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RESUMEN

Los resultados de nuestro estudio se compararon
con un estudio anterior realizado a los cinco afos
de pasaje del tumor, para determinar los cambios
ocurridos dentro de la poblacion tumoral y que
son los siguientes:

— El grado de dispersion de la poblacion celular

se redujo (34-120 cromosomas)

— La linea celular principal casi diploide se
mantuvo conservando la misma clase predo-
minante (46-48), pero tuvo células con nimero
de cromosomas entre 38 y 52; se aumento la
frecuencia de células con nimero mas pequefio
de cromosomas (36-46) y se disminuyo la
frecuencia de las células con numero mayor de
cromosomas (48-58).

— La linea secundaria se modifico completa-
mente. Tuvo una dispersion cromosomica menor
(76-86 cromosomas), una clase celular predo-
minante de 78-80 cromosomas y en su estable-
cimiento participaron celulas con numeros
mas pequeiios de cromosomas.

— Los cromosomas perdidos mas frecuentemente
fueron telocéntricos y los ganados mas frecuen-
temente metacéntricos.

— Aparecieron siete cromosomas nuevos formados
por delecciones de los cromosomas 1 y 2 y
translocaciones entre los cromosomas 1 o 2,
3,5,10, 13 y 14.

— Los cromosomas minusculos mostraron
tendencia a aumentar con el aumento del
numero de cromosomas.

Los datos parecen indicar que el tumor se ha
estabilizado bastante y que los procesos selectivos
tienden a eliminar las células con nimeros altos de
cromosomas, favoreciendo al mismo tiempo a las
que tienen un numero de cromosomas alrededor
del nimero diploide.

* Iiscuela de Biologia. Universidad de Costa Rica.

INTRODUCCION

La evolucion de las poblaciones celulares
tumorales es considerada por la mayoria de
los autores, como el resultado de una compe-
tencia selectiva entre la multitud de lineas
celulares, llegando a predominar aquélla que
es favorecida metabolicamente de un cambio
que intervino en un determinado momento
en el medio (terapia, pasaje, acumulacion de
metabolitos, etc.). (8,11,13,17,19) y la cual
llega a constituir la linea principal del tumor,
siendo la principal responsable del creci-
miento de éste (23).

Segin Hsu (10), de la linea principal
pueden derivar otras lineas tumorales
dependiendo de las condiciones del medio.

En un tumor al lado de la linea principal,
se encuentran varias lineas colaterales con
namero de cromosomas diferente y menor
frecuencia.

La existencia de un nimero mayor o
menor de lineas colaterales refleja el grado
de heterogeneidad del tumor y se traduce
por una dispersion mayor del ntmero de
cromosomas; expresando las potencialidades
fisiologicas sumamente diversas de la misma
poblacién cetular.

En la caracterizacion de la linea principal
es muy importante la presencia constante de
uno o varios cromosomas marcadores, dife-
rentes estructuralmente de los cromosomas
de la especie. Su importancia reside en que
pueden indicar la naturaleza maligna de las
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células que los poseen y el origen comun de
éstas a partir de una sola célula original;
ademds permiten seguir la evolucion de
aberraciones suplementarias que afectan la
constitucion cromosomica (14).

Otra modificacion del cariotipo tumoral
son los cromosomas minusculos, que consti-
tuyen fragmentos cromosémicos con
centromero (14).

Segn Mitelman y Levan (24) hay dos
tipos de aberraciones cromosomicas involu-
cradas en el proceso neopldsico. El primero
es el resultado de la interaccidn directa entre
el factor(es) oncogénico(s) y el material
genético de la célula. Estas aberraciones
primarias pueden ser translocaciones, delec-
ciones, duplicaciones, pero probablemente
mas a menudo son cambios genéticos
submicroscopicos. Estos producen una
célula transformada, liberada del control del
hospedero y con el potencial de una vida
indefinida

Debido al estado de transformacién, la
poblacién celular en desarrollo puede
acumular cambios cromosémicos secun-
darios, pasivamente y al azar pero sujetos a
seleccion celular, de manera que soélo las
células en las que se acumulen aberraciones
que les confieran ventaja proliferativa persis-
tiran y dominarin mds tarde la poblacién
celular.

La presentacion de un cambio ambiental,
puede trastornar el equilibrio causando cam-
bios de cariotipo en la poblacion tumoral v/o
desarrollar una competencia entre las diversas
lineas celulares que culmina con la seleccion
de aquélla que posea una estructura genética
acorde con los nuevos requerimientos ambien-
tales. Esta linea se multiplica rapidamente,
legando a constituir la linea principal,
mientras que las otras lineas celulares
coexisten paralelamente con ella como
material de reserva, para futuros cambios en
el ambiente celular. Cada linea principal del
tumor representa la “‘supervivencia de la mas
apta” (18,23).

