frecuentemente ARN radioactivo, que es complementario al ADN satélite) en cromosomas
extendidos pretratados con dleali. El gleali desnaturaliza el ADN cromosomal (separa las
hebras de la doble cadena), permitiendo al ADN satélite radioactivo hibridizar con las
secuencias complementarias del geroma. Los cromosamas extendidos eran expuestos al
ADN radicactivo en presencia de solucidn salina de citratos caliente, la cual provec de
condiciones idnicas que favorecen la renaturalizacion. Despuds de la hibridacion, se hacfan
autoradiografias y las laminillas se tefiian con gicmsa (Bregman, 1990). Un importante
aporte del estudio de Pardue y Gall fue la observacion de que un pretratarniento con dleali,
seguido de una incubacién en solucion salina de citratos caliente, y tincién ordinaria con
giemsa podra utilizarse para identificar heterociomatima constitutiva en cromosomas
condensados. La téenica de bandas C fue mejorada por Amighi y Hsu en 1971, Los

mecanismos de las bandas C han sido objeto de varias investigaciones, eatre cllas la de



Comings 1978, que propone que la tincion diferencial parece estar relacionada con la
cantidad de ADN restante en diferentes regiones del cromosoma después del pretratarniento
para bandas C. Se ha demostrado que ¢l tratamiento con dlcali no sélo desnaturaliza el
ADN, sino que remueve cerca del 60% del ADN cromosomal. La mayoria del ADN es
extraido de las regiones de no-bandas C, sugiriendo que la tincidn de bandas C tific més
intensamente solamente porque contiene méas ADN después de la extraccidén. Avin no se ha
determinado porqué el ADN en las regiones de bandas C es mas resistente a la extraccion
con alcali {Comings, 1978; Bregman, 1950).

Hay dos aplicaciones principales de esta metodologia en citogenética clinica; uno es el
estudio de marcadores polimérficos. Los homdlogos materno y paterno a veces pueden ser
distinguidos especialmente, los cromosomas i, 3, 4, 9, 13, 14, 15, 16, 21, 22. Ota
aplicacién es en rearreglos cromosémicos, para tratar de ver si la regidn heterocromdtica
estd involucrada en el reatreglo (Rooncy, 198G), asi como e¢n la identificacidn del

cromosoma v polimorfismo de su porcidn distal (Palma, 1978).

C. CULTIVO DE TEIDOS

Los cstudios citogendticos requisten de células en profiferacidn para la obtencidn de
cromasomas metafdsicos. Es por ello que tradictonalmente se reguicre del empleo de
métodos de cultivo de células, que permitan la obtencion de una cantidad adecuada de
metafases para analizar la estructura cromosdmica

Asimismo, mediante modelos que emplean células creciendo y dividiéndose en el frasco de

cultive (“in vitro™ sc pueden investigar las propiedades cclulares bdsicas, cuyo estudio ¢n



todo el organismo seria més dificil, puesto que no todas las células de un tejido svelen
comportarse de una manera homogénea. Uno de los principales objetivos de la Biologia
Celular es comprender un proceso determinado, para lo cual se emplean sistemas in vitro,
quée permiten tener condiciones controladas, quitando la interferencia de todos los demas
faciores a que pueda estar someiida la célula normaimente dentro de un organismo

multicelular complejo (Karp, 1987 ).

El cultivo de tejidos engloba tedas aquellas metodologias que utilizan células en cultivo, va
sea para estudios cromosémicos, para el diagndstico de enfermedades genéticas de origen
metabdlico, para estudios bioquimicos o para la resolucion de problemas de investigacion

(Karp, 1987).

Dentro de los principales métodos se encuentran : el cultivo de tejidos, el cultivo de drganos
y el cultivo de células.

Para realizar el cultivo de tejidos y de érganos se toman pequefios fragmenios de tejido y se
colocan en medio de cultivo en un frasco de cultivo, donde se adhieren e inician su
proliferacidn las células para formar una capa de una sola célula de espesor o monocapa.
Algunas células tienen una alta motilidad y empiezan a migrar del fragmento del tejido lo
cual permite su disgregacién y que rdpidamente sc inicie su crecimiento.

Para ¢l cultive celular, el tejido puede ser intencionalmente desorganizade o disgregado con
enzimas proteoliticas (tripsina, colagenasa), para separar ¢n forma individual a las células.

Ya separadas hay bdsicamente 2 formas en que pueden cultivarse: una por masa de cultivo,
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en que Se agrega una gran cantidad de células a un frasco de cultivo, en donde las células se
sedimentan en el fondo y forman una capa distribuida de manera relativamente uniforme, la
células pueden proliferar y dividirse. El otro tipo de procedimiento es el cultivo clonal, en
que se agrega 4 un frasco un nimero relativamente pequefio de células, cada una de las
cuales queda a cierta distancia entre si después de sedimentarse y adherirse, formando
colonias individuales, que derivan de la misma célula,

Los cultivos de todos estos tipos son llamados Cultives Primarios y su tiempo de vida es

relativamente corto ( semanas o meses ) (Paul, 1975 ).

Establecimiento de [ineas celulares.

Si las células se dividen repetidamente por un tiempo prolongado y ocupan todo el espacio
disponible, fracciones de ellas pueden ser “pasadas™ a otros recipientes de cultivo para que
continien proliferando. Inicialmente, s¢ obtiencn células en suspension, utlizando una
enzima para disgregarlas (tripsina) y se¢ colocan en un nucvo {rasco de cultivo con medio
fresco, reiniciando su proliferacion. Como resultado de este proceso haber generado un
“pasajc”, ci cultivo cs designado como linea cetular primaria. Estas células ticnen un rango
de divisién alto v por un tiempo prolongado, pudiendo scr pasadas o subcultivadas
repetidamente. Después de un gran nimero de pasajes algunas lineas celulares pueden ser
cultivadas por mucho tiempo y aparentemente desamollan un potencial de ses subculuvadas
indefinidamente. Estas lincas celulares son liamadas lineas celulares cstablecidas

Para scr designada linca celular establecida, ésta debe haber side subcultivada por lo menos

unas 70 veces en intervalos de 3 dias entre subcultives ( Paul, 1975 ). En algunos casos la
i



transicién de linea celular primaria a linea celular establecida es uniforme y gradual, siendo
muy dificil seflalar cuando cesz una linea celular primaria y cuando inicia una linea celular
establecida.

Las lincas celulares primarias preservan muchas de las caracteristicas de la células de las
cuales son derivadas, mientras las lineas celulares establecidas frecuentemente varian de su
célula de origen. Todas las lineas celulares primarias 2l ipicio tienen un nfimero normal de
cromosomas, manteniendo su cariotipo diploide, por el confrario las lineas celulares
establecidas invarjiablemente siempre tienen un nimero inusual, cominmente presentan un
cariotipo ansuploide. La presencia de aneuploidias es aparentemente debido a una no
disyuncién durante la divisién celular, y ésto parece proporcionar a fas células alguna
ventaja selectiva. En estadios tempranos de una linea celular establecida el nimero de
cromosomas puede ser anormal, pero la morfologia individual del cromosoma es
aparcntemente normal, sin embargo, postcriormente como resultado de rompimientos
cromosomicos, fusiones, translocaciones, cic, la morfolegia del cromosomoma es

irreconocible (Paul, 1975; Karp, 1987)

En la Tabla N° 1 se presentan algunos de los hechos sobresalientes en el desarrollo del

cuitivo de tejidos, por orden cronolégico.



TABLAN®1

ACONTECIMIENTOS RELEVANTES EN EL DESARROLLQ DE TEJIDOS DE CULTIVOS

1885 | Roux : Mantuvo células de embrién de pollo en solucion salina, sebreviviendo fuera del cuerpo del
animal.

1907 | Harrison : Cultivo corddn espinal de anfibio en codgule de linfa, con lo cual demostrd que los axones
son producidos come extensiones de una ¢€lula nerviosa,

1910 | Rous : Induce un tumor usando extracto filtrado de células de tumor de pollo, més tarde mostrd que
contenja ARN viral (virus del Sarcoma de Rous).

1913 Carrel Muestra que las células de tumor de pollo crecerian en cultive por periodos largos,
alimentadas regularmente en condiciones asépticas.

1948 | Barle v colaboradores - Alslaron célulzs individuales de la linea celular L y mostraron que formaban
clones de células en cultive de tejidos.

1952 | Gey y colaboraderes : Establecieron una linea cefular continua de céfulas derivadas de un carcinoma
cervical humano, que es la bien conocida Linea Ceiuiar Hela.

1954 Levi - Montalcini y asociados : Mostraron que ¢l factor de crecimiento del nervio estimulo el
crecimiento de axones ea cultivo de tejidos.

1955 { Eagle : Realiz6 la primera investigacidn sistemdtica de los requirimientos nutricionales esenciales de
fas células en cultivos de tejidos v encontrd que las células animales podrian propagarse en una
mezcla definida de méleculas pequeiias.

1956 [ Puck y asociados : Seleccionaron mutantes con requerimientos de crecimiento alterados de cultivos de
células HeLa.

1958 | Temin y Rubin : Desarrollaron un ersayo cuantitativo para la infeccidn de células de pollo en cultivo
con virus de Sarcoma de Rous purificado. En décadas posteriores, las caracteristicas de esta y otros
tipos de transformacion viral fusron establecidas por Stoker, Dulbecco, Green y otros virologistas.

1961 | Hayftick y Moornead : Mostraron que los fibroblastos humanos morian después de un nimero fintio
de divisiones en cultivo.

1964 § Littleficld : [ntrodujs medio HAT para el crecimiente selectivo de células somdticas hibridas, juate
con la técnica de fusion celular, haciendo factibel ¢l estudio de la génetica de células somancas
Kato y Takeuchi : Obtuvicron una planta de zanahoria completa de una célula de raiz de zanahoria en
cultivo de tejidos.

1965 | Ham - introdujo un medio libre de suero, capaz de mantener ¢f erecimicnto clonal de cicrtas célufas de
mamiferos.

1968 | Augusti - Tocco y Sato : Adaptaron una ¢élula nerviosa de tumor de ratén (neuroblastoma) a cultivo
de tejidos y aislaron clones que fueron cléctricamente excitables ¥ que extendieron ¢l prozese
nervieso.

En este ticmpo, también otras lineas cclulares fueron diferenciadas y aisladas, inctuyendo linea celular
esqueleto-muscuiar y de higado.

1975 Kohler y Milstein : Produjeron ¢l primer anticuerpo monoclonal sceretado por lineas celulares de
hibridomas.

1976 | Sato y asociados . Publicaron ¢l primero de una serie de articulos gue mucstran las necesidades de las
diversas lineas celulares de diferenies mezcias de hormonas y factores de crecimiento en un medio
hibre de suero.

{ Tomado de Alberis, B, et. al. 1989)
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D. HIGADO

En virtud de que este trabajo fue reafizado en una linea celular hepética que mantiene
algunas de las caracteristicas del tejido que le dio origen, es apropiado describir de manera
breve algunas caracteristicas importantes del higado humano.

El higado es la gléndula mds grande de todo el organismo, pesa aproximadamente de 1.5 2
2.0 k, tiene una consistencia blanda y se encuentra en ¢l hipocondrio derecho. Se trata de
una glandula epitelial que realiza funciones dobles, tanto exocrinas como endocrinas
(Lesson, 1981) y también es un érgano que interviene en las conversiones metabdlicas. Se
clasifica como glandula exocrina, porque uno de sus productos (la bilis) se secreta hacia el
duodeno 2 través de un sisterna de conductos excretores, y es endocrira porque la mayoria
de sus productos se secreta directamente hacia el torrente sanguineo (Ross, 1994).

Esta formado por un parénquima y un estroma. E primero es de indole epitelial y deciva del
endodermo; el estroma estd corpuesto de tejido conective y deriva del mesoderme (Ham,
1975).

Los hepatocitos o células parcnquimatosas, ¢stan dispuestos cn una serie de laminas que se
anastomosan © ramifican, formando una trama esponjosa o laberinto entre la que s¢
encuentran los espacios sinusoidales. Estas laminas se cxtienden de la periferia del lobulillo
cldsico a la vena central en forma radial. Excepto en los sitios de anastomosis y
ramificacion, el cspesor de las capas suele ser unicelular, cualquier hepatocito cstd rodcado
por muchos otros en cada ldmina, Alrededor de las zonas portales, los hepatocitos cstan
dispuestos 2 manera de una capa unicelular en sentido adyacente al tejido conectivo

periportal, llamada capa limitante. La limina limitante cstd integrada por células un poco



menores que los hepatocitos en el centro del 16bulo y esté perforada por vasos sanguineos
(ramas de la arteria hepética y la vena porta) y por ramas de los conductillos biliares

{Lesson, 1981} (Fig. 1).

Los hepatocitos tienen forma poligonal con seis o mas caras, por lo regular de 20 a 35
micras de tamafio y con una membrana celufar clara y precisa. Totalizan el 80% de la
poblacitn celular del kigado. Esta célula posee una gran diversidad funcional que suele ser
delatada por sus caracteristicas citolégicas. El niicleo es en general esférico u ovoide v

central (Fig. 2).