El estudio de cromosomas en tumores
asciticos animales a partir de 1950, suple-
mentado pronto con resultados de efusiones
humanas malignas, aclardé las reglas del
comportamiento cromosémico en pobla-
ciones celulares malignas avanzadas (18,23).

El estado presente de la citogenética del
cancer en lo referente a los tumores experi-
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mentales puede ser resumido de la siguiente
manera:

Los cromosomas cambian durante la
oncogénesis formando patrones cromo-
somicos predeterminados, influenciados por
el agente inductor, que evidentemente
programa el cariotipo para una secuencia
especifica de cambios cromosomicos, dife-
rentes para los distintos agentes. Esto
implica intima interaccion entre la materia
hereditaria de la célula huésped y los agentes
inductores. La variacion cromosémica signifi-
cativa afecta solamente un pequefio niimero
de cromosomas especificos, mientras los
demas no son alterados y toman parte
Unicamente en disturbios accidentales (18).

Cuadro 1
Distribucién del niimero de copias por célula
de cada tipo de cromosoma normal,
en 14 células asciticas pertenecientes a la

iinea principal.
Tipo de Niimero de copias por célula
cromosoma 0 1 2 3 4
1 1 12 1
2 1 12 1
3 3 7 4
4 5 2
5 8 5 1
6 9 5
7 7 6 1
8 7 6 1
9 1 5 5 3
10 8 5 1
11 1 11 2
12 3 10 1
13 1 4 9
14 1 12 1
15 4 5 3
16 2 11 1
17 7 6 1
18 3 9 2
19 2 8 2
20 2 3 5 4
X 13 1
Y 1 9 4




MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron machos de ratas Wistar
(Bratislava) de aproximadamente 150 g. para
el mantenimiento del tumor ascitico, de la
siguiente manera: Se recogié el liquido
ascitico por puncion intraperitoneal y se
prepar0 una suspension celular en suero
fisiologico, de la cual se inoculé 1 ml (10-20)
10° células a la rata huésped. De esta manera
fue pasado el tumor de un huésped a otro
por diez afios, al cabo de los cuales se realizo
este estudio.

El liquido ascitico usado para el estudio
fue obtenido a partir de 10 ratas inoculadas
con el tumor 1S dias antes de obtener las
muestras.

Dos horas antes de recoger el liquido
ascitico las ratas fueron inoculadas intraperi-
tonealmente con una solucidon de colquicina
al 0.02% en suero fisiologico. en una dosis
de 5 ug./g. de peso.

El liquido ascitico se recogio por puncion
intraperitoneal y se sometio a un tratamiento
hipotonico de 30 minutos con agua destilada
a37°C.

Se efectuaron tres fijaciones sucesivas de
30 minutos cada una a 49C con una mezcla
de alcohol metilico absoluto : acido acético
glacial 3: 1.

Como controles se utilizaron tres ratas
Wistar machos de aproximadamente 150 g.,
las cuales fueron inyectadas intraperitoneal-

Cuadro 2
Distribucion del nimero de copias por célula
de los cromosomas con reestructuraciones,
en 14 células asciticas pertenecientes a la
linea principal.

Tipo Numero de copias
de por célula

cromosoma 0 L 2 3 %

A = del (1) (@) 1 7 5 1 93
B =t(5q; 13 q) 2 2 14

C=t(? l-2q;14p) | 12 2 14
D=1(3q;10q) no3

TE=dd(@ | 9 4 1 36

F=t(1-2q:14q) | 8 6 43
G=t(? 12q;13q) | 11 3 o

mente con una solucion de colquicina 0,02%
en suero fisiolégico, correspondiente a una
dosis de 5 ug./g. de peso. A la horay media
los animales fueron sacrificados y se les
extrajo la médula del fémur. Esta fue colo-
cada en una solucion de KCl 0,5% a 379C
y dejada 30 minutos. Se le hizo tres fija-
ciones sucesivas de 30 minutos cada una
con alcohol metilico absoluto : dcido acético
glacial 3 :1.

Tanto las ldminas obtenidas del tumor
ascitico como las del grupo control, fueron
incubadas 4 horas en una solucion 0,25 M
de Na,HPO4 * 12H,0 en agua bidestilada,
a 63°C y enjuagadas tres veces en agua
destilada. Se dejaron secar y se tifieron por
10 minutos en una solucion de Giemsa con la
siguiente composicion: 5 ml Giemsa, 2 ml
solucion de Na;HPO, * 12H,0 al 5%, 93
ml agua destilada. Por medio de este
tratamiento se obtuvo bandeo G de los
cromosomas normales y tumorales.