Muchos hepatocitos {mds del 50%) son poliploides, contienen dos (6 mas) veces la cantidad
normal de ADN vy existe una cormelacién entre el tamaifio del nicleo y la ploidia (Ross,
1994), (se esquematiza en la Tabla N° 2, De Robertis, 1981). Al observar al microscopio
optico resulta facil reconocer algunos nicleos més grandes, que corresponden z células
tetraploides u octaploides. Muchos hepatocitos son binucleados, en ellos los niicleos sor del
mismo tamafio. Estos niicleos presentan uno 6 mas nucléolos y grumos cromatinicos (Ross,
1994). Pocas veces se chuentran mitosis en hepatocitos adultos pero en el periodo de

regeneracién después de una lesidn existen numerosas formas mitdticas (Fig. 3).
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Fig. 1 ESQUEMA TRIDIMENSIONAL DEL PARENQUIMA HEPATICO
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Fig. 2 ESQUEMA DE UN HEPATOCITO AISLADO.
El hepatocito en este corte tiene cinco caras, observandose el nicleo (N) v sus
componenetes En ¢l citoplasma (C) se aprecia gran nimero de cisternas del reticulo

endopléasmico granular (REG), mitocondrias (M) y otros microcuerpos.
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Fig. 3 FOTOGRAFIA DE UN HEPATOCITO DE HIGADO NORMAL.
Se observan nticleos diploides (ND) y un micleo poliploide (NP).
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Tabla N° 2 Contenido de ADN y complemento cromosémico

CONTENIDO DE ADN EN PICOGRAMOCS Y COMPLEMENTO CROMOSOMICO
{ De Pollister, Swift y After)
CELULAS TERMINOG MEDIC CONJUNTO DE CROMOSOMAS
ADN - FEULGEN ATRIBUIDOS
Espermétida 1,68 Haploide (n)
Higado 3,16 Diploide (2n)
Higado 6,30 Tetraploide (4n)
Higado 12,8 Octaploide (8n)

(Tomado de De Robertis, E-D.P., 1981)

El estroma del higado est formado por dos partes principales. En primer lugar, el higado
estd cubierto de una cépsula de tejido conectivo delgado que contiene fibras coldgenas
dispuestas regularmente y fibroblastos dispersos, cubierta por una capa de células
mesoteliales. En segundo lugar a nivel del hilio del higado el tejido conectivo de la cépsula
se continda con el que rodea los conductos portales. (Ham, 1975).

El higado es esencial para la vida y entre la funciones que desempefta las mas importantes
son:

- Sintesis y secrecién de proteinas (albimina, protrombina, fibrindgeno)

- Formacidn y seerecion de la bilis {reciclado debido 2 la circulacién enterohepatica)

- Metabolismo (incluida la destoxificacién) de firmacos liposolubles y esteroides

- Sintes1s del colesterol

- Sintesis y secrecidn de lipoproteinas

- Metabolismo de plticidos

- Formacion de urea a partir del i6n amonio (ciclo de la urea)

- Conscrvacion de la concentracion de glucosa sanguinea

- Almacena vitaminas A, B y heparina

» Hetnopoyesis cn ¢l feto y el recién nacido



E. LINEAS CELULARES HEPATICAS

A continuacion se describen algunas caracteristicas de la lineas celulares hepaticas humanas

mds conocidas:

m PLC/PRF/5 {células de Alexander) : Se deriva de un hepatoma humano. El medio comiin
para su propagacion es Earle’s MEM, con aminodcidos no esenciales y Earle’s BSS
90%; suero fetal bovino 10%. Contaminada con micoplasma y secreta antigeno de
superficie de hepatitis B. Las células producen Alfa Z-macroglobulina, Alfal-
antitripsina, transferrina, ceruloplasmina, plasmindgeno, Complemento C3, Alfal-deido
glicloproteina (ATCC 1988).

= SK-HEP-1 : Aislada en 1971 por G. Trempe y L. J. Old, de¢ un adenocarcinoma de
higade. No caracterizada (ATCC 1988).

m CLCL : Se obtuvo de higado de embrién humano. El medio comin para su propagacion
es Eagle’s MEM con Earle’s BSS 90% y suero fetal bovino 10%. Sec depositd cn ATCC
para su patente. Viable para su distribucién, pero no ha side caracterizada. Reconstituida
tiene solo 7 - 8 pasajes (ATCC 1988).

m Chan liver : Caracterizada por Institute for Medical Rescarch, Camdem, New Jersey |, asi
como American Type Culture Collection. Esta linea fue establecida en cuitivos de
monocaps, con un medio consistente de suere humano 20%, extracto de embrion de
pollo 5%, soluciéon salina balanceada 75% y 0.001% de tripsina cnstalina.
Posteriormente s¢ adaptaron a medio basal Bagle 90%, y sucro de carnero 10%. Esta
linea ha sido utilizada ampliamente en investigaciones de virologia y bioquinuca. Fue

remitida a ATCC en 1962, en ¢l pasaje aproximado de 250. Li dnalisis del cariotipo



revel una frecuencia cromosémica en 47 células de 2n=46. Qcasionalmente se
observaron rearreglos estructurales con nuevos tipos de cromosomas. Presentando un
cariotipo inestable dentro del nimero de la linea original. En estudios de esterilidad fue
negativo a mycoplasma, bacterias y hongos. Es susceptible a polivirus tipo 1, 2, 3,
adenovirus tipo 3 y virus de estomatitis vesicular (ATCC 1988).

Hep 3B : Esta linea se establecié de una biopsia de tumor de higado de un nifio de raza
negra de 8 afios, de Estados Unidos en 1976. Presentando caracteristicas morfologicas y
forma celutar epitelial compatible con células parenquimatosas de higado. Se utilizd
como medio comiin de propagacion Eagle’s MEM con aminodcidos no esenciales,
piruvato de sodio y Earle’s BSS 90%, suero fetal bovino 10%. Un estudio
ultraestructural de las células con técnicas de microscopia electrénica revelt células con
prominentes cisternas del reticulo endoplasmico granuloso, una cantidad moderada de
mitocondrias, membrana anillada y se observaron agregados de glucdgeno en el
citoplasma (Aden et al 1979). Se encontré un cariotipo con promedio de 60
cromosomas, can una subpoblacion tetraploide X=82, conteniendo ambas lineas un
rearreglo caracteristico del cromosoma 1. Las células producen Alfa-fetoproteina,
Albtimina, Alfa 2-macroglobulina, Alfa l-antitripsina, Transferrina, Alfa 1-
antiquimiotripsina, Heptaglobina, Ceruloplasmina, Piasminogeno, Complerncnto {C3),
Activador C3, Fibrinogeno, Alfa 1-4cido glicoproteina, Alfa 2-HS glicoproteina, Beta-
lipoproteina, Ge-globulina y Proteina de unién al retinol. Contiene integrado ¢l genoma
del virus de Hepatitis B, por lo que debe ser manejada como un material biolégico de

alto riesgo. Es una linea tumorigena (Knowlces, 1930).



w Linea Hp G2: Esta linea fue derivada de una biopsia de tumor de higado
(hepatoblastoma), obtenida durante una lobectomia de un hombre caucasico (argentino)
de 15 afios, en 1975. Se utilizo como medio de propagacién Eagle’s MEM con
aminodcidos no esenciales, pituvato de sodio y Earle’s BSS 90%, suero fetal boving
10%, después de establecida la linea se cultivo por varios meses. Presenta caracteristicas
morfologicas y forma celular epitelial compatibles con parénquima de higado.
Histologicamente la biopsia de higado revelé un carcinoma hepatocelular bien
diferenciado con patrén trabecular (Aden et a!, 1979). Presenta una X=55 cromosormas
(50 a 56). Las células producen Alfa-fetoproteina, Alblmina, Alfa 2-macroglobuling,
Alfa  l-anfitripsina, Transferrina, Alfa  1-antiquimiotripsina, Heptaglobina,
Ceruloplasmina, Plasminégeno, Complemento (C3,C4), Activador C'3, Fibrindgeno,
Alfa 1-acido glicoproteina, Alfa 2-HS glicoproteina, Beta-lipoproteina, y Proteina de
unién 2l retinol. No es una linea tumorigena (Knowles, 1980).

® [inea WRL-68: Esta linea fue registrada por Apostolov cn 1976, patentada con ¢l No. 3
935 066 y depositada cn ATCC con la clave CL48. Es unz linca celular aislada de hi gado
fctal humano aparentemente normal, preservando las caracteristicas del higado. Su
patente cstablece que en crecimiento con medio de cultivo forma colonias individuales o
pequefios grupos; su morfologia cs similar a la de hepatocitos de higado humano; su
tiempo de proliferacién no es mas de 24 hrs ; incrementa su produccion de glucdgeno en
la presencia de glucosa 1% cn ¢l medio; son capaces de soportar virus en preparacion de
vacunas. En cultivos de esta linca s¢ han reportado caracteristicas morfologicas de

estructura similar a hepatocitos y cultivos primarios hepéticos. Se observa un arreglo



tipico poligonal, detectindose algunas células redondas en cultivos de baja densidad, con
estudios microscopicos a mayor aumento se observa ntcleo prominente redondo y de
forma oval, conteniendo uno o més nucléolos, algunas células binucleadas y citopiasma
granular y denso. El andlisis ultraestructural con microscopio electrénico revela que el
tamafio de c€lulas en crecimiento en capas delgadas, corresponde a ur cultivo de células
epiteliales; tamafio y forma del nicleo similar a células en cultivo, asi como organelos
intracitoplasmaticos, mitocondrias con aspecto estdndar, lisosomas en estado primario y
secundario (inactivos o activos digiriendo elementos celulares); se observan también
numerosos filamentos o proyecciones celulares que forman un patron extracelular
caracteristico. Estudios del citoesqueleto de las células WRI-68, indican que por [o
menos presenta cuatro principales proteinas de citoqueratinas de peso molecular de 45
000, 46 000, 48 000 y 50 000 Da y en menor proporcién una de 54 000 Da (Gutiérrez-

Ruiz et al, 1993).
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1i. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La WRL-68 es una linea celular aislada de higado fetal humano aparentemente normal, que
se utifiza como un modelo hepatico in vifre. El establecimiento de una linea celular se
asocia con modificaciones en la forma y nimero cromosémico, que no han sido estudiados
en este caso. El estudio del cariotipo de esta linea celular permitird caracterizar algunos de
los cambios que favorecieron su “inmortalizacién” lo que contribuird a documentar sus

caracteristicas morfolégicas y funcionales.

II1. HIPOTESIS

m Lacélulas de la linca celular WRL-68 presentaran alteraciones cromosémicas numéricas

y estructurales que permiticron su inmortalizacion.
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I, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La WRL-68 es una }Hnea celular aisiada de higado fetal humano aparentemente normal, que
se utiliza como un modelo hepatico in vitro. El establecimiento de una linea celular se
asocia con modificaciones en la forma y mimero cromosémico, que no han sido estudiados
en este caso. El estudio del cariotipo de esta linea celular permitird caracterizar algunos de
fos cambios que favorecieron su “inmortalizacién” lo que contribuira a documentar sus

caracteristicas morfolégicas y funcionales.

II1. HYPOTESIS

m La células de la linca celular WRL-68 presentaran alteracioncs cromosdmicas numéricas

y estructurales que permiticron su inmortalizacion.
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IV. OBJETIVO

A. General:
1. Optimizar la metodologia de cultive que permita un mejor analisis del cariotipo de la

Linea Celular Hepatica WRL-68 para su estudio cromosomico.

2. Determinar el complemento cromosomico de la Linea Celular Hepatica Fetal Humana

WRL- 68.

B. Particular:
2. Identificar por medio de diferentes técnicas de bandeo, las alteraciones cromosémicas

existentes.
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V.MATERIAL Y METODOS

A. Cultivo Celular.
Para este estudio se utilizaron células de la linea celular hepatica fetal humana WRL-68,
proporcionadas por el Laboratorio de Fisiologia Celular del Departamento de Ciencias de [a

Salud de la Universidad Autdnoma Metropolitana-Iztapalapa. Se trabajé con los pasajes del

131 af 136.

Para el cultivo de células se utilizaron frascos Falcon, cajas de Petri de 35 mm y placas de 6
pozos, los dos Gltimos ¢on cubreobjetos estériles. Las células se mantuvieron en medio
Dulbecco (DMEM), con 8% de suero fetal de bovino, 1% de aminoicidos no esenciales,
1% de antibidticos (estreptomicina y peniciling) (Gutidrrez-Ruiz, 1994), realizandose
cambios de medio cada 2 dias. Se utilizé un microscopio invertido de contraste de fases
para observar ¢l crecimicento celular y determinar ¢l momento de su cosecha cuando sc
observaran abundantes figuras mitdticas (las células cn division adquiercn un aspecto
redondeado y refringente). Los cultivos se mantuvicron en incubadora a 37°C en una
atmésfera con 5% de CO2 y 95% de aire.

Para ¢l procesamicnto de los pasajes 131 al 133, 1z linca celular se cultivéd en frascos Falcon

y para los pasaics 134 al 136 se cmplearon las dos metodologias de mancra paraicla.
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B. Cosecha por tripsinizacién.