Las metafases de buena calidad fueron
fotografiadas, ademds se hizo conteo del
nimero de cromosomas y Cromosomas
minosculos a 309 células tumorales escogidas
al azar.

Las fotografias fueron cariotipadas segin
el modelo patron (1973) (5) y segin el
modelo propuesto por Levan (16), Fig. 1.

Se determind el nimero de copias de
cada tipo de cromosoma y el posible origen
de los cromosomas con reestructuraciones,
utilizando 14 cariotipos de la linea principal
del tumor.

Los resultados del estudio se compararon
con los obtenidos por Cirnu (1971) (3) luego
de efectuar un estudio del tumor al cabo de
5 afios de pasajes en hospederos homologos.

RESULTADOS

El analisis del nimero de cromosomas
mostro que el grado de dispersion se redujo
(34-120 cromosomas) comparado con el
anterior estudio (36-176 cromosomas) (3),
Fig. 1.

La clase predominante de la linea celular
principal fue la misma en los dos estudios
(46 a 48 cromosomas), mientras que la clase
predominante a la linea tumoral secundaria
cambio de 92 a 94 cromosomas en el estudio
anterior, a 78-80 cromosomas en este estudio.

Aunque la clase predominante de la linea
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tumeral principal se mantuvo, dentro de las
clases tumorales menos importantes numéri-
camente, se produjo un aumento de
frecuencia de las células con nimeros
menores de cromosomas (36 a 46) y una
disminucién de la frecuencia de las clases
celulares con nimeros mayores de cromo-
somas (48 a 58).

La linea tumoral secundaria se modificd
completamente en lo referente a importancia
numérica, dispeision celular y cambio de la
clase predominante, participando en su
establecimiento células con nimeros menores
de cromosomas.

Los cromosomas que se perdieron mds
frecuentemente fueron los telocéntricos y
los que se ganaron m4s frecuentemente fueron
los metacéntricos (Cuadro 1).

Se encontraron siete cromosomas con
reestructuraciones formados por posibles
delecciones y translocaciones entre diferentes
cromosomas (Cuadro 2, Figs. 3, 4, 5).

Los cromosomas mindsculos mostraron
una tendencia a aumentar con el aumento

# D
]
i x  Don

9 20
g A
F B

de]l nimerc de cromoscmas, de 1 a 4 por
célula.

DISCUSION

La constitucién cromosdmica del tumor
ascitico no se mantuvo igual después de diez
afios de pasajes en serie, aunque se conservo
la misma clase predominante.

Los cambios encontrados indican la exis-
tencia todavia de procesos evolutivos, que
lleven a la seleccion de las células mads
capaces de multiplicarse e el medio intraperi-
toneal, con el consiguiente ajuste estructural
del cariotipo.

En los tumores mantenidos por trasplante
mucho tiempo, la linea principal es relativa-
mente estable, mientras que en los recién
establecidos va variando.

Las experiencias realizadas por Koller
(1960) (14) con el tumor ascitico Yoshida,
mostraron que, dependiendo del lugar en el
cual se trasplantd el tumor (subcutdnea-
mente o intraperitonealmente), la frecuencia
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de las células de la linea principal vario,
llegando a tener una frecuencia cuatro veces
mayor en la region subcutdnea.

Las modificaciones que se producen
después del trasplante, a veces pueden formar
lineas tumorales nuevas desde el punto de
vista metabolico y citogenético, que las
diferencian del tumor primario, como es el
caso de las tres sublineas asciticas del adeno-
carcinoma mamario T A 3, analizadas por
Levan en 1956 (15).

En nuestro caso, el grado de dispersion se
redujo, resultado parecido al obtenido por
Haushka y Levan (12) con los tumores asci-
ticos Krebs y Landschutz de raton, llegando
a la conclusion que el trasplante en hospe-
deros homologos limita el grado de dispersion
debido alas semejanzas metabdlicas, genéticas
y de histocompatibilidad entre el animal
donante y el hospedero.

Sobre el significado de la poliploidia en
la evolucion citogenética de los tumores
existen varias opiniones.

Segln Levan (15) y Hsu (10) las células
poliploides tienen dentro de la poblacion
tumoral mayor resistencia y posibilidades
de sobrevivir en condiciones desfavorables,
confiriéndole ademds la capacidad de
desarrollarse en hospederos con fenotipo
diferente.