Cuando el cultive se encontraba con abundantes células en division, aproximadamente a los
7 dias de sembrado, se procedid a su cosecha con el proposito de obtener células en
metafase para su posterior andlisis cromosomico.

A los cultivos en frascos Falcon se les retir6 el medio de cultivo; la monocapa se lavé con
5 ml de solucién STF (solucion amortiguadora de fosfatos) estéril, la que se retird por
decantacion para agregar 1 ml de tripsina (Sigma 1:250) a una concentracién final de
0.005%. Los frascos se incubaron durante 1 min a 37°C. La eficiencia dal tratamiento
enzimatico se determiné en un microscopic invertido de contraste de fases de acuerdo al
niimero de células despegadas. Para detener la accidn de la tripsina se agregaron 5ml de
solucion STF. Se colocd la suspension celular previamente tripsinizada en un tubo cénico a
la que se agregaron 0.5 ml de colchicina (10 pg/ml), con el fin de detener la division celular
en metafasc. El botén se resuspendidé swavemente y se dejé 60 min incubando a 37°C en
bafio Maria. Para terminar e] tratamiento de colchicina se centrifugd la suspensién durante
10 min a 200 x g, sc retird ¢l sobrenadante y se zgregaron 5 ml de solucién hipoténica (KCl
0.075 M, previamente calentada a 37°C), se resuspendié y se incubd 40 min a 37°C.
Finalmente las células se centrifugaron durante 10 min a 200 x g, se extrajo el sobrenadante
y se agregaron 5 ml de fijador Carnoy (metanol-4cido acético 3:1), resuspendicndo muy
suavemente la pastilla celular, Después de 15 minutos se hicieron 3 a 4 cambios de fyjador
hasta que se observd una pastilla celular limpia. En el dltimo lavado se quité el exceso de
fijador y se gotearon 0.5 ml de Camoy recién preparado para realizar las preparaciones

citogendticas,
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C. Cosecha de cultivo irn situ

Los cultivos en caja de Peiri de 35 mm y en placa multipozos se cosecharon después de 24-
48 hrs de siembra. De igual manera que el método descrito arriba, se utilizd el microscopio
invertido de contraste de fases para observar la presencia de figuras mitdticas y proceder a
realizar cosecha in sifu en ¢l momento més adecuado, de acuerdo & Verma y Babu (1987)
con algunas modificaciones. El cultivo se incubé durante 50 min con (.2 ml de ¢olchicina
(16 pg/ml) a 37°C. Se extrajo la solucién de incubacidn ¥ se agregaron 3 ml de sclucién
hipotonica KC1 0.075M en la cual se incubaron a 37°C durante 40 min. Al término de esta
incubacion se agregaron 2 ml de fijador de Carnoy durante 2 min. El fijador se cambid dos
veces mas, para finalmente removerlo con una pipeta Pasteur y secar los cubreobjetos con
aire comprimido para romper membrana celular y extender las metafases. Se utilizd un
microscopic para determinar la calidad de las preparaciones. Las mds adecuadas para ¢l
andlisis citogenético se¢ colocaron en una estufa a 60°C durante 48-72 hes, para

posteriormente realizar las téenicas de bandeo.

D. Procesamiento de laminillas

Del botén o pastilla celular obtenido de la cosecha por tripsinizacion, s¢ realizaron las
preparacloncs por golco, como sc menciona a continuacion, Se utilizaron portaobjetos
previamente favados y descngrasados cn alcohol al 70%. En porlaobjclos sccos s¢
depositaron dos gotas del botén celular previamente resuspendido. La calidad de las

preparaciones se determing en un microscopio de contrasie de fases. Al igual que en ol caso



anterior las preparaciones se mantuvieron a 37°C durante 7 dias 6 a 60°C durante 43-72 hrs

para posteriormente practicar técnicas de bandeo.

1. Técnica de Bandas “Q”

En esta técnica solo se utilizaron laminillas provenientes de cultivos in sitn. Cada laminilla
se incubd en calor para posteriormente colocarla en quinacrina (0.125 gr + 25 ml H20
destilada) durante 10 min; se enjuagd brevemente en agua de la llave, para quitar el exceso
de tincidn. Se colocd en STF pH 5.6 por 1-2 min; se monté en un portaohjetos con algunas
gotas de [a solucidn amortiguadora, quitando el exceso v se examind inmediatamente al

microscopio de florescencia.

2. Técnica de Bandas “G”

Las preparaciones maduradas en incubadora se someticron a tratamicntos con tripsina
disuelta en STF (0.03g de tripsina (Sigma 1:250) en 50 ml de STF pH 7.0) durante 30 seg a
1 min; las preparaciones sc enjuagaron brevemente en STF pH 7.0 y en agua destilada para
ser tefiidas en gicmsa al 10% en STF pH 6.8. El exceso de colorante se quitd con lavados de
agua d¢ la llave v se dejaron secar al aire. Una vez sccas sc les protegié mediante la
colocacidn de un cubreobjetos y se examinaron al microscopio Optico con objetivos de 40 y

100 aumentos.



3. Técnica de Bandas “C”

Se colocaron las preparaciones en una solucion de HCI 0.2 N durante 30 min, se dejaron
secar al aire y después se colocaron en solucidn de Ba{(OH)2 al 5% a 37°C durante 30
minutos. Se enjuagaron vigorosamente en agua corriente y s¢ colocaron en solucion 2XSSC
(solucién salina de ciiratos) a 62°C durante 2 hrs se enjuagaron en agua destilada y se
tifieron con giemnsa al 10% en STF pH 6.8.

E. Andlisis Cromosdmico

Del material obtenido, se procedid a su andlisis empleando los siguientes criterios: se
revisaron un total de 638 metafases (Tabla N° 7), de las cuzles se anzalizaron 22 células del
pasaje 131, 96 células del 132, 70 células del 133, 150 células del 134, 150 células det 133
y 150 células del 136 (Tabla N°® 3). Estas preparaciones fueron tefiidas con giemsa y se

registrd el nimero cromaosomico en cada una de las metafases identificadas.

La resolucién de bandas del andlisis fue entre 300 a 450 (ISCN, 19935} (Fig. 4). LI ntmero

dc metafascs analizadas con BG fue de 10-15 células en los pasajes 133, 134, 135 y 136; de

los pasajes 131 y 132 debido a los procedimientos realizados, no se¢ analizaron bandas G.
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VI. RESULTADOS

De las dos metodologia utilizadas: a) El cultivo en frasco tipo Falcon y b) El cultivo in sifu,
el que mejor resultado ofrecié fue el cultivo in sifi, del cual se obtuvieron un nitmero
mucho mayor de metafases, observandose una mejor morfolozia v calidad de los
cromosomas lo que favorecio la implementacidn de las técnicas de bandeo, a diferencia del
cultivo en frasco en el cual se realizé cosecha por tripsinizacién obteniéndose una menor
cantidad de metafases y una mayor pérdida de cromosomas, lo cual se debid probablemente
a la manera en que se maneja la suspension celular en este caso. Otra ventaja del cultivo in
situ fue el menor tiempo de cultivo requerido para la obtencién de un mimero adecnado de
metafases, ya que en el cuitivo en frasco, el periodo para obteper un crecimiento
satisfactorio de células fue entre 5 y 7 dias, mientras que en el cultivo ir situ esto se lograba

en s6lo 24 a 48 hrs, dado lo reducido de la superficie en la que se realizd el cultivo.

El andlisis de las preparaciones tefiidas convencionalmente con giemsa reveld que la
mayoria de las céiulas tienen un cariotipo poliploide. El promedio de los ndmeros modales
de los pasajes (Tabla N° §), fue de 79-107 eromosomas, este resultado al correlacionarlo
con la tabla N° 4 de niimeros modales (ISCN,1995) referente al nivel de ndmero modal de
la célula, podemos clasificarlo dentro del grupo N° Préximo-Tetraploide (92+/-) que
comprende de 81 cromosomas como minimo 2 103 cromosomas como méximo. La
distribucién de frecuencias de los niimeros de cromosomas encontrada en este estudio se

presenta en la Gréafica N° 1, en donde se observa que la mayor parte de la poblacién celular
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se distribuye entre los 79 y 107 cromosomas, lo que corresponde con el grupo modal antes

citado.

El andlisis citogenético de la Linea Celular WRL-68 mediante Bandas G (GTG), permitié
identificar que el cariotipo aneuploide estd constituide principalmente por varias copias de
clertos cromosomas y algunas alteraciones estructurales. En la Fig. 5 y la Fig. 6, se ilustran

el cariotipo y ¢l cariograma de una metafase de esta linea.

El mimero de copias de cada cromosoma presente en las metafases analizadas con bandas
G, no fue el mismo en todos los pasajes revisados. Los cromosomas estaban representados
por una, dos, tres y hasta 9 copias. Los cromosomas con mayor nimero de copias fueron el
N° 1, 7 v 9 con patron de BG normal, ast como una inv(9) presente en todas las células
(Fig. 6f, 7f v &f ). Ademas, el cromosema 17 presenté copias con patrénnormal yde 2 a 5
copias de un isocromosoma de brazos largos i (17q) en todas las células (Fig. 6g, 7g ¥ 8g).
También se obscrvaron numerosas copias de los cromosomas N° 10, 12, 16, 20 v 21, los
que se repitieron 5 6 mds veces. Los cromosomas N° §, 11, 18, 19 y 22 sélo presentaron de

una a tres copias como mdximo en las metafases analizadas.

Haciendo una descripcion de los hallazgos mas relevantes referentes a alteraciones
presentes en los cromosomas (Tabla N° 3), s¢ encontré que cn el cromosoma N° |, ademads
de varias copias con patrén normal de BG, s obscrvd una delecion de brazos cortos

del(1)(qter—>p1 1) (Fig. 6a, 7a y §b), presente en todas las células, variande do una a dos
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copias. El cromosoma N° 2 presenté una del(2)(qter—p12:) (Fig. 7b) en algunas de las
copias, también present$ una del(2)(pter—q31:), con un tamafio menor de lo normal de
brazos largos (Fig. 6b, 8¢). El cromosoma N° 3, al igual que el anterior presentd una del
(3)pter—ql1:) (Fig. 6¢, 7¢ y 8d), con una ¢ dos copias en la mayoria de las metafases. Los
cromasomas 1y 3 estuvieron involucrados en algunas cflulas en una {ranslocacion
t(1;3)(q10;p10) (Fig. 8a). Los cromosomas N° 4 y 5 aparenfemente no presentaron
alteraciones estructurales, \inicamente varié el nimero de copias presentes en el cariotipo.
El cromosoma N° 6, ademas de presentar de 3 a 6 copias con patrén de BG nommales, se
observé en algunas células una delecién de brazos largos del(6)(pter—q11:). El eromosoma
N® 7, ademés de variacién en el nimero de copias, se observé en una de las copias una
probable delecidn de brazos cortos, del{7)(qter—>p15:) (Fig. 6¢, 7d, 8) presente en todas las
células analizadas. El cromosoma N° 8 presentd solamente de una a cuatro copias normales
en todos los pasajes. En el cromosoma N° 9 se identificaron cromosomas con patrén de
bandas normal y también una inversién de éste, inv(9)(pl1ql2) (Fig. 6f, 7f v 8f) en todas
las células. El cromosoma N° 10 se observd normal, sélo con diferencia en niimero de
copias. El cromosoma N° 1, presenté monosomia © dos copias como maéaximo.
Cromosoma N¥ 12 normal, con copias en diferente nimero. En los cromosomas N° 13, 14 y
I5, no varid en mas de 3 copias de cada cromosorna, aunque €l cromosorna 14 presentd en
algunos casos monosomia. El cromosoma N® 16 presenid un nitmero variable de copias (4 a
6 copias) mientras que det N°17 sc encontraron varias copias con patrén normal v la
presencia de dos a cinco copias de un isocromosoma de¢ brazos largos -

i(17)(gter—q10::q10—qter) (Fig. 6g, 7g y 8g). Los cromosomas N° 18, 19 y 22 Gnicamente

36



presentaron 2 a 3 copias no detectandose alteraciones, 20 y 21 solo variaron en cuanto a
mimero de copias. Respecto a cromosomas sexuales, slo se identifico un Cromosoma “X”,
con una s6la célula que presenté 2 copias, (Fig. 6) lo cual no permitié identificar el sexo
cromosdmico de la Linea Celular WRI.-68. Se observaron algunos cromosomas que 1o se
identificaron plenamente, los cuales se agruparon como frag(?) (Fig.6, 7), encontrados en la
mayoria de las metafases analizadas, en algunas ansentes y en otras con 1 6 2 copias.
Finalmente se agruparon como no identificados a aquellos cuyo patrén de bandas no se
pudo clasificar como perteneciente a alguno de los grupos descritos anteriormente, estos

probablemente sean rearreglos con interaccion de varios cromoesomas. (Fig. 6, 7y 8)

Resultados con bandas “C” y bandas “Q” no se pudieron obtener , debido a que las

preparaciones no tenian upa buena calidad de bandeo. Probablemente el mancjo de las

técnicas no fue el adecuado.
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Fig. 4 CROMOSOMAS DE LA LINEA CELULAR WRL-68, CON BANDAS “G”

38



Fig. 5 CARIOTIPO DE UNA METAFASE DE LA LINEA CELULAR WRL-68
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VIL DISCUSION

Estas observaciones concuerdan con las reportadas por Paul (1975) el que menciona que en
las lineas celulares primarias se mantiene el nfimero de cromosomas normal 2n mientras
que en las lineas celulares establecidas tienen comtnmente un cariotipo aneuploide, con un

extenso nimero de cromosomas.