Es posible que en el caso de este tumor
ascitico, las células poliploides le confirieron
ventaja metabdlica a la poblacion tumoral en
los primeros anos de pasajes en serie,
cuando la cavidad intraperitoneal era un
medio todavia extrafio para las células y al
cual debia adaptarse, siendo seleccionadas,
aunque en menor grado, al lado de las
células casi disploides, ocasionando la gran
dispersion de la poblacion celular, asi como
la mayor frecuencia celular de la linea
secundaria casi tetraploide, en el primer
estudio comparado con el nuestro.

Puesto que los pasajes en serie se hicieron
en hospederos homélogos, el ambiente para
las células fue en general el mismo. Probable-
mente las células poliploides ya no corres-
ponden a los requerimientos metabadlicos y
tienden a ser eliminadas progresivamente.

Por el contrario, las células casi diploides
mantuvieron una frecuencia alta, testificando
su seleccion como las mds favorecidas por las
condiciones fisiologicas imperantes en el
medio intraperitoneal.
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De cualquier modo la poliploidia debe
tener un papel importante en la neoplasia,
por la frecuencia alta que presenta en
algunos tumores (36).

Después de diez afios de pasajes, el tumor
sufrié modificaciones en la distribucion de
los cromosomas por grupos morfologicos,
que afectd de manera diferente cada grupo
de cromosomas.

Una observacion similar se ha realizado
en tumores humanos, en los cuales se ha
observado un aumento numérico de los
cromosomas submetacéntricos del grupo C,
al mismo tiempo que una disminucién en el
numero de cromosomas telocéntricos Dy G
(20, 38). Este fendomeno es muy evidente en
las leucemias humanas (27, 28, 32, 33).

En nuestro estudio aparecieron siete
cromosomas nuevos, de los cuales los mas
caracteristicos son el cromosoma A: del
(D (q)yel F:t(? 1-2 q; 14q).

Levan (16) encontrd también en la rata
blanca el cromosoma 1 implicado en la
formacion de otros cromosomas, uno de
ellos representado por un cromosoma |
deletado del (1) (q35) en un tumor inducido
quimicamente con 3-4 benzopireno y el otro
formado por una deleccion intersticial, del
(1) (cen —=>q 21) en un sarcoma indu-
cido con 7-12 dimetilbenzo (&) antraceno.
Ademis observo los cromosomas 3 y 5 impli-
cados en la formacién de cromosomas nuevos
en tumores inducidos con las dos sustancias
anteriores y una mis, el 20-metil-colantreno.

La participacion preferencial de algunos
cromosomas en la formacion de cromosomas
nuevos tanto en los tumores espontaneos
como en los inducidos, no es al azar. Los
agentes oncogénicos pueden atacar regiones
cromosOmicas especificas y determinar los
patrones cariotipicos de las células malignas
(23).

En la aparicion de cromosomas nuevos
pueden participar mecanismos diferentes
como translocaciones, inversiones, delec-
ciones, translocaciones Robertsonianas, pero
obligatoriamente se debe producir la fractura
de uno o varios cromosomas seguido de
reunién o no de los fragmentos (8, 11, 30).

Cada tumor tiene un patron de cario-
tipo especifico, diferente incluso de otros
tumores originados en el mismo tejido u
organo (20). En general, casi todos los
tumores presentan Cromosomas nUeves, pero
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hasta ahora han tenido caracter constante
solo el marcador Ph! (Philadelphia) carac-
teristico de la mayoria de pacientes con
leucemia cronica mieloide (2, 25, 31), el cual
se ha presentado también en casos aislados
de leucemia aguda linfocitica y leucemia
aguda mieloide (1, 6, 26, 29, 37), y el
marcador 14 q+ presente en la mayoria de
pacientes con linfoma Burkitt (21).

En otros tumores aparecen y desaparecen
estos cromosomas nuevos con la evolucion
del tumor. En nuestro caso, Gnicamente
los cromosomas A y E se mantuvieron
durante la evolucién del tumor, los otros
cinco aparecieron en su transcurso.

La conclusion a la que se ha llegado en
varias investigaciones recientes es que la
participacion de los cromosomas en el
desarrollo de la neoplasia no es un fenémeno
al azar (9, 18, 22, 23, 24, 34). En un estudio
hecho de 856 casos de 15 diferentes tumores
humanos, se observd que las aberraciones
cromosOmicas tienden a agruparse en 12
cromosomas especificos del cariotipo (24).
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Segin los mismos autores, los cromosomas
mas frecuentemente afectados llevan material
genético que posiblemente es importante
para la regulacion de la proliferacion celular
y que requiere ser manipulado en el proceso
de transformacion maligna. Resultados simi-
lares han sido obtenidos en tumores experi-
mentales espontineos e inducidos.
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