En relacién con otras lineas celulares hepaticas el nimero y la morfologia cromosémica
también presenta variaciones. Mientras que en la Linea Chang Liver se reporta una
frecuencia cromosémica de 2n=46 con rearreglos ocasionales en la estructura {ATCC,
1988), en la Linca Hep 3B se encontré un cariotipo con promedio de 60 cromosomas, con
una subpoblacion tetraploide, observandose en ambas lineas un rearreglo caracteristico del
cromosoma No. 1 (Knowles, 1980). Para la Linea Hp G2 se reportd un promedio de 50 a 56

cromosomas en su cariotipo (Knowles, 1980), sin describir rearreglos.

A pesar de que la Linea Celular WRL-68 tiene un cariotipo anormal la morfologia de la
cflula ¢s aparentemente normal y de acuerdo a reportes de Paul (1975), la aneuploidia
(debido a la no disyuncién er la division celular) parece proporcionar alguna ventaja
selectiva a las células. Otro aspecto importante también es que a pesar del namero de
cromosomas, fa morfologia de los cromosomas es aparentemente normal, aunque en

algunos ¢asos come resultado de rompimientos cromosdmicos, iranslocaciones, deleciones
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y fusiones la morfologia de algunos de ellos puede ser irreconocible (Paui, 1975)(Karp,

1987).

Cabe hacer mencion que las alteraciones nimerica encontradas en esta Linea no se pueden
considerar como una indicacion de malignidad celular, puesto que no se trata de una linea
tumorigénica, sino mas bien como una ventaja selectiva para su inmortalizacién, tomando
en cuenta que se origing de un tejido hepético fetal normal. Resulta importante recordar que
las células hepaticas son en un 50 % tetraploides (Ross, 1994), por lo que no seria
inesperado encontrar este ndmero cromosénuce en lineas celulares hepaticas, sobreiodo si

¢llas fueron las que originaron la linea celular.

En relacién a [a presencia de los cromosomas sexuales, se ha observado la pérdida de estos
cromosomas en el transcurso de los pasajes. En un cstudio citogéntico realizado en Lincas
Celulares de ratdn por Sarpent et al (1996), encontraror que ¢l cromosoma ¥ sc perdid en
forma consistentc cn ¢l pasajc 7. En la linca WRL-68 no s¢ pudo determinar, porque sc

inicio el estudio en el pasaje 131, en que se obscrvd un sdlo cromosoma sexual.

La presencia de numerosas copias de tos cromosomas 1, 7, 9 y 17(q) en todas las células

constituiria una cvidencia de la presencia de la amplizcidon de copias de los genes que

portan ¢stos cromosomas, como los que sc mencionan en la siguiente tabla
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La presencia de estos genes debe de confirmarse por metadologias moleculares, pero la
existencia de numerosas copias de estos cromosomas constituyen una evidencia importante
en ese sentido. El andlisis de aberraciones cromosémicas en patologias humanas esta
basado en técnicas de bandeo de cromosomas. Sin embargo, no siempre es posible
identificar todas las alteraciones en células metafdsicas, porque translocaciones
imperceptibles, pequefios cromosomas marcadores y cariotipos altamente rearregiados
pueden imposibilitar un 4nalisis correcto. Por lo que se tieme que recurrir a técnicas de
citogenética molecular que puedan asistir en el problema del andlisis de cariotipos, en
particular {as pruebas de FISH (hibtidizacién in situ florescente), que son de gran valor para
complementar el anilisis de alteraciones cromosémicas (Spector, 1997). Esta metodologia
deberd utilizarse para completar los hallazgos de este estudio y poder caracterizar los

rearreglos complejos.
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VIIL. CONCLUSIONES

Del andlisis realizado se puede concluir que la Linea Celular WRL-68, es un linea que
presenta un alto nivel de aneuploidia, con un incremento del ntimero de copias de los

cromosomas 1, 7, 9y 17(q).

Las alteraciones ndmericas encontradas en la Linea Celular WRL-68 no se pueden

considerar como Indicacién de malignidad celular, sino como una ventaja selectiva para su

inmortalizacidn.

La amplificacién génica que estas miltiples copias generan podrian utilizarse en estudios

moleculares de los genes involucrados.

La linea seria un modelo apropiade para cl estudio de los sitios frdgiles a nivel de los

cromosomas | y 7 o los genes de interferones en el cromosoma 9.

48



TABLAS

TablalN®3 CELULAS ANALIZADAS POR PASAJE

N° PASAJE N° CELULAS
ANALIZADAS
131 22
132 96
133 70
134 150
135 150
136 150
TOTAL 638
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Tabla N° 4

NUMERO MODAL EN RELACION AL NUMERO DE CROMOSOMAS

NUMERO MODAL

Préximo - Haploide (23+/-) <34 | Préximo - Pentaploide (115+/-) | 104 - 126
Hipohaploide <23 Hipopentaploide 104-114
Hiperhaploide 24 - 34 Hiperpentaploide 116-126
Préximo - Diploide (46+/-) 35-57 | Préximo - Hexaploide (138+/-) { 127 - 149
Hipodiploide 35-45 Hipohexaploide 127-137
Hiperdiploide 47 - 57 Hiperhexaploide 139 - 149
Préximo - Triploide (69+/-) 58 - 80 | Proximo - Heptaploide (161+/-} | 150- 172
Hipotriploide 58-68 Hipoheptaploide 150 - 160
Hipertriploide 70 - 80 Hiperheptaploide 162-172
Proximo - Tetraploide (92+/-) | 81 - 103 | Préximo - Octaploide (184+/-) | 173 - 195
Hipotetraploide 81-91 Hipooctaploide 173 - 183

Hipertetraploide 93-103 Hiperoctaploide 185195

Torado de ISCN (1995)
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TABLAN® 35

NUMERO DE COPJAS DE CROMOSOMAS EN CADA PASAJE ANALIZADO

NUMERQ DE COPIAS DE CROMOQSOMAS

CROMOSOMA PASAJE PASAJE PASAJE PASAJE PASAJE PASAJE
Ne 131 132 133 13 135 136
1 5-6 5 5-6 5-9 5-8 6-7
del{1)(qter—pil:) 1-2 2 1 1-2 1-2 1-2
2 3 3 4 2-4 3-4 34
del(Z){qter—q31:) 0-1 0 0 0-1 0-2 -2
del(3)pter—ql 1:) 0-1 0-2 -1 0-2 0-2 0-2
3 4 4 4 3-4 2-4 3-4
4 4 3 3 2-4 3-6 3-5
5 3 4 4 3-4 4-3 4-3
6 3 3 4 4-5 3-5 3-6
del(6)(pter—ql4'} a ¢ 0 0-2 0 Q
7 4 4 4 4-7 3-6 4-7
del(7){qter—p15:) 1-2 1-2 1-2 1-2 1-2 1-2
8 2 2 2 1-2 2 1-2
9 3 3 3 4-6 3-7 3-5
inv{$i(pllgld) 3 3-4 3 4 3-4 3-4
10 4 4 4 5-7 4-6 4-6
1t 2 1 I i-2 -2 1-2
12 4 4 5 5-6 4-5 4-6
13 2 2 2 2-3 2-3 2-3
14 2 3 3 1-4 2-3 2-3
i5 2 3 2 2-4 2-3 2-3
16 3 4 5 4-6 46 4-6
17 4 4 5 2-5 3-6 -5
i{17q) 2-4 2-4 2-4 2-3 2-35 2-4
13 2 2 2 2-3 2-3 1-2
19 1 2 2 1-3 2-3 1-2
20 4 4 4-35 4-5 4-5 4-5
21 4 4-5 3-4 4-6 4-3 3-5
22 3 2 3 2-3 2-3 2-3
X 1 1 I 1-2 ! 1
frag % 0-2 0-2 0-2 0-2 0-2 0-2
NO ident. 4 4-5 2 3-4 2-5 3-6
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Tabiza No. 7

ANALISIS DEL NUMERC CROMOSOMICO EN LA LINEA CELULAR WRL-68

Metafase | Pasaje No. Pasaje Pasaje Pasaje Pasaje Pasaje
N°® 131 132 133 134 135 136
1 58 46 56 45 45 54
2 60 46 57 48 58 63
3 65 53 58 51 63 63
4 B3 54 59 55 57 65
5 69 57 60 55 68 66
8 71 58 60 56 59 57
7 75 58 60 56 69 87
8 84 60 61 56 72 68
9 86 60 61 57 73 59
10 86 80 683 59 73 69
11 g2 61 63 &7 73 70
12 95 62 86 68 74 70
13 95 66 656 68 76 70
14 100 &6 68 69 77 73
15 100 68 69 69 78 73
16 100 68 69 70 78 73
17 102 68 69 72 78 73
18 107 69 70 73 79 73
19 200 89 70 74 79 74
20 250 70 70 76 79 76
21 255 70 70 78 80 76
22 268 70 70 79 80 76
23 71 73 80 80 77
24 74 73 80 80 79
25 74 76 82 81 79
26 76 78 82 83 79
27 78 78 83 83 78
28 78 78 84 84 80
29 80 79 84 84 80
30 80 79 84 84 80
31 81 81 84 85 80
32 81 84 84 85 80
33 81 85 85 86 80
34 83 86 85 86 8¢
35 84 86 86 86 80
35 84 86 86 86 80
37 86 86 86 86 81
38 87 86 86 86 81
39 87 86 87 85 82
40 87 87 88 86 82
41 87 87 88 88 82
42 87 88 88 88 83
43 88 88 88 88 83
44 88 89 38 88 84
45 89 23 88 88 84
46 89 35 88 89 84
47 a0 a7 89 89 B5
48 93 97 8% 89 86
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Cont....

Tabla N2 7
49 93 a7 88 89 86
50 94 98 89 89 87
51 96 o8 89 89 88
52 99 98 89 89 88
53 99 100 89 89 88
54 100 100 89 89 88
55 100 100 89 89 88
o6 101 100 80 90 88
5 102 100 91 Q0 88
58 i03 100 91 90 88
59 108 100 91 90 88 -
60 110 100 92 90 88
61 110 101 92 20 88
62 112 103 93 20 88
63 112 108 93 90 89
64 118 110 93 90 89
65 120 110 94 a0 8g
66 120 117 94 a0 8g -
67 120 120 94 20 90
68 126 120 95 91 90
63 130 135 a5 91 90
70 140 137 g6 91 g0
71 148 96 92 90
72 148 96 23 90
73 158 26 93 g0
4 160 96 23 90
75 160 97 93 90
76 167 97 93 90
77 167 a7 94 90
78 178 97 94 9¢
79 181 97 94 80
80 185 g7 9% 80
81 188 97 95 91
82 186 98 95 91
83 199 98 95 g1
84 200 98 95 92
85 200 98 95 93
86 200 98 86 93
87 200 98 a6 94
88 210 98 96 95
89 213 98 96 26
80 220 98 96 96
91 246 99 95 96
92 248 99 g6 96
93 250 99 96 97
94 253 99 96 97
95 279 101 96 98
96 300 101 96 o8
97 101 96 98
98 101 96 98
99 101 97 98
100 101 97 a9
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Comt....

Tabla NQ 7

101 101 97 99
102 101 97 100
103 101 97 100
104 101 97 100
105 101 101 101
106 102 98 100
107 102 98 100
108 102 ag 100
109 102 98 101
110 103 o8 101
111 103 98 101
112 103 98 101
113 103 98 101
114 103 98 102
115 104 98 102
116 104 100 102
117 104 100 102
118 104 100 102
119 105 100 102
120 105 100 103
121 106 104 104
122 106 101 104
123 106 101 104
124 108 101 104
125 108 101 105
126 106 101 106
127 106 102 106
128 107 102 1086
129 108 102 106
130 108 103 106
131 109 103 106
132 109 103 106
133 109 103 107
134 109 103 107
135 112 103 107
136 112 104 107
137 112 104 108
133 113 104 109
139 114 104 110
140 114 105 110
141 115 106 110
142 116 106 110
143 119 106 111
144 122 108 112
145 144 108 114
146 146 109 115
147 149 112 117
148 155 115 118
149 160 135 130
150 162 135 168 °

SUMA 2487 11188 5965 14205 13800 13744

PROMEDIO | 113 045455 | 116 552083 | 85 2142857 947 92 91.6266667
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TablaNo. 8

FRECUENCIA DE N° MODAL EN LA LINEA CELULAR WRL-68
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Cont ...

Tabla N2 8

11

101
102
103
104
105

106
107
108
108
110
i11
112
113
114
115
116
117
118
119
120
122
126
130
135
140
144
146
148
149
155
158
160
162
167
178
181
185
188
196
198
200
210
213
220
246
248
250
253
255
269
279
300
